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Linh vuc ky thuit dwgc dé cap

Sang ché dé cap dén trinh tu axit nucleic dung dé phat hién cay dau tvong
khang thudc diét c6 DBN9004 va phuong phap phat hién sir dung axit nucleic
nay, cu thé 1a sang ché dé cap dén cay dau twong DBN9004 khéang glyphosat va
glufosinat va phuwong phép phéat hién liéu mdt phan tot ADN cua su kién déu
twong chuyén gen DBN9004 cu thé c6 trong mau sinh hoc hay khong.

Tinh trang k§ thuit cia sang ché

N-phosphonometylglyxin, ciing dugc biét dén 1a glyphosat, 1a mot thude
diét co khong chon loc phd rong kinh dién chuyén doan hé théng. Glyphosat 1a
mot chét we ché axit phosphoenolpyruvic (PEP) canh tranh, mot co chit tdng
hop cta 5-enolpyruvylshikimat-3-phosphat syntaza (EPSPS), va c6 thé (c ché
su chuyén héa cua hai co chdt PEP va 3-phosphoshikimat thanh
5-enolpyruvylshikimat-3-phosphoshikimat dugc xtc tic bdi EPSPS, nho d6
phong bé con dudng tdng hop axit shikimic, mdt tién chit tdng hop cua axit
amin thom, va dan dén 1am chét ¢ va vi khuén do can thiép vao qua trinh tong
hop protein.

Tinh khang glyphosat ¢6 thé c6 dugc bang cach biéu hién EPSPS céi bién.
EPSPS cai bién c6 ai luc v6i glyphosat thdp, va vi thé khi c6 mit glyphosat,
EPSPS van giit duoc hoat tinh xdc tic ctia nd, tic 13, tao ra tinh khang
glyphosat.

Dau tuong (Glyxn max) 1a mot trong sd nim cay tréng chinh trén thé gi6i.
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Tinh khéang thudc diét co, dic biét 1a tinh khang thubc diét cé glyphosat, 13 mot
tinh trang néng hoc quan trong dbi véi san lvong dau twong. Tinh khang thube
diét cd glyphosat & cdy d4u twong cé thé dat duoc bang cidc phuong phap
chuyén gen dé biéu hién cac gen khang thudc diét cé glyphosat (EPSPS, CP4) &
cdy dau tuong nhu sy kién dau tuong GTS40-3-2, va sy kién dau tuong
MONZ89788.

Trong nhitng nam gin day, viéc chdp nhan rong rai cac hé théng canh téc
khang glyphosat va viéc gia ting st dung glyphosat da dan dén viéc co khang
glyphosat ngay cang phd bién. O céc khu vuc noi ma nhitng ngudi canh tdc phai
d6i mit véi tinh trang cé khang glyphosat hodc co bién ddi thanh loai ¢é kho
kiém soat hon, thi nhitng ngudi canh tac c6 thé giai quyét tinh trang hiéu qua
kém cua glyphosat bang cach két hgp véi hodc thay thé loai thubc diét co nay
bang céac loai thubc diét cd khac c6 kha nang kiém soat cé khong bi tac dung
béi thude diét co glyphosat.

Glufosinat 12 mot loai thudc diét cé khong hé théng va khong c6 tinh chon
loc trong s cac thube diét cé phosphinothrixin. N6 duogc st dung chi yéu dé
kiém soat cd c6 14 rong hodc c¢é hang nim cé quanh nim mot khi ching Xuét
hién, va viéc kiém soat cé dai dugc thuc hién b%mg cach tc ché hoan toan
L-phosphonomyxin (mot thanh phdn cé hoat tinh trong glufosinat) trén
glutamin synthaza (mot enzym can thiét cho viéc giai ddc t& amoniac &. o).
Kkéc véi glyphosat c6 thé 1am chét r& cua cé, thi glufosinat c6 thé lam chét 14
trude tién va dich chuyén trong xylen ctia co bang cach thoat hoi nuée, va dic
tinh tac dung nhanh ctia né nam giita paraquat va glyphosat.

L-phosphinothrixin dugc chuyén héa thanh dang khong c¢6 hoat tinh bang
cach axetyl hoa c6 xtc tdc cua phosphinothrixin N-axetyltransferaza (PAT)

dwgc phan 14p tir Streptomyces. Cac gen biéu hién cac dang dugc t6i wu hoa cla
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PAT & thuc vat d3 duogc st dung & cdy déu tuong dé truyén dac tinh khéang
thubc diét co glufosinat cho cdy d4u twong nhu sy kién déu twong A5547-127.
Do d6, viéc st dung thudc diét co glufosinat két hop vdi cac tinh trang khéng
glufosinat ¢6 thé dung lam céng cu khong c6 tinh chon loc dé kiém soét ¢
khang glyphosat mgt cach hi¢u qua.

Trong twong lai, v&i sy phd bién ciia céc cdy dau twong chuyén gen khéng con
truing va viéc canh tic ching trén quy mo 16n, thi mot sb lvong nhd cac loai con
tring/vat gy hai séng sét c6 thé 1am nay sinh tinh khang thudc sau mét vai dot nhan
giéng. Viéc ddng canh tac cac ciy dau twong chuyén gen khang thudc diét co6 nhr cac
cdy dau twong chuyén gen khong khéng con tring véi cdc cdy ddu twong chuyén gen
khéang con tring theo mot ty 1& ¢ thé 1am chdm sy xuét hién tinh khéng con tring/vét
gdy hai.

Da biét ring sy biéu hién clia cdc gen ngoai lai & thyc vat bi &nh hudng béi
vi tri nhiém séc thé cua chiing, ma c6 thé do trang thai gén cua cac ciu truc chét
nhiém séc (vi dy, di nhidm sic) hodc céc yéu t6 diéu hoa phién mi (vi du, cac
yéu tb ting cudng) véi vi tri két hop. Cudi cling, thudng can sang loc mot sb
lugng 16n céc sy kién trudc khi co thé x4c dinh dugc céc su kién ma cé thé
duoc thwong mai héa (tuc 1a, cac sy kién ma cac gen dich duge dua vao co thé
dugc biéu hién toi uvu). Vi dy, dd quan sat théy & thuc vat va cac vi sinh vat
khac réng c6 thé co su khac biét 16n vé mirc biéu hién cua cac gen dugc dua vao
gitta cac su kién; ciing c6 su khéc biét v& kiu biéu hién ca vé& khong gian va
thoi gian, nhu su khac biét vé su biéu hién tuong d6i cua cac gen chuyén trong
sb cac mo thuc vat khac nhau, sy khac biét ndy duoc bdc 16 béi mot thuc té 1a
kiéu bidu hién thuc té c6 thé khong phu hop véi kiéu biéu hién dugc ky vong
theo cac yéu té diéu hoa phién mi trong cac ciu trac gen duoc dua vao. Do do,

no6i chung can phai tao ra hang tram cac sy kién khac nhau va dé sang loc ra
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dugc mot su kién voi muc biéu hién va kiéu biéu hién cua gen chuyén ma duoc
du tinh dé thuong mai hoéa cac su kién nay. Cac su kién véi kiéu biéu hién va
muc biéu hién gen chuyén duoc ky vong co thé duoc st dung dé dua cac gen
chuyén vao céc nén di truyén khac bang cach lai hitu tinh khéc kiéu st dung cac
phuong phép nhan gidng thong thudng. Cac thé hé con dwoc tao ra bai phuong
phép lai nay gii lai dugc cac dic tinh biéu hién cia gen chuyén cua cac té bao
bién nap géc. Viéc 4p dung kiéu chién lugc nay cé thé dam bao su biéu hién
gen mot cach chic chin & nhidu gidng, va cac giéng nay c6 thé thich ung tbt voi
céc diéu kién canh tac & dia phuong.

C6 loi 1a sy c6 mat cia mot su kién cu thé c¢6 thé dugc phét hién dé xac
dinh xem li€u céc cdy con thu dugc tir qua trinh lai hitu tinh c6 chta cac gen
dich hay khong. Ngoai ra, cdc phwong phap dé phat hién cac su kién cu thé
cling s€ gilp tudn tha cac quy dinh c6 lién quan, vi du, su phé duyét chinh thic
va dan nhan cdc san phdm thuc phim thu dugc tir cac cdy trong tai td hop 14 cin
thiét trude khi chung dugc dua ra thi trudng. C6 thé phat hién su c6 mit clia cac
gen chuyén bang phuong phap phat hién polynucleotit da biét rd bat ky, vi du,
cic phan ung chudi polymeraza (polymerase chain reaction-PCR) hodc lai ADN
st dung miu do polynucleotit. Cic phuong phap phat hién nay thudng tap trung
vao cac yéu té di truyén chung nhu trinh ty khéi ddu, trinh ty két thuc, va cac
gen chi thi. Do d9, trir khi trinh tu cia ADN nhiém sic thé (“ADN lién k&”) bén
canh ADN chuyén gen duoc cai vao 1a da biét, cac phuong phap nhu vy trén
day co thé s& khong phéan biét duge cdc sy kién khéc nhau, dic biét 1a cac su
ki¢n duogc tao ra véi cung mot cAu tric ADN..Do do, mot cap mdi ma ndi vao vi
tri tiép hop ctia gen chuyén dugc cai vao va ADN lién k&, cu thé 13, doan mdi
thtr nhét chta trinh tu lién k& th@ nhit va doan mdi tht hai chtra trinh tu duoc

cai vao, thuong duge stt dung dé€ xéc dinh céc sy kién chuyén gen cu thé bang
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PCR theo phuong phép hién nay.
Ban chit ky thuit cia sang ché

Muc dich ciia sang ché 1a d¢& xuét trinh tu axit nucleic ding dé phat hién
cdy dau tuong khang thubc diét co DBN9004 va phuong phap phét hién st dung
trinh tu ndy, su kién d4u twong chuyén gen DBN9004 c6 kha ning khénrg thudc
diét co glyphosat va thudc diét o glufosinat t6t hon, va phwong phap phat hién
nay c6 thé xac dinh nhanh va chinh xé4c liéu mot phéan t ADN cua su kién dau
trong chuyén gen cu thé DBN9004 c6 trong mau sinh hoc hay khéng.

Pé dat dugc muc dich trén day, sang ché dé xuét phan tir axit nucleic ¢
trinh tu axit nucleic dudi day, trinh ty axit nucleic ndy bao gdm it nhit 11
nucleotit lién tiép trong SEQ ID NO: 3 hoic trinh tu bd sung ciia n6, va/hoic it
nhét 11 nucleotit lién tiép trong SEQ ID NO: 4 hoic trinh tu bd sung cta noé.

T6t hon 13, trinh ty axit nucleic bao gém SEQ ID NO: 1 hoéc trinh tu bd
sung cuia né, va/hodc SEQ ID NO: 2 hodc trinh tu bd sung cua no.

Ngoai ra, trinh ty axit nucleic bao gém SEQ ID NO: 3 hoic trinh tu bd
sung cua nd, va’hodc SEQ ID NO: 4 hodc trinh ty bd sung cua no.

Ngoai ra nita, trinh tu axit nucleic bao gdm SEQ ID NO: 5 hoic trinh ty bd
sung cua no.

SEQ ID NO: 1 hodc trinh ty bd sung ctia né 1a trinh tu ¢6 chiéu dai gdm 22
nucleotit nim & dau 5° cua trinh tu dugc cai vao gén vi tri cai tiép hogp trong su
kién dau twong chuyén gen DBN9004, va SEQ ID NO: 1 hoic trinhwtu bd sung
cua n6 ndi trinh tw ADN bd gen 1ién k& cua vi tri cai & dau twong va trinh tu
ADN & dau 5° cua trinh ty duogc cai vao; do d6 viéc bao gém SEQ ID NO:1
hoic trinh tu bd sung cua nd cb thé duoc xéc dinh 1a sy c¢6 mat cua su kién ddu
twong chuyén gen DBN9004. SEQ ID NO: 2 hodc trinh tu bd sung cta né 1a

trinh tw c6 chiéu dai gdm 22 nucleotit & dau 3’ cua trinh tu dugc cai vao gin vi
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tri cai tiép hop trong su kién dau twong chuyén gen DBN9004, va SEQ ID NO:
2 hodc trinh tu bd sung cua no ndi trinh ty ADN & dau 3’ cua trinh ty duogc cai
vao va trinh ty ADN bd gen lién k& cua vi tri cai & dau tuong; do dé viéc bao
gém SEQ ID NO: 2 hoéc trinh tu bd sung cda né cb thé dugc xac dinh 13 su c6
mit cua sy kién d4u twong chuyén gen DBN9004.

Theo sang ché, trinh tu axit nucleic c6 thé bao gém it nh4t 11 hodc nhiéu
hon 11 polynucleotit lién tiép (trinh tw axit nucleic thtr nhit) cia m‘c}t phén bt
ky cua trinh ty chuyén gen duoc cai vao trong SEQ ID NO: 3 hoic trinh tu bd
sung cua nd, hodc it nhit 11 hodc nhiéu hon 11 polynucleotit lién tiép (trinh tu
axit nucleic thir hai) ctia phan bét ky ciia ving ADN bd gen ciia dau tuong lién
ké & ddu 5° trong SEQ ID NO: 3 hoéc trinh tu bd sung cua né. Trinh ty axit
nucleic ¢6 thé con 12 mot phan twong ddng véi hodc bd sung véi SEQ ID NO: 3
bao gbm SEQ ID NO: 1 nguyén ven. Néu trinh ty axit nucleic thi nhét va trinh
tu axit nucleic thr hai dugc st dung cung nhau, thi céc trinh tu axit nucleic nay
dong vai trd 1a cip mdi ADN c6 thé duge st dung trong phuong phap khuéch
dai ADN dé tao ra san phém khuéch dai. Sy c6 mat cua su kién ddu tuong
chuyén gen DBN9004 hodc thé hé con cta n6 c6 thé dugc phat hién néu san
phim khuéch dai thu duoc trong phuong phap khuéch dai ADN sir dung cip
mdi ADN 14 mdt san phdm khuéch dai bao gdm SEQ ID NO: 1. Nguoi ¢6 hiéu
biét trung binh trong linh vuc k¥ thut nay da biét ro ring céc trinh tu axit
nucleic thr nhit va tht hai 1a khong nhét thiét chi bao gdbm ADN, ma ciing c6
thé bao gdbm ARN, hdn hop ADN va ARN, hoic hdn hop gdm ADN, ARN,
hoac nucleotit khdc hodc dang tuong tu clia ching ma khong déng vai tro la céc
khudn mau ctia mot hoidc nhiéu polymeraza. Hon nita, cdc miu do ho#c céc
doan mdi dugc mé ta trong sang ché nén c6 dd dai gﬁ“)m it nhat khoang 11, 12,

13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 hodc 22 nucleotit li€én tiép, ma c6 thé duogc
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chon tir cac nucleotit dugc thé hién dudi dang SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 va SEQ ID NO: 5. Néu dugc chon tir céc
nucleotit dugc thé hién dudi dang SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, va SEQ ID
NO: 5, thi cd4c miu do va cac doan mdi co6 thé 1a cac nucleotit lién tiép co chiéu
dai gE‘)m it nhat 21 dén 50 hodic nhiéu hon 50 nucleotit. SEQ ID NO: 3 hoic
trinh ty bd sung cua né 1a trinh tu c¢6 chiéu dai gdm 1207 nucleotit nim & dau 5’
cda trinh tu duogc cai vao gén vi tri cai tiép hgp trong su kién ddu tuong chuyén
gen DBN9004, va SEQ ID NO: 3 hodc trinh ty bd sung cia né bao gdm trinh tu
ADN bd gen lién ké cia dau tuong gdm 740 nucleotit (nucleotit 1-740 cia SEQ
ID NO: 3), 74 nucleotit trong trinh tw ADN ciia cdu tric pDBN4003 (nucleotit
741-814 ctia SEQ ID NO: 3), trinh tu két thuc t35S gébm 195 nucleotit (nucleotit
815-1009 cia SEQ ID NO: 3), trinh ty dém trong vecto gdm 21 nucleotit
(nucleotit 1010-1030 cia SEQ ID NO: 3), va trinh ty ADN & ddu 5° cua
phosphinothrixin N-axetyltransferaza cPAT gdbm 177 nucleotit (nucleotit
1031-1207 cia SEQ ID NO: 3) (nucleotit 815-1207 cia SEQ ID NO: 3); do d6
viéc bao gém SEQ ID NO: 3 hoic trinh ty bd sung cta né ¢ thé dugc xé4c dinh
1a sy c6 mat cia sy kién ddu twong chuyén gen DBN9004.

Trinh ty axit nucleic ¢6 thé bao gdm it nhit 11 hozc nhidu hon 11 polynucleotit
lién tiép (trinh tur axit nucleic thir ba) ciia phan bét ky cla trinh tw chuyén gen dugc
cai vao trong SEQ ID NO: 4 hodc trinh tu bd sung clia nd, hoic it nhét 11 hodc nhiéu
hon 11 polynucleotit lién tiép (trinh tw axit nucleic thir 4) ctia phan bét ky cia ving
ADN b0 gen cia ddu tuong lién k& & dau 3’ trong SEQ ID NO: 4 hodc trinh tu bd
sung cta né. Trinh ty axit nucleic ¢6 thé con 13 mot phan twong ddng véi hodc bd
sung v6i SEQ ID NO: 4 chta SEQ ID NO: 2 nguyén ven. Néu trinh ty axit nucleic
thir ba va trinh ty axit nucleic tht tu dugc st dung cung nhau, thi céc trinh ty axit

nucleic ndy déng vai trd 1a cip mdi ADN c6 thé duoc sir dung trong phwong phap
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khuéch dai ADN dé tao ra san phdm khuéch dai. Su c6 mit cta su kién déu tuong
chuyén gen DBN9004 hozic thé hé con cta n6 c6 thé dugce phat hién khi san phim
khuéch dai thu dugc trong phuong phap khuéch dai ADN béng cach sir dung cip mdi
ADN 1la mét san phdm khuéch dai chtrta SEQ ID NO: 2. SEQ ID NO: 4 hoic trinh ty
bd sung cua no 1a trinh tu c6 chiéu dai gf‘)m 631 nucleotit & dau 3’ cua trinh tu dugc
cai vao gln vi tri cai tiép hop trong sy kién d4u twong chuyén gen DBN9004, va SEQ
ID NO: 4 hodc trinh ty bd sung ctia n6 gdm trinh tu khéi diu prGm17gTsfl c6 226
nucleotit (nucleotit 1-226 cia SEQ ID NO: 4), 61 nucleotit trong trinh ty ADN cua
chu tric pDBN4003 (nucleotit 227-287 ciia SEQ ID NO: 4), trinh ty tiép hop gbm 6
nucleotit (nucleotit 288-293 cuia SEQ ID NO: 4) va trinh tu ADN bd gen- lién k& cua
dau trong gdm 338 nucleotit (nucleotit 294-631 ctia SEQ ID NO: 4); do d6 viéc bao
gém SEQ ID NO: 4 hoéc trinh tu bd sung cua nd co thé duoc xac dinh 13 sy c6 mit
cua s kién ddu twong chuyén gen DBN9004.

SEQ ID NO: 5 hodc trinh tu bd sung cua né la trinh tu cd chiéu- dai gém
7059 nucleotit ma bidu thi sy kién dau twong chuyén gen DBN9004, cu thé 1a
cédc bd gen va cac yéu t di truyén chtra trong d6 dugc thé hién trong bang 1.
Viéc bao gém SEQ ID NO: 5 hodc trinh ty ) sung cua nod co thé dugc xac dinh
1a sy ¢6 mat cua su kién dau tuong chuyén gen DBN9004.

Bang 1. Céc bd gen va cac yéu td di truyén dugc chira trong SEQ ID NO: 5

Yéu t6 di truyén/bod Chiéu dai (bp) Vi tri ndm trén SEQ ID
gen NO: 5
bd gen & dau 5’ 1268 1-1268
LB 74 ~ 1269-1342
t35S 195 1343-1537
cPAT 552 1559-2110
pr35s 530 2130-2659
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tPse9 643 2708-3350
cEPSPS 1368 3393-4760
spAt CTP2 228 4761-4988
prGm17gTsfl 1012 4989-6000
RB . 61 6001-6061

bd gen & dau 3’ 992 6068-7059

Trinh tu axit nucleic hodc céc trinh ty bd sung cta chung c6 thé dwgc sir
dung trong phuong phap khuéch dai ADN dé tao ra cic don vi siéﬁ sao chép,
viéc phat hién ra cdc don vi siéu sao chép cho biét sy c6 mit cia sy kién dau
trong chuyén gen DBN9004 hoic cic thé hé con clia chiing trong mau sinh hoc;
va trinh tu axit nucleic hodic cdc trinh tu b sung cta ching cé théﬂduqc st dung
trong cac phuong phap phat hién nucleotit & phat hién su c6 maflf éﬁa su kién
d4u tuong chuyén gen DBN9004 hoic cac thé hé con clia né trong miu sinh
hoc.

DPé dat duoc muc dich trén day, sang ché ciling dé xuit phuong phéap phat
hién sy c6 mat cua ADN cua sy ki¢n déu tuong chuyén gen DBN9004 trong
mau, trong d6 phuong phép nay bao gbdm:

cho miu can dugc phat hién tiép xGc voi it nhit hai loai doan mdi dé
khuéch dai san phdm khuéch dai dich trong phan ing khuéch dai axit nucleic;

thuc hién phan Ung khuéch dai axit nucleic; va

phét hién sy cé mét cua san phém khuéch dai dich;

san phdm khuéch dai dich bao gdm it nhét 11 nucleotit lién tiép trong SEQ
ID NO: 3 hoic trinh ty bd sung cta n6, va/hodc it nhéat 11 nucleotit lién tiép
trong SEQ ID NO: 4 hoic trinh tu bd sung ctia né.

Hon nita, san phdm khuéch dai dich bao gdm cac nucleotit lién tiép & céc

vi tri 1-11 hodc céac vi tri 12-22 trong SEQ ID NO: 1 hogc trinh tu ) sung cua

-10-
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nod, va’hodc cac nucleotit lién tiép & cac vi tri 1-11 hodc céc vi tri 12-22 trong
SEQ ID NO: 2 hoic trinh tu b sung cua nd.

Ngoai ra, san phém khuéch dai dich bao g(‘“)m it nhat mot trinh ty dugc
chon tir: SEQ ID NO: 1 hoic trinh ty bd sung cia nd, SEQ ID NO: 2 hodc trinh
tu bd sung cua nd, SEQ ID NO: 6 hodc trinh ty bd sung cua nd, va SEQ ID NO:
7 hodc trinh tu bd sung cta no.

Trong céc giai phap k¥ thuat néu trén, it nhat mot trong sb cac doan mdi
bao gdm trinh ty axit nucleic hodc mdt doan clia né, hodc trinh ty bd sung véi

‘né.

Cu thé 13, cac doan mdi bao gém mdt doan mdi th&r nhit va mot doan mdi
thtr hai, trong d6 doan mdi thi nhit duge chon tr SEQ ID NO: 8 va SEQ ID
NO: 10; va doan mdi tht hai dugc chon tir SEQ ID NO: 9 va SEQ ID NO: 11.

Pé dat duoc muc dich trén day, sang ché ciing d& cap dén phuong phéap
phat hién sy c6 mat cia ADN cuia su kién dau tuong chuyén gen DBN9004
trong mdt mau, trong dé6 phuwong phap nay bao gém céc budec:

cho mAu cdn dugc phét hién tiép xic véi mau do, miu do bao gbm it nhit
11 nucleotit lién tiép trong SEQ ID NO: 3 hodc trinh tu bd sung cua no, va/hodc
it nhét 11 nucleotit lién tiép trong SEQ ID NO: 4 hoéc trinh tu bd sung cua nd; .

lai miu cdn dwgc phat hién véi mau do trong cac didu kién lai nghiém
ngdat; va

phét hién tinh trang lai gitta mAu can dugc phat hién véi miu do.

Céc diéu kién nghiém ngit c6 thé 1a tién hanh lai trong dung dich gém 6 x
SSC (natri xitrat) va 0,5% SDS (lauryl natri sulfat) & nhiét d§ 65°C, sau do6 rira
mang mot 1an béng 2 x SSC, 0,1% SDS, va 1 x SSC, 0,1% SDS, tuong Gng.

Hon nita, mau do bao gém céac nucleotit lién tiép O cac vi tri 1-11 hodc céac

vi tri 12-22 trong SEQ ID NO: 1 hodc trinh tu bd sung cuia nd, va/hoidc cac
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nucleotit li€én tiép & cac vi tri 1-11 hodc céc vi tri 12-22 trong SEQ ID NO: 2
hodc trinh tu bd sung cua no.

Ngoai ra, mau do bao gém it nhat mot trinh ty dugc chon tir: SEQ ID NO:
1 hodc trinh tu bd sung cua n6, SEQ ID NO: 2 hogc trinh tu bd sung cua no,
SEQ ID NO: 6 hoéc trinh ty bd sung cua no, va SEQ ID NO: 7 hodc trinh ty bd
sung cua no.

Tuy v, it nhit mot trong sb cac miu do duge danh d4u bing it nhit mot
chit huynh quang.

DPé dat dugc muc dich trén déy, sang ché cling dé xuét phuong phép phét
hién sy c6 mit cia ADN cua sy kién dau twong chuyén gen DBN9004 trong
mau, trong d6 phwong phap nay bao gdm cac budc:

cho mAu cdn dugc phét hién tiép xtic v6i phan tir axit nucleic chi thi, phan
tt axit nucleic chi thi bao gdém it nhit 11 nucleotit lién tiép trong SEQ ID NO: 3
hodc trinh tu ) sung cua nd, va’hodc it nhét 11 nucleotit lién tiép trong SEQ ID
NO: 4 hodc trinh tu ) sung cua no;

lai mAu can duoc phat hién véi phan tir axit nucleic chi thi trong céc didu
kién lai nghiém ngat; va

phét hién hién tuong lai gilta miu cin duogc phat hién véi phan tir axit
nucleic chi thi, va con x4c dinh mdi lién hé vé& gen giita tinh khang glyphosat
va/hodc tinh khang glufosinat va phén ti axit nucleic chi thi trong' di truyén
bang cach phan tich viéc nhan gibng c6 tro gitp cta chi thi.

Hon nita, phin tir axit nucleic chi thi bao gdm céc nucleotit lién tiép & céc
vi tri 1-11 hodc céc vi tri 12-22 trong SEQ ID NO: 1 hodc trinh tu bd sung cia
no, va’hodc cac nucleotit lién tiép O cac vi tri 1-11 hoac céac vi tri 12-22 trong
SEQ ID NO: 2 hoéc trinh tu bd sung cua no.

Cing hon nita, phan tr axit nucleic chi thi bao gdm it nhat mot trinh tu
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duogc chon tir: SEQ ID NO: 1 hodc trinh tu bd sung cua nd, SEQ ID NO: 2 hodc
trinh tu bd sung cua nd, SEQ ID NO: 6 hoic trinh tu ) sung cua nd, va SEQ ID
NO: 7 hodc trinh tu bd sung cua no.

Pé dat dugc muc dich trén day, sang ché cling dé cap dén kit phéat hién
ADN, ¢6 it nhat mot phan tir ADN, trong d6 phén t&r ADN bao gdém it nhit 11
nucleotit lién tiép cda trinh tu tuong déng cua SEQ ID NO: 3 hoéc trinh tu bd
sung cua no, va/hoic it nhat 11 nucleotit lién tiép cua trinh tu twong ddng cla
SEQ ID NO: 4 hodc trinh ty bd sung cua nod, va co thé dugc dung 1am doan mdi
ADN hodc mau do dic hiéu véi su kién dau tuong chuyén gen DBN9004 hodc
thé hé con ctia no.

Ngoai ra, phan tit ADN bao gém céc nucleotit lién tiép & cac vi tri 1-11
ho#c céac vi tri 12-22 trong SEQ ID NO: 1 hogc trinh tu bd sung cua no, va’hodc
céc nucleotit lién tiép & cac vi tri 1-11 hodc cdc vi tri 12-22 trong SEQ ID NO:
2 hodc trinh tu ) sung cua no.

Ngoai ra, phan tt ADN bao gém it nhat mot trinh tuy dugc chon tir: trinh tu
tuong déng cua SEQ ID NO: 1 hoéc trinh tu bd sung cua no, trinh tu tuong
ddng ciia SEQ ID NO: 2 hodc trinh ty bd sung cua nod, trinh tu twong déng cla
SEQ ID NO: 6 hoic trinh ty bd sung ctia n6, va trinh tu tuong dong ctia SEQ ID
NO: 7 hoic trinh ty bb sung ctia noé.

Dé dat dugc muc dich trén ddy, sang ché ciing d& cap dén mot bd phan
hodc té bao thuc vat, chita trinh tu axit nucleic ma hoa protein EPSPS khéng
glyphosat, trinh ty axit nucleic ma hoa protein PAT khéng glufosinat, va trinh
tu axit nucleic cia vung dic hiéu. Trinh ty axit nucleic ctia vung dic hiéu bao
gém it nhAt mot trinh tu dugc chon tlr: c4c trinh tu nhu dugc thé hién trong SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 6, va SEQ ID NO: 7.

Dé dat dugc muc dich trén day, sang ché ciing dé cap dén phuong phéap tao

-13-



33582

ra cdy dau tuwong khang thubc diét co6 glyphosat va/hoic thude diét co
glufosinat, bao gdm dua trinh ty axit nucleic md héa protein EPSPS khang
glyphosat va/hodc trinh ty axit nucleic ma héa protein PAT khang glufosinat,
va trinh ty axit nucleic cia vung dic hi€éu dugc chon tu it nhéit mot trinh ty axit
nucleic ctia cac trinh tu nhu dugce thé hién trong SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 va SEQ ID NO:
7 vao bd gen cia cdy dau tuong.

Cu thé 13, sang ché dé cap dén phuong phép tao ra cdy ddu tuong khang
thubc diét cd glyphosat va/hodic thube diét cé glufosinat bao gdm céc budc:

lai hiru tinh cdy ddu twong b6 me thir nhat chira sy kién dau twong chuyén
gen DBN9004 ma khang thubc diét cé glyphosat va/hoic thudc diét cé
glufosinat v6i cdy ddu twong bd me tht hai khong c6 kha ning khang glyphosat
va/hodc glufosinat dé tao ra mot lugng 16n céc cly con;

xtr Iy cac cdy con bing thubc diét co6 glyphosat va/hoic thube diét co
glufosinat; va

chon loc cdy con ma c6 kha ning khang glyphosat va/hodc glufosinat.

DPé dat dugc muc dich trén day, sang ché ciing dé& cdp dén phuong phap
canh tic cdy dau twong khang thubc diét co glyphosat va/hodc thudc diét co
glufosinat, trong d6 phuong phép nay bao gdm cac bude:

gieo it nhat mot hat ddu twong, bd gen cla hat ddu twong nay chta trinh tu
axit nucleic ma hoéa protein EPSPS khéng glyphosat va/hodc trinh ty axit
nucleic ma héa protein PAT khang glufosinat, va trinh tu axit nucleic cia viung
dac hiéu;

dé hat d4u tuong phat trién thanh cdy dau twong; va

phun mot liéu hitu hiéu thude diét co glyphosat va/hodc thudc diét ¢

glufosinat 1é€n cdy ddu twong va thu hoach cay véi mure thiét hai cay trong giam
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so véi céc cdy khac khong mang trinh tu axit nucleic cia vung déc hiéu;

trinh ty axit nucleic cia vung ddc hiéu dugc chon tur it nhit mot trinh tu
axit nucleic trong sb céc trinh tu nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 1, SEQ
ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 va
SEQ ID NO: 7.

DPé dat dugc muc dich trén ddy, sang ché ciing dé cap dén phuong phap
bao vé cdy trong khong bi thiét hai do thubc trir sdu gay ra, bao gdm phun thube
diét cd chira mot 1iéu hitu hiéu cua glyphosat va/hoic glufosinat 1én cdnh ddng
dé trdng it nhit mot cay d4u twong chuyén gen, trong d6 cdy dau twong chuyén
gen chira it nhit mot trinh tu axit nucleic duge chon tir cac trinh tu nhu duogc
thé hién trong SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 va SEQ ID NO: 7 trong bd gen cua no, va ciy
d4u twong chuyén gen c¢6 kha ning khang thubc diét co glyphosat va/hodc thude
diét co glufosinat.

Dé dat dugc muc dich trén déy, sang ché ciing dé cap dén phuong phap
kiém soat co trén canh ddng, bao gdm phun thudc diét cé chira mot liéu hitu
hiéu cua glyphosat va/hodc glufosinat 1én canh dong dé trong it nhit mot cay
dau tuong chuyén gen, trong d6 cdy dau twong chuyén gen chira it nhat mot
trinh tu axit nucleic dugc chon tir cac trinh ty nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID
NO: 6 va SEQ ID NO: 7 trong bd gen cua nd, va ciy dau tuong chuyén gen cé
kha ning khang thudc diét c¢6 glyphosat va/hoic thudc diét cé glufosinat.

Pé dat duwgc muc dich trén ddy, sang ché cling dé cap dén phuong phap
kiém soat c6 khang glyphosat trén canh ddng ddi véi cay khang glyphosat, bao
gbm phun thubc diét co chira mot lwgng hitu hiéu glufosinat 1én canh doéng dé

trdng it nhit mot cdy ddu tuong chuyén gen khang glyphosat, trong d6 cay dau
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twong chuyén gen khang glyphosat chira it nhit mot trinh tu axit nucleic dugc
chon tlr cac trinh ty dugc thé trong SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:
3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 va SEQ ID NO: 7 trong bd
genv clia nd, va cdy dau twong chuyén gen c6 kha ning khang glyphosat c6 kha
ning khang thudc diét c6 glufosinat & cing thoi diém.

DPé dat duoc muc dich trén ddy, sang ché cling dé& c4p dén phuong phép
lam chdm sy khéng thubc ctia con tring, bao gdm trdng it nhit mot cdy dau
twong chuyén gen c¢6 kha ning khang glyphosat va/hodc glufosinat trén canh
ddng dé trong cay dau twong cé kha ning khang cbn triung, trong d6 cdy dau
twong chuyén gen c6 kha ning khang glyphosat va/hodc glufosinat chira it nhét
mot trinh tu axit nucleic dugc chon tir c4c trinh ty nhu dugce thé hién trong SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ
ID NO: 6 va SEQ ID NO: 7 trong bd gen cua no.

DPé dat duoc muc dich trén déy, sang ché ciing d& cap dén hang hoéa hoic
san phdm noéng nghiép chira polynucleotit néu trong SEQ ID NO: 1 hoic SEQ
ID NO: 2, hang héa hodc san phdm néng nghiép nay 13 lexithin, axit béo,
glyxerol, sterol, vay dau tuong, bdt ddu tuong, protein ddu tuwong hodc sdn
phém cd cta nd, diu dau nanh, chit xo protein dau tuong, cuc stta déu tuong
hoic chét dong tu dau tuong.

MO ta vin tit hinh vé

Fig.1 thé hién céu tric cua vi tri tiép hop gitra trinh ty chuyén gen dwgc cai
vao va bd gen dau tuong theo trinh tu axit nucleic dung dé phat hién cay dau
tuong khang thubc diét c6 DBN9004 va phuong phap phat hién ching theo séng
ché;

Fig.2 thé hién cdu tric cua vecto biéu hién tai td hop pDBN4003 theo trinh

ty axit nucleic dung dé phét hién cdy dau twong khang thudc diét cd6 DBN9004
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va phuong phap phét hién ching theo sang ché.
M5 ta chi tiét sang ché

Trong trinh ty axit nucleic dé phat hién cdy dau twong khang thubc diét co
DBN9004 va phuong phap phat hién chiing theo sang ché, cac dinh nghia duéi
day va cac phuong phéap c6 thé xac dinh sang ché t6t hon va huéng din nguoi
¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thuét nay thuc hién sang ché, va trir
khi dugc quy dinh theo cach khéc, céc thudt nglt & ddy dugce hidu theo cach
ding théng thudng bai nguoi c6 hidu biét trung binh trong linh vyc k§ thuat
nay.

Thuét ngit “dau twong” dugc dung dé chi Glyxn max va bao gdm tét ca céac
loai thuc vat ma ¢é thé lai v6i dau tuong, ké ca cac loai dau tuong kiéu dai.

Thuét ngit “chra” hodc “bao gébm” dugc dung dé chi “bao gdm nhung
khong chi gi¢i han ¢”.

Thuat ngt “thuyc vat” bao gém thuc vat nguyén ven, té bao thuc vat, co
quan cua thuc vat, té bao trAn cua thuc vat, nudi céy md té bao thuc vat ma tir
d6 thuc vat c6 thé dugce tai sinh, md seo thuc vat, bui cdy va té bao thuc vat
nguyén ven thu dugc ¢ thyc vat hodc mot bd phan cia thuc vat nhu phoi, phén
hoa, nodn, hat, 14, hoa, canh, qud, théan, r&, dau ré, va bao phén. Cén hiéu réng
mot bd phén ciia thue vat chuyén gen trong pham vi sang ché bao gdm nhung
khong chi giéi han 6, té bao thuc vat, t& bao trdn, md, mé seo, phdi va hoa,
than, qua, 14 va ré, va cac bd phan cla thuc vat trén day c6 thé thu dugc tir cac
thuc vat chuyén gen ma da duogc bién nap truge phan tod ADN theoséngché va
do d6 it nhat mot phin bao gdm cac té bao chuyén gen, hoic cac thé hé con cua
chung.

Thuéat ngt “gen” dugc dung dé chi mot doan axit nucleic biéu hién mot

protein cu thé, bao gdm trinh tu diéu hoa (trinh tu khong ma hoéa & dau-5%) trude
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trinh tuy ma hoa va trinh ty didu hoa (trinh ty khong ma héa & ddu 3°) sau trinh
ty ma hoa. Thuat ngit “gen ty nhién” dugc dung dé chi gen ma dugc phét hién
trong ty nhién 1a c6 cac trinh tu diéu hoa riéng cta né. Thuat ngit “gen kham”
duoc ding dé chi gen bit ky ma khong phai 1a gen tw nhién, chtra céc trinh tu
diéu hoa va ma hoa khéng cé ngudn gbc trong tu nhién. Thuat ngit “gen nodi
sinh” dugc dung dé chi gen ty nhi€n ma ndm & mot vi tri ty nhién trong by gen
cua sinh vat. Thudt ngit “gen ngoai sinh” 14 mdt gen ngoai lai ma hién cé6 mit
trong bd gen cua sinh vat nhung ban ddu khéng c6 mit, va ciing dugc dung dé
chi gen ma dugce dua vao té bao thu thé théng qua céc budc chuyén gen. Gen
ngoai sinh c¢6 thé bao gdm gen tu nhién hoic gen kham dugc dua vao sinh vit
khong tu nhién. Thudt ngit “gen chuyén” 13 gen ma dwgc dua vao bo gen thong
qua qud trinh bién nap. Vi tri ma tai d6 ADN tai t6 hop dugc dua .vao.bd gen
thuc vat c6 thé dugc dung dé chi 1a “vi tri cai” hodc “vi tri dich”.

Thuét ngit “ADN lién k&” ¢6 thé bao gdm bo gen ma ton tai tw nhién trong,
vi du, co quan thyc vat hodc ADN ngoai sinh (khéc loai) dugc dua vao thong
qua qué trinh bién nap, nhu mdt doan c6 lién quan dén sy kién bién nap. Do @,
ADN lién k& c6 thé bao gdm mét t& hop gdbm cdc ADN tu nhién va ngoai sinh.
Theo séng ché, thuat ngir “vung lién k& hodc “trinh tw lién k&” hoic “ving
ranh gigi by gen” hodc “trinh tu ranh gi¢i cua b gen” duge dung dé chi trinh tu
gdm it nhét 3, 5, 10, 11, 15, 20, 50, 100, 200, 300, 400, 1000, 1500, 2000, 2500,
hodc 5000 cdp bazo hodc trinh ty dai hon, ma nim & trinh tu xudi dong hodc
ngugc dong cua phan tt ADN ngoai sinh dugc cai vao ban dau va lién ké véi
phén tit ADN ngoai sinh dugc cai vao ban dau. Néu vung lién ké nim & trinh tu
xudi dong, ciing c6 thé duge ding dé chi 1a “ving lién ké ranh gidi bén trai”
hozic “viung lién k& v6i ddu 3°” hodc “ving ranh gi¢i ciia bo ben & dau 3°” hoic

“trinh tu ranh giG¢i ¢ dau 3’ cla bd gen”, va thuat ngit tuong tu. Néu vung lién
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k& ndm & trinh ty ngugc dong, thi cling c6 thé duge dung dé chi 1a “ving lién ké
ranh giéi bén phai” hoic “ving lién k& & dau 5° hoic “ving ranh gidi cia bd
gen & dau 5°” hodc “trinh ty ranh gi6i & ddu 5’ cia bo gen”, va thuat ngit tuong
tu.

Quy trinh bién nap dé két hop ngiu nhién ADN ngoai sinh s& thu dugc céc
té bao bién nap chitra cac ving lién k& khac nhau ma dugc bao gdm trong mdi té
bao bién nap mdt cach dic hiéu. Néu ADN tai té hop dugc dua vao cdy trong
bing cach lai thong thudng, thi ving lién ké ciia n6 thudong khong bi thay ddi.
Céc té bao bién nap ciing s& chtra thé tiép hop duy nhat gitta ADN cai vao khac
loai va mdt doan cua ADN bd gen hodc gilta hai doan ciia ADN b gen hodc
gitta hai doan clia cdc ADN khéc loai. “Tiép hgp” 1a diém tai d6 hai doan ADN
dac hiéu duogc lién két v4i nhau. Vi du, su tiép hop xay ra & vi tri ma ADN cai
vao dugc lién két véi ADN lién k&. Céac diém tiép hop ciing c6 mit trong cac
sinh vat d3 bién nap, trong dé hai doan ADN dugc lién két v6i nhau theo cach
ma duogc tim théy trong céac sinh vat ty nhién da cai bién. “ADN tiép hop” hodc
“vung tiép hop” dugc diung dé chi ADN chira diém tiép hop.

Sang ché @& xuét sy kién dau twong chuyén gen dugc goi 18 DBN9004 va
cac thé hé con cua chung, su kién déu tuong chuyén gen DBN9004-1a cdy dau
trong DBN9004 ma bao gém céc cdy va hat chira sy kién d4u twong chuyén gen
DBN9004 va cic té bao cdy hodc cac phan co thé tai sinh cia chung. Céac bd
phén cdy chura sy kién dau twong chuyén gen DBN9004 bao gdm nhung khong
chi giéi han & té bao, phén hoa, nodn, hoa, nu, ré, than, 14, vo qué va.cac san
phém thu duoc tir cdy dau tuong DBN9004 nhu banh dau tuong, bot va diu, cu
thé 1a lexithin, axit béo, glyxerol, sterol, dau c6 thé an dugc, vay dau tuong
twong da loai chit béo, bot dau twong da rang va di loai chét béo, cuc sita dau

trong, banh ddu, san phdm cb protein d4u twong, protein ddu twong dugc tich
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ra, protein thuc vat da thay phén, protein déu tuong da chuin hoéa va xo protein
dau tuong.

Su kién dau twong chuyén gen DBN9004 theo sing ché chta ciu tric
ADN, su kién ddu tuong chuyén gen DBN9004 c6 tinh khang thubc diét co
glyphosat va thubc diét c¢é glufosinat khi clu trac ADN dugc biéu hién trong
céc té bao thuc vat. Cdu tric ADN gdm hai catxet biéu hién lién tiép, trong do
catxet biéu hién tht nhét chra trinh ty khéi diu thich hop va trinh ty tin hiéu
polyadenyl hoa thich hgp dé biéu hién & thuc vat, trinh tu khéi dau co thé dugc
lién két hoat dong véi gen ma hoéa S-enolpyruvylshikimat-3-phosphat synthaza
(EPSPS), va EPSPS co6 tinh khang thubc diét co glyphosat. Catxet biéu hién thi
hai chira trinh ty khoi ddu thich hop va trinh tu tin hiéu polyadenyl hoéa thich
hop dé biéu hién & thuc vat, trinh tu khai ddu c6 thé dugc lién két hoat dong véi
gen md héa phosphinothrixin N-axetyltransferaza (PAT), va trinh tuy axit
nucleic cua protein PAT c6 tinh khang thubc diét ¢ glufosinat. Hon nita, trinh
tu khéi ddu nay c6 thé 1a trinh tu khéi ddu thich hgp dugce phan lap tir thuc vét,
bao gf‘)m cac trinh ty khai dau co ban, dé cam tng va/hodc dic hiéu mo, va trinh
tu khéi dAu thich hop bao gdm nhung khong chi gi6i han &, trinh ty khoi dau
cua virut kham & suplo (cauliflower mosaic virus-CaMV) 358, trinh ty khoi dau
cla virut kham & cdy huyén sdm (figwort mosaic virus-FMV) 35S, trinh ty khéi
dAu Tsfl, trinh ty khéi dau ubiquitin, trinh tw khéi ddu actin, trinh tu khéi dau
clia nopalin synthaza Agrobacterium tumefaciens (NOS), trinh ty khéi dau
octopin synthaza (OCS), trinh tu kha1i déu cua virut gdy xoan 14 va vang 14 & ho
Ca, trinh ty khéi ddu Patatin, trinh tu khoi dau ribuloza-1,5-bisphosphat
carboxylaza/oxygenaza (RuBisCO), trinh ty khoi dau glutathion S-transferaza
(GST), trinh ty khéi ddu E9, trinh ty khéi ddu GOS, trinh ty khéi dau

alcA/alcR, trinh tu khéi ddu RolD Agrobacterium rhizogenes va trinh tu khoi
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d4u Arabidopsis Suc2. Trinh ty tin hiéu polyadenyl héa c6 thé 13 trinh ty tin
hiéu polyadenyl héa thich hop ma déng mdt vai trd & thuc vét, va trinh tu tin
hiéu polyadenyl héa thich hop bao gdm nhung khéng chi gidi han &, trinh ty tin
hiéu polyadenyl hoa thu dugc tor gen nopalin synthaza Agrobacterium
tumefaciens (NOS), trinh tu tin hiéu polyadenyl héa thu dugc tir trinh tu két
thuc cia virut kham & suplo (CaMV) 35S va thu duoc tir trinh tw két thuc
ribuloza-1,5-bisphosphat carboxylaza/oxygenaza E9 ctua cdy ddu Ha Lan, trinh
ty tin hiéu polyadenyl héa thu dugc tir gen cta chit (e ché proteaza IT (PINII),
va trinh ty tin hiéu polyadenyl héa thu dugc tir gen a-tubulin.

Ngoai ra, catxet biéu hién ciing c6 thé bao gdm céc yéu t6 di truyén khac
bao gdbm nhung khong chi giéi han &, cac trinh tuy ting cudng va cdc peptit tin
hiéu/peptit chuyén tiép. Trinh tu ting cudng co thé tang cuong mac biéu hién
clia gen, va trinh ty ting cudong bao gdbm nhung khong chi gi6i han &, yéu tb
hoat hoa dich ma cua virut gdy bénh ky axit & thudc 14 (tobacco etch
virus-TEV), trinh ty tdng cuong CaMV35S, va trinh tuy tdng cuwong FMV35S.
Peptit tin hiéu/peptit chuyén tiép c6 thé diéu khién protein EPSPS va/hoic
protein PAT dugc véan chuyén dén co quan hodc bd phan cu thé noi bao hoic
ngoai bao, vi duy, luc lap dugc nhim vao bang cach sir dung trinh tu ma hoéa
peptit chuyén tiép caa luc lap, hodc ludi ndi chit dugc nhim vio bang cach sir
dung trinh ty duy tri ‘KDEL’.

Gen 5-enolpyruvylshikimat-3-phosphat synthaza (EPSPS) c6 thé duoc
phan lap tu ching Agrobacterium tumefaciens CP4, va polynucleotit ma hoda
EPSPS ¢6 thé duoc thay dbi bang cach tdi uu hoa cac codon hoic bang céc cach
khac nhim dat dugc muc dich lam tdng do 6n dinh va loi ich cta cac ban sao
trong céc té bao da bién nap. Gen 5-enolpyruvylshikimat-3-phosphat synthaza

(EPSPS) ciing ¢6 thé duge st dung lam gen chi thi chon loc.
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Thuét ngit “glyphosat” dugc ding dé chi N-phosphonometylglyxin va céc
mudi cta né. X ly bang “thubc diét cé glyphosat” dugc ding dé chi viéc tién
hanh xr Iy bing ché phdm diét co chira glyphosat bat ky. Viéc lya chon ty 1& st
dung ctia ché phdm glyphosat nhit dinh d& dat dwgc liéu hitu hiéu vé mit sinh
hoc s& khong vuot qua k¥ nang ciia ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
k¥ thudt nay. Viéc xt ly cénh ddng c6 cac nguyén lidu thuc vat thu dugc tir cay
dau twong khang thudc diét c6 DBN9004 st dung ché phdm diét cé chua
glyphosat bit ky s& kiém soat dugc sy phat trién cta cé dai trén cénh ddng va s&
khong l1am anh hudéng dén sy phat trién hay ning suét ciia cac nguyén lidu thuc
vat thu duoc tir cdy ddu twong khang thudc diét co DBN9004.

Gen phosphinothrixin N-axetyltransferaza (PAT) phén 14p tir Streptomyces
viridochromogenes xuc tac cho sy chuyén héa cia L-phosphinothrixin thanh
dang khong c6 hoat tinh bang cach axetyl héa dé tao ra tinh khang thubc diét cé
glufosinat o cay trong. Phosphinothrixin (PTC, axit
2-amino-4-metylphosphonobutyric) 12 mot chit tc ché glutamin synthetaza.
PTC la mét don vi cdu tric coa  chét ~khéng - sinh
2-amino-4-metylphosphono-alanyl-alanin, tripeptit (PTT) nay c6 hoat tinh
chéng lai vi khudn gram 4m va gram duong va ndm, Botrytis cinerea. Gen
phosphinothrixin N-axetyltransferaza (PAT) cling c6 thé dugc dung 1am gen chi
thi chon loc.

“Glufosinat” (cfing duoc biét dén 1a phosphinothrixin) dugc dung dé chi la
amoni 2-amino-4-[hydroxy(metyl)phosphonyl]butyrat. Viéc xir ly bang “thubc
diét co glufosinat” dugc dung dé chi viéc tién hanh xir 1y bang ché phdm diét c6
chua glufosinat bét ky. Viéc chon ty 1& sit dung cua ché pham glufosinat nhat
dinh dé thu dugc lidu hitu hiéu vé mit sinh hoc s& khong vuot quéa kha ning cua

ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay. Viéc xit 1y canh dong
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bao gém cac nguyén li¢u thuc vat thu dugc tor cdy ddu tuong khéng thubc diét
cd DBN9004 sir dung ché phidm diét cd chua glufosinat bat ky s& kiém soat
duoc sy phét trién cia co dai trén canh ddng va s& khong 1am anh hudng dén su
phéat trién hoic ning sult cua céc nguyén li€u thuc vat thu dugc tur cdy dau
twong khang thubc diét cd DBN9004.

CAu trac ADN duoc dua vao cdy tréng st dung phuong phép bién nap bao
gdm, nhung khong chi gi¢i han &, bién nap qua trung gian Agrobacterium, bién
nap bing sing bin gen va bién nap théng qua con dudng dng phén.

Phuong phap bién nap qua trung gian Agrobacterium 1a mot phuong phap
phd bién dé bién nap & thuc vat. ADN ngoai sinh can dua vao cay trdng dugc
tach dong gitta cac trinh ty li€n Gng ramh giéi trai va phdai cua vecto, tic 1a,
ving T-ADN. Té bao Agrobacterium dugc bién nap vecto nay, va sau d6 dugc
st dung dé gdy nhiém vao mo thuc vat, va ving T-ADN cua vecto ndy chta
ADN ngoai sinh dugc cai vao bg gen cua thuc vit.

Phuong phap bién nap bing sung bin gen 1a phwong phép sit dung chét
mang chtra ADN ngoai sinh dé ban phé té bao thuc vét (bién nap bang dan sinh
hoc qua trung gian hat).

Bién nap bang con dudng 6ng phén 1a phuong phap mang ADN ngoai sinh
vao tii phodi théong qua con dudng phdi tdm st dung con dudng 6ng phan tu
nhién (cling dugc goi 1a md dan 6ng phén) dugc tao ra béi hién tugng thu phén
¢ thuc vat.

Sau khi bién nap, cac cay chuyén gen phai dugc téi sinh tr mo thuc vat da
bién nap, va cac thé hé con c6 ADN ngoai sinh duoc chon bang cach sit dung
céc chi thi thich hop.

CAu trac ADN 1a mét t& hop gdm cac phan tir ADN ma dugc lién két véi

nhau, va t6 hgp nay tao ra mdt hodc nhicu catxet bicu hién. Tot hon 14, céu tric
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ADN 12 mot plasmit ¢6 kha nang tu tai ban trong té bao vi khuén va chira céc vi
tri enzym gi¢i han khac nhau, va céc vi tri enzym giéi han chtra trong 46 dugc
st dung dé dua cac phan tr ADN mang céc yéu t6 gen chitic ning vao, tic 1a,
trinh ty khéi dau, intron, trinh ty dan, trinh ty ma héa, trinh tu két thic & dau
3°, va cdc trinh ty khéc. Catxet biéu hién chura trong cdu tric ADN bao gE‘)m cac
yéu t6 gen ma cdn dé thuc hién sy phién ma ciia ARN thong tin, va catxet biéu
hién c6 thé dugc thiét ké dé biéu hién trong céc té bao chua c6 nhan hodc cac té
bao nhéan thuc. Catxet biéu hién theo sang ché duoc thiét ké sao cho dugc biéu
hién tbt nhét trong céc té bao thyc vat.

“Su kién” chuyén gen dugc tao ra bﬁng cach bién nap cAu tac ADN khéc
loai vao té bao thuc vat, tic 13, bao gdm tao ra quin thé cay trong bing cach
dua catxet biéu hién axit nucleic chira gen dich vao b gen thuc vat bing céc
phuong phéap chuyén gen, tai sinh quan thé cay tréng, va chon loc cy cu thé co6
cac dic tinh cta cac vi tri bd gen didc hi€u dugc dua vao. Thuét ngit “su kién”
bao gdm té bao bién nap ban diu chira ADN khéc loai va céc thé hé con cua té
bao bién nap nay. Thuat nglt “su kién” cling bao gém cac thé hé con dugc tao ra
bang cach lai hiru tinh gitta t& bao bién nap va mot c4 thé cta céc loai khac chira
ADN khéc loai, tham chi ngay cd sau khi lai ngugc lai voi céc céc cay bd me lai
nguoc, thi ADN dugc dua vao va ADN bd gen 1ién k& tir cac cay bd me bién
nap cling c6 mat & cung mot vi tri nhiém séc thé & thé hé con lai. Thust ngit “su
kién” cling duoc dung dé chi 1a trinh tw ADN tir té bao bién nap ban dau, trinh
tw ADN bao gbm ADN duoc cai vao va trinh tu bd gen lién k& ma nim sat véi
ADN duogc cai vao, va dugc cho 1a duogc truyén sang thé hé con ma duoc tao ra
bang céch lai hitu tinh dong bd me mang ADN dugc cai vao (vi du, té bao bién
nap ban dau va thé hé con cua ching duogc tao ra béng cach tu thu phén) véi

dong bd me khong c6 ADN dugc cai vao, va thé hé con s& nhan dugc ADN
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dugc cai vao chtra gen dich.

“Tai tb hgp” theo séng ché dugc dung dé chi cac dang ADN va/hodc
protein va/hodc sinh vat ma thudng khong dugce tim thiy trong tw nhién va do
do6 dugc tao ra béng cach can thi€p nhén tao. Can thi€p nhéan tao nhu vay cé thé
tao ra cac phan tir ADN téi t6 hop va/hodc céc cdy tai td hop. “Phan tir ADN tai
t6 hgp” duogc tao ra bﬁng cach két hgp nhéan tao hai doan trinh ty dugc phéan 1ap
& cac truong hop khac, nhu cidc doan axit nucleic dugce téng hgp hda hoc hodc
dugc phan lap bang cac k¥ thuat thao tac di truyén. Cac k§ thudt dé thuc hién
céc thao tac trén axit nucleic 13 da biét ro.

Thuat nglt “gen chuyén” bao gém té bao, dong t& bao, md seo, mot bd
phan cua cdy trdng hoic cdy trong bét ky, cac kiéu gen ciia chiing s& khac nhau
do su ¢6 mait cua axit nucleic khac loai, va vi thé gen chuyén chtra thé chuyén
gen dugc thay d6i ban dau, va ting thé hé con thu duoc tir cac thé chuyén gen
ban du bing cach lai hiru tinh hodc tai sinh hitu tinh. Theo sang ché, thuat ngit
“gen chuyén” khong bao gdm cac bién dbi ctia bd gen (nhidm sic thé hoic
ngoai nhidm sic thé) duoc gy ra bédi cac phuong phép giy gidng cdy trong
théng thuong hodc cac su kién c6 ngudn gdc trong tu nhién, va cac su kién co
ngudn gbc trong tu nhién 1a vi dy, thu phin chéo ngiu nhién, 14y nhidm virut
khong tai td hop, bién nap bang vi khudn khong tai té hop, chuyén vi khong tai
td hop hodc dot bién tu phat.

Theo sang ché, “khac loai” dugc diung dé chi phan tir th nhat thudng
khéng duoc tim thdy trong tu nhién dugc két hop v6i mot phéan tir thir hai. Vi
du, mot phan tir ¢6 thé c6 ngudn gbc tir loai thir nhit va duoc cai vao bd gen cua
loai thir hai. Do d6, phén tir nay 1a khac loai so véi té bao chu va duoc dua mot
céch nhan tao vao bd gen cua té bao chu.

Viéc tréng su kién ddu tuong chuyén gen DBN9004 ma khéng thudc diét
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cd glyphosat va thudc diét cé glufosinat dugce thuc hién bing cac bude sau: du
tién, lai hitu tinh cdy d4u trong b me thi nhit voi cdy dau twong bb me thir hai
dé tao ra thé hé cay con thir nhit da dang, trong d6 cdy dau twong bd me thir
nhét bao gdm céc cdy ddu twong ma duogc trdng tir sw kién dau twong chuyén
gen DBN9004 va cac cdy con cta n6 dugc tao ra bang cach bién nap catxet biéu
hién theo sang ché c6 kha ning khang thubc diét cé glyphosat va thube diét co
glufosinat, va cdy d4u tvong bd me thtr hai khong c6 tinh khang thudc diét co
glyphosat va/hodc thubc diét co glufosinat; sau d6 chon lgc céc cdy con ma chiu
dugc viéc phun thube diét co glyphosat va/hodc thube diét co glufosinat, sau do
trdng cdy ddu twong khang thubc diét cé glyphosat va thudc diét cé glufosinat.
Céc bude nay c6 thé con bao gdm lai nguge cdy con c6 kha ning chiu dugc viée
phun thubc diét co glyphosat va/hoic thube diét cé glufosinat véi cay dau tuong
bd me thr hai hodic cdy d4u twong b me tht ba, sau d6 chon loc cic cdy con
bing cach phun thudc diét cé glyphosat va thubc diét c6 glufosinat, hodc bing
cach xac dinh cac chi thi phan t&r (nhu phan tir ADN ¢6 vi tri tiép hop dugce xéic
dinh & ddu 5° va ddu 3’ cia trinh ty dwoc cai trong su kién ddu twong chuyén
gen DBN9004) c¢6 lién quan dén cac tinh trang, nhd d6 tao ra ciy dau tuong
khéang thudc diét c6 glyphosat va thude diét co glufosinat.

Ciing can hiéu ring hai cdy chuyén gen khac nhau cling c6 thé dugc lai voi
nhau dé tao ra céc thé hé con chtra hai gen ngoai lai doc 18p, dugc ) sung riéng
r&. Cac cdy con ma 1 cac ddng hop tir d6i v6i hai gen ngoai lai bd sung c6 thé
dugc tao ra nho tu lai mgt cdy con thich hgp. Viéc lai ngugc cua céc cay b6 me
va thu phén chéo véi cac cdy khong chuyén gen nhu dugc md ta trén day ciing
¢6 thé duoc ky vong, va sinh san hitu tinh ciing vay.

Céc cy dau twong chuyén gen Bt ¢6 thé giét chét, vi du, cac con trung/loai

gdy hai thudc bd canh vay, nhung cling c6 thé c6 mot sd it cdc cdn trung/loai
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gy hai séng s6t ma, sau mét vai thé hé nhan gidng, c6 thé tao ra cac con
trung/loai gdy hai khang protein Bt. P& giai quyét vin dé& khang cua cén
tring/loai gay hai nay, co quan bao vé moi trudng ciia My da dua ra huéng dan
v& viéc st dung céc cdy trong chuyén gen, tic 13, mot ty 1& cac cdy dau twong
4n ndu (ma c6 thé 1a cac cay dau twong chuyén gen khong c6 kha niang khang
con trung (ma c6 thé 1a cdy ddu tuwong chuyén gen khong cé kha ning khang
loai gy hai (vi duy, cc cdy dau twong chuyén gen khang thudc diét co, hoic cay
dau twong chuyén gen khéng c6 kha ning khang loai gdy hai dich, hodc cay dau
twong khong chuyén gen)) can dugc tao ra. Néu hau hét cac con tring/loai gay
hai bi giét chét trén cac cdy dau twong chuyén gen khang con tring twong ung,
thi ty 1& cac con trang/loai gdy hai khong bi giét trén cic cdy dau twong 4n nau,
ma dam béo rang s6 quan thé con trung/loai gdy hai ma khong c6 tinh khéng 1a
chiém wu thé. Vi thé, ngay ca khi mot lugng nho cic con trung/loai gy hai ¢
tinh khang sdng sét dugce, thi cac gen khang dugc giam bt dang ké sau khi giao
phdi céc con tring/loai gy hai c6 tinh khang nay véi mot sb luong 16n cac con
- trung/loai gdy hai khong co tinh khéng.

Thuét ngit “miu do” dung dé chi mot phan tir axit nucleic phan 1ap ma gén
két voi phan tr danh ddu d& phat hién thong thuong hoic phan ti bdo cdo trén
d6, vi du, ddng vi phong xa, phbi tir, chit phat quang héa hoc hoic enzym. Mau
do nhu vay bd sung v6i mdt mach cia axit nucleic dich. Theo sang ché, miu do
nay bd sung voi mdt mach ADN thu dugce tir by gen cua su kién déu tuong
chuyén gen DBN9004, b4t k¢ ADN bod gen thu dugc tr sy kién d4u twong
chuyén gen DBN9004 hay hat ctia chiing hodc thu dugc tir cdy hodc hat hoidc
chiét phdm chtra sy kién dau twong chuyén gen DBN9004. Miu do theo sang
ché khéng chi bao gdm axit deoxyribonucleic hay axit ribonucleic ma con bao

gdm cé4 polyamit va cdc miu do khac ma gin két dic hiéu véi trinh ty ADN

-27-



33582

dich va c6 thé duoc sir dung dé phat hién sy c6 mit cta trinh tw ADN dich.

Thuét ngt “doan mdi” 12 mot phan tir axit nucleic phan 1ap ma gin két véi
mach ADN dich b sung bang céch lai va bét cip axit nucleic, tao thanh phén tir
lai gitta doan mdi va mach ADN dich, sau d6 kéo dai doc mach ADN dich dudi
tac dong clia polymeraza (vi du, ADN polymeraza). Cédp mdi theo sang ché c¢6
lién quan dén ung dung cua chung trong viéc khuéch dai céc trinh ty axit
nucleic dich, vi du, bang phan tng chudi polymeraza (polymerase chain
reaction-PCR) hodc cdc phuong phap khuéch dai axit nucleic thong thuong
khéc.

Chidu dai ciia mau do va doan mdi thudng bao gdm 11 polynucleotit hodc
nhiéu hon, t6t hon 1a 18 polynucleotit hodc nhiéu hon, t6t hon nita 13 24
polynucleotit hodc nhiéu hon, va t&t nhét 1a 30 polynucleotit hogc nhiéu hon.
M3u do va doan mdi nhu vay duoc lai dic hiéu véi trinh ty dich trong céc diéu
kién lai cuc ky nghiém ngit. Mic di cdc mau do khic véi céc trinh ty ADN
dich va duy tri kha nang lai v6i céc trinh tu ADN dich ¢c6 thé duoc thiét ké bang
cac phuong phéap thong thudng, song dugce vu ti€n ring cdc mau do va doan moi
theo séng ché c¢6 muc déng nhét trinh ty ADN hoan toan véi céc trinh tu axit
nucleic lién tiép cua céc axit nucleic dich.

Céc doan mdi va cac mau do cta cac trinh tu cai va ADN bd gen lién ké
theo sang ché c6 thé duoc xac dinh bing cac phuong phap thong thuong, vi du,
bang cach phan lap phan tir ADN tuong Gng tir cac nguyén lidu thyc vat thu
duoc tr su kién dau tuong chuyén gen DBN9004 va xac dinh trinh tu axit
nucleic cia phan tt ADN. Phéan tt ADN chura trinh tu cai chuyén gen va trinh
tu 1idn k& cua bd gen ddu twong, va mot doan phan tir ADN c6 thé duge sir dung
lam doan mdi hodc mau do.

Céc mau do va cac doan moi cla axit nucleic theo sdng ché lai véi trinh tu
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ADN dich trong cac didu kién nghiém ngit. Phwong phap khuéch dai hoic lai
axit nucleic thong thuong co thé dugc st dung dé xac dinh sy c6 mit cia ADN
thu duogc tr sy kién déu tuong chuyén gen DBN9004 trong mot mau. Phén tr
axit nucleic hodc mot doan cia né c¢6 thé lai dic hiéu véi cac phan tir axit
nucleic khéc trong céc didu kién nhit dinh. Nhu duoc st dung trong sang ché,
néu hai phan tir axit nucleic c6 thé tao thanh cu truc axit nucleic mach kép ddi
song song, thi né c¢6 thé dugc coi 14 hai phan ti axit nucleic nay lai dic hiéu véi
nhau. Néu hai phan tir axit nucleic ¢6 kha ning bd sung hoan toan, thi mgt phan
tt axit nucleic trong sb hai phén tir ndy dugc cho 1a “phén tir bd sung” clia phan
t& axit nucleic con lai. Nhu dugc sir dung trong sang ché, néu mdi nucleotit cia
phan tir axit nucleic bd sung véi nucleotit twong Gng cta phan tir axit nucleic
khac, thi hai phan ti axit nucleic nay dugc cho 1a c6 “muirc ) sung hoan toan”.
Néu hai phan tir axit nucleic c¢6 thé dugc lai voi nhau v6i dd 6n dinh ¢ dé cho
phép chung bét cip va gin két v6i nhau it nhit 1a trong cac diéu kién “nghiém
ngat kém” thong thudng, thi hai phén t axit nucleic nay dugc cho 1a “bd sung
& muc tbi thidu”. Twong tu, néu hai phan tir axit nucleic ¢6 thé lai véi nhau véi
d6 6n dinh du d& cho phép chung bit cip va gin két véi nhau trong cic diéu
kién “rat nghiém ngit” thong thudng, thi hai phan tir axit nucleic nay dugce cho
12 “bd sung v6i nhau”. Mirc chénh 1éch so v6i muc bd sung hoan toan 1a dugc
phép, mién 1a mirc chénh léch nay khong hoan toan ngdn can hai phén tt tao
thanh cdu tric mach kép. Dé lam cho phan tir axit nucleic hoat dong nhu mot
doan mdi hodc mau do, chi cin dam bao ring phan ti ndy c6 muc bd sung du
trong trinh tu ctia n6 dé cho phép cu triic mach kép dn dinh dugc tao thanh &
ndng dod mubi va dung moi cu thé duoc sir dung.

Nhu duge sir dung trong sang ché, trinh tw gin nhu twong tuong dong la

mot doan cua phén tir axit nucleic, trong d6 phan tir axit nucleic c¢é thé dugc lai
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dic hiéu v&i mach bd sung cua mot doan khéac clia phéan t axit nucleic dugc bt
cip trong cac diéu kién rat nghiém ngit. Cac diéu kién nghiém ngit thich hop
ma thiic ¢dy qué trinh lai ADN 1a vi du xir Iy bing 6,0x natri clorua/natri xitrat
(SSC) trong diéu kién nhiét 6 bang khoang 45°C, va sau d6 rira bang 2,0x SSC
trong diéu kién nhiét d6 bang 50°C, cac diéu kién nay l1a da biét r5 dbi véi
ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay. Vi du, néng do mubi
trong budce rira c6 thé dugc chon tir 2,0 x SSC & nhiét d6 50°C trong diéu kién
kém nghiém ngit, dén 0,2 x SSC & nhiét do 50°C trong céc didu kién rit nghiém
ngit. Ngoai ra, cac didu kién vé nhiét do trong budc rira ¢ thé duge ting 1én tir
nhiét d6 mdi trudong bing 22°C trong diu kién kém nghiém ngit dén 65°C
trong cac diéu kién rét nghiém ngit. Ca didu kién nhiét do va néng dd mudi déu
c6 thé thay ddi dugc, hodc mot trong s6 ching c6 thé khong duge thay dbi trong
khi bién con lai c6 thé dugc thay ddi. TSt hon 13, phan tr axit nucleic theo séng
ché c6 thé duoc lai dic hiéu trong cac diéu kién nghiém ngit vira phai, vi du, &
2,0 x SSC va 65°C véi mot hodc nhiéu hon mot phan tir axit nucleic trong s6
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 6, va SEQ ID NO: 7 hoéc trinh tu bd sung cua ching, hodc doan
bt ky trong sb cac doan cia trinh tu néu trén. T6t hon nira 13, phén t axit
nucleic theo sang ché c6 thé dugc lai dic hiéu trong cac diéu kién rit nghiém
ngit voi mot hodc nhidu hon mét phan tir axit nucleic trong s SEQ ID NO: 1,
SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6,
va SEQ ID NO: 7 hoic trinh tu bd sung ciia chiing, hodc doan bét ky trong sb
céc doan ciia cdc trinh ty néu trén. Theo sang ché, phan tir axit nucleic chi thi
dugc uu ti€n c6 SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 6 hodc SEQ ID
NO: 7 hodc trinh tu bd sung cua chuing, hodc doan bat ky cta cac trinh tu néu

trén. Phan tir axit nucleic chi thi dugc wu tién khac theo sang ché c6 80% dén
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100%, hodc 90% dén 100% trinh ty déng nhat véi SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:
2, SEQ ID NO: 6 hodc SEQ ID NO: 7 hoic trinh tu bd sung cua éhﬁng, hodc
doan bét ky cua céc trinh tu néu trén. SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID
NO: 6 va SEQ ID NO: 7 ¢6 thé dugc st dung lam chi thi trong phwong phap
nhan gidng cdy trong dé xac dinh cdc cdy con thu duoc tir qua trinh lai di
truyén. Hién twong lai gitta mau do véi phan tir ADN dich c6 thé dugc phat hién
bang phwong phap bat ky da biét dbi voi ngudi c¢é hiéu biét trung binh trong
linh vuc k¥ thuat nay bao gdm nhung khong chi giéi han &, danh ddu huynh
quang, danh ddu bang ddng vi phéng xa, danh diu bing khang thé va danh dau
bang chit phat quang héa hoc.

Déi voi viée khuéceh dai (vi du, bing phan tng PCR) trinh tu axit nucleic
dich st dung cac doan mdi khuéch dai dic hiéu, “cac didu kién nghiém ngit”
dugc dung @8 chi cac didu kién ma chi cho phép cac doan mdi lai véi trinh tu
axit nucleic dich trong phan Ung khuéch dai nhiét ADN, véi doan mdi cia trinh
ty kiéu dai (ho#c trinh ty bd sung cta nd) twong Ung véi trinh tu axit nucleic
dich c6 kha nang lién két véi trinh ty axit nucleic dich, va tét hon 1a cho phép
tdng hop san phdm khuéch dai duy nhét, tic 13, don vi siéu sao chép.

Thuét ngt “gin két diic hiéu vdi (trinh tw dich)” dugc dung dé chi viéc lai
mau do hodc doan mdi vai trinh tu dich trong mot mau chira trinh tu dich trong
céc didu kién lai nghiém ngit.

Nhu duogc st dung trong sang ché, “ADN dugc khuéch dai” hodc “don vi
siéu sao chép” dugc ding dé chi san phidm khuéch dai axit nucleic cua trinh tu
axit nucleic dich ma la mdt ph?m ctia khudén mau axit nucleic. Vi du, dé x4c dinh
liéu cay dau tuong c6 dugce tao ra béng cach lai hitu tinh sy kién dau tuong
chuyén gen DBN9004 theo sang ché hay khong hodc liéu miu dau tuong thu

duoc trén canh ddng c6 chtra su kién ddu twong chuyén gen DBN9004 hay
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khéng, hay liéu chiét phdm dau twong nhu bot thd, bot hodc diu dau twong cb
chtra sy ki€én dau tuong chuyén gen DBN9004 hay khong, ADN duogc chiét tur
mau md cia cdy dau twong hodc dich chiét cua chung co6 thé tao ra cac don vi
siéu sao chép ma la d4u hiéu cho biét sy c6 mit cia ADN cua sy kién dau trong
chuyén gen DBN9004 bing phwong phap khuéch dai axit nucleic st dung mot
cdp mdi. Cap mdi nay cé thé bao gE‘)m doan mdi th& nhét thu dwoc tr trinh tu
1ién k& ndm canh vj tri cai ADN ngoai lai cin cai vao bd gen cua cay dau tuong
va doan mdi thr hai thu dugc tr ADN ngoai lai can cai. Pon vj siéu sao chép co
chiéu dai va trinh ty ma cling 1a d4u hiéu dé nhan biét sy kién dau tuong chuyén
gen DBN9004. Khoang chiéu dai cia don vi siéu sao chép c6 thé 1a chidu dai
lién két cua cip mdi cong thém mot cap bazo nucleotit, tét hon 12 cong thém 50
cdp bazo nucleotit, tSt hon nitra 1a cong thém 250 cdp bazo nucleotit, t6t nhét 1a
cdng thém 450 cédp bazo nucleotit hodc nhiéu hon.

Ty ¥, cap mdi nay cé thé thu dugc tir cic trinh tu bo gen lién ké trén ca
hai phia cia ADN cdn cai vao dé tao ra don vi siéu sao chép chira toan bo trinh
tw nucleotit can cai. Mot cap mdi thu dugc tir trinh tu bd gen cua cdy dau tuong
6 thé ndm cach xa trinh ty ADN can cai, va khoang cach xa nay cé thé nim
trong khoang tir mot cip bazo nucleotit dén khoang 20.000 cip bazo nucleotit.
St dung thuat ngt “don vi si€u sao chép” dac biét loai trir cdc doan mdi dang
dime duogc tao ra trong phan Ung khuéch dai nhiét ADN.

Phan ung khuéch dai axit nuleic c6 thé dugc thuc hién bing phuong phap
bét ky trong sd cac phuwong phap khuéch dai axit nucleic da biét trong linh vuc
k§ thuit nay, k& ca phan ung chudi polymeraza (polymerase chain
reaction-PCR). Nhidu phwong phap khuéch dai axit nucleic 13 da biét 16 ddi véi
ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay. Phuwong phép khuéch

dai PCR da duoc trién khai dé khuéch dai téi da 22kb ctia ADN bo gen va tbi da
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42kb ctia ADN thuc khudn thé. Cac phuong phap ndy va cac phuong phép
khuéch dai ADN khac trong linh vuc k§ thuat nay cé thé dugc st dung trong
sang ché. B gen cua sy kién dau tuong chuyén gen DBN9004 c6 thé duoc
khuéch dai béng cach st dung trinh ty ADN ngoai lai can dugce cai vao va trinh
ty ADN lién ké thu duoc tir sy kién dau twong chuyén gen DBN9004 véi céc
trinh ty doan mdi duoc dé cép, va gidi trinh ty ADN chuén cua don vi siéu sao
chép PCR hodc ADN dugc tach dong c6 thé dugc tién hanh sau khi khuéch dai.

Kit phat hién ADN duya trén cdc phuong phap khuéch dai ADN chtra cac
phan tr mdéi ADN ma lai dic higu véi ADN dich trong cac diéu kién phan tng
thich hgp va khuéch dai cac don vi siéu sao chép d4u hiéu. Kit co thé tao ra
phuong phép phat hién dua trén gel agaroza hodc mot sb phuong phap da biét
trong linh vuc nay dé phat hién cac don vi siéu sao chép d4u hiéu. Kit chta
doan mdi ADN ma tuong ddng hoic bd sung véi phan bat ky ctia viing b gen
cia dau tuong néu trong SEQ ID NO: 3 hodc SEQ ID NO: 4 va tuong dbng
hodic bd sung v6i phin bat ky cta ving cai vao ciia gen chuyén néu trong SEQ
ID NO: 5 dugc d& xuit boi sang ché. Cu thé 13, SEQ ID NO: 8 va SEQ ID NO:
9 duoc x4c dinh 1a cap mdi hiru dung trong phwong phap khuéch dai ADN, va
khuéch dai don vi siéu sao chép ddu hidéu ma twong ddng véi mdt phin cia ving
bd gen/gen chuyén & ddu 5’ ciia sy kién dau tuong chuyén gen DBN9004, trong
d6 don vi siéu sao chép bao gdbm SEQ ID NO: 1. C4c phan tir ADN khéc dugc
st dung 1am céc doan mdi ADN c¢6 thé dugc chon tir SEQ ID NO: 5.

Céc don vi si€u sao chép dugc tao ré bang céc phwong phap nay cé thé
dwgc phat hién bing nhiéu phuong phap khac nhau. Mot trong sb cac phuong
phap nay 12 phan tich bit di truyén, trong d6 mach oligonucleotit ADN ma néi
trinh ty ADN cin cai va trinh ty ADN bd gen lién k& ndm canh duoc thiét ké.

Mach oligonucleotit duoc 1am ¢6 dinh trong cac vi 18 cia dia vi 13, va sau khi
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khuéch dai bang phan tng PCR ving dich (sit dung doan mdi cho mdi trinh ty
cdn cai va trinh tu b gen lién k& nim canh), san phém PCR mach don c6 thé
duoc lai v6i mach oligonucleotit dd ¢d dinh va c¢6 chic ning nhu mét khubn
mau cho phan ung kéo dai mdt bazo ma sir dung ADN polymeraza va ddNTP
dugc danh diu d3c hiéu cho bazo dugc ky vong tiép theo. Cac két qua cb thé
dugc thu thap bing cac phwong phép huynh quang hoic phuwong phép tuong tu
ELISA. Tin hidu cho biét sy c6 mit ciia trinh ty dugc cai vao/trinh tw lién ké,
ma chung t6 14 phan tng khuéch dai, lai va kéo dai mot bazo 1a thanh cong.

Phuwong phap khac 1a k§ thuét giai trinh tu bing quy trinh téng hop.
Phwong phép nay thiét k& mot mach oligonucleotit ma ndi trinh ty ADN cén cai
va vi tri tiép hgp ADN b gen nam canh. Mach oligonucleotit dugc lai v6i san
phdm PCR mach don ciia viing dich (stt dung doan mdi cho mdi trinh ty trong
sb trinh ty cAn cai va trinh tu bd gen lién ké ndm canh), sau d6 U véi ADN
polymeraza, ATP, sulfurylaza, luxiferaza, apyraza, adenosin-5'-phosphosulfat
va luxiferin, NTP dugc bd sung twong tng, va cac tin hidu quang tao ra dugc
do. Tin hiéu quang cho biét su c6 mit cua trinh tu cai/trinh tu lién k&, diéu nay
chtng t6 13 phan ung khuéch dai, lai va kéo dai mot bazo hodc nhiéu bazo 1a
thanh cong.

Hién tugng phan cuc huynh quang dugc boc 16 bdi Chen va céc déng tac
gia (Genome Res. 9: 492-498, 1999) ciing 1a mt phuong phap ma cé thé duoc
st dung dé phat hién cac don vi siéu sao chép theo sing ché. Viéc sir dung
phuong phap nay doi hoi thiét ké mot mach oligonucleotit ma ndi trinh ty ADN
cai vao va vi tri tiép hop ADN bd gen nam canh. Mach oligonucleotit dugc lai
v&i san phém PCR mach don cua vung dich (st dung doan mdi cho mdi trinh tu
trong sb trinh tu cai vao va trinh tu bd gen 1ién k& nim canh), sau d6 1 véi ADN

polymeraza, va ddNTP dugc danh d4u huynh quang. Phan tng kéo dai mot

-34-



33582

bazo s& din dén viéc cai dugc ddNTP vao. Su thay ddi vé& murc phéan cuc cua
viéc cai nay c¢6 thé dugc do biang cach st dung huynh quang ké. Sy thay ddi vé
muc phan cyc chirng té sy ¢6 mit cua trinh ty cai/lién k&, ma chtng t6 1a phan
tmg khuéch dai, lai, va phan Gmg kéo dai mdt bazo 1a thanh cbng.

Taqman dugc md ta nhu 13 mot phuong phap dé phat hién va phan tich
dinh luong sy ¢6 mat cua trinh ty ADN, va dugc md ta chi tiét trong cdc hudng
din ciia nha san xuét. Hién tai, phwong phap nay dugc mo ta vin tit dudi day,
mau do oligonucleotit FRET ma ndi trinh ty ADN cai vao va vi tri tiép hop lién
k& ndm canh cta bd gen dugc thiét ké. Phan ung kiéu V(‘mg tron dugce tién hanh
bing cach sit dung mau do FRET va cac doan mdi PCR (sir dung doan mdi cho
mdi trinh ty trong s céc trinh ty cai vao va trinh tu bd gen lién k& nam canh)
khi c¢6 mit polymeraza va dNTP 6n dinh nhiét. Viéc lai v6i mau do FRET giap
phén cit gbc huynh quang va gbc dap tit trén mau do FRET va giai phong ra
gbc huynh quang. Su tao thanh tin hiéu huynh quang chiing té su c6 mit cia
trinh ty cai vao/lién k&, didu nay chung té 13 phan ung khuéch dai, lai 1 thanh
cong.

Céc k¥ thuét thich hop dé phat hién cac nguyén lidu thuc vét thu dugc tir
su kién d4u twong chuyén gen DBN9004 khéang thudc diét co ciing c6 thé bao
gdm lai thim tach Nam, lai tim tach Béc, va lai tai chd dua trén nguyén tic lai.
Cu thé 1a, k¥ thuét thich hgp bao gém i miu do va mau, ria dé loai bo mau do
khong gén két va phat hién liéu mau do nay da lai hay chwa. Phuong phéap phat
hién dugc mé ta trén ddy tuy thudc vao loai chi thi gén véi miu do, vi du, miu
do duoc danh ddu phong xa c6 thé dugc phat hién bing cach cho tiép xuc va
hién 4nh mang b%mg tia X, hodc mau do dugc danh ddu enzym c6 thé dugc phat
hién nho sy thay d6i mau thong qua su chuyén hoa co chét.

Tyangi va cac dong tac gia (Nat. Biotech. 14: 303-308, 1996) da gi6i thiéu
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vi€c 4p dung cac chi thi phéan ti trong viéc phét hién trinh ty. Phuong phép nay
dugc mod ta ngin gon dudi ddy, miu do oligonucleotit FRET ma ndi trinh tu
ADN cai vao va vi tri tiép hop lién ké ndm canh cia bd gen duoc thiét ké. Ciu
trac duy nhét ctia mau do FRET tao ra cdu tric thit cdp, cdu tric ndy gitt cho
gbc huynh quang va gbc dap tit & khoang cach gin. Phan ing kiéu vong tron
duoc tién hanh bing cach st dung mAu do FRET va c4c doan mdi PCR (st dung
doan mdi cho mdi trinh tu trong sb trinh tu cai vao va trinh tu bd gen lién ké
ndm canh) khi c6 mit polymeraza va dNTP n dinh nhiét. Sau khi khuéch dai
PCR thanh cdng, viéc lai mAu do FRET va trinh ty dich s& din dén 1am hao hut
cdu trac thir cdp ctia mau do, dé gdc huynh quang va gbec dap tit dugc tach ra
trong khéng gian dé tao ra tin hiéu huynh quang. Viéc tao ra tin hiéu huynh
quang chung t6 sy ¢6 mit cla trinh tw cai vao/trinh ty lién k&, ma chimg to 1a
phan ung khuéch dai va lai 13 thanh céng.

Céc phuong phép dugc md ta khac, nhu cong nghé vi luu, cung clp cac
phuong phap va thiét bi ¢é phan 1ap va khuéch dai mau ADN. Cac thudc nhudm
huynh quang dugc st dung dé phat hién va x4c dinh cdc phan t@ ADN ddc hicu.
Thiét bi dang 6ng nano gdbm bod cam bién dién tir dé phat hién phan tr ADN
hodc céc hat nano ma phan t& ADN dédc hi¢u gén két vao, do d6 c6 thé duogc
phat hién, 12 hiru dung dé phat hién phéan tir ADN theo sang ché.

Kit phat hién ADN c¢6 thé duogc phat hién bang cach s dung céc thanh
phan dugc md ta theo sang ché va cac phuong phap dwge mo ta hoidc da biét
trong linh vuc phét hién ADN. Kit nay tao diéu kién thuén loi cho vi€c xac dinh
sy ¢6 mdt cia ADN cua sy ki¢n dau tuong chuyén gen DBN9004 trong mdt
mau va ciing c¢6 thé duge st dung dé canh tac cac cdy dau twong chira ADN cua
su kién dau twong chuyén gen DBN9004. Kit nay c6 thé chira cac doan moi

hodc cac miu do ADN twong ddng hoidc bd sung véi it nhat moét phin cia SEQ
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ID NO: 1, 2, 3, 4 hodc 5 hodc chta cac doan mdi hodc cac mau do ADN khac
twong ddng hoic bd sung véi ADN chtra trong céc yéu td di truyén chuyén gen
cia ADN, va céc trinh ty ADN nay c6 thé duoc sit dung cho cdc phan tng
khuéch dai ADN hodc lam cac miu do trong cic phwong phép lai ADN. Ciu
tric ADN, chtra trong bo gen ciia dau twong, ciia vi tri tiép hop cua trinh tu
chuyén gen dugc cai vao va bd gen dau tvong duge md ta trong Fig.1 va bang 1
chtra: viing bd gen lién ké cua cdy dau twvong DBN9004 nim & ddu 5’ cla trinh
tu chuyén gen dugc cai vao; mdt phin cua trinh tu cai vao tir viing bién bén trai
(left boundary-LB) ctia Agrobacterium; catxet biéu hién thir nhat bao gdm ving
khé&i dong tir virut kham suplo 358 (pr35S) chira mot doan 1ap néi tiép cia ving
ting cudng, ma c6 thé dwgc lién két hoat dong véi phosphinothrixin
N-axetyltransferaza khang glufosinat (cPAT) cia Streptomyces va sau dé dugc
lién két hoat dong véi ving két thic ciia virut kham sap lo 35S (t358); catxet
biéu hién tht hai chira viing khéi dong (prGm17gTsfl) ciia gen Tsfl cia dau
tuong (md hoa yéu té kéo dai EF-1a), ma c6 thé duge lién két hoat dong vai
trinh ty ma hoa (spAtCTP2) cila peptit chuyén tiép luc lap EPSPS Arabidopsis,
sau d6 duoc lién két hoat dong vdi 5-enol-pyruvylshikimat-3-phosphat synthaza
khang glyphosat (cEPSPS) cua ching Agrobacterium CP4, va sau d6 dugc lién
két hoat dong voi trinh tu khong dwge dich ma & dau 3’ (tPse9) thu duoc tir
ribuloza-1,5-bisphosphat carboxylaza ciia ddu Ha Lan; mét phan cua trinh tu
cai vao tir vung bién bén phai (right boundary-RB) cua Agrobacterium va vung
b6 gen lién ké cua cdy dau twong DBN9004 nim & dau 3’ cua trinh tu chuyén
gen duoc cai vao (SEQ ID NO: 5). Trong phuong phéap khuéch dai ADN, phan
tirt ADN déng vai trd 12 doan mdi c6 thé 12 phan bét ky thu dwgce tir trinh tu
chuyén gen dugc cai vao & cdy d4u twong DBN9004 hodc c6 thé 1a phan bat ky

thu dugc tir ving ADN ctia bd gen dau tuong lién ké trong su kién dau tuong
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chuyén gen DBN9004.

Sy kién dau twong chuyén gen DBN9004 c6 thé dugc két hop véi cac
gibng dau twong chuyén gen khic nhu d4u twong c6 tinh khang thudc diét cé (vi
du 2,4-D, dicamba, v.v.), hodc cac giébng dau twong chuyén gen mang cic gen
khang con trung (vi du, CrylAc, Cry2A4b, v.v.). Cac dang két hop cia tat ca cac
su kién chuyén gen khac nhau ndy, cung véi su kién dau tuong chuyén gen
DBN9004 theo sang ché c6 thé duoc cing nhan gidng dé tao ra gibng d4u tuong
chuyén gen lai t6t hon vira khang dugc nhidu loai gay hai vira khang dugc nhiéu
loai thubc diét co. Cac gidng nay c6 thé thé hién cac dic tinh vuot trdi nhu san
luong tang so voi gibng khong chuyén gen va gidng chuyén gen c6 mot tinh
trang.

Sang ché dé& xuit trinh ty axit nucleic dé phét hién cdy dau tuong co tinh
khang thudc diét co DBN9004 va phuong phép phat hién cay nay. Sw kién dau
tvong chuyén gen DBN9004 c6 khi ning khang cdc téc dung gy doc d6i véi
thuc vat cua cac thudc diét cd dung trong néng nghiép chira glufosinat va/hodc
glyphosat. Cdy dadu twong hai tinh trang biéu hién protein
5-enolpyruvylshikimat-3-phosphat synthaza (EPSPS) khéng glyphosat cua
chung Agrobacterium CP4, ma dem lai tinh khang glyphosat cho cdy diu tuong,
va biéu hién protein phosphinomyxin N-axetyltransferaza (PAT) khang
glufosinat cia Streptomyces, ma dem lai tinh khéng glufosinat cho cdy diu
tvong. Cay ddu twong hai tinh trang nay cé cac uu diém sau: 1) c6 kha ning
kiém so4t c¢o trén phd rong khi phun cac thubc diét cé dung trong néng nghiép
chua glyphosat 1én cic cdy dau twong; 2) st dung thudc diét cé glufosinat két
hop vé6i céc tinh trang khang glufosinat (két hop hodc xen k& véi cac thube diét
c6 glyphosat) c6 thé dung lam bién phap khong chon loc dé kiém so4t hidu qua

céc loai c6 khang glyphosat; 3) trdng ddng thoi cac cdy dau tuong chuyén gen
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khang thubc diét cé nhu 1a cic cdy dau twong chuyén gen khong khang con
tring v6i cac cdy dau twong chuyén gen khang con tring trong mot quan thé c6
thé 1am cham viéc gy ra tinh khéng con tring/loai gy hai; va 4) khong lam
gidm san luong ddu tuong. Ngoai ra, cdc gen md hda céc tinh trang khang
glyphosat va khang glufosinat dugc lién két v6i nhau trén cing mét doan ADN
va ¢6 mit & mdt locut ctia bd gen dau twong DBN9004, diéu nay gitp 1am ting
hiéu qua nhén giéng va cho phép st dung céc chi thi phan tir ¢é phat hién céc
doan cai chuyén gen trong quin thé nhan gidng va cac cdy con cia chung. Nhu
vay, SEQ ID NO: 1 hodc trinh tw bd sung cia né, SEQ ID NO: 2 hoic trinh tu
bd sung cua nd, SEQ ID NO: 6 hodc trinh tu bd sung ctia no, hodac SEQ ID NO:
7 hodc trinh ty bd sung ciia n6 c6 thé duge st dung 1am céc doan mdi hodic cac
miu do ADN trong phuong phap phéat hién theo sang ché dé tao ra san pham
khuéch dai ma dugc xac dinh 12 su kién déu twong chuyén gen DBN9004 hodc
cac cdy con cua chung, va xac dinh dugc sy c6 mét cua cdc nguyén li¢u thyc vat
thu duoc tir sy kién ddu twong chuyén gen DBN9004 mdt cdch nhanh, chinh x4c
va 6n dinh.

M0 ta vén tit trinh tu

SEQ ID NO: 1 Trinh tu ¢6 chidu dai gém 22 nucleotit & ddu 5’ cua trinh tu
duge cai vao gin vi tri cai tiép hop trong sy kién dau twong chuyén gen
DBN9004, trong dé nucleotit & cac vi tri 1-11 va nucleotit & céc vi tri 12-22
ndm & ca hai phia ctia vi tri cai trén bo gen ctia dau twong, tuong tng;

SEQ ID NO: 2 Trinh ty ¢6 chiéu dai gdm 22 nucleotit & ddu 3’ cta trinh tu
duge cai vao gin vi tri cai tiép hop trong su kién dau twong chuyén gen
DBN9004, trong dé nucleotit & cac vi tri 1-11 va nucleotit & cac vi tri 12-22
ndm & c4 hai phia ctia vi trf cai trén bo gen ctia dau twong, twong tng;

SEQ ID NO: 3 Trinh tu ¢6 chiéu dai gdm 1207 nucleotit & ddu 5° ctia trinh
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ty duge cai vao gin vi tri cai tiép hop trong su kién dau twong chuyén gen
DBN9004;

SEQ ID NO: 4 Trinh tu c6 chiu dai gdm 631 nucleotit & ddu 3’ cua trinh
tu dugc cai vao gén vi tri cai tiép hgp trong su kién déu tuong chuyén gen
DBN9004;

SEQ ID NO: 5 Toan b0 trinh ty T-ADN, céc trinh tu by gen diu tuong lién
ké & ddu 5’ va 3’;

SEQ ID NO: 6 Trinh ty ma nim trong SEQ ID NO: 3 va ndi trinh tu
nucleotit trong trinh tw ADN ciia c4u tric pDBN4003 va trinh ty két thac phién
ma t358S;

SEQ ID NO: 7 Trinh ty ma nidm trong SEQ ID NO: 4 va ndi trinh tu khoi
dong prGml17gTsfl va trinh tw nucleotit trong trinh ty ADN cua clu truc
pDBN4003;

SEQ ID NO: 8 Poan mdi thtr nhit khuéch dai SEQ ID NO: 3;

SEQ ID NO: 9 Poan mdi thi hai khuéch dai SEQ ID NO: 3;

SEQ ID NO: 10 Doan mdi thir nhit khuéch dai SEQ ID NO: 4;

SEQ ID NO: 11 Doan mbi tht hai khuéch dai SEQ ID NO: 4;

SEQ ID NO: 12 Poan mdi trén trinh tu b gen lién k& & dau 5°;

SEQ ID NO: 13 Poan mdi ndm trén T-ADN va bat cip véi SEQ ID NO:
12;

SEQ ID NO: 14 Doan mdi trén trinh ty bd gen lién ké & dau 3°, ma bt cip
v6i SEQ ID NO: 12 dé phat hién xem liéu gen chuyén 1a ddng hop tir hay di hop
t;

SEQ ID NO: 15 Poan mdi nam trén T-ADN va bét cip véi SEQ ID NO:
14;

SEQ ID NO: 16 Poan mdi Tagman 1 dé phat hién EPSPS;
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SEQ ID NO: 17 Doan mdi Taqman 2 dé phét hién EPSPS;

SEQ ID NO: 18 MAu do Tagman 1 dé phat hién EPSPS;

SEQ ID NO: 19 Poan mdi Tagman 3 dé phat hién PAT;

SEQ ID NO: 20 Poan mdi Tagman 4 dé phat hién PAT;

SEQ ID NO: 21 MAu do Tagman 2 dé phét hién PAT;

SEQ ID NO: 22 Poan r_néi tht nhat cua gen ndi sinh cua ubiquitin & dau
tuong;

SEQ ID NO: 23 Poan mdi thi hai ctia gen ndi sinh cia ubiquitin & dau
tuong;

SEQ ID NO: 24 M4u do ctia EPSPS trong phuong phap phat hién bing lai
thAm tach Nam;

SEQ ID NO: 25 MAu do ctia PAT trong phuong phap phat hién bang lai
thdm tach Nam;

SEQ ID NO: 26 Poan mbi niam trén T-ADN cung huéng véi SEQ ID NO:
13; |

SEQ ID NO: 27 Poan mdi nim trén T-ADN ngugc hudng véi SEQ ID NO:
13 va dugc st dung dé tao ra trinh tu lién ké;

SEQ ID NO: 28 Poan mdi nam trén T-ADN nguoc huéng véi SEQ ID NO:
13 va dugc st dung dé tao ra trinh tu 1ién ké;

SEQ ID NO: 29 Poan mdi nim trén T-ADN cung huéng v6i SEQ ID NO:
15;

SEQ ID NO: 30 Poan mbi nam trén T-ADN nguoc huéng véi SEQ ID NO:
15 va dugc st dung dé tao ra trinh tu lién ké;

SEQ ID NO: 31 Poan mdi nim trén T-ADN ngugce hudéng véi SEQ ID NO:
15 va dugc st dung dé tao ra trinh tu lién ké.

~ Giai phap k¥ thuat theo sang ché con dwge mo ta chi tiét nho cac hinh v
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va cac vi du dudi day.
Vi du thye hién sang ché

Céac giai phap k¥ thuat vé trinh tu axit nucleic dung dé phat hién cdy dau
trong khang thubc diét c6 DBN9004 va phuong phap phét hién chung theo sang
ché s& dugc minh hoa thém dudi day thong qua cac phuong an cu thé.

Vidu 1. Tach dong va bién nap

1.1. Vecto tach dong

Vecto bidu hién tai t6 hgp pDBN4003 dugc tao ra bang cach st dung céc
k¥ thuat tdch dong gen éhu’fm (nhu duoc thé hién trong Fig.2). Vecto
pDBN4003 chira hai catxet biéu hién chuyén gen ndi tiép, trong d6 catxet biéu
hién thir nhit chwra ving khéi dong ctia gen Tsfl cta dau twong (prGm17gTsfl)
(m hoa yéu té kéo dai EF-1a), ma c6 thé dugc lién két hoat ddng véi trinh tu
ma hoa (spAtCTP2) cia peptit chuyén tiép luc lap EPSPS Arabidopsis, sau d6
dugc lién két hoat dong véi S5-enol-pyruvylshikimat-3-phosphat synthaza
(cEPSPS) khéang glyphosat cia ching Agrobacterium CP4, va dugc lién két
hoat dong véi trinh ty khong dugc dich ma & dau 3’ (tPse9) thu-duoc tu
ribuloza-1,5-bisphosphat carboxylaza ctia ddu Ha Lan; va catxet biéu hién tht
hai chtta ving khéi ddng cua virut kham stp lo 35S (pr35S) chira doan 1dp viung
ting cudng ndi tiép, ma c6 thé duoc lién két hoat dong v6i phosphinothrixin
N-axetyltransferaza (cPAT) khang glufosinat cia Streptomyces va sau-dé dugce
lién két hoat dong vé6i ving két thuc cia virut kham stp lo 35S (t35S).

Agrobacterium LBA4404 (Invitrgen, Chicago, USA; Cat. No: 18313-015)
dugc bién nap vecto pDBN4003 bing phuong phap nito 16ng, va té bao dugc
bién nap dugc sang loc bing cach st dung 5-enol-pyruvylshikimat-3-phosphat
synthaza (EPSPS) lam chi thi chon lgc.

1.2. Bién nap & cay dau tuong
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Viéc bién nap dugc thwc hién bing phwong phép gdy nhiém qua
Agrobacterium thong thuong, va mo d6t 14 mam coa dau tirong nudi cdy vo
tring dugc ddng nudi cly v6i Agrobacterium duge mod ta trong Vi du 1.1 dé dua
T-ADN trong vecto biéu hién tai t6 hgp pDBN4003 d3 tao ra vao nhidm séc thé
cua ddu tuong dé tao ra sy kién dau tuong chuyén gen DBN9004.

No6i tém lai lién quan dén qué trinh bién nap qua trung gian Agrobacterium
& dau tvong, hat ddu twong truéng thanh dugc gieo trong mdi trudng nudi ciy
lam nay mam d4u twong (3,1g/L mubi B5, vitamin B5, 20g/L sucroza, va 8g/L
thach, pH 5,6), va hat dugc ciy trong mdi truong nudi cdy lam nay mam va
duge nudi cdy trong didu kién: nhiét do 25 + 1°C; va chu ky sang (sang/tdi) 1a
16 gid/8 giv. Sau 4-6 ngay dé nay mam, céc cdy gibng con dau twong v tring
dugce nay ra & cac ddt 14 mam xanh nhat dwogc 14y ra, cac truc dudi 14 mam duogc
cit 3-4 millimet dudi cac dbt 14 mam, cac 14 mam duoc cét theo chilu doc, va
chdi & dinh, chdi bén va ré hat gibng dugc loai bé. Tao mdt tén thuong & dbt 14
mam bang cach sir dung sdng dao ciia dao md, cdc md d6t 14 mam bi tén thuong
duge cho tiép xtc voi huyén pht Agrobacterium, trong d6 Agrobacterium cé
thé chuyén trinh tu nucleotit cia gen EPSPS va trinh tu nucleotit cia gen PAT
vao cac mod dbt 14 mam bi tén thwong (bude 1: bude gdy nhiém). O budc nay,
t5t hon néu cac md ddt 14 mam duoc ngdm trong huyén phi Agrobacterium
(ODggo = 0,5-0,8, mdi trudng nudi cdy gy nhidm (2,15g/L mubi MS, Vitamin
B5, 20g/L sucroza, 10g/L glucoza, 40mg/L axetosyringon (AS), 4g/L axit
Z-morpholin etansulfonic (MES), va 2mg/L zeatin (ZT), pH 5,3)) dé bit dau
gdy nhiém. Cac md dbt 14 mdm duoc ddng nudi cdy v6i Agrobacterium trong
mot khoang thoi gian (3 ngay) (bude 2: bude ddng nudi cdy). Tét hon 13, cac
md d6t 14 mdm dugc nudi cdy trong mdi trudng nudi ciy rin (4,3g/L mubi MS,

Vitamin BS5, 20g/L sucroza, 10g/L glucoza, 4g/L axit 2-morpholin etansulfonic
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(MES), 2mg/L zeatin, va 8g/L thach, pH 5,6) sau buéc gdy nhiém. Sau giai
doan ddng nudi cdy nay 1a budc “thu hdi” tuy y. O budc “thu hdi”, c6 thé c6 it
nhAt mot khang sinh (150-250mg/L cephalosporin) dugc biét dén 1a Grc ché sy
phat trién clia Agrobacterium trong mdi trudng nudi cdy thu hdi (3,1g/L mubi
BS5, Vitamin BS5, 1g/L axit 2-morpholin etansulfonic (MES), 30g/L sucroza,
2mg/L. zeatin (ZT), 8g/L thach, 150mg/L cephalosporin, 100mg/L axit
glutamic, va 100mg/L axit aspartic, pH 5,6), ma khong bd sung chat chon loc té
bao bién nap thuc vat (bude 3: budc thu hdi). Tét hon 13, cac khbéi mé duoc tai
sinh tir cdc dbt 14 mam dugc nudi cdy trong mdi trudng nudi cdy rin c6 khang .
sinh nhung khong cé chit chon loc, dé loai bd Agrobacterium va chuén bi giai
doan thu hdi cac té bao duoc gay nhidm. Tiép d6, cac khdi mé dwoc tai sinh tir
cdc dbt 14 madm duoc nubdi cdy trong mdi truong nudi cdy chtra chét chon loc
(glyphosat), vd md seo d bién nap phat trién duge chon (buéc 4: bude chon
loc). Tét hon 13, cac khdi md dwgc tai sinh tir cac dbt 14 madm dugc nudi cdy
trong moi trudng nudi cdy rin sang loc (3,1g/L mubi BS, Vitamin B5, 1g/L axit
2-morpholin etansulfonic (MES), 30g/L sucroza, 1mg/L- 6-benzyladenin
(6-BAP), 8g/L thach, 150mg/L cephalosporin, 100mg/L axit glutamic, 100mg/L
axit aspartic, va 10mg/L mubi glyphosat isopropylamin, pH 5,6) v&i chét chon
loc, nhd d6 cac té bao da bién nap dugc phat trién lién tuc. Sau d6, cac cady dugc
tai sinh tlr cac té bao da bién nap (budc 5: budc tai sinh). Tét hon 13, cac khdi
md duoc tai sinh tir cdc dbt 14 mam phat trién dugce trong mdi trudng nudi cdy
chra chit chon loc dugc nudi cdy trong méi truong nudi cdy rin (mdi truong
nudi cdy biét hoa BS va mdi trudng nudi ciy tao ré B5) dé tai sinh cdy.

Cac mé khang dugc chon loc ra dugc chuyén sang méi trudng nudi ciy
biét hoa B5 (3,1g/L mubi B5, Vitamin B5, 1g/L axit 2-morpholin etansulfonic
(MES), 30g/L sucroza, 1mg/L zeatin (ZT), 8g/L thach, 150mg/L cephalosporin,
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50mg/L axit glutamic, 50mg/L axit aspartic, lmg/L gibberellin, 1mg/L auxin,
va 10mg/L mudi glyphosat isopropylamin, pH 5,6), va dwgc nudi cdy & 25°C dé
biét hoa. Céc cdy gibng con da biét héa dwgc chuyén vao moi truong nudi ciy
tao ré BS (3,1g/L mudi B5, Vitamin B5, 1g/L axit 2-morpholin etansulfonic
(MES), 30g/L sucroza, 8g/L thach, 150mg/L cephalosporin, va 1mg/L axit
indol-3-butyric (IBA)), dugc nudi cdy trong méi truong nudi ciy tao ré dén
chiu cao biang 10cm & nhiét d6 25°C, va dugc chuyén vao nha kinh dé tréng
cho dén khi ra qua. Trong nha kinh, céc cdy duoc trdng & nhiét 46 26°C trong
16 gio, va sau d6 dugc tréng & nhiét d6 20°C trong 8 gid hang ngay.

1.3. X4c dinh va sang loc céc sy kién chuyén gen

Tbng cong 288 cay T,y chuyén gen doc lap duoc tao ra.

Su c6 mit hodc khong c6 miat ciia cdc gen EPSPS va PAT trong céc cdy
dau tuong chuyén gen tai sinh duoc kiém tra bang phan tich TagMan™ (xem vi
du 2) va sd ban sao trong cic chung khang glyphosat va glufosinat dugc xac
dinh. Béng cach sang loc, su kién DBN9004 duoc chon c6 dic tinh vuot trdi voi
gen chuyén mét ban sao, kha nang khang thudc diét co glyphosat, kha ning
khang thubc diét co glufosinat va c4c tinh trang ndng hoc tét (xem vi du 6).

Vi du 2. Phat hién su kién dau twong chuyén gen DBN9004 nh& TaqMan.

Khoang 100mg 14 dugc 14y tir sy kién dau twong chuyén gen DBN9004
duge dung lam mau, va dugc chiét ADN bd gen bang cach st dung kit chiét
ADN thyc vat (DNeasy Plant Maxi Kit, Qiagen). S6 ban sao ciia gen EPSPS va
gen PAT dugc phat hién bang phuong phap PCR dinh luong huynh quang st
dung mau do Tagman. Tai thoi diém nay, cac cdy dau twong kiéu dai dwgc st
dung lam dbi chung, va duogc phat hién va duoc phén tich theo phuong phép
néu trén. Céac tht nghiém dugc ldp lai ba 14n va duoc léy trung binh.

Quy trinh cu thé 1a nhuv sau:
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Budc 11. 100mg 14 dwgc 1y ra tir sy kién d4u twong chuyén gen
DBN9004, va dugc nghién trong cbi véi nito 16ng thanh dung dich dbng nhét,
va mdi miu duoc lip lai ba 1an;

Buéc 12. ADN bd gen clia cac mau néu trén duge chiét bing cach sir dung
DNeasy Plant Mini Kit cia Qiagen, va phuong phap cu thé c¢6 thé tham khao
huéng din st dung san pham;

Buée 13. Nong do ciia ADN bo gen cua cac miu néu trén duge phéat hién
béng cach sir dung thiét bi NanoDrop 2000 (Thermo Scientific);

Buéc 14. Néng dd ctia ADN bd gen trong cdc miu néu trén dugc diéu
chinh dén ndng dd thich hop ndm trong khoang tir 80 dén 100ng/pL;

Budc 15. S6 ban sao trong cdc miu dugc x4c dinh bang cach sir dung
phuong phap PCR dinh lwgng huynh quang st dung miu do Tagman, trong d6
cac miu ma dugc xac dinh sd ban sao va da biét duoc léy lam mAu chudn, cac
mau cla cdc cdy dau tuwong kiéu dai dugc ldy 1am d6i ching, va mdi miu duge
tién hanh ba 1dn va 1ay trung binh; c4c trinh ty ciia cic doan mdi va miu do
trong phan tng PCR dinh lugng huynh quang 1a nhu sau, twvong tng:

cic doan mdi va miu do dudi ddy duoc dung dé phat hién trinh tu gen
EPSPS:

doan mdi 1: TTGGTGCTAACCTTACCGTTGAG, dugc thé hién 1a SEQ
ID NO: 16 trong danh muc trinh tu;

doan mdi 2: GCTTACCACGACCTTCAAGACG, duoc thé hién 1a SEQ ID
NO: 17 trong danh muyc trinh ty;

mau do 1: CTGATGCTGACGGTGTGCGTACCATC, duogc thé hién la
SEQ ID NO: 18 trong danh muc trinh ty;

cac doan mdi va maiu do sau day dugc dung dé phat hién trinh tuy gen PAT:

doan mdi 3: CAGTTGAGATTAGGCCAGCTACAG, dugc thé hién la
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SEQ ID NO: 19 trong danh muc trinh ty;

doan mdi 4: TTCACTGTAGACGTCTCAATGTAATGG, dugc thé hién 1a
SEQ ID NO: 20 trong danh muyc trinh ty;

mau do 2: CAGCTGATATGGCCGCGGTTTGTG, dugc thé hién 1a SEQ
ID NO: 21 trong danh muc trinh ty;

hé phan ing PCR:

JumpStart™ Taq ReadyMix™ (Sigma)  10puL

50 x hdn hop doan mdi/mau do 1uL
ADN b0 gen 3uL
nudce (dd H,O) e

50 x hdn hop doan mdi/méu do chwra 45uL mdi doan mdi & ndng d6 bing
ImM, 50pL mau do & ndng dd bang 100uM, va 860pL dung dich dém L1x TE,
va duge bao quan & nhiét 4o 4°C trong 6ng mau hd phéach.

Céc diéu kién phan Gimg PCR:

Buéc Nhiét do thoi gian
21 95°C 5 phut
22 95°C 30 gidy
23 60°C 1 phut
24 trd lai bude 22, lap lai 40 lan

S6 liéu dugc phan tich bing cach sir dung phin mém SDS 2.3 (Applied
Biosyterm), va su kién dau tuvong chuyén gen mot ban sao DBN9004 duoc tao
ra.

Vi du 3. Phat hién sy kién déu tuong chuyén gen DBN9004

3.1. Chiét ADN b6 gen

Chiét ADN dugc tién hanh theo phuong phap thudng duoc sir dung CTAB

(xetyltrimetylamoni bromua): 14y 2g 14 non tir su kién d4u twong chuyén gen
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DBN9004, va nghién thanh bdt trong nito 16ng, sau d6 bd sung 0,5mL dung
dich d¢ém CTAB chiét ADN (20g/L CTAB, 1,4M NaCl, 100mM Tris-HClI,
20mM EDTA (axit etylendiamintetraaxetic), va pH duogc diéu chinh dén 8,0
béng NaOH) dugc gia nhié¢t trude & nhiét do 65°C, va dugce tron k¥ va sau do
chiét & nhiét do 65°C trong 90 phut; bd sung phenol véi thé tich bing 0,5 14n va
cloroform v&i thé tich béng 0,5 lan, sau d6 dao dé tron déu; ly tdim & téc do
12000 vong/phit (vong mdi phut) trong 10 phit; hit bing pipet dich ndi, etanol
khan vé6i thé tich gip hai 14n, khudy nhe éng ly tdm, va dé yén & nhiét do 4°C
trong 30 phut; ly tdm lai & téc d6 12000 vong/phit trong 10 phut; thu thip ADN
trong ddy éng; gan bo dich ndi va rira két tia bang 1mL etanol v6i ndng dd theo
bang cach hut trong chan khong hodc lam khd bang cach thdi khi trén ban thi
nghiém si€u sach; va hoa tan két tia ADN trong mdt lugng dung dich dém TE
thich hgp (10mM Tris-HCIL, ImM EDTA, pH 8,0) va b4do quan & diéu kién nhiét
d6 bang -20°C.

3.2. Phan tich trinh tw ADN lién ké

Ndng do cia mau ADN duge chiét trén day duoc do sao cho ndng dd ciia miu
dugc thir nghiém ndm trong khoang tir 80 dén 100ng/pL. ADN bd gen dugc phan cit
béng cac enzym gidi han dugc chon Psil, Dral va Tagl (dbi voi phén tich dau tan
cung 5°) va AfIL, Tagl va Psil (d6i voi phan tich dau tan cling 3°), twong tng. 26,5uL
ADN b0 gen, 0,5uL enzym giéi han dugc chon néu trén va 3ul. dung dich dém phéan
cdt enzym duoc bd sung vao mdi hé phéan cét enzym, va dwoc phan cét trong 1 gio.
Sau khi hoan tat phén cit bing enzym, 70pL etanol tuyét d6i dugc bd sung vao hé
phén cit enzym nay, sau d6 dit vao bé da trong 30 phut, ly tdm & téc dd 12000
vong/phut trong 7 phut, dich nbi dugc gan bo, duoc 1am khd bang cach thdi khi, sau

d6 8,5ul nuée cat hai 1an (dd H,0), 1uL dung dich dém 10X T,-ADN ligaza (dung
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dich dém phan tng NEB T4 ADN Ligaza, va cong thirc cu thé ctia né c6 thé xem trén
trang web NEB hodc https://www.neb.com/products/restriction-endonucleases va
https://www.neb.com/products/b0202-t4-ADN-ligase-reaction-buffer) va  0,5uL
T4+ADN ligaza dugc bb sung dé thuc hién phan tng néi & nhiét do 4°C qua dém.
Phan Ung khuéch dai PCR duoc tién hanh véi mot loat cac doan moi tiém &n dé
phén 18p cac gen chuyén/ADN b gen & ddu 5° va 3°. Dic biét 13, hdn hop doan modi
@& phan 1ap gen chuyén/ADN bd gen & ddu 5° bao gdm SEQ ID NO: 13 va SEQ ID
NO: 26 1am doan mdi tht nhat, SEQ ID NO: 27 va SEQ ID NO: 28 1am doan mdi thir
hai, va SEQ ID NO: 13 1am doan mdi giai trinh ty. Cu thé 13, hdn hop doan mdi dé
phén 1ap gen chuyén/ADN bd gen & ddu 3’ bao gdm SEQ ID NO: 15 va SEQ ID NO:
29 lam doan mdi thtt nhat, SEQ ID NO: 30 va SEQ ID NO: 31 lam doan médi th hai,
va SEQ ID NO: 15 lam doan mdi giai trinh tu, va cc didu kién phan tmg PCR dugc
thé hién nhu trong bang 3.

Cac don vi siéu sao chép thu dugc dugc dién di trén 2,0% gel agaroza dé
tach san phdm phan tng PCR, sau d6 cac doan dich dugc phan lap tir chit nén
agaroza nho kit thu hdi gel (QIAquick Gel Extraction Kit, Cat. No. 28704,
Qiagen Inc., Valencia, CA). Sau d6, san phdm PCR da tinh ché dugc giai trinh
tu (vi du, ABI PrismTM 377, PE Biosysterm, Foster City, CA) va dugc phén
tich (vi du, phdn mém phén tich trinh tyt ADNSTAR, ADNSTAR Inc., Madison,
WI).

Céc trinh tu 1ién k& & ddu 5’ va 3’ va céc trinh tu tiép xuc duoc xac dinh
bang phuong phap PCR chuin. Trinh ty lién ké & dau 5’ va trinh tu tiép xtc c6
thé duoc xac dinh bing céch‘sfr dung SEQ ID NO: 8 hodc SEQ ID NO: 12, cung
v6i SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 13, hodc SEQ ID NO: 26. Trinh ty lién ké &
dau 3’ va trinh tu tiép xtc ¢6 thé dugce xac dinh béng cach s dung SEQ ID NO:

11 hodc SEQ ID NO: 14, cung véi SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 15, hodc SEQ
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ID NO: 29. Hé phan tng PCR va cac diéu kién khuéch dai dwoc thé hién nhu
trong bang 2 va bang 3. Ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat
nay sé hiéu réng cé4c trinh tu doan mdi khac cling c6 thé dugc sir dung dé xac
dinh céc trinh tu 1ién ké va céc trinh tu tiép xuc.

Giai trinh tu ADN cua san phém PCR thu dugc ADN ma c6 thé dugce si
dung dé thiét ké cac phén tt ADN khac ma cé thé dugc s dung lam céc doan
mdi va cac mau do dé xac dinh cac cdy hodc hat dau twong thu dugc tir sy kién
dau twong chuyén gen DBN9004.

D4 phat hién ra ring cac vj tri 1-1268 cua cac nucleotit trong SEQ ID NO:
5 dugc thé hién 14 trinh tu lién k& bién bén phai (trinh ty 1ién k& & diu 5°) cua
trinh ty duoc cai vao sy kién dau twong chuyén gen DBN9004 trong trinh tu bd
gen dau tuong, va cac vi tri 6068-7059 cuia céc nucleotit trong SEQ ID NO: 5
duoc thé hién 1a trinh tu 1ién ké bién bén trai (trinh tu lién k& & dau 3°) cla trinh
ty duoc cai vao su kién dau twong chuyén gen DBN9004 trong trinh tu bd gen
dau tvong. Trinh tu tiép hop & ddu 5> dugc néu trong SEQ ID NO: 1, va trinh tu
tiép hop & dau 3’ dugc néu trong SEQ ID NO: 2.

3.3. Thir nghiém tiép hop PCR

Trinh tu tiép hop 1a mot phéan t polynucleotit twong ddi ngén, ma 1a mot
trinh tw ADN méi 1a ddu hiéu phat hién ADN cua sy kién dau tu'orng';chuyén gen
DBN9004 khi trinh ty tiép hop nay duoc phat hién trong thir nghiém axit
polynucleic. Céc trinh tu tiép hop trong SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2 1a 11
polynucleotit & mdi phia ctia vi tri cai ciia cac doan chuyén gen va ADN bo gen
dau tuong trong su kién dau twong chuyén gen DBN9004. Trinh tu tiép hop
polynucleotit dai hon hoac ng.’fm hon ¢6 thé dugce chon tir SEQ ID NO: 3 hoéc
SEQ ID NO: 4. Trinh tu tiép hop (viung lién két & ddu 5° SEQ ID NO: 1, va

ving lién két & ddu 3° SEQ ID NO: 2) 14 hitu dung 1am céc phan tir miu do
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ADN hoic cac phan tir doan mdi ADN trong cac phuong phéap phat hién ADN.
Céc trinh tu tiép hgp SEQ ID NO: 6 va SEQ ID NO: 7 ciing 14 cac trinh ty ADN
mdi trong su kién déu tuong chuyén gen DBN9004, va cling co6 thé dugc st
dung 1am céc phéan tr mau do ADN ho#c doan mdi ADN dé phét hién sy c6 mat
cua ADN sy kién ddu tuong chuyén gen DBN9004. SEQ ID NO: 6 (céc vi tri
741-872 ctia céc nucleotit néu trong SEQ ID NO: 3) nébi trinh tw ADN ctia cdu
tric pDBN4003 va trinh ty két thac t35S, va SEQ ID NO: 7 (céc vi tri 170-287
clia céc nucleotit néu trong SEQ ID NO: 4) ndi trinh tw khoi dau prGm17gTsfl
va trinh ty ADN cua cdu trac pDBN4003.

Ngoai ra, don vi siéu sao chép dugc tao ra béng cach st dung it nhéit mot
doan mdi tir SEQ ID NO: 3 hodc SEQ ID NO: 4, va doan mbi nay néu dugc sir
dung trong phuong phap PCR dugc sir dung dé tao ra don vi siéu sao chép diu
hiéu phét hién cua su kién dau twong chuyén gen DBN9004.

Cu thé 14, san phém PCR dugc tao ra tir diu 5° cua trinh tu chuyén gen
duoc cai vao, va la mot phén cua ADN bd gen ma 1ién k& v6i dau 5 cua trinh tu
dugc cai vao T-ADN trong bd gen chtta cac nguyén li¢u thuc vat thu dugce tir su
kién dau twong chuyén gen DBN9004. San phdm PCR nay bao gém SEQ ID
NO: 3. Pé tién hanh khuéch dai PCR, doan mdi 5 (SEQ ID NO: 8) duoc lai v&i
trinh ty ADN bd gen 1ién k& v4i ddu 5° cua trinh ty chuyén gen dugc cai vao, va
doan mbi 6 (SEQ ID NO: 9) ma duoc bat cip véi doan mdi 5 va ndm trén trinh
tu két thiic phién ma chuyén gen t35S dugc thibt ké.

San phém PCR dugc tao ra tir dau 3’ cia trinh tu chuyén gen dugc cai vao,
va chira mot phan cia ADN bd gen ma lién k& véi ddu 3’ cua trinh ty dugc cai
vao T-ADN trong bd gen chta cdc nguyén liéu thuc vat thu dugc tir su kién dau
tuong chuyén gen DBN9004. San phdm PCR nay bao gdm SEQ ID NO: 4. bé
tién hanh khuéch dai PCR, doan mdi 8 (SEQ ID NO: 11) dugc lai véi trinh ty
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ADN b0 gen lién k& v6i ddu 3’ cua trinh tu chuyén gen dugc cai vao, va doan
mdi 7 (SEQ ID NO: 10), ma bét cdp véi doan mdi 8 va nim & dau 3° cia trinh
tu cai vao, cua trinh tu khéi dong prGm17gTsf1.

Céac diéu kién khuéch dai ADN duoc md ta trong cdc bang 2 va 3 cb thé
duoc st dung dé tién hanh tiép hop PCR néu trén dé tao ra don vi siéu sao chép
d4u hiéu phét hién cua sy kién ddu tuong chuyén gen DBN9004. Viéc phat hién
cac don vi si€u sao chép c¢é thé dugc tién hanh b%mg cach sir dung thiét bi
Stratagene Robocycler, MJ Engine, Perkin-Elmer 9700 ho#c thiét bi luan nhiét
Eppendorf Mastercycler Gradien, v.v., hodc biang cac phuong phéap va thiét bi
da biét d6i v6i nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vue k¥ thuat nay.

Bang 2. Cac budc PCR va cac didu kién hdn hop phan Gng dé xic dinh

ving tiép hop bd gen/trinh tu cai chuyén gen & dau 5’ cia su kién dau twong

chuyén gen DBN9004
Budce Céc chét phan tng Lugng Luuy
duoc bd sung dén thé
1 | Nuéce khong chira nucleaza o
tich cudi bang 20uL
Nong dd cubi
cung cua dung
dung dich dém phadn Ung dich dém 1x, va
2 2,0plL .
10x (vai MgCly) MgCl, c6 nong dd
cudi cung bing
1,5mM
Dung dich 10mM chta mdi dNTP ¢6
3 | dATP, dCTP, dGTP va|0,4uL néng do cubi béng
dTTP 200pM
4 |Poan mdi 5 cua sy kién |0,2uL Nong do cudi
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(SEQ ID NO: 8 duogc tai
huyén phu trong dung dich
dém 1x TE hodc nudc

khong chita nucleaza, dén

ndng d6 bing 10pM)

bang 0,1pM

Poan mdi 6 cua sy kién
(SEQ ID NO: 9 dugc tai
huyén phu trong dung dich
dém 1x TE hodac nudc

khong chtra nucleaza, dén

ndng dd bing 10uM)

0,2pL

bang 0,1uM

RNaza, khong chtra ADNza
(500 pg/ml)

0,1pL

50ng/phén Ung

REDTaq® ADN

Polymeraza (1 don vi/pl)

1,0pL (dwgc goi y dbi
pipet truéc khi tién

hanh budc tiép theo)

1 don vi/phén tng

ADN duogc chiét (khuén
mau):

14 ctia mau dugc phan tich

200ng ADN bd gen

Doi ching &m

50ng ADN bd gen
cua ddu tuong khong

chuyén gen

boi ching 4m

ADN khoéng chtua

khuéon mau (dung

dich trong d6 ADN

duoc tai huyén phi)
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50ng DBN9004 chta
Péi chﬁng duong ADN bd gen cua dau

tuong

Bang 3. Cac diéu kién cia thiét bi luan nhiét Perkin-Elmer 9700

S6 chu ky Thong sb cai dit

1 94°C trong3 phut

94°C trong30 gidy

34 64°C trong30 gidy

72°C trongl phut

1 72°C trongl0 phut

Céac nguyén liéu dugc tron nhe, néu khéng c6 nép cach dién trén thiét bi
thiét bi luan nhiét, 1-2 giot dau khoang c6 thé duoc bd sung trén mdi dung dich
phan ung. PCR duoc thuc hién bang cach st dung céc théng sb chu ky trén day
(Bang 3) trén thiét bi Stratagene Robocycler (Stratagene, La Jolla, CA), MJ
Engine (MJ R-Biorad, Hercules, CA) Perkin-Elmer 9700 (Perkin Elmer,
Boston, MA) hodc thiét bi luan nhiét Eppendorf Mastercycler Gradient
(Eppendorf, Hamburg, Germany). MJ Engine hoic thiét bi luan nhiét Eppendorf
Mastercycler Gradient cdn dugc chay theo phuong thirc tinh toan. Tc d6 ting
nhiét dd nén dwgc dé dén gia tri tdi da khi chay thiét bi ludn nhiét Perkin-Elmer
9700.

- Céac két qua thtr nghiém goi ¥ ring: néu cac doan mdi 5 va 6 (SEQ ID NO:
8 va 9) dugc st dung trong phan tng PCR cia ADN b0 gen cua su kién dau
trong chuyén gen DBN9004, san phdm khuéch dai ciia doan 1207bp s& duoc

tao ra; néu cac doan mdi duoc st dung trong cac phan tmg PCR cia ADN b
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gen cla ddu twong khong duogc bién nap va ADN bd gen cia dau twong khong
c6 DBN9004, khong doan nio dugc khuéch dai; khi cac doan mdi 7 va 8 (SEQ
ID NO: 10 va 11) dugc st dung trong phan tng PCR cia ADN b gen cua su
kién dau tuong chuyén gen DBN9004, san phém khuéch dai cua doan 63 1bp s€
duogc tao ra; néu cac doan mdi dugc st dung trong phan tng PCR cua ADN bd
gen ciia dau twong khong dugc bién nap va ADN bd gen cua dau twong khong
¢6 DBN9004, khong doan nao dugc khuéch dai.

Tht nghiém tiép hgp PCR ciling cé thé dugc s dung dé xac dinh liéu
nguyén liéu thu dugc tir sy kién dau twong chuyén gen DBN9004 1a ddng hop
tr hay di hop tir. Poan mdi 9 (SEQ ID NO: 12), doan mdi 10 (SEQ ID NO: 13)
va doan mdi 11 (SEQ ID NO: 14) duogc st dung cho phan ting khuéch dai dé tao
ra don vi siéu sao chép ddu hiéu phat hién cua su kién ddu twong chuyén gen
DBN9004. Cac diéu kién khuéch dai ADN dugc mo ta trong cac bang4 va 5 ¢6
thé dugc st dung cho thtr nghié¢m tiép hgp néu trén dé tao ra don vi siéu sao
chép ddu hiéu phat hién cua sy kién dau twong chuyén gen DBN9004.

Bang 4. Dung dich phan ting cta thir nghiém tiép hop

Budce Chét phan tng Luong = Luuy -

Pugc bd sung vao

1

1 | Nuéc khong chira nucleaza dén thé tich cubi bang

10pL

Hon hgp Universal Master 2x e L
Nong 40 cudi
2 | (Applied Biosysterm Cat. No. | SuL

4304437)

Doan mdi 9 SEQ ID NO: 12, ‘ ,
. Nong do cudi
3 | doan mdi 10 SEQ ID NO: 13 |0,3uL R
bang 0,1uM

va doan mdi 11 SEQ ID NO:
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14 (dugc tai huyén phu trong
nuéc khong chira nucleaza dén

ndng d6 cubi bang 10uM)

1,0uL (dugc goi y dbi
REDTaq® ADN Polymeraza (1 | 1 don vi/phan
4 pipet truéc khi tién
don vi/ul) ) ung
hanh budec ti€p theo)

ADN dugc chiét (khudén mau):
. 200ng ADN b0 gen
L4 cia mau dugce phén tich

50ng ADN bd gen cla
Péi ching 4m dau  twong khéng

chuyén gen

ADN khong chtra
. khuén mau (dung
Do6i chiing 4am
dich trong d6 ADN

duoc tai huyén phi)

50ng DBN9004 chura

Déi chung dwong ADN by gen dau

tuong

Bang 5. Cac diéu kién cua thiét bj luan nhiét Perkin-Elmer 9700 dung

trong thir nghiém tiép hop

S4 chu ky Thong sb thiét lap

1 95°C trong 10 phut

95°C trong 15 giady

10 64°C trong 1 phut (-1°C/chu
ky)
30 95°C trong 15 giady
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54°C trong 1 phut

1 Ngam ¢ 10°C

PCR duogc tién hanh st dung cac thong sb chu ky trén diy (Bang 5) trén
thiét bj Stratagene Robocycler (Stratagene, La Jolla, CA), MJ Engine (MJ
R-Biorad, Hercules, CA) Perkin-Elmer 9700 (Perkin Elmer, Boston, MA) hodc
thiét bi luan nhiét Eppendorf Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburg,
Germany). MJ Engine ho#c thiét bi luan nhiét Eppendorf Mastercycler Gradient
can dugc chay theo phuong thire tinh toén. Téc @6 tang nhiét dd nén dugc dit &
gia tri t6i da khi chay trén thiét bi luan nhiét Perkin-Elmer 9700. -

Trong phan tng khuéch dai, miu sinh hoc chta ADN khuon mau chtra
ADN dé phét hién sy c6 mit cta sy ki¢n ddu tuong chuyén gen DBN9004 trong
mau; hodc phan ng nay sé& tao ra hai don vi siéu sao chép ADN khéc nhau tir
mau sinh hoc chta ADN thu dugc tir bd gen d4u tuong, ADN thu duogc tir b
gen dau tuong 1a di hop t vdi alen tuong ng v6i ADN duoc cai vao ¢6 mat
trong su kién dau twong chuyén gen DBN9004. Hai don vi siéu sao chép khac
nhau nay s€ tuong ng véi don vi siéu sao chép thu nhét thu duge tir locut bd
gen dau tuong kiéu dai va don vi siéu sao chép tht hai ma x4c dinh sy c6 mat
ciia ADN cua su kién ddu tvong chuyén gen DBN9004. Duy chi ¢c6 miu ADN
dau tuong twong ung voi don vi siéu sao chép don cia don vi siéu sao chép thu
hai dugc md ta cho bd gen di hop tir duge tao ra, do d6 sy c6 mat cua sy kién
dau tuong chuyén gen DBN9004 trong miu c6 thé dugc phat hién va dugc x4c
dinh, va miu duogc tao ra boi hat ddu twong ma déng hop tr v6i alen tuong Gng
v6i ADN dugc cai vao ¢6 mit trong cdy ddu tvong chuyén gen DBN9004.

Cén lvu ¥ ring cip mdi cua sy kién dau twong chuyén gen DBN9004 duogc
st dung dé tao ra cac don vi siéu sao chép ma la diu hiéu phat-hién ADN bd

gen cua sy kién dau twong chuyén gen DBN9004. Cip doan mdi nay bao gdm
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nhung khéng chi giéi han &, cidc doan mdi 5 va 6 (SEQ ID NO: 8 va 9), va cac
doan mdi 7 va 8 (SEQ ID NO: 10 va 11) dé st dung trong phuong phap khuéch
dai ADN dugc mo ta trén day. Ngoai ra, mot cdp mdi dbi ching gE‘)m cac doan
mdi 12 va 13 (SEQ ID NO: 22 va 23) dugc sir dung dé khuéch dai gen ndi sinh
cia ddu twong duoc bao gdm lam chét chudn ndi cho céc diéu kién phan tng.
Phan tich mau chiét ADN cua sy kién d4u tvong chuyén gen DBN9004 phai bao
gdbm mAau chiét ADN méd ddi chung dwong cia su kién d4u twong chuyén gen
DBN9004, miu chiét ADN déi chirng 4m thu dugc tir sy kién dau tvong khong
chuyén gen DBN9004 va dbi chimg 4m khéng c6 trong dich chiét ADN dau
tvong khudn mau. Ngoai céc cip doan mdi ndy, cip mdi bt ky trong s cac cip
mdi tr SEQ ID NO: 3 hodic SEQ ID NO: 4, hodc céc trinh ty bd sung ciia né,
cling ¢6 thé duoc s dung, va néu ching dugc sit dung trong cdc phan ung
khuéch dai ADN, céac don vi siéu sao chép chira SEQ ID NO: 1 hodc SEQ ID
NO: 2 ma 12 d4u hiéu nhén biét d6i v6i cdc md thu dugce tir cAy ddu twong mang
su kién chuyén gen DBN9004 s€ duogc tao ra, twong tng. Cac diéu kién khuéch
dai ADN dugc mo ta trong céc bang 2-5 c¢6 thé duge st dung dé tao ra cac don
vi si€éu sao chép ddu hiéu nhan biét cia su kién dau tuong chuyén gen
DBN9004 véi cap mdi thich hop. Néu dugc thir nghiém trong phwong phép
khuéch dai ADN, dich chiét chra ADN cua cdy hodc hat ddu twong ma tao ra
don vi siéu sao chép ddu hiéu phat hién sy kién dau tuong chuyén gen
DBN9004 va do d6 dugc coi 1a chta su kién d4u twong chuyén gen DBN9004,
hodc san phém thu duoc tu su kién dau tuong chuyén gen DBN9004, co thé
duoc st dung 1am khuoén mau cho phan tGng khuéch dai dé xac dinh sy c6 mit
cta su kién déu twong chuyén gen DBN9004.

Vi du 4. Phét hién su kién dau tvong chuyén gen DBN9004 bing cach lai

thAm tach Nam
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4.1. Chiét ADN @¢ lai thdm tach Nam

Phan tich thdm tach Nam duogc tién hanh nho cac su kién bién nap déng
hop tir thé hé T4, T5 va T6. Mb ciy dau twong dugc nghién trong nito 1dng st
dung cdi va chay. 4-5g md cay dau twong da nghién duoc tai huyén phu trong
20mL dung dich dém phén giai CTAB (100mM Tris pH 8,0, 20mM EDTA pH
8,0, 1,4M NaCl, 0,2% thé tich/thé tich B-mercaptoetanol, 2% khéi luqng/thé
tich polyvinyl-pyrolidon), va 0 & nhiét 4 65°C trong 60 phut. Trong thoi gian
4, mau dugc dao dé tron déu 10 phut mot 14n. Sau khi u, bd sung mot thé tich
tuwong duong cua cloroform/rugu isoamyl (24:1), va tron nhe bang cach dao, sau
d6 ly tam & tdc d bang 4000 vong/phut trong 20 phut. Pha nuée duge thu gom,
va dé yén & nhiét d6 -20°C trong 1 gid sau khi bd sung mot thé tich twong
duong isopropanol, dé két tia ADN, sau d6 ly tdm & toc do bang 4000
vong/phut trong 5 phut dé thu duge két tia ADN ma duge tai huyén phi sau d6
trong ImL dung dich dém TE. Pé 1am thoai bién ARN c6 mat, ADN duoc u &
nhiét do 37°C trong 30 phut véi 5uL ARNaza c6 ndng dd bang 30mg/mL, sau
d6 ly tAm & téc d6 bang 4000 vong/phut trong 5 phut, va sau d6 ly tim & toc do
bang 14.000 vong/phit trong 10 phut dé két tia ADN véi su c6 mit.ctia 0,1 thé
tich 3M natri axetat va 2 thé tich etanol khan. Sau khi dich ni duoc gan bo, rira
két tia bang ImL 70% (thé tich/thé tich) etanol, 1am kho, va sau d6 hoa tan lai
trong ImL dung dich dém TE. Nong d6 cia ADN bd gen trong cic miu néu
trén duoc phé hién bing cach st dung thiét bi do phd khdi siéu vi (NanoDrop
2000, Thermo Scientific).

4.2. Phén cit bing enzym gi6i han

Trong 100pL hé phan tng, Spg ADN dugce phan cit mdi thoi diém. ADN
bd gen duogc phin cit bing cic enzym gi61 han EcoRI va EcoRV, tuong Ung,

véi céc trinh tu riéng ctia EPSPS va PAT trén T-ADN lam cac miu do. Dbi véi
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mdi enzym, céc san phdm phan cit dugc 0 qua dém & nhiét dd thich hop. Miu
nay duoc quay bing thiét bi c¢6 chan khong ly tdm (thiét bj c¢6 chén khoéng tdc
d6, Thermo Scientific) dé lam giam thé tich dén 20puL.

4.3. Dién di trén gel

Thuéc nhudm tai mau xanh Bromophenol dugc ) sung vao mdi mau thu
duoc tir vi du 4.2, vd mdi mau duoc tai 1én trén gel agaroza 0,7% chta ethidi
bromua, sau d6 dugc phan tach b?mg cach dién di trong dung dich dém dién di
TAE (40mM Tris-axit axetic, 2mM EDTA, pH 8,0), va chay dién di trén gel qua
dém & dién 4p 20 vol.

Xt 1y gel bang dung dich bién tinh (1,5M NaCl, 0,5M NaOH) va dung
dich trung hoa (1,5M NaCl, 0,5M Tris, pH 7,2) trong 30 phut, twong ung.
5xSSC duogc rét vao dia sir, mot manh thuy tinh dugce ddy 1€n, va sau d6 dat lién
tiép cdu gidy loc, gel, mang nilon c6 dién tich duong (Roche, Cat. No.
11417240001), gidy loc ba 16p, khan gidy, va mdt vat ning. Sau khi xuyén thdm
tach qua qua dém & nhiét d§ phong, mang nilon dugc rira trong 2xSSC-trong 10
gidy, vd ADN duoc cb dinh trén mang bang cach lién két ngang nho tia UV,

4.4. Lai

Trinh tv ADN thich hop duoc khuéch dai bang PCR dé chudn bi miu do.
Céc miu do ADN Ia SEQ ID NO:24 va SEQ ID NO:25, hodc twong ddng hozc
bd sung véi cac trinh ty néu trén. Panh ddu DIG cdc miu do, lai thdm tach
Nam, phat hién tin hiéu, va cdc thao tic khac dugc tién hanh bang cich danh
ddu bang digoxin c¢6 hiéu qua cao ddi véi ADN va kit phat hién II (DIG High
Prime ADN labelling va Detection Starter Kit II kit, Roche,  Cat. No.
1585614910), va cac phuong phap cu thé c6 thé tham khao céc thong s san
pham ciia ching.

M&i thir nghiém thidm tdch Nam gdm hai mau d6i chung: (1) ADN tir thé
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phan ly 4m tinh (khdéng dwoc bién nap), ma duogc st dung dé xé4c dinh trinh ty
dau tuong ndi sinh bat ky ma c6 thé lai véi mau do dic hiéu yéu té; (2) plasmit
pDBN4003 duogc phan cit bang Hind III twong duong v6éi mét sé ban sao dua
trén chidu dai miu do, ma duoc st dung lam ddi ching duong dé lai va dugc s
dung dé thé hién d6 nhay cua thtr nghiém.

S6 liéu lai da dua ra bang ching dé ching minh phan tich TagMan™ PCR,
tirc 1a, cdy dau twong DBN9004 chira cdc ban sao don cla cac gen EPSPS va
PAT. Cac vach don c6 kich thudce 11kb va 13kb dugc tao ra bing cach phén cét
EcoR I va EcoR V sit dung miu do EPSPS, tuong tng; cac vach don c6 kich
thude 8kb va 3,2kb duoc tao ra bing cach phan cit EcoR I va EcoR V st dung
mau do PAT, tvong (mg. Didu nay chi ra ring mdi ban sao ctia EPSPS va PAT
déu c6 mat trong sy kién dau tuong dugc bién nap DBN9004.

Vi du 5. Phéat hién protein dugc goi 1a sy kién déu tuong chuyén gen bang
ELISA

Murc biéu hién cta cic protein EPSPS va PAT trong su kién dau tuong
chuyén gen DBN9004 c6 thé dugc phat hién bang ELISA.

2mg 14 méi chia sy kién ddu twong chuyén gen DBN9004 duoc 14y lam
mau, va duoc nghién trong nito 16ng, sau d6 bd sung ImL dung dich dém chiét
(8g/L NaCl, 0,27g/LL. KH,PO,, 1,42g/L Na,HPO,, 0,2g/L KCIl, va 5,5ml/L
Tween-20, pH 7,4), sau d6 ly tdm & tbc d6 4000 vong/phut trong 10 phut, pha
loang dich ndi 40 14n bing dung dich dém chiét va 14y 80uL dich ndi da pha
lodng dé phat hién bang ELISA.

Ty 1é lugng clia cac protein (protein EPSPS va protein PAT) theo khbi
lwong trong mau 14 méi duge do va dugc phén tich bang kit ELISA (thw nghiém
hép thu mién dich lién két v6i enzym) (ENVIRLOGIX Company, kit EPSPS va

kit PAT). Cac phuong phép cu thé c6 thé tham khao dén cac thong sb k§ thuét
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~ cua san phdm. Cung luc d6, 14 ciia cac cdy déu twong kiéu dai (khong chuyén
gen, NGM) dugc st dung lam dbi chung, va dugc phat hién va dugc phén tich
theo phuong phép néu trén, va mdi cdy dugc tién hanh l3p lai 6 1an..

Céac két qua thir nghiém vé lwong protein (protein EPSPS va protein PAT)
cua su kién dau tuong chuyén gen DBN9004 dugc thé hién trong Bang 6. Ty 1¢&
muc biéu hién trung binh cla céc protein EPSPS trong 14 m&i chura sy kién dau
twong chuyén gen DBN9004 va 14 méi clia cdc cdy dau twong kiéu dai theo khéi
lugng (pg/g) dugce xac dinh 1a 230,9 va 0, tuong Ung; va ty 1€ mic biéu hién
trung binh cia protein PAT trong 14 méi chtra sy kién dau twong chuyén gen
DBN9004 va 14 m&i ciia cdy dau twong kiéu dai (ug/g) 1a 200,1 va 0, twong Gng.

Bang 6. Cac két qua do trung binh ctia muc biéu hién (pg/g) cia cic

protein cua sy kién déu tuong chuyén gen DBN9004

Protein/cay DBN9004 NGM
Protein EPSPS | 230,9 + 10,4 0
Protein PAT 200,1 £10,7 0

Vi du 6. Phat hién tinh khéng thube diét c¢6 cia su kién dau tuong chuyén
gen DBN9004

Trong thtr nghiém nay, thubc diét c6 Roundup (ché phdm chira nudc chia
41% mudi glyphosat isopropylamoni) va thudc diét c6 Basta (Véi"hc:)at chét 1a
18% glufosinat) dugc st dung dé phun. Thiét ké khéi ngdu nhién dugce sir dung,
v6i 3 lan ldp lai. Méanh dit c6 dién tich 18m?> (5m x 3,6m), vdi khoang cach
hang 1a 60cm, khoang cach cdy 1a 8cm, phuong phap chim séc va trong trot
theo cach thong thudong duge st dung, va ¢6 mot khu vuc cach ly rong bang 1m
gifta cdc manh dat. 3 kiéu xu ly sau duogc tién hanh trén sy kién dau tuong
chuyén gen DBN9004: 1) khong phun thudc diét co, va cé duoc kiém soat bai

ngudi trdng; 2) thude diét c6 Roundup dugc phun & lidu 1680g a.e./ha. (a.e./ha
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dugc dung dé chi “duong luong axit hoat chit mdi hecta™) & giai doan 14 V3,
sau d6 thudc diét cé Roundup dugc phun lai & giai doan R2 (giai doan né ro) &
cung lidu; 3) thubc diét co Basta dugc phun & liéu 800g a.i./ha. (a.i./ha dugc
ding dé chi “hoat chit mdi hecta”) & giai doan 14 V3, sau d6 thudc diét co Basta
duoc phun lai & giai doan V6 véi cung liéu; 4) thube diét cé Basta dugc phun
v&i lidu 800g a.i./ha & giai doan 14 V3, sau d6 thudc diét cé Roundup dugc phun
v6i lidu 1680g a.e./ha & giai doan R2. Thir nghiém d6i ching song song dugc
tién hanh v&i cdc cdy dau tvong kiéu dai (khong chuyén gen, NGM). Cén luu y
ring viéc chuyén héa thube diét cé glyphosat c6 ham lugng va dang liéu khac
nhau thanh dang tuong duong axit glyphosat, va su chuyén héa cta dung dich
glufosinat c6 ndng d6 khac nhau thanh dang hoat chit twong duong glufosinat
duge md ta trén day dugc 4p dung theo cac két luan dudi day.

Céc déu hiéu cua tinh doc thuc vat dugc nghién ctru & thoi diém 1 tuln va
2 tuln sau khi st dung, va san lugng déu tuong thu dugc & manh dat trﬁ‘)ng duoc
danh gia sau khi thu hoach. Viéc phan loai cic dAu hiéu gay doc thuc vat dugc
thé hién nhu trong bang 7. Ty 1& thiét hai do thudc diét co dwge sir dung nhu
mot chi sb dé danh gié tinh khéng thube diét c¢o cta sy kién dugc bién nap. Déc
biét 1a, ty 1€ thiét hai do thubc diét co (%) =X (sé cay bi thiét hai c6 cung muc
x s& muc)/(tdng sb cdy x muc cao nhét); trong d6 ty 18 thiét hai do thudc diét co
bao gﬁ‘)m ty 1€ thiét hai do glyphosat va ty 1¢ thi¢t hai do glufosinat, va ty 1€ thiét
hai do thudc diét c¢é dugc xac dinh dwa vao cac két qua nghién ciru tinh doc
thuc vat 2 tudn sau khi xr Iy bang glyphosat hodc glufosinat. San luong ciia dau
trong trong mdi manh dat 12 tdng san lugng (khdi lugng) hat dau twong dugc
cin & ba hang gitta cia mdi manh dit. Mic chénh léch vé san luong gitta cac
lan xur ly khac nhau duoc danh gia dudi dang phan traim san lugng, trong do6

phén tram san lwong (%) = san lwgng thu duoc khi ¢6 phun thubc diét cé/san
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lwong thu duoc khi khong phun thudce diét cé. Céc két qua vé tinh khang thube

diét co cua su kién dau tvong chuyén gen DBN9004 va san lugng du tuong

nhu duoc thé hién trong bang 8.

Bang 7. Céc tiéu chuin phéan loai mtrc d¢c thuc vat do thubc diét co gay ra

cho céc cdy déu tuong

Muc doc thuc vat

M6 ta déu hiéu

Phat trién binh thudng, khong c¢6 d4u hiéu vé sy thiét

1 hai bat ky

Gay doc thyc vat nhe, mirc gdy doc thuc vat 1a dudi
? 10%

Gay doc thuc vat vira phai, ¢6 thé phuc hdi sau do,
’ khong 1am anh huéng dén san luong

Gay doc thuc vat trong dbi nang, khoé phuc hdi, din dén

* san luong gidm

Gay doc thuc vat ndng, khong thé phuc hoi, din dén
5 lam giam san luong dang ké hodc mat hoan toan san

luong

Bang 8. Cac két qua vé tinh khang thudc diét co ctia sy kién dau tuong

chuyén gen DBN9004 va cac két qua vé thir nghiém san lugng

Muc danh gid/cay DBN9004 NGM
Ty 18 thiét hai do thubc diét c6 (%) (khong
phun thubc) ° °
Ty 1€ thiét hai do glyphosat (%) 0 100
Ty 1€ thi¢t hai do glufosinat (%) 0 100
Ty 1€ thi¢t hai do glufosinat + glyphosat (%) 0 100
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Ty 1€ san lugng (%) (glyphosat) 109,7 0
Ty 1¢ san lugng (%) (glufosinat) 106,2 0
Ty 1€ san luong (%) (glufosinat + glyphosat) 111,5 0

Céac két qua thu duoc da chi ra ring d6i véi ty 1¢ thiét hai do thube diét co
(glyphosat va glufosinat): 1) ty 1& thiét hai cia sy kién dau twong chuyén gen
DBN9004 gin nhu bing 0 trong diéu kién xir 1y bing thubec diét co glyphosat
(1680g a.e./ha); 2) ty 1¢& thiét hai cua sy kién dau twong chuyén gen DBN9004
cling gan nhu bang 0 trong diéu kién xtt 1y bing thudc diét co glufosinat (800 g
a.i./ha); 3) ty 1€ thiét hai cua su kién déu tuong chuyén gen DBN9004 cling gén
nhu bing 0 trong diéu kién xir Iy bing thudc diét co glufosinat (800 g a.i./ha) va
thube diét co glyphosat (1680 g a.e./ha); do d6, su kién dau twong chuyén gen
DBN9004 ¢6 tinh khang thubc diét co (glyphosat va glufosinat) t(‘)tr. |

DPéi véi san lugng: san lugng cda su kién ddu twong chuyén gen DBN9004
dwoc ting nhe & ca ba truong hop xir 1y phun thude diét cé véi thudc diét co
glyphosat (1680g a.e./ha), thudc diét co glufosinat (800g a.i./ha), va thubc diét
c6 glufosinat (800g a.i./ha) + thudc diét c6 glyphosat (1680g a.e./ha) so véi san
lugng & trudng hop xtt 1y khong phun thube diét ¢, nhd d6 con chi ra ring su
kién dau tvong chuyén gen DBN9004 c6 tinh khang thudc diét co (glyphosat va
glufosinat) tdt.

Vidu7.

Vi dy, cac san phdm hodc hang hoa ndng nghiép c6 thé duoc san xuét tir sy
kién ddu tuwong chuyén gen DBN9004. Néu muc biéu hién du duoc phat hién
trong cac san phdm hoic hang héa ndéng nghiép, cac san phdm hoic hang hoa
ndng nghi¢p duoc cho 1a chtra trinh ty nucleotit ¢6 khd nang phat hién su cé

mat cia nguyén li¢u sy kién ddu tuong chuyén gen DBN9004 trong cac san
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phdm hoic hang héa ndéng nghiép. Thuc phdm hodc hang héa bao gdm, nhung
khong chi gidi han &, cac san phidm thu dugc tir cdy ddu twong DBN9004, nhu
bénh dau tuong, bot ddu tuong va diu dau tuong, dac biét 1a lexithin, axit béo,
glyxerol, sterol, dau an dugc, vay dau tuong da loai chét béo, bot déu tuong da
séy va loai chét béo, cuc sira dau twong, banh déu, dich cd protein ddu tuong,
protein dau tuong phén 14p, protein thuc vat da thuy phan, protein ddu tuong da
chuén héa, chét xo protein dau twong, v.v.. Phuong phép phat hién axit nucleic
va/hodc kit dya trén mau do hoic cdp doan mdi c6 thé dugc trién khai dé phéat
hién trinh ty nucleotit cua sy kién dau tuong chuyén gen DBN9004 nhu duoc
thé hién trong vi du, SEQ ID NO: 1 hodc SEQ ID NO: 2 trong mau sinh hoc,
trong d6 trinh tv mau do hoc trinh tu doan mdi dugc chon tr cac trinh tu nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID
NO: 4 va SEQ ID NO: 5 hodc mdt doan cta ching hoic trinh ty bd sung cua
chung, dé phat hién su c6 mit cua sy kién dau twong chuyén gen DBN9004.

Cudi cung, su kién dau twong chuyén gen DBN9004 theo sang ché c6 kha
ning khang thubc diét ¢ glyphosat va thude diét c6 glufosinat t5t hon va khong
1am &nh huéng dén san luong va phuong phép phat hién c6 thé xic dinh mét
cach nhanh va chinh x4c liéu phan tir ADN cua su kién dau twong chuyén gen
DBN9004 ¢6 dugc chtra trong mau sinh hoc hay khong.

Hat tuong trng véi su kién dau ﬁmng chuyén gen DBN9004 dugc bdo quan
trong trung tdm luu trit ching nudi cdy vi sinh vt cia Trung Québc (dugce viét
tit 1a CGMCC, c6 dia chi: Institute of Microbiology, Chinese Academy of
Sciences, No. 3, No. 1 Courtyard, West Beichen Road, Chaoyang District,
Beijing, Postcode: 100101) vao ngay 27/11/2015, ma phéan 16p va danh phép 1a
dau tuwong (Glyxn max), va sb truy nhap 14 CGMCC No. 11171. Céc chung luu

trt s€ duoc luu giit trong 30 nam. o
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Cubdi ciing, cin hiéu ring cic phuong 4n trén day chi dugc sit dung nham
minh hoa chr khong 1am gidi han giai phap k¥ thuat cia sang ché; va mic du
sang ché duoc mo ta chi tiét c6 dwa vao cac phuong an duge wu tién, ngudi cd
hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay can hiéu ring cac cai bién hoic
cac thay thé twong duong c6 thé duoc tién hanh ddi véi giai phap k¥ thuat cia
sang ché ma khong nim ngoai pham vi va tinh than cta giai phép k¥ thuat cia

sang che.
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YEU CAU BAO HQ

1. Phén t& axit nucleic, khac biét & ch5, trinh ty axit nucleic nay bao g(‘“)rn trinh
tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO: 1 hodc trinh tu bd sung cua no, va’/hodc SEQ
ID NO: 2 hoic trinh tu bd sung cua nod, trong d6 phan tir axit nucleic nay thu duogc
tr su kién déu tuong chuyén gen DBN9004 ma duogc luu gitt dudi dang hat giéng
duéi sb truy cap CGMCC No. 11171 tai Trung tdm luwu git vi sinh vét cia Uy ban
quéan 1y ching gidng vi sinh vat Trung Quéc.

2. Phan ttr axit nucleic theo diém 1, khéc biét & ch5} trinh ty axit nucleic nay
bao gém SEQ ID NO: 3 hoic trinh tu bd sung cua no, va’hodc SEQ ID NO: 4 hoac
trinh tw b6 sung cta né.

3. Phén tir axit nucleic theo diém 2, khac biét & ch(*)/ trinh ty axit nucleic nay
bao gdbm SEQ ID NO: 5 hoc trinh ty bd sung cia né.

4. Phuong phéap phét hién sy c6 mit cia ADN cua su kién dau twong chuyén
gen DBN9004 trong mau, khéc biét & ch(:)} phuong phép nay bao gdm cac budc:

cho miu cin dugc phat hién tiép xuc véi it nhit hai doan mdi ¢ khuéch dai
san pham khuéch dai dich trong phan ung khuéch dai axit nucleic;

thuc hién phan ing khuéch dai axit nucleic; va

phat hién sw c6 mit cia san phdm khuéch dai dich;

trong d6 san phim khuéch dai dich bao gdm SEQ ID NO: 1 hodc trinh tu bd
sung ctia no, va’hodc SEQ ID NO: 2 hodc trinh tu bd sung cua no, trong dé san
phdm khuéch dai dich nay thu duge tir su kién dau twong chuyén gen DBN9004 ma
duoc luu gitt dusi dang hat gidng dudi s6 truy cdp CGMCC No. 11171 tai Trung
tam Iuu giit vi sinh vét ciia Uy ban quan 1y ching giéng vi sinh vat Trung Qudc.

5. Phuong phap phat hién s c¢6 mit cia ADN ctia su kién dau twong chuyén
gen DBN9004 trong miu theo diém 4, khac biét & chd, san phdm khuéch dai dich
con bao SEQ ID NO: 6 hoic trinh tu bd sung cua né, va’hodc SEQ ID NO: 7 hoac
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trinh tu bd sung cia no.

6. Phuong phdp phat hién sy cd mit cia ADN cua sy kién ddu tuong chuyén
gen DBN9004 trong mau theo diém 4 hodc 5, khac biét & ch5,~ cac doan mdi bao
gdm SEQ ID NO: 8 va SEQ ID NO: 9 hoic SEQ ID NO: 10 va SEQ ID NO: 11.

7. Phuong phép phat hién sy cé mit cia ADN cua sy kién dau tuong chuyén
gen DBN9004 trong mAu, khic biét & chd, phuong phép nay bao gém cac budc:

cho méu can dugc phat hién tiép xtic véi mau do, trong d6 miu do nay bao
gébm SEQ ID NO: 1 hoc trinh ty bd sung ciia n6, hosic SEQ ID NO: 2 hoc trinh tu
bd sung cta nd, va miu do nay thu dugc tir sy kién dau tuong chuyén gen
DBN9004 ma dugc Iuu gitt dudi dang hat giéng duéi sb truy cdp CGMCC No.
11171 tai Trung tdm luyu gitt vi sinh vét cia Uy ban quan 1y chung giéng vi sinh vét
Trung Qudc;

lai mau can duoc phét hién véi mau do trong cac didu kién lai nghiém ngit; va

phat hién tinh trang lai gitta mAu can dwoc phét hién va mau do.

8. Phuong phép phat hién su c6 mit cia ADN cila sy kién déu twong chuyén
gen DBN9004 trong miu theo diém 7, khac biét & ch6) mau do nay con bao gdm it
nhét mot trinh ty duge chon tir SEQ ID NO: 6 hodc trinh ty bd sung cua no, va SEQ
ID NO: 7 hogc trinh tu bd sung cua no.

9. Phuong phap phét hién su c6 mit cia ADN cia su kién dau twong chuyén
gen DBN9004 trong mau theo diém 7 hoidc 8, khac biét & chd, it nhat mot miu do
duogc danh déu bang it nhat mot chat huynh quang.

10. Phuong phap phét hién su c6 mat cia ADN cua sy kién dau trong chuyén
gen DBN9004 trong mau, khac biét & ch5) phuong phap nay bao gdm céc budc:

cho méu cn dugc phat hién tiép xuc v6i phan tir axit nucleic chi thi, trong d6
phan tir axit nucleic chi thi nay bao gdm SEQ ID NO: 1 hoc trinh ty bd sung cua

n6, hoic SEQ ID NO: 2 hoic trinh tu bd sung cua no, va phan tr axit nucleic chi thi
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nay thu duge tir sy kién dau twong chuyén gen DBN9004 ma dugc lwu gitt dudi
dang hat giéng dudi sb truy cdp CGMCC No. 11171 tai Trung tdm lwu gitr vi sinh
vét ctia Uy ban quan ly ching gidng vi sinh vat Trung Qudc; |

lai m4u can dugc phat hién véi phan tr axit nucleic chi thi trong cac diéu kién
lai nghiém ngit; va

phat hién tinh trang lai gitta miu cdn dugc phat hién véi phéan tir axit nucleic
chi thi, va con tién hanh phan tich nhan gidng c6 su trg gitp cta chi thi dé xac dinh
mdi lién hé gen gitra kha ning khang glyphosat va/hodc kha ning khang glufosinat
va phan tir axit nucleic chi thi v& mat di truyén.

11. Phuong phép phat hi¢n su ¢6 mit cia ADN cua sy kién dau tuong chuyén
gen DBN9004 trong mau theo diém 10, khéac biét & chd, phén tr axit nucleic chi thi
nay con bao gém it nhat mot trinh tu dwge chon tir SEQ ID NO: 6 hoic trinh ty bd
sung cia nod, va SEQ ID NO: 7 hoic trinh ty bd sung ctia né.

12. Kit phat hién ADN, khéc biét échc’),‘ kit nay chira it nhét mot phan t¢ ADN,
trong d6 phan tt ADN nay bao gébm SEQ ID NO: 1 hoic trinh tw bd sung cta no,
hoic SEQ ID NO: 2 hoic trinh tu bd sung cua no, va phan tt ADN nay c6 thé hoat
dong nhu mot doan mdi hodc miu do ADN diac hiéu cho su kién dau tuong chuyén
gen DBN9004 hoic thé hé con ctia né, trong d6 phan tt ADN nay thu duogc tir su
kién dau twong chuyén gen DBN9004 ma duoc luu gitt dudi dang hat gidng dudi sb
truy cdp CGMCC No. 11171 tai Trung tdm lwu gitt vi sinh vat ciia Uy ban quéan ly
chiing giéng vi sinh vét Trung Quéc.

13. Kit phat hi¢n ADN theo diém 12, khac biét & chd, khi hoat dong nhu mot
mau do, phan tir ADN con bao gdm it nhat mot trinh tu dwoc chon tir SEQ ID NO:
6 hoic trinh tu b sung cua nd, va SEQ ID NO: 7 hodc trinh tu ) sung cua né.

14. Phuong phap tao ra cdy dau twong khang thubc diét co glyphosat

va/hodc thude diét co glufosinat, khac biét & chd, phuong phap nay bao gdm cac
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budc:

lai cdy ddu twong chura, trong by gen cia n6, SED ID NO: 1, cac nucleotit
1343-6000 cua SEQ ID NO:5 va SED ID NO: 2 trong trinh tw, véi cdy dau
tuwong khéc, nho d6 tao ra cac cdy con;

chon céac cdy con chta SEQ ID NO: 1, c4ac nucleotit 1343-6000 cua SEQ ID
NO:5 va SED ID NO: 2 trong trinh tw b gen cia no, hodc chira SEQ ID NO: 5
trong bd gen ciia nd, trong d6 céc cdy con ndy cé tinh khang thubc diét co
glyphosat va/hodc thube diét cé glufosinat.

15. Phuong phép tao ra cdy dau twong khang thubc diét co glyphosat va/hoidc
thube diét co glufosinat theo diém 14, khac biét & chd, phuwong phép nay bao gdm
cac budce:

lai hitu tinh cdy déu tuong bd me thir nhit chtra sy kién d4u twong chuyén gen
DBN9004 ma khang thudc diét cd glyphosat va/hodc thude diét co glufosinat véi
cdy dau twong bd me tht hai ma khong cé kha ning khang glyphosat va/hoic
glufosinat dé tao ra mot s6 lugng 16n cac cay con;

xir Iy cdy con bang thubc diét ¢6 glyphosat va/hodc thude diét co glufosinat; va

chon cdy con ma c6 kha nang khéng glyphosat va/hodc glufosinat;
trong do, su kién ddu twong chuyén gen DBN9004 duoc luu giit dudi dang hat
gibng dudi sb truy cap CGMCC No. 11171 tai Trung tdm luu giit vi sinh vét cia Uy
ban quén ly chung gidng vi sinh vét Trung Quéc.

16. Phuong phap canh tic cdy ddu twong khang thudc diét co glyphosat
va/hodic thube diét cé glufosinat, khac biét & chd, phuong phap nay bao gdm céc
budc:

gieo it nhat mot hat dau twong, trong d6 hat d4u twong ndy chua, trong bo
gen cua no, trinh ty axit nucleic cua vung dac hiéu, va trinh tu axit nucleic cia ving

ddc hiéu nay bao gém SEQ ID NO: 1, cac nucleotit 1343-6000 cua SEQ ID NO:5
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va SED ID NO: 2 trong trinh tu, hodc trinh tu axit nucleic ciia vung dac hi€u bao
gdbm SEQ ID NO: 5;

dé hat dau twong phat trién thanh c4y dau tuong; va

phun mot liéu hitu hiéu thubc diét co glyphosat va/hodic thubc diét co
glufosinat 1én cdy déu twong va thu hoach cdy véi mirc thiét hai cdy trdng giam so
v6i cée cdy khac khong mang trinh ty axit nucleic cia vung déc hi¢u.

17. Phuong phép bao vé cdy trdng khéng bj thiét hai do thubc diét co gay ra,
khac biét & chd, phwong phép nay bao gbm budc phun thude diét cé chira mét lwgng
hiru hiéu glyphosat va/hodc glufosinat 1én canh ddng tréng it nhit mot cdy dau
trong chuyén gen, trong d6 cdy déu twong chuyén gen chira, trong bd gen ciia no,
SEQ ID NO: 1, cac nucleotit 1343-6000 cua SEQ ID NO:5 va SED ID NO: 2
trong trinh tw, hodic cdy d4u twong chuyén gen chita SEQ ID NO: 5 trong bd gen
clia nd, va cdy dau twrong chuyén gen c6 kha nang khang thudc diét co glyphosat
va/hodc glufosinat.

18. Phuong phép kiém soét co trén canh ddng, khac biét & chd, phuong phap
nay bao gdm bude phun thude diét co chira mot lwong hitu hidu glyphosat va/hoic
glufosinat 1én canh ddng trdng it nhit mét cay dau twong chuyén gen, trong d6 cay
dau twong chuyén gen chira, trong bd gen ctia n6, SEQ ID NO: 1, c4c nucleotit
1343-6000 cia SEQ ID NO:5 va SED ID NO: 2 trong trinh ty, hodc cdy déu
twong chuyén gen chra SEQ ID NO: 5 trong bd gen clia nd, va cdy dau tuong
chuyén gen c6 kha ning khéang thubc diét ¢ glyphosat va/hodc glufosinat.

19. Phwong phép kiém so4t cé khang glyphosat trén canh ddng tréng cdy
khang glyphosat, khac biét & chd, phuwong phép niy bao gdbm budc phun thude
diét co chira mot lugng hitu hiéu glufosinat 1én canh ddng trdng it nhat mot cay
dau twong chuyén gen khang glyphosat, trong d6 cdy ddu twong chuyén gen

khéang glyphosat bao gdm, trong bd gen cta n6, SEQ ID NO: 1, cac nucleotit
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1343-6000 cua SEQ ID NO: 5 va SEQ ID NO: 2 trong trinh tw, hodc cdy déu
twong chuyén gen khéang glyphosat chita SEQ ID NO: 5 trong bd gen clia né, va
cdy dau tuwong chuyén gen khang glyphosat c6 kha ning khang thudc diét co
glufosinat cung mét luc.

20. Phuong phép lam cham sy khang thudc ctia con tring, khic biét & chd,
phwong phép nay bao gdm budc trdng it nhit mot cdy dau twong chuyén gen c6 kha
nang khang glyphosat va/hodc glufosinat trén canh dong trdng cay dau twong khang
con tring, trong d6 cdy déu twong chuyén gen khéng glyphosat va/hogc glufosinat
chtra, trong b6 gen cua nd, SEQ ID NO: 1, céc nucleotit 1343-6000 cua SEQ ID
NO: 5 va SEQ ID NO: 2 trong trinh ty, hodc cdy dau twong chuyén gen khéang
glyphosat va/hodc glufosinat chtra SEQ ID NO: 5 trong b gen cua no.

21. Hang héa hodc sén phém noéng nghi¢p thu dugce tr sy kién déu twong
chuyén gen DBN9004, khéc biét 3chd, hang héa hodc san pham néng nghiép nay la
vay dau tuong, bdt ddu twong, protein déu twong hodc san phém ¢d cta no, dau dau
tuong, chit xo protein ddu tuong, cuc stta ddu twong; trong do6 su kién dau tuong
chuyén gen DBN9004 dugc luu gift duéi dang hat gidng dudi sb truy cap CGMCC
No. 11171 tai Trung tAm luu gift vi sinh v4t ciia Uy ban quéan 1y ching gidng vi sinh
vét Trung Qudc.

22. Hang héa hodc san phdm ndéng nghiép thu duge tir sy kién dau twong
chuyén gen DBN9004 theo diém 21, khéc biét & chd, cuc sita dau twong 13 dau phu.

23. Hang hoa hoic san phidm néng nghiép thu dugce tr sy kién dau tuong
chuyén gen DBN9004, khac biét & chd, hang héa hogc san phdm ndng nghiép nay 1a
lexithin, axit béo, glyxerol, hodc sterol, trong d6 su kién d4u twong chuyén gen
DBN9004 duoc luu giit duéi dang hat gidng duéi sé truy cap CGMCC No. 11171
tai Trung tAm luu giit vi sinh vét ciia Uy ban quan 1y ching giéng vi sinh vét Trung

Quéc.
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SEQID NO: 3 SEQID NO: 4
—_— SEQID NO: 5 —_—

SEQIDNO: 6~ ___ — «— SEQIDNO:7
SEQ ID NO: |—> )— - & SEQ ID NO: 2
By gen du tuong 6 ddu 5” Bo gen dfu tuong ¢ déu 3’
35S prGm17gTsfl

cPAT cEPSPS
pr35S
PSE9 spAtCTP2
Fig.1
RB

cEPSPS

pDBN4003

Fig.2
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<110>

<120>

33582

DANH MUC TRINH TU

BEIJING DABEINONG TECHNOLOGY GROUP CO., LTD.
BEIJING DABEINONG BIOTECHNOLOGY CO., LTD.

Phan tu axit nucleic dung d& phat hién sy cé mdt cua su kién dau tuong

chuyén gen, kit ch@ia phén tu axit nucleic nay va phuong phap phat hién su dung
phan tu axit nucleic nay

<130>
<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

FP1170131P

31

Patent phién ban 3.5

1

22

ADN

Trinh ty nhé&n tao
Trinh tyu c6 chidu dai gdm 22 nucleotit ndm & ddu 5;  cua trinh ty ducc cai

vao gan vi tri cai tiép hop trong sy kién diu tuong chuyén gen DBN9004

<400> 1

tcacagagtt gtaaacaaat tg 22

<210> 2

211> 22

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh tu c6é chidu dai gdm 22 nucleotit ndm & ddu 3;  cua trinh ty duoc cai

vao gdn vi tri cai tiép hgp trong su kién ddu tuong chuyén gen DBN9004

<400> 2

tttgaagaca tatttttgtg ga 22
<210> 3

<211> 1207

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh tu c6 chidu dai gdm 1207 nucleotit n3m & ddu 5; cua trinh tu ducc
cai vao gan vi tri cai tiép hgp trong sy kién ddu tuong chuyén gen DBN9004
<400> 3

cgatagatta cgaataatag cgaaagatct gaaagaaatt tttcatgttc ttttatgaat 60
atgagtttga ctcttcttaa agttatataa aatttcgttg gttggacatt tccttttatg 120
gattaattac gtaattgtga cgacatgaaa ctgcagttta aactcactat aatttcttca 180
ataaatcatt actacacctg acatagtatt tactattttt aaaagtgttt aattttggat 240
tattattagt gtaacgaatt gaattaatta ttttcaaaaa catcactttt ttataaataa 300
aatcctaagg aataatttat tttatgggta gataaaattg attttaagta attgaatgaa 360
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atactcatag
attcaaatgg
aaataaacag
gtttatttta
gattaaaata
aatagacggg
attacggggt
gatacggcca
gaaattttat
ctcaacacat
cattattata
gcaggtcgac
aatccctttg
atgtaccccg
ggcctat

<210> 4

<211> 631
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

aaaacattga
gaatacatgc
gatttgaatt
aagttgagta
tatatatata
acttgatgaa
cacagagttg
tgctggccgce
tgatagaagt
gagcgaaacc
gagagagata
tcagatctgg
ccaaaaacca

ggctgtgtat

ataaaattgg
tttttattta
tgtttatcaa
aaactatttt
ttaaaatatg
agaagagcgt
taaacaaatt
ccatcatggg
attttacaaa
ctataagaac
gatttgtaga
gtaactggcc
acatcatgcc

cccaaagcct

Trinh ty nhédn tao

33582

aaactatgtc
ttaaaattac
acatacaatt
tgatataatt
tattcgttat
tgcatttacg
gacgcttaga
cgcgccactg
tacaaataca
cctaattccc
gagagactgg
taactggcct
atccaccatg

catgcaacct

aaaattaatc
gagaattaaa
acatttttga
aattttaaac
taaaaataca
ctccataaac
caacttaata
gattttggtt
tactaagggt
ttatctggga
tgatttcagce
tggaggagct
cttgtatcca

aacagatgga

tcaattatta
tttctaacaa
gtttgatctt
tcttggacct
atacaaagaa
gtgtgcttte
acacattgcg
ttaggaatta
ttcttatatg
actactcaca
gggcatgcct
ggcaactcaa
gctgcgcgca

tcgtttggaa

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200

1207

Trinh tu cé chidu dai gdm 631 nucleotit ndm & ddu 3;~ cua trinh ty dugc

cii vao gdn vi tri cai tiép hgp trong sy kién dau tuong chuyén gen DBN9004

<400> 4
gaagaagctg

aagtaatgcg
gaaattaccc
caattgaaac
ggccgctcta
tggatctagg
ttctcattaa
ctacagctct
aacgccttat
tcaagtacca

ataatctttt

cgctaaaacc
acgagggtta
ttactaattt
gctcgctaaa
gggcgcegecg
ttcatcacct
ttttcttteg
aaaaatcttt
cccactaggt
tacttctatc

tgggtcttcc

ctagccgcecaa
gagggtttat
accctagttc
gcgegtgcett
ggtcccgttt
acatcttttt
gtcatttctt
tttttaaaat
ggggtcgact
caaatcatta

tctgcctcga

gagaagaaga gtgaacaaag gtgtgaagag

ttatagctac
cgtttgtatc
ctcacgtctc
aaactatcag
ctttctattt
tccacataat
gataattatt
acatggatca
agttcgaggt

a

-76-

aactcttttc
cttctctgcet
gtagttaagc
tgtttgaaga
taatttaaat
tacccattaa
acaacaacaa
acttccgtca

ccttcttgat

ttctgtttac
ttcgtagcga
ttgataacgc
catatttttg
atttgtttaa
atttgagtaa
caacaacaac
taatgttcta

aacctctctt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

631



<210> 5
<211>
<212>
<213>

ADN

<220>
<223>
57 va 3"

<400> 5
atgtttccct

tatctatttt
atataattga
agagtttttt
aaattaaata
cactgttctg
gtcttccatt
attcataggc
aattaatcga
aataatagcg
cttcttaaag
aattgtgacg
tacacctgac
aacgaattga
taatttattt
aacattgaat
atacatgctt
tttgaatttg
gttgagtaaa
tatatatatt
ttgatgaaag
cagagttgta
ctggccgcecce
atagaagtat
gcgaaaccct

gagagataga

7059

Toan bd trinh ty T-ADN,

ttttcccgac
attaaagttt
tagtatttta
ttttctaaaa
ttattttaaa
tacctttcaa
actggcgtcc
ttttgcttat
tcttgtttta
aaagatctga
ttatataaaa
acatgaaact
atagtattta
attaattatt
tatgggtaga
aaaattggaa
tttatttatt
tttatcaaac
actatttttg
aaaatatgta
aagagcgttg
aacaaattga
atcatgggcg
tttacaaata
ataagaaccc

tttgtagaga

Trinh tuy nhén tao

ccacttctcc
tataaataat
ttttattttt
ctgattaata
cttagtattc
ctttcaattt
ttaattatgc
ttattattac
ctaggacaaa
aagaaatttt
tttcgttggt
gcagtttaaa
ctatttttaa
ttcaaaaaca
taaaattgat
actatgtcaa
aaaattacga
atacaattac
atataattaa
ttcgttatta
catttacgct
cgcttagaca
cgccactgga
caaatacata

taattccctt

gagactggtg

33582

cadc trinh tu

ttctatcccet
tcatttattt
taattattta
caaaaaacat
ttataaattg
ggctcectcce
ctttttctta
gcaaactcgc
aacatatttg
tcatgttctt
tggacatttc
ctcactataa
aagtgtttaa
tcactttttt
tttaagtaat
aattaatctc
gaattaaatt
atttttgagt
ttttaaactc
aaaatacaat
ccataaacgt
acttaataac
ttttggtttt
ctaagggttt
atctgggaac

atttcagcgg

-77-

bd gen cua

tcctatttat
aataataata
tcaatatatt
tataaattaa
gaatagagta
actgcttaaa
atttcttcat
ctaacatgta
ttagatgtcg
ttatgaatat
cttttatgga
tttcttcaat
ttttggatta
ataaataaaa
tgaatgaaat
aattattaat
tctaacaaaa
ttgatcttgt
ttggacctga
acaaagaaaa
gtgctttcat
acattgcgga
aggaattaga
cttatatgct
tactcacaca

gcatgcctgce

dau tuong lién k& & dau

aacacctaat
attttttaaa
ctttaaattt
ttcttctaaa
ttatactact
ttctactcte
atctcaactc
ttttctatta
atagattacg
gagtttgact
ttaattacgt
aaatcattac
ttattagtgt
tcctaaggaa
actcatagaa
tcaaatggga
ataaacagga
ttattttaaa
ttaaaatata
tagacgggac
tacggggtca
tacggccatg
aattttattg
caacacatga
ttattataga

aggtcgactc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560



agatctgggt
aaaaaccaac
ctgtgtatcc
caaccacaga
atcctaggcce
cgtaagcgtt
cctcagcaac
gtggtgtttg
tatcacaaac
ccggagacat
atagaggaag
atatcacatc
ctcctcgtgg
gcctttectt
acaataaagt
tgttgaaaag
tagacaagcg
aagagactct
tgaatctttg
caggtcgatt
tttcatactc
tgacaaggat
acatacttgt
agtgaataag
tagaggccac
ttcaaattca
aaaaggacca
gaaaaccgaa
tttcccaatg
tgcattgaac
gatccggtac

atcttagctc

aactggccta
atcatgccat
caaagcctca
cttaaaacct
caacctttga
cctagccttce
caaccaaggg
tggctctgte
cgcggccata
ggtggatccc
ggtcttgcga
aatccacttg
gtgggggtcee
tatcgcaatg
gacagatagc
tctcaattgce
tgtegtgcetce
gtatgaactg
actccatggce
gatgcatgtt
aactacaaat
tctggaaaat
attcagtaac
cataatggta
gatttgacac
acacacaaca
tatcattcat
taaaaaacac
ccataatact
ttgacgaacg
cgagctcgaa

caagaccagc

actggccttg
ccaccatgct
tgcaacctaa
tgcgcctcca
tgcctatgtg
cagggcccag
tatctatctt
ctaaagttca
tcagctgctg
cgggtaccct
aggatagtgg
ctttgaagac
atctttggga
atggcatttg
tgggcaatgg
cctttggtct
caccatgttg
ttcgccagtce
cactgcaggt
gtcaatcaat
ccatgagtat
tacataaagg
atttgcagct
caactacaag
atttttactc
aataagagaa
taactcttct
agtaaattac
caaactcagt
ttgtcgaaac
ttcttgagcet

catcaaatcc

33582

gaggagctgg
tgtatccagce
cagatggatc
tagacttaag
acacgtaaac
cgtaagcaat
gcaacctctc
ctgtagacgt
tagctggcect
gtcctctcca
gattgtgcgt
gtggttggaa
ccactgtcgg
taggagccac
aatccgagga
tctgagactg
acgaagattt
tttacggcga
cacgatcgat
tggcaagtca
aactataatt
aaagttcata
tttctaggtc
tgttttactc
aaaacaaaat
aaaacaaata
ccatccattt
aagcacaaca
aggattctgg
cgatgatacg
catcaagcag

atgaactctg
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caactcaaaa
tgcgcgcaat
gtttggaagg
caaatgtgtg
agtactctca
accagccaca
tagatcatca
ctcaatgtaa
aatctcaact
aatgaaatga
catcccttac
cgtcttcettt
cagaggcatc
cttcettttce
ggtttccgga
tatctttgat
tcttcttgtce
gttctgttag
gcggceccegcett
taaaatgcat
ataaagcaat
aatgtctaaa
tgaaaatata
ctcatattaa
gtttgcatat
atattaattt
ccatttcaca
aatggtacaa
tgtgtgcgca
aacgaaagct
ccttagtgtc

ggaagctagt

tccctttgece
gtaccccggg
cctataacag
tacaatgtgg
actgtccaat
acaccctcaa
atccactctt
tggttaacga
ggtctcctct
acttccttat
gtcagtggag
ttccacgatg
ttcaacgatg
cactatcttc
tattaccctt
atttttggag
attgagtcgt
gtcctctatt
cgagtggctg
taaaaaatat
gattagaatc
acacaagagg
tttgttgcct
cttcggtcat
ctcttataat
gagaatgaac
gttcgatagc
gaaaaacagt
atgaaactga
ctagctagag
ggagagttcg

agcgatcata

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480



gtagcatcat
gcgatacggt
ccgtcaggac
agcttgagac
aaaccgttca
tcgtcgatca
cgaacacgca
tcggcaccca
ttaaggatgg
gaggatggat
cggatggtac
agcatctttt
gtgttgagac
taggtgattg
tcagacttca
ttagtgagag
atagtcaaac
agtccaccgt
cccatagctt
atacgagttt
tcacctggaa
ctgcttgcac
agctcagagc
taagctcgtg
gatttcgaga
tgcgccatgg
aacacatcaa
attacaaaac
cccaaaaata
aaaatagaca

atgtttagca

caacagtaac
gatcgaggtg
gaccacgcac
cgtttgecgac
taacggtagc
tagaaggagc
agtcagccac
tttcctgeag
tgacgtcgga
cacctggaac
gcacaccgtc
cagtgtggtc
cagcaagcag
gcgttggagt
cctgcacacc
aagcgtcacc
ggcaaccagt
taccaacacc
gcatagcctt
caccgctage
tacggacggt
cgtgaagcat
caattaacgt
gatgctgctg
gattggagat
cttccttaaa
cacaccatat
ctttcataag
ggtatgctca
taacaaaatt

cactgtgacg

agggttttca
ggtagcgaca
gacgagagaa
agcagaaaga
accttcagcg
acggtcttct
gtcttctcca
agtcaagatg
acctggaaca
atcaatcact
agcatcagtc
acgagtcatg
aacagcggac
ctttggtcca
catttcgcga
aatgaaagtg
tgcagcgtta
atcaatgatc
accagtgttg
gagacctcca
tccagaaaga
gcacgccgtg
catcccactc
cgtcttcaga
aagagatggg
tctgcaaaaa
aaagtaaaaa
cataaaaaga
atcgtaacgce
tatggcactc

tatatagatc

33582

gaaacgagac
gctgctccag
gtctcacctt
cggtcgettt
aatgcagctg
ggaacagtaa
ccagcaagac
agaccagtac
agcaaggcag
tgaccggtga
tcaacggtaa
attggctcga
ttcacttgag
cgcaaggtaa
agtgggttca
ctatcgaaat
ccgaaatcga
caagtatcac
ataacatctt
aacatgaagg
ccagaggact
gaaacagaag
ttcttcaatc
gaaaccgata
ttctgcacac
tccagaaaaa
taaaagttta
ttaagatcta
atcaaactca
ccatacataa

tattcatcag

-79-

ccataacgag
aagcgttacc
catcgcaatc
ccttaacacg
caacagcgag
cacccttcaa
gtgggttgat
gggttgggtt
caaccaatgg
gcttaccacg
ggttagcacc
taacagtggt
cggaagccat
ctggaagacg
acacacgacc
cgtaaacacc
gaggagcctc
cttccttacg
caccttccaa
acctgtggga
tacgagcagt
acatgacctt
cccacgacga
agggagattt
cattgcagat
aaaaaagttg
acaacattaa
aatacccacc
gtatgattcc
gatcgagata

taaccaaaaa

gaagctcata
gagaccctta
aacaccgttg
gagttcttcc
aattggatac
agtagaagaa
cacttcgatg
catcaaaacg
gaaagcagta
accttcaaga
aaaaccttga
gatacctggg
aggtaccctg
atcaccgtct
cattggacgc
aacaagaccc
aggagcaagg
gattctggca
aagaccggtg
gatagacttg
tgctggacgg
aagaggacga
cgaaatcgga
gcgttgactg
tctgctaact
tcaaaaccat
gacctttgtc
atacaacaag
aacagataaa
aaacaagggc

acttgagctt

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340



gaaccgatta
gaatcgatta
caaaaactta
accaaaaaaa
gttattaaca
tctctgaaac
agcaacataa
agataacgaa
aaaggtgtga
tttcttctgt
tgctttcgta
aagcttgata
aagacatatt
aaatatttgt
ttaaatttga
acaacaacaa
gtcataatgt
tgataacctc
ccatctggtc
acctaagtct
tagctccgtt
tctccactac
acaaaatcgc
ttgcatcaca
gattcacatc
gtgtgacttg
ttttgttgaa
tttctagagce
ggaggactat
<210> 6

<211> 132

<212> ADN
<213>

aaagtaacag
aagtaacagt
tataagatct
ctttaaatca
actcgaacga
atggataaaa
accaatagaa
cctagaagaa
agagaagtaa
ttacgaaatt
gcgacaattg
acgcggccgce
tttgtggatc
ttaattctca
gtaactacag
caacaacgcc
tctatcaagt
tcttataatc
tactctcctc
attttccacc
tctaatttta
acctacttta
cagtcttacc
taacaccccce
cccttcaatt
agggataata
cttacattcc
tcgtctccaa

gtcatctaca

ataatagatc
taatagatct
ggatccaaag
aaagtaataa
aaagaagaag
ttgaagacaa
taaacacgaa
gctgcgctaa
tgcgacgagyg
acccttacta
aaacgctcgce
tctagggcgce
taggttcatc
ttaattttct
ctctaaaaat
ttatcccact
accatacttc
tttttgggtc
actacagagt
atcttatcta
tcctgtcgag
gtctcatgtt
gcagtcccat
gatgcttttc
tctccatcat
tggtctccta
atatactccg
gtttccaacc

aaaagcatgc

Trinh ty nhén tao

33582

tattcatcag
attcatcagt
atttgaatat
aaaaaacact
aataagcaca
cgacgacaga
tagaaggaat
aaccctagcc
gttagagggt
atttacccta
taaagcgcgt
gcecgggtecce
acctacatct
ttcggtcatt
ctttttttta
aggtggggtce
tatccaaatc
ttcctctgece
ctaccggttt
caataggcgc
tcttaccaca
ggctcttgac
aaaactttcc
tccatttcat
cctgtattac
ttttcacctc
atttgcttct
tctcattcaa

atctcggcg

-80-

taaccaaaaa
aaccaaaaac
aacaagcaaa
tttgaaaaca
tactacacaa
ttcagaaaaa
aaaatccata
gcaagagaag
ttatttatag
gttccgtttg
gcttctcacg
gtttaaacta
ttttctttet
tctttccaca
aaatgataat
gactacatgg
attaagttcg
tcgaattgtt
tctctctaca
tactccaacc
catccaccgc
cgcccaacat
ctttagcttg
caatcctgct
agacccaaga
tgagttagat
gcttaggcga

ctcctccectce

actttagctt
tttcttgaac
taaaagcctt
ccatagcacc
acaaaattga
acatattgca
gaacggtggt
aagagtgaac
ctacaactct
tatccttcectc
tctcgtagtt
tcagtgtttg
attttaattt
taattaccca
tattacaaca
atcaacttcc
aggtccttct
tgctttctct
tgcccaaacc
ctctctctaa
aacatcctca
tctgttccgt
atcggtacct
tgaatgcgat
tatttaaacc
accctcectac
aagccatgtg

gactctccaa

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7059



33582

<220>
<223> Trinh ty ma ndm trong SEQ ID NO: 3 va 1ién k&t trinh ty nucleotit trong
trinh tu ADN cAu trac pDBN4003 va trinh tu két thic phién md t35S

<400> 6

taaacaaatt gacgcttaga caacttaata acacattgcg gatacggcca tgctggccgc 60
ccatcatggg cgcgccactg gattttggtt ttaggaatta gaaattttat tgatagaagt 120
attttacaaa ta 132
<210> 7

<211> 118

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh ty md n3m trong SEQ ID NO: 4 va lién k&t trinh ty khoi dau
prGml7gTsfl va trinh ty nucleotit trong trinh ty ADN cdu truc pDBN4003

<400> 7
tttcgtagcg acaattgaaa cgctcgctaa agcgcdgtget tctcacgtct cgtagttaag 60

cttgataacg cggccgctct agggcgcgec gggtcccgtt taaactatca gtgtttga 118

<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Poan mdi tht nhat khuéch dai SEQ ID NO: 3

<400> 8
cgatagatta cgaataatag 20

<210> 9

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Poan mdi tha hai khuéch dai SEQ ID NO: 3

<400> 9
ataggccttc caaacgatcc 20

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> DPoan mdi thd nh&t khuéch dai SEQ ID NO: 4

<400> 10
gaagaagctg cgctaaaacc . 20

-81-
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<210> 11
<211> 20
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Doan mdi thi hai khuéch dai SEQ ID NO: 4

<400> 11

ttcgaggcag aggaagaccc 20
<210> 12

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Poan mdi trén trinh ty bd gen 1lidn k& & dau 5;

<400> 12

acaatacaaa gaaaatagac gggac 25
<210> 13

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> DPoan mdi ndm trén T-ADN va bit c3p véi SEQ ID NO: 12

<400> 13 A
gagcatataa gaaaccctta gtatg 25

<210> 14

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>

<223> Poan mdi trén trinh ty bd gen 1lidn k& 37, ma bdt c3p voéi SEQ ID NO:

d& phat hiém 1iéu gen chuydn 1la ddéng hgp tu hay di hop tu

<400> 14
gggcatgtag agagaaaacc g 21

<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Doan mdi ndm trén T-ADN va bit cip véi SEQ ID NO: 14

<400> 15
attgaaacgc tcgctaaagc 20
<210> 16

-82-
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<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Doan mdi Tagman 1 dung dé& phat hién EPSPS

<400> 16

ttggtgctaa ccttaccgtt gag 23
<210> 17

<211> 22

<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>

<223> Poan mdi Tagman 2 dung dé& phat hién EPSPS

<400> 17

gcttaccacg accttcaaga cg 22
<210> 18

<211> 26

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> M3u do Tagman 1 dung d& phat hién EPSPS

<400> 18

ctgatgctga cggtgtgcgt accatc 26
<210> 19

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Poan mdi Tagman 3 dung d& phat hién PAT

<400> 19

cagttgagat taggccagct acag 24
<210> 20

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> bPoan mdi Tagman 4 dung dé phat hién PAT

<400> 20

ttcactgtag acgtctcaat gtaatgg 27
<210> 21

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tyg nhdn tao

-83-



<220>
<223>

<400> 21

cagctgatat ggccgcggtt tgtg

<210> 22
<211> 25
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 22

Trinh ty nhén tao

agcatttgaa ctacattctc cttga

<210> 23
<211> 23
<212> ADN
<213>
<220>
223>
<400> 23

Trinh tuy nhén tao

tgcagctaca caaatctaaa tcc

<210> 24

<211> 506
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 24
ccacgacctt

gcaccaaaac
gtggtgatac
gccataggta
agacgatcac
cgacccattg
acaccaacaa
gcctcaggag
ttacggattc
<210> 25

<211> 310
<212> ADN

Trinh ty nhadn tao

33582

Miu do Tagman 2 dung dé phat hign PAT

caagacggat ggtacgcaca ccgtcagcat

cttgaagcat
ctggggtgtt
ccctgtaggt
cgtcttcaga
gacgcttagt
gacccatagt
caaggagtcc

tggcacccat

cttttcagtg
gagaccagca
gattggcgtt
cttcacctgce
gagagaagcg
caaacggcaa
accgttacca

agcttg

tggtcacgag
agcagaacag
ggagtctttg
acacccattt
tcaccaatga
ccagttgcag

acaccatcaa

-84-

cagtctcaac
tcatgattgg
cggacttcac
gtccacgcaa
cgcgaagtgg
aagtgctatc
cgttaccgaa

tgatccaagt

Doan mdi th( nh&t cia gen ndi sinh ddu tuong cua ubiquitin

Poan mdi thi hai cua gen ndi sinh ddu tuong cua ubiquitin

M3u do ctia EPSPS dung d& phat hién trong lai th&m tach Nam

ggtaaggtta
ctcgataaca
ttgagcggaa
ggtaactgga
gttcaacaca
gaaatcgtaa
atcgagagga

atcaccttcc

24

25

23

60

120

180

240

300

360

420

480

506



<213>
<220>
<223> Mau
<400> 25
cagacttaaa
ggcccaacct
cgttcctagce
caaccaacca
tttgtggctce
aaaccgcggc
<210> 26
<211> 25
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 26

do cua PAT

accttgcgcc
ttgatgccta
cttccagggce
agggtatcta

tgtcctaaag

Trinh ty nhén tao

33582

diing d& phat hién trong lai thém

tccatagact
tgtgacacgt
ccagcgtaag
tcttgcaacc

ttcactgtag

Trinh ty nhé&n tao

gggttcttat agggtttcgc tcatg

<210> 27
<211> 23
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

Trinh ty nhén tao

tao ra trinh ty 1liédn k&

<400> 27

gcctcatgca acctaacaga tgg

<210> 28
<211> 21
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

tao ra
<400> 28

Trinh ty nhén tao

ccaacatcat gccatccacc a

<210> 29
<211> 27
<212> ADN
<213>

<220>

Trinh tu nhan tao

taagcaaatg
aaacagtact
caataccagc
tctctagatc

acgtctcaat

-85-

tgtgtacaat
ctcaactgtc
cacaacaccc
atcaatccac

gtaatggtta

tidch Nam

gtggatccta
caatcgtaag
tcaacctcag
tcttgtggtg

acgatatcac

Poan mdi ndm trén T-ADN cing chiéu véi SEQ ID NO: 13

60
120
180
240
300

310

25

Poan mdi n¥m trén T-ADN ngugc chidu véi SEQ ID NO: 13 va dugc su dung aé

23

Doan mdi ndm trén T-ADN ngugc chidu véi SEQ ID NO: 13 va dugc su dung aé
trinh ty lién ké&

21



<223>

<400>

33582

Poan mdi ndm trén T-ADN cung chiéu véi SEQ ID NO: 15

29

cctagttccg tttgtatcct tctctge

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

<220>
<223>
tao ra

<400>

30
29
ADN
Trinh ty nhé&n tao

Poan mdi ndm trén T-ADN ngugc chiéu véi SEQ ID NO:

trinh tu liédn ké

30

gtttgtgtag tatgtgctta ttcttette

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

<220>
<223>
tao ra

<400>

31

23

ADN

Trinh ty nhén tao

Poan mdi ndm trén T-ADN nguoc chiéu véi SEQ ID NO:

trinh ty l1ién k&

31

ctgaatctgt cgtcgttgtc ttc

-86-

27

15 va duoc su dung dé

29

15 va dugc su dung dé

23



