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Linh vuwe ky thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén su kién chuyén gen MON 87708 ciia cay dau twong. Su kién
chuyén gen nay thé hién su dung nap véi thude diét cé dicamba. Ngoai ra, sang ché dé
cip dén cdy, phin cla cdy, hat ciia cdy, té bao cdy, cac san phdm ndng nghiép va
phuong phap lién quan dén sy kién chuyén gen MON 87708 va dé xuét cac phén tir
nucleotit ma thu duoc tirsy kién chuyén gennay lién quan dén viéc chén ADN chuyén

gen vao hé gen cta cdy dau twong(Glycine max).
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Cay déu tuong (Glycine max) 13 cdy trong quan trong ctia nhiéu ving trén thé
gidi, va cac phuong phap cong nghé sinh hoc di duge 4p dung dbi vé6i cdy trong nay
nhim thu dugc cdy d4u twong ¢ cac tinh trang mong mudn. Mdt tinh trang mong
mudn d6 12 kha nang chiu duoc thude diét c6. Biéu hién cua gen chuyén chiu thubc
diét co trong cdy trdng c6 thé tao ra cho cdy tinh trang chiu dugc thube diét ¢o mong
mudn, nhung biéu hién cta gen chuyén c6 thé bi anh hudng béi vi tri nhiém sic thé va
két qua di truyén ctia sy chén gen chuyén. Vi du, thuong thdy ring cay thuong co su
bién dbi tuy theo mirc va mo hinh cia biéu hién gen Chuyén trong cac sy kién chuyén
gen riéng 1é vbn khac nhau vé vi tri chén trong nhiém sic thé cia gen chuyén, nhung
d6i khi lai giéng nhau. Giita cac su kién chuyén gen ciing c¢6 thé ¢ su khac nhau vé
kiéu hinh hodc dic tinh néng hoc khéng mong mudn va/hoic mong mudn. Do do,
thuong can phai tao ra va phan tich mot luong 16n cac sy kién chuyén gen bién nap
cdy riéng 1é nhdm chon dugc su kién chuyén gen c6 ca tinh trang mong mudn va cac
dac tinh kiéu hinh va nong hoc t6i uu can thiét ma phit hop véi cac muc dich thuong
mai. Viéc chon loc nay thuong yéu ciu cac thir nghiém trong nha kinh va trén canh
df)ng v6i nhiéu sy kién chuyén gen kéo dai trong nhiéu nim, & nhiéu vl tri, va trong
cac diéu kién khéac nhau dé co thé thu thap dugc nhiéu dir liéu vé dic tinh néng hoc,
kiéu hinh va dic tinh phén t. Sau d6, dir liéu va cac quan sat thu duoc nay cin duoc
phan tich bdi doi ngli cdc nha khoa hoc va cac nha ndng hoc nham chon ra su kién

chuyén gen thich hop cho muc dich thuong mai. Sau khi dugc chon, su kién chuyén

-2-



19737

gen da néu nay co6 thé dugc str dung dé dua tinh trang mong mudn vao cac co so di
truyén cta chung bang cac phwong phap lai gidng cdy va do d6 tao ra duoc nhidu
giéng cay trong khac nhau chira cic tinh trang mong muén va dugc dap tng thich hop

v6i cac diéu kién sinh trudng dic trung ddi voi timg dia phuong.
Ban chit ky thuit cia sang ché

Sang ché dé xudt cdy dau tuong chuyén gen duoc goi 1a su kién chuyén gen
MON 87708, thé hién kha ndng chiu dugc cac ting dung thube diét ¢ dicamba co thé
chép nhan duoc trén thi truong, c6 hat tiéu biéu duoc ndp luu tai Bao tang gidng chuén
vi sinh vat Hoa Ky (ATCC) véi sb truy cap PTA-9670. Sang ché ciing dé xuit cac
phan tt ADN méi lién quan su kién chuyén gen MOM 87708 cia ciy dau tuong va
phuong phap st dung cac phén tir nay. Sang ché ciing dé xuét hat, thé hé con lai, phan
cua cay, té bao, va cac san phém hang hoa tir sy kién Chuyén gen MON 87708 cua cay
dau twong. Sang ché ciing dé xuit phuong phap st dung su kién chuyén gen MON
87708 cua cay ddu tuong va phuong phap san xuit cay ddu twong chiu duoc dicamba.

Sang ché dé xuit cac phan tir ADN tdi t& hop lién quan dén su kién chuyén gen
MON 87708 cta cdy déu twong. Cac phan tir ADN tai t6 hop nay c6 thé chira cac phan
t@r nucleotit ¢o6 trinh tu nucleotit dai dién vuingADN hé gen niam kep suon doan chén
gen chuyén va/hodc trinh tu tiép giap clia ving bat ky trong cac vung nay nhu ving
tiép hop gitra doan chén gen chuyén va ADN hé gen nam kep suon cta sy kién chuyén
gen MON 87708 cua cdy dau tuong. Ngoai ra, sang ché dé xuit cac phan tir ADN hitu
ich dé 1am céac doan mdi va cac dau do chin doan cho su kién chuyén gen MON 87708
cua cdy dau tuong, va cac amplicon chén doan cho su co6 mit cua sy kién chuyén gen
MON 87708 ctia cay dau twong. Sang ché ciing dé cap dén ciy dau tuong, té bao cay,
phan cua cdy, cac san pham hang hoéa, thé hé con lai va hat cdy ddu twong chua cac
phén tr nay.

Sang ché dé xuit phuong phap, ché phdm va kit hitu ich dé phat hién su c6 mat
va/hodc khong c6 mit cia ADN c6 ngudn gbe tir sy kién chuyén gen MON 87708 cua
cay dau tuong, va do do phat hién su c6 mat va’hodc khong c6 mit cua su kién chuyén
gen. Sang ché ciing dé xuat phuong phép phat hién su kién chuyén gen MON 87708
bing cach cho miu chira ADN tiép xtic v6i bo doan mdi ma khi duoc sir dung trong
phén tng khuéch dai axit nucleic voi ADN hé gen tir su kién chuyén gen MOM 87708

cua cdy dau tuong dé tao ra ADN da duogc khuéch dai nham phat hién su kién chuyén

-3-



19737

gen MOM 87708 cua cay dau tuong, thuc hién phan tng khuéch dai axit nucleic, béng
cach d6 tao ra ADN da dugc khuéch dai va phat hién su c6 mat va/hodc khong cd mat
ciia ADN dd dugc khuéch dai. Sang ché ciing dé xudt phuong phap phat hién 87708
bang cach cho mau chira ADN tiép xtic voi dau do ma khi duge st dung trong phan
ting lai v6i ADN tir sy kién chuyén gen MOM 87708 cia cdy ddu tuong lai v4i phan
td ADN déc trung cho su kién chuyén gen MOM 87708 cua cdy dau tuong, thuc hién
phdn tng lai va phat hién sy lai ctia diu do v6i phan tir ADN. Sang ché ciing dé cap
bao gdm phuong phap va ché phdm cua sang ché hiru ich dé phat hién su c6 mit cia
ADN c¢6 ngudn gbe tir su kién chuyén gen MOM 87708 cua cay dau tuong.

Sang ché dé xuét cay dau tuong, hat, té bao cdy, cay thé hé con lai, phén cua cay,
hodc san pham hang hoa c6 ngudn gde tir cy, té bao cdy, hodc hat cua sy kién chuyén
gen MOM 87708 ctia cdy dau tuong. Sang ché ciing d& xuit ciy dau tuong, hat, t& bao
cdy, cdy thé hé con lai, phdn cua cy, hodc san phdm hang hoa chira phén tir ADN tai
t6 hop c6 trinh tu nucleotit duge chon tir nhém bao gdm cac trinh tu néu trong SEQ ID
NO: 1-8 va cac phan bd sung va cac doan cua trinh tyu nay. Sang ché ciing dé xuét cay
dau twong, hat, t& bao cdy, ciy thé hé con lai, phan cta cdy hoic san phim hang hoa c6
nguén géc tr cdy hodc hat cda su kién chuyén gen MON 87708 cua cay dau tuong va
chtra phan tir ADN téi td hop tao ra phan tr ADN da duoc khuéch dai bao gdm céc
trinh ty néu trong SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:7 va/hoic SEQ ID NO:8
trong phuong phap khuéch dai ADN.

Sang ché cling dé xuit phuong phap phong trir c6 dai trén canh dong bing cach
trong cdy dau twong chira sy kién chuyén gen MON 87708 va sau do su dung mot
lwong hitu hiéu ctia thude diét cé dicamba c6 kha ning phong trir cd dai ma khong lam
tén thuong cdy chira sy kién chuyén gen MON 87708. Sang ché ciing dé xuét phuong
phap phong trlr ¢é dai trén canh ddng bing cach st dung mot lugng hiru hiéu cua
thudc diét cé dicamba dé phong trir ¢ dai trén canh ddng va sau do trong gidng MON
87708 cuia ciy dau twong trén canh dong nay. Ngoai ra, sang ché dé xuét phuong phap
san xuét hat dau tuong vé co ban khong 13n hat cua cac loai cé dai doc hai béng cach
gieo hat ctia gidng dau twong chiu dicamba MON 87708 trén canh dong, sau khi cay
moc, sir dung mot luong thube diét co dicamba hiru hiéu du dé tiéu diét cac loai co dai
doc hai tir canh dong va thu hoach hat tir canh ddng nay.

Sang ché ciing d& xuét phuong phép san xuit cdy dau trong va/hodc hat cay dau
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twong ma chiu dugc viéc st dung thube diét co dicamba béng cach lai chéo cay tu su
kién chuyén gen MON 87708 ctia cdy ddu twong chira trinh ty néu trong SEQ ID
NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:7 va/hoac SEQ ID NO:8 v6i cdy dau tuong thu hai,
béng cach d6 tao ra hat, lam cho hat moc mam dé san xut cay thé hé con lai, xtr ly cay
thé hé con lai ndy véi dicamba va chon ciy thé hé con lai chiu dugc dicamba. Phuong
phap nay cling co thé bao gdm viéc tu thy phin cay thé hé con lai dugc chon dé san
xuét nhiéu cay lai thé hé tht hai va lua chon cdy chiu dugc dicamba tir cac cdy nay.
Phuong phap theo sang ché ¢6 thé ciing bao gdbm bude lai chéo cay thé hé con lai dugc
chon vdi cay dau tuong khac dé san xuét hat, lam cho hat moc mam dé san xuét cay lai
thé hé thit hai, xi ly cdy lai thé hé thir hai voi dicamba, va chon cay lai thé h¢ tht hai
chiu duoc dicamba. Sang ché dé xuét phuong phép san xuét cay ddu tuong va/hoic hat
cdy dau trong ma chiu duoc viéc su dung thude diét ¢ dicamba béng cach tu thu phén
cay tu su kién chuyén gen MON 87708 cua cdy dau twong chuta trinh ty néu trong
SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:7 va/hodc SEQ ID NO:8, bang cach d6 san
xuét hat, 1am cho hat moc mam dé san xuét cay thé hé con lai, xu ly cay thé hé con lai
nay véi dicamba; va chon cay thé hé con lai chiu duoc dicamba.

Sang ché dé xuit phuong phép xic dinh tinh trang tiép hop giao tir ctia cdy hoic
hat tir gibng dau twong MON 87708, phuong phap nay bao gbém budc cho mau ADN
dau tuong tiép xuc voi bo doan mdi chtra trinh tu néu trong SEQ ID NO:12, SEQ ID
NO:13, va SEQ ID NO:14 va HCVR c¢¢ trinh ty néu trong SEQ ID NO:15 va SEQ ID
NO:16; sau d6 thuc hién phan tng khuéch dai axit nucleic v6i mau; bd doan mdi, va
bodau do; sau d6 phat hién trong phéan ung axit khuéch dai axit nucleic tir tin hi¢u
huynh quang th nhit déchan doan cho su kién chuyén gen MON 87708 va tin hiéu
huynh quang thr hai khac véi tin hiéu huynh quang thwr nhét dé chan doan cho ADN
hé gen dau tuong tu nhién twong Gng voi vi tri doan chén cua gen chuyén cua su kién
chuyén gen MON 87708; va phan tich sy ¢c6 mat va/hodc khong c6 mét cta tin hiéu
huynh quang thir nhét va tin hiéu huynh quang thir hai trong phan tung khuéch dai axit -
nucleic, trong d6 néu c6 mit clia ca hai tin hiéu cho thdy ring mau 1a khong dong nhat
ddi voi su kién chuyén gen MON 87708 va néu chi c6 mit cua tin hiéu huynh quang
tht nhét cho thiy ring mau l1a dong nhat ddi voi su kién chuyén gen MON 87708.

Sang ché con d& xuit cdy dau tuong, hat, té bao cdy, hodc phan cia cdy chua

vung haplotype trén nhom lién két 9 tai vi tri ban dd khoang 143.5 bao gdm gen chiu
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dugc dicamba va dugc xdc dinh thém bang cira so haplotype 19743 va 19767, va
phuong phap sir dung ching. Céc khia canh néu trén va cac khia canh khéac cia sang

ché s€ tréd nén rd rang hon nho sy mo ta chi tiet sau day.
Mo ta van tiat cac hinh vé

Fig.1 minh hoa t6 chirc ctia doan chén gen chuyén trong hé gen cua su kién
chuyén gen MON 87708 cua cdy dau tuong; [A] twong Ung v&i vi tri li€n quan cua
trinh ty néu trong SEQ ID NO:1, bao gdm100 nucleotit ciia doan tiép hop gitta ADN
hé gen dau tuong va phin 5’ cia ADN doan chén gen chuyén; [B] teong ung vaéi vi tri
lién quan cua trinh ty néu trong SEQ ID NO:7, bao gdm 100 nucleotit ctia doan tiép
hop gitta ADN hé gen dau tuong va phin 5° ctia ADN doan chén gen chuyén; [B]
twong ung voi vi tri lién quan cia trinh ty néu trong SEQ ID NO:2, bao gém 100
nucleotit ctia doan tiép hop gitta ADN hé gen déu tuong va phan 3’ cia ADN doan
chén gen chuyén; [B] tvong tng v6i vi tri lién quan trong SEQ ID NO:8, bao gom 100
nucleotit ctia doan tiép hop gitra ADN hé gen dau tuong va phan 3’ ctia ADN doan
chén gen chuyén; [C] twong Gng vé6i vi tri lién quan cua trinh tu néu trong SEQ ID
NO:3, 1a trinh tw hé gen dau tuwong nam kep suon dau 5' dugc chi dinh/dinh 15 tuy y
ctia ciu truc biéu hién duoc tich hop vao trong hé gen trong su kién chuyén gen
MON 87708; [D] twong trng voi vi tri lién quan cua trinh ty néu trong SEQ ID NO:4,
la trinh tr hé gen dau tuong nim kep suon dau 3' duoc chi dinh/dinh rd tuy y trong ciu
tric biéu hién duoc tich hop vao trong hé gen trong su kién chuyén gen MON 87708;
[E] biéu dién cac yéu té khac nhau chia trinh tu néu trong SEQ ID NO:5 va trinh tu
clia cAu tric biéu hién dugc chen vao hé gen cuia su kién chuyén gen MON 87708; va
[F] biéu dién cac trinh tu lién ké (duogc goi 1aSEQ ID NO:6) bao gém, nhu duoc thé
hién trén hinh v& theo chiéu tir trai sang phai, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5 va SEQ ID
NO:4, trong d6 SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:7, va SEQ ID NO:8 bao

gdm, nhu cac trinh tw nay c6 trong hé gen trong su kién chuyén gen MON 87708.
Mo ta chi tiét sang ché
MO ta vin tit céc trinh tu

SEQ ID NO:1 la trinh ty bao gdm 60 nucleotit dai dién doan tiép hop 5' giita
ADN hé gen du twong va ciu triic biéu hién gen chuyén duoc tich hop. SEQ ID NO:1
duoc ndm trong SEQ ID NO:6 tai vi tri nucleotit 1097-1156.
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SEQ ID NO: 2 14 trinh ty bao gdm 60 nucleotit dai dién doan tiép hop 3' gitta ADN
hé gen d4u twong va cu triic bidu hién gen chuyén dugc tich hop. SEQ ID NO: 2 duge
nam trong SEQ ID NO: 6 tai vi tri nucleotit 4100-4159.

SEQ ID NO: 3 1a trinh tuy 5’ nim kep suon ADN duoc cheén cuia sy kién chuyén
gen MON 87708 1én t6i va bao gdm viing chira doan chén ADN gen chuyén.

SEQ ID NO: 4 1a trinh ty 3’ nam kep suon ADN duogc chén cua sy kién chuyén
gen MON 87708 1én tdi va bao gbdm ving chira doan chén ADN gen chuyén.

SEQ ID NO: 5 1a trinh tw ctia cdu triic bidu hién gen chuyén dugc tich hop.

SEQ ID NO: 6 14 trinh ty nucleotit biéu dién doan tiép gip ciia trinh tu 5' nim kep
sudn ADN dugc cheén cta su kién chuyén gen MON 87708 ciia cdy dau twong (SEQ ID
NO: 3), trinh ty ctia ADN dugc chén (SEQ ID NO: 5) va trinh tu 3’ nam kep suon ADN
dugc chén cua sy kién chuyén gen MON 87708 clia cdy d4u twong (SEQ ID NO: 4) va
bao gdm céc trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 7 va SEQ
ID NO: 8.

SEQ ID NO: 7 1a trinh tir bao gdm 100 nucleotit dai dién doan tiép hop 5' giita

ADN hé gen dau tuong va chu trac biéu hién gen chuyén dugc tich hop.

SEQ ID NO: 8 1a trinh ty bao gém 100 nucleotit dai dién doan tiép hop 3' giita

ADN hé gen d4u twong va céu triic biéu hién gen chuyén dugc tich hop.

SEQ ID NO: 9 14 trinh tyr ciia doan mdi duoc goi 1a doan mdi SQ13570 va dugc
sir dung @& nhén biét su kién chuyén gen MON 87708 clia cdy dau tuong. Pugc danh
gi4 cao d6i véi cAu tric biéu hién duoc chén tai ving gin v6i mép doan chén gen chuyén
3'. Amplicon PCR dugc san xuét tir TAQMAN® (PE Applied Biosystems, Foster City,
CA) xét nghiém st dung ddng thoi cac doan mdi SQ13570 va SQ13571 (SEQ ID NO:
10) 1a két qua duong tinh d6i v6i sw c6 mit ctia sy kién chuyén gen MON 87708.

SEQ ID NO: 10 1a trinh tw ctia doan mdi dugc goi 14 doan mdi SQ13570 va duoc
stt dung dé nhan biét sy kién chuyén gen MON 87708 clia cdy dau tuong. Poan mdi nay
bd sung cho ving 3' nim kep sudn chu trac biéu hién dugce chén va gin v6i mép chén
ADN gen chuyén. Amplicon PCR duge san xudt tir thtt nghiém TAQMAN® (PE
Applied Biosystems, Foster City, CA) st dung su két hop cac doan mdi SQ13570 (SEQ
ID NO: 9) va SQ13571 1a két qua dwong tinh cho sw c¢6 mit clia sy kién chuyén gen
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MON 87708.

SEQ ID NO: 11 14 trinh ty ciia ddu do dugc goi 1a dau do PB4655 va dugce sit dung
dé nhan biét su kién chuyén gen MON 87708 ciia ciy dau twong. Dau do nay 12 bd sung
cho viing mé rong doan tiép hop 3' clia ciu trac biu hién dugce chén va ADN hé gen.
DPAiu do nay 1a oligonucleotit gén tin hidu 6-FAMT™™, Sy gidi phong ciia tin hiéu huynh
quang trong phan trng khuéch dai khi st dung cac doan mdi SQ13570 va SQ13571 (SEQ
ID NO: 9-10) ddng thoi v6i ddu do PB4655 gén tin hidu 6-FAM™ @é x4c dinh cho sy
kién chuyén gen MON 87708 trong xét nghiém TAQMAN®.

SEQ ID NO: 12 1a trinh ty cua doan mdi duoc goi 1a doan mdi SQ20632 va dugc
st dung dé nhén biét tinh trang tiép hop giao tir d6i vi su kién chuyén gen MON 87708.

SEQ ID NO: 13 1a trinh tuy ciia doan mdi dugc goi 1a doan mdi SQ20636 va duge
st dung @& nhéan biét tinh trang tiép hop giao tr & cdy dau tuong kiéu dai va su kién
chuyén gen MON 87708,

SEQ ID NO: 14 1a trinh ty cia doan mdi dugc goi la doan moi SQ20637 va dugc

st dung dé x4c dinh tinh trang tiép hop giao tir & cay dau twong loai kiéu dai.

SEQ ID NO: 15 1a trinh ty cua diu do duoc goi la dau do PB10130 va dugc st
dung dé x4c dinh tinh trang tiép hop giao tlr clia sy kién chuyén gen MON 87708.

SEQ ID NO: 16 1a trinh ty ctua ddu do dugc goi 1a ddu do PB10131 va dugc st
dung dé xac dinh tinh trang tiép hop giao tir & cay diu twong kiéu dai.

Céac dinh nghia va phuong phép sau dugc cung cép nhdm xé4c dinh sang ché it
hon va huéng dan cho ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat ndy thue
hién sang ché. Trir khi c6 quy dinh khéc, cac thuat ngit duoc hiéu theo cach st dung

thuong bdi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vurc k¥ thuét lién quan.

Séng ché dé xuét sy kién chuyén gen MON 87708 cua cdy ddu tuong c6 kha néng
chiu duogc khi st dung thudc diét co duoc chép nhan duoc trén thi trudong. Sy kién
chuyén gen chtra mot doan chén ADN chuyén gen vao nhiém sic thé/hé gen cia chat
mam nguyén sinh clia cdy dau twong. “Su kién chuyén gen” dugc tao ra bing cach: (i)
bién nap té bao ciy c6 cAu trac axit nucleic bao gdbm gen chuyén quan tam, (ii) tai sinh
quén thé cdy tao ra tr viéc chén gen chuyén vao trong hé gen ciia cy, va (iii) lva chon

cdy cu thé duoc dic trung bdi doan chén cua gen chuyén vao vi tri ddc trung trong hé
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gen cua cdy. Thuat ngit "sy kién chuyén gen" chi thé bién nap gbc bao gdm gen chuyén
duoc chén vao vi tri dac biét trong hé gen cua cdy. Thudt ngit "su kién chuyén gen" chi
thé bién nap gbc bao gdm gen chuyén dugc chén vao vi tri dic biét trong hé gen cua
cdy. Thé hé con lai d6 c6 thé dugc san xuét bang cach lai cling gidng hitu tinh gitra thé
bién nap, hodic thé hé con lai ctia n6 véi cdy khac. Cay khac ndy c6 thé 1a cdy chuyén
gen chira ciing gen chuyén hodc chira gen chuyén khac nhau va/hodc cay khong chuyén
gen nhu cdy tir gidng khéc. Sy kién chuyén gen sau khi lai nguoc duoc 13p lai voi ciy
b me, ADN dugc chén va ADN kep sudn tir bb me dugc bién dbi gen c6 mit trong thé

hé con lai ctia cdy lai & cung vi tri trong hé gen.

Khi duoc st dung theo sang ché, thuat ngit "cdy dau tuong" nghia 13 ciy Oryza
sativa va bao gdm tht ca cc giéng cdy ma c6 thé duge nhan gidng dugc véi cay déu
turong, bao gdm cac lodi cdy d4u twong hoang di ciing nhu céc cdy ddu twong thudc loai

Glycine ma cho phép lai giita céc loai.

Thuat ngit "sy kién chuyén gen" chi phan tir ADN tir thé bién nap gbc chira ADN
duoc chén vao ADN hé gen cia cdy ddu tuong kep suon lién k& véi ADN duge chén.
Phén tr ADN nay dugc tao ra bang cach chén ADN chuyén gen vao hé gen cia ciy diu
tuong, nghia 13, bang cach bién nap. Do d6, phan tir ADN nay bao gdm trinh tu nucleotit
ma cé hai d&u dic trung cho sy kién chuyén gen va su kién chuyén gen d6 chi 1én quan
dén hé gen cia ciy ddu twong thanh hé gen ma ADN chuyén gen da duoc chén, trong
do trinh tu nucleotit nay chira ca trinh tu cia vung déc trung cia ADN hé gen cua cdy
dau twong va cta doan chén ADN chuyén gen. Do d6, su sdp xép ctia ADN dugc chén
trong su kién chuyén gen MON 87708 ctia cdy ddu tuwong lién quan dén ADN hé gen
dau tvong xung quanh 1a dic trung va chi duy nhét cho sy kién chuyén gen MON 87708
ctia cdy dau twong. Phan tit ADN nay ciing 13 phan tich hop ctia nhidm séc thé ctia dau
tuong cua sy kién chuyén gen MON 87708 ma bao gdm su kién chuyén gen 87708 va

nhu vay khong bi thay dbi trong cdy va c6 thé di truyén cho thé hé con lai cia cdy.

Sw kién chuyén gen MON 87708 bao gdm gen chuyén ma tao ra cho cdy dau trong
kha ning chiu dugc thubc diét co dicamba. "Dicamba" 13 axit 3,6-diclo-2-
metoxybenzoic. Dicamba 12 thudc diét cé auxin tdng hop hitu ich dé phong trir ¢6 dai 14
to. Cay d4u tvong dugc bién nap véi dicamba mono-oxygenaza (DMO), enzym dugc
tach dong tir Stenotrophomonas maltophilia ma thudng dugc tim thdy trong bau ré dit.

Dicamba mono-oxygenaza l1a enzym xuc tac khir hoat tinh ctia dicamba thdng qua phan
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tng khir nhém metyl tai vi tri O thanh hop chét axit 3,5-diclosalixylic khéng c6 tinh
chét diét co. Tuy theo timg ving trén thé gidi, cac loai c¢6 dai doc hai c6 thé phat trién
dan dén 13n vao hat d4u twong duogc thu hoach ma c6 thé anh hudng dén stc khoe va
dinh dudng cia dong vat duge cho 4n cac san pham hang héa tir dau twong bi tap nhiém
nay. C6 dai ndy c¢6 thé dwoc loai bé khoi canh ddng dau twong bang cach xtt Iy v6i thude
diét cé dicamba. Céc loai thudéc nhém co dai doc hai ndy bao gém Cardaria spp,
Heliotropium spp, Centaurea spp., Senecio spp., Crotalaria spp., Solanum spp.,
Xanthium spp., Amsinckia spp., Cassia spp., Sesbania spp., Datura spp., Ricinus spp.,

Argemone spp., Corchorus spp., Impomoea spp. va Echium spp.

Theo sang ché, thuét ngit "tai td hop" chi dang cia ADN va/hoiic protein va/hodic
sinh vat ma thuong khong tim thiy duoc trong ty nhién va chéng han, duoc tao ra boi
su can thiép ctia con ngudi. Sy can thiép clia con ngudi cé thé tao ra phan tir ADN tai
t6 hop va/hodic cdy tai td hop. Theo sang ché, “phan tir ADN t4i td hop” 14 phan tr ADN
bao gdm su két hop cua cac phan tir ADN ma thuong khdng c6 mit ddng thoi ma 14 két
qua cta sy can thi¢p clia con ngudi, vi dy, phén tr ADN ma bao g6m sy két hop cua it
nhét hai phén tit ADN khéc loai véi nhau, vi/hodc phan tir ADN duoc tdng hop nhan
tao va bao gdm trinh tu polynucleotit c6 ngudn gdc tir trinh tw polynucleotit thudong co
trong tu nhién, va/hodc phan tt ADN chira gen chuyén duogc sap nhdp theo cach nhan
tao vao ADN hé gen cia té bao chii va ADN kep sudn duoc két hop vao hé gen cua té
bao chu. Vi du v& phéan tir ADN t4i td hop 14 phan tit ADN dugc mo ta trong sang ché
dugc tao ra bang cach chén gen chuyén vao ADN hé gen ciia cdy d4u twong, ma cudi
cing tao ra biéu hién cia ARN vi/hodc phan tir protein tai td hop trong sinh vét do.
Theo sang ché, "cay tai td hop" 1 cdy ma thudng khong cé trong tw nhién, ma 1a két qua
clia sy can thiép cta con ngudi, va chita gen chuyén va/hoic phan tir ADN khéc loai
duoc sat nhap vao trong hé gen cia nd. Két qua clia sy bién d6i béi con ngudi nay 1a
cdy tai td hop khéc biét mét cach 13 rét véi cdy kiéu dai tuong tmg. Vi du vé cdy tai td

hop 1 cay ddu tuong dugc mo ta theo séng ché 1a sy kién chuyén gen MON 87708.

Khi dugc st dung theo sang ché, thut ngft "gen chuyén" chi phén tir nucleotit
duogce hop nhét nhan tao vao hé gen cia té bao chi. Gen chuyén d6 c6 thé khac loai vé6i
té bao chu. Thuét ngft "cdy chuyén gen" chi cdy chira gen chuyén do.

Theo sang ché, thuat ngit "khac loai" chi phan tir thir nhit thuong khong két hop

v6i phén tir thir hai trong ty nhién. Vi du, phan t& c6 thé c6 ngudn gdc tir loai thtr nhit
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va dugc chén vao trong hé gen cda loai th hai. Do d6 phén tir nay s& khac loai véi vat

chi va dugc hgp nhat nhéan tao vao hé gen cua t€ bao chu.

Theo sang ché, thuat ngir “kham” chi phan tir ADN don dugc san xuét bing cach
dung hop phan tir ADN thir nht véi phan tir ADN thtr hai, trong d6 phan tir ADN thir
nhét hodc phan tit ADN th( hai thudng khong c6 trong cdu hinh d6, nghia 13, dugc dung
hop v6i nhau. Do do, phén tor ADN kham 14 phén t¢ ADN méi va thuong khong co

trong tu nhién.

Sang ché d& xudt phan tir ADN va cic trinh tu nucleotit tuong tng cia phan tir
nay. Theo sang ché, thuat ngtt “ADN”, “phan tir ADN”, “phan ti polynucleotit” chi
phén t ADN cuta h¢ gen hodc ¢ ngudn gdc téng hop, nghia 13, polyme cua cic bazo
deoxyribonucleotit hoic ciia phan tir polynucleotit, theo chiéu déu 5° (huéng nguoc) dén
d4u 3’ (huéng xudi). Theo sang ché, thuit ngit  trinh ty ADN”, “trinh tu nucleotit” hosic
“trinh ty polynucleotit” chi trinh ty nucleotit cia phén t&r ADN . Danh phap dugc st
dung trong sang ché 13 danh phap dugc quy dinh béi Diéu 37 ciia bd Luét Hoa Ky vé
cac quy dinh Lién bang § 1.822 va dugc néu ra trong cic bang trong tiéu chudn WIPO
ST.25 (1998), Phu luc 2, cac bang 1 va 3. Theo sang ché, céc trinh tu nucleotit theo sang
ché dugc cung cip 14 cac trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1-8 va cac doan cuia cic trinh
tu nay dugce bdc 10 chi tham chiéu dén mot trong sb hai chudi trinh ty nucleotit bd sung.
Bing c4ch ngu ¥, céc trinh tw bd sung (nghia 13, cAc trinh tr ctia soi bd sung), trong k¥
thuét con dugc goi 14 cac trinh ty bd sung nguoc, thudc trong pham vi clia sang ché va

thudc dbi tugng duge bao hd.

Trinh tu nucleotit twong tmg véi trinh ty nucleotit bd sung ciia ADN chuyén gen
duoc chén va cic doan co ban cia ADN hé gen cua cdy du tuong nim kep suon diu
cia ADN chuyén gen dugce chén duge d8 xuét theo sang ché nhu trinh tu dugc néu trong
SEQ ID NO: 6. Phin phu ctia trinh tu nay 14 ADN chuyén gen dwoc chén dugc cung cip
nhu trinh ty néu trong SEQ ID NO: 5. Trinh tu nucleotit cia ADN hé¢ gen cta cdy déu
twong dugc lién két vt Iy bai cau nbi lién két phosphodieste va do d6 ndm & kep suon
d4u 5' ciia ADN chuyén gen duoc néu nhu duge md ta trong trinh ty néu trong SEQ ID
NO: 3. Trinh ty nucleotit cia ADN hé gen cila cdy d4u tuong duoc lién két vat Iy boi
cau nbi lién két phosphodieste v6i va do ¢6 ndm & kep swdn dau 3 cia ADN chuyén gen

duoc néu nhu duoc trinh bay trong SEQ ID NO: 4.
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Sy kién chuyén gen MON 87708 ctia ciy dau turong bao gdm thém hai viing, mot
viing md rong vi tri 5' va mot ving mé rong vi tri 3', trong d6 ADN chuyén gen dugc
chén vao ADN h¢ gen, theo séng ché c4c doan nay duogc goi 1a cac doan tiép hop 5' va
3'. "Trinh tu tiép hop" hay "ving tiép hop" chi trinh ty ADN va/hodc phén tr ADN
trong tmg ma kéo dai qua ca ADN chuyén gen duoc chén va ADN hé gen kep suon ké
can. Céc trinh ty tiép hop tily ¥ duge md ta béi hai trinh ty bao gdm 60 nucleotit va duoc
cung cp 13 cac trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2, mdi trinh tu nay
bao gdm 30 nucleotit cia ADN hé gen kep sudn lién ké tiép giap v6i 30 nucleotit cta
ADN duoc chén. Cac trinh tu tiép hop tily v duoc biéu dién béi hai trinh ty gdm 100
nucleotit va dugc cung cép 1a cac trinh ty néu trong SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 8,
mdi trinh ty biéu dién 50 nucleotit cia ADN hé gen kep sudn 1ién k& duoc tiép giap véi
50 nucleotit cia ADN chén. C4c nucleotit nay duoc nbi bang lién két phosphodieste va
su kién chuyén gen MON 87708 ctia cdy dau twong 13 c6 mit 13 mot phan trong hé gen.
Trong cdy dau tuong, sy nhin biét mot hoic nhiéu trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1,
SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 7, va SEQ ID NO: 8 trong mau c¢6 ngudn gdc tir cdy d4u
tuong, hat hodc phén ctia cay dau twong xé4c dinh ring ADN thu dugc tir sy kién chuyén
gen MON 87708 va phat hién cho sy c6 mit cia ADN trong mau tir su kién chuyén gen
MON 87708 ctia cdy d4u twong. Do d6, sang ché dé xuit phan tir ADN chira it nhit mot
trinh tu nucleotit nhu dugc néu trong SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 7,
va/hode SEQ ID NO: 8. Phan doan bt ky cia ADN ¢6 ngudn gbe tir sy kién chuyén gen
dau tuong 87708 ddy du chira trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ
ID NO: 7, va/hoic SEQ ID NO: 8 déu thudc pham vi cia sang ché. Hon nita,
polynucleotit bt ky chtra trinh tu bd sung cho trinh tw bt ky dwoc md ta nay déu thude
pham vi clia sang ché. Fig. 1 minh hoa sy sép xép vat 1y cta trinh tr SEQ ID NO: 1 dén
5 va 7 dén 8 lién quan dén SEQ ID NO: 6 dugc sip xép theo chiéu tir dau 5°dén diu 3°.

Séang ché dé xuét cac phéan t¢ ADN, vi du ma c6 thé dugc st dung nhu cac doan
mdi hodc dau do dé chin doan su c6 mit cia ADN c6 ngudn gde tir sy kién chuyén gen
MON 87708 trong miu. Céc doan mdi hodic dau do nay la dac hi¢u dbi véi trinh ty axit
nucleic dich va nhu vay hitu ich cho viéc nhan biét su kién chuyén gen dau tuong 87708

bang céc phuong phép clia sang ché duge mo ta trong ban mé ta.

"Poan mdi" thuong 1a polynucleic ¢6 d9 tinh sach cao dugc phan 1dp ma dugce thiét

ké dé sir dung trong cac phuong phap U hoc lai ddc trung lién quan dén phan tmg khuéch
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dai nhiét. Cap doan mdi c6 thé dugce st dung véi ADN khuon, chéng han, mau ctia ADN
hé gen cia cdy dau twong, trong phan tng khuéch dai nhiét, ching han, phan tng chudi
polymeraza (PCR), dé tao ra amplicon, trong d6 amplicon dugc tao ra tir phan tng d6
s& c6 trinh ty ADN tuong Gng véi trinh ty cia ADN khuon duge dat gitra hai vi tri tai
d6 cac doan mdi duoc lai véi khudn. Theo sang ché, "amplicon” 14 phin hodc doan cia
ADN ma di duogc tdng hop sir dung k§ thudt khuéch dai. Amplicon theo sang ché bao
gbm it nhit mdt trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 7,
va/hodc SEQ ID NO: 8. Poan mdi thuong dugc thiét ké dé lai véi soi ADN dich bd sung
dé tao ra doan lai gitta doan mdi va sgi ADN dich, va su c6 mit ciia doan mdi 12 didm
nhén biét bdi polymeraza @8 kéo dai cia doan mdi d6 (nghia 13, sy tring hop cia cac
nucleotit b sung thanh phén ti nucleotit dai) st dung s¢i khuén ADN dich. Cip doan
mdi, theo sang ché, chi viéc str dung hai doan mdi lién két v6i cac soi dbi dién caa doan
nucleotit dwgc xoin kép nhim khuéch dai tuyén tinh doan polynucleotit gitra céc vi tri
dich dé lién két béi cac thanh phan riéng biét clia cip doan mdi, thudng trong phan tng
khuéch dai hoic trong cac phuong phép khuéch dai axit nucleic théng thuong khac. Cac
phéan t¢ ADN d6i chimg hiru ich d& 1am doan mdi dugc cung cip nhu c4c trinh tw néu
trong SEQ ID NO: 9-10. Cép doan mdi dugc cung cp 12 céc trinh tu néu trong SEQ ID
NO: 9 va SEQ ID NO: 10, hitu ich déng vai trd 1a phan t& ADN thir nhét va phan t
ADN thtr hai ma khac v6i phan tt ADN thr nhit, va ca hai phan tir, mdi phan ti c6
chidu dai vira da gdm céc nucleotit lién tiép c6 trinh tw néu trong SEQ ID NO: 4, SEQ
ID NO: 5, hodc SEQ ID NO: 6 c6 chirc ning 1a cac doan mdi ADN ma, khi duoc str
dung trong phan tmg khuéch dai nhiét véi ADN khudn c6 ngudn gde tir su kién chuyén
gen MON 87708 cuia cdy dau tuong, tao ra amplicon chra trinh tir néu trong SEQ ID
NO: 2.

"Pau do" 14 axit nucleic dugc phan 14p ma bd sung véi soi axit nucleic dich. Cac
d4u do theo sang ché khong chi bao gdm axit deoxyribonucleic hoic axit ribonucleic ma
con bao gém céc polyamit va céc vét chit diu do khac ma lién két mot cach dic hiéu
v6i trinh ty ADN dich va vi€éc phét hién sy li€n két nay c6 thé hitu ich d chin doan,
phén biét va xac dinh, hodc xac nhén biét sy c6 mit cta trinh tu ADN dich trong mau
cu thé. Pau do ¢6 thé duoc gin véi nhan c6 thé phat hién duoc thong thudng hodic phan

tt chi thi, vi dy, chit ddng vi phong xa, phdi tir, chit phat quang hoa hoc, hoic enzym.
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Céc phan tir ADN vi du hitu ich 1am doan mdi duge cung cép 1 trinh tu néu trong SEQ
ID NO: 11.

Céc ddu do va doan mdi theo sang ché c¢6 thé c6 trinh tw bd sung giéng véi trinh
tu dich, mic du c4c doan mdi va cac diu do khac véi trinh tu dich ma c6 kha ning lai
ru tién véi céc trinh tu dich c6 thé duoc thiét ké bing cic phwong phép thong thudng.
Dé cho phan tir axit nucleic dap tng nhu doan mdi hodc ddu do, né chi bd sung vira da
trong trinh ty c¢6 kha néng tao thanh cu tric soi kép dudi dung méi va cac ndng d6 mudi
cu thé duoc sit dung. Phuong phap lai hoic khuéch dai axit nucleic bét ky thudng duoc
st dung déu co6 thé duoc sir dung dé nhén biét sy c6 mit cia ADN chuyén gen tir su
kién chuyén gen MON 87708 clia ciy ddu twong trong mau. Céc dau do va cac doan
mdi thudng chira it nhit khoang 11 nucleotit, it nhét khoang 18 nucleotit, it nh4t khoang
24 nucleotit, hodc it nhit khoang 30 nucleotit hodc c¢6 dai hon. Cac d4u do va doan mdi
d6 lai mot cach dic hiéu vai trinh ty ADN dich trong diéu kién lai nghiém ngit. biéu
kién nghiém ngit thuong dugc md ta bdi Sambrook va cong sy, 1989, va bdi Haymes
va cdng su, trong: Nucleic Acid Hybridization, A Practical Approach, thong tan x4 IRL,
Washington, DC (1985). Khi dugc st dung theo sdng ché, hai phan tr axit nucleic da
néu c6 kha ning lai mot cach dac hi€u véi nhau néu ching phan tir c6 kha ning tao thanh
cAu tric axit nucleic sgi kép, dbi song song. Phan ti axit nucleic 12 "trinh tu bd sung"
cla phén tir axit nucleic khdc néu chiing thé hién tinh bd sung day da. Khi dugce sit dung
theo sang ché, cac phan tir thé hién "tinh bb sung dy da" khi phén tir nucleotit nay bd
sung cho phén t& nucleotit khac. Hai phan t&r dugc néi c6 "tinh b sung tbi thiéu" néu
ching c6 thé lai véi nhau véi sy 6n dinh vira du sao cho chiing duy tri dugc sy dung hop
n dinh vira du trong it nhit 13 cac diéu kién "nghiém ngit thip" théng thuong. Tuong
tw, hai phan tir 1a "bd sung" néu ching c6 thé lai véi nhau sao cho chiing duy tri dugce
su 6n dinh vira da trong didu kién "nghiém ngit cao" thong thuong. Céc sai 1éch voi tinh
b sung ddy du do d6 c6 thé dugc cho phép, mién 14 céc sai léch d6 khong lam mét kha

nidng tao thanh cau tric soi kép cla cac phan ti.

Theo séng ché, thuat ngit "phén lap duge" chi it nhét 13 viéc tach mét phan phan
tir ra khoi cac phéan tr khac thudong két hop véi no trong trang théi tu nhién hay ban dau
cua nod. Trong mot phuong an, thudt ngt "dugce phén 1ap" chi phin tt ADN ma it nhét
1a dugc tach ra tir mot phin céc axit nucleic ma thuong nim bén sudn phan tr ADN

trong trang thai ty nhién hay trang théi ban dau ctia n6. Do d9, cac phén t&t ADN dugc
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két hop voi nhau thanh céc trinh ty diéu chinh hoic ma hda véi thanh phf?ln ma thuong
ching khong két hop, vi du, 12 két qua cia k§ thuat tai td hop, duge xem 1a dugc phan
13p theo séng ché. Céc phan tir @6 dugc xem 13 phén 14p dwoc ngay ca khi né dugc tich
hop vao trong nhiém sic thé ctia té bao chia hoic ¢ mit trong dung dich axit nucleic véi

cac phén tt ADN khéc.

S6 lwong phuong phap bit ky da dugc nhidu ngudi c6 hidu biét trung binh trong
linh vue k§ thuat nay biét dén c6 thé duge sir dung dé phén 1ap va thao tic phan tit ADN,
hodc doan cta nd, duge boc 16 theo sang ché. Vi du, k§ thuat PCR (phan g chudi
polymeraza) c6 thé dugc sir dung dé khuéch dai phan tir ADN ban dau dic trung va/hoic
dé san xuét cac bién thé cua phan tir gbc. Céc phan tir ADN, hogc doan ciia né, cling c6
thé thu dugc bing céc k§ thudt khac ching han nhu biang cach téng hop truc tiép doan
bang phuong phap hoéa hoc, nhur dugc thuc hién thong thudong bang céach st dung thiét
bi téng hop oligonucleotit tr dong.

Do d6, cac phan tir ADN va céc trinh ty nucleotit tuong tng dugce dé cap theo sang
ché 1a hitu ich @&, trong sb nhing loi ich khéc, nhan biét sy kién chuyén gen MON 87708
clia ciy du twong, chon céc gidng cdy hoidc céc cdy lai chtta sy kién chuyén gen MON
87708, phat hién su ¢c6 mit cuia ADN co ngudn gdc tir sy kién chuyén gen MON 87708
clia ciy dau twong trong mau, va kiém tra sy c¢6 mit va/hodc khong c6 mit clia su kién
chuyén gen MON 87708 ciia cdy dau twong hodc ciy va phin ctia cdy chira su kién

chuyén gen MON 17053 ctia cdy d4u tuong trong mau.

Séang ché dé xudt cay d4u twong, thé hé con lai, hat, té bao cdy, phan clia cdy (ching
han, phén hoa, noan, qua, md hoa, md ré, md than va md 14), va céc san phém hang hoa.
Cay, thé hé con lai, hat, t& bao cdy, phén ctia cdy, va cac san phém hang hoa chira lugng
c6 thé phat hién dwoc cia polynucleotit theo séng ché, nghia 13, ching han nhu
polynucleotit chtra it nhét mot trinh tu duoc néu trong SEQ ID NO: 1-8. Céc cdy, thé hé
con lai, hat, té bao cay, phﬁn cua cdy theo séng ché cling co thé chira mot hodc nhiu
gen chuyén bd sung. Gen chuyén nay c6 thé 12 trinh tu nucleotit bét ky ma héa protein
hodc phan tt ARN ma tao cho tinh trang mong mudn, bao gdm, nhung khong chi giéi
han &, kha ning khang séu bo ting, hi€u qua sir dung nudc ting, hicu suét ting, kha ning
chéng han han tdng, chét lugng hat ting, chét lugng dinh dudng duge cai thién, vi/hoic
kha ning chiu thudc diét co ting, so véi trinh trang moﬁg mudn cta cdy dau tuong thiéu

gen chuyén bd sung do.
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Séang ché dé xudt cdy dau trong, thé hé con lai, hat, té bao cdy, phan ciia cdy ching
han phin hoa, nodn, qua, hoa, r& hoic méd clia than va 14 c¢6 ngudn gdc tir cdy dau twong
chuyén gen chira sy kién chuyén gen MON 87708. MAu tiéu biéu ctia hat chira sy kién
chuyén gen MON 87708 d& duoc ndp luu theo Hiép udc Budapest cho muc dich cho
phép sang ché. Co sé duge chon dé ndp luwu 12 Béo tang gidng chuén vi sinh vat Hoa Ky
(ATCC) c6 dia chi tai 10801 University Boulevard, Manassas, Virginia USA, Zip Code
20110. Ngudn ATCC da dugc 4n dinh s truy cip PTA-9670 d6i v6i hat chira sy kién
chuyén gen MON 87708.

Sang ché dé xuét vi sinh vt chira phan tit ADN chira trinh tw néu trong SEQ ID
NO: 1 va SEQ ID NO: 2 ¢6 mit trong hé gen. Vi du v& vi sinh vat nay 1a t& bao cay
chuyén gen. Céc vi sinh vit, chér;g han nhu t& bao cdy theo sang ché, 13 hitu ich trong
nhidu tng dung cong nghiép, bao gém, nhung khong chi giéi han é: (i) sit dung nhu
codng cu nghién ctru cho khao ctru khoa hoc hogc nghién ctru cong nghiép; (ii) sit dung
trong canh truong dé san xult cac san phdm carbonhydrat, lipit, axit nucleic, hogc
protein ngoai sinh hodc tai td hop hodc cc phan tir nhd ma c6 thé duoc st dung dé
nghién ctru khoa hoc hoic céc san phdm cong nghiép tiép theo; va (iii) sir dung véi k§
thuét nudi ciy mo thyc vét hién dai d& san xuét cdy hoidc cic canh truong nudi chy mé
cay chuyén gen ma sau d6 c6 thé dugc st dung cho nghién ctru hodc san xuit ndng
nghiép. San xuét va sir dung cic vi sinh vét chéng han nhu t& bao cdy chuyén gen sir
dung k§ thuét vi sinh hién dai va sy can thi€p ciia con nguoi dé san xudt vi sinh vét don
nhét, duoc tao ra béi con ngudi. Trong quy trinh nay, ADN tii t hop dwgc chén vio
trong hé gen cua té bao ciy dé tao ra té bao cdy chuyén gen riéng biét va don nhét tir cac
t bao cay xuét hién ty nhién. Té bao cay chuyén gen nay sau d6 cé thé dugc nudi cdy
nhu céc t& bao vi khuén va nAm men bing cach st dung cac k¥ thuat vi sinh hién dai va
c6 thé tdn tai & trang thai don bao khong biét hoa. Ché phim va kiéu hinh gen ctia té bao
1a tac dung k§ thuét dugc tao ra boi su tich hgp ciia ADN khéc loai vao trong h€ gen cta
t& bao. Khia canh khac ctia sang ché 1a phuong phép sir dung vi sinh vat theo sang ché.
Phuong phap st dung céc vi sinh vét theo sang ché, ching han nhu té bao cay chuyén
gen, bao gbém (i) phuong phép san xudt t& bao chuyén gen bang céch tich hop ADN tai
t8 hop vao trong hé gen cua té bao va sau do st dung t& bao nay dé tao ra cac té bao bd
sung chira ADN khéc loai; (ii) phuong phép nudi cdy té bao chira ADN tai t§ hop sir

dung céac k¥ thudt vi sinh hién dai; (iii) phuwong phap san xuét va tinh ché céc san phdm
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carbonhydrat, lipit, axit nucleic, hoidc protein tir cac té bao duoc nudi cdy; va (iv) phuong
phap st dung k§ thuét nudi cdy mé hién dai vdi té bao cdy chuyén gen dé san xuét ciy

chuyén gen hodc céc canh truong nudi cdy mo cua cdy chuyén gen.

Cay theo sang ché c6 thé truyén su kién chuyén gen ADN, bao gdm gen chuyén,
cho thé hé con lai. Theo sang ché, "thé hé con lai" bao gdm cdy, hat, té bao cdy, va/hodc
phén cta cay bat ky c6 thé tai sinh ma chira sy kién chuyén gen ADN c¢6 ngudn gdc tir
cdy va/hodc polynucleotit ban ddu c6 it nhit mot trinh tu néu trong SEQ ID NO. 1 va
SEQ ID NO: 2. Céy, thé hé con lai, va hat ¢6 thé 1a dong hop tir hogc di hop tir v6i gen
chuyén. Thé hé con lai nay co thé duogc sinh trudng tir hat duge tao ra bdi sy kién chuyén
gen MON 87708 cuia cdy déu twong va/hodc tir cac hat duoc tao ra bdi cdy dugc sinh

san v6i phin hoa tir cdy chira sy kién chuyén gen MON 87708.

Cay thé hé con lai c6 thé ty thy phén (con goi 1a tur sinh san) dé tao ra dong gy
gibng dung clia cay, nghia 13, cdy dong hop tir 61 vai gen chuyén. Su tu thy phin cia
thé hé con lai thich hop c¢6 thé san xuét cdy ddng hop tir dbi v&i ca hai gen ngoai sinh

duoc thém vao.

Ngoai ra, cdy thé hé con lai c6 thé dugc lai khac gidng, nghia 13, lai gidng véi cay
khong lién quan khéc, dé san xuét hat hodc hat lai, hodc cay gidng hoic cay lai. Cay
khong cung ho khéc nay c6 thé 1a cdy chuyén gen hoic cay khong chuyén gen. Do do,
hat hodc hat lai, hodic cdy gidng hodc cdy lai trong sang ché c6 thé tao ra bang cach lai
giéng bd me thi nhét thiéu ADN dic trung va don nhét cua sy kién chuyén gen MON
87708 cua cdy dau trong vdi cdy bd me thi hai chira sy kién chuyén gen MON 87708
cta cdy dau tuong, tao ra cdy lai chira ADN déc trung va don nhét cua sy kién chuyén
gen MON 87708 ctia cdy d4u twong. Mdi bb me c6 thé 1a mdt cay lai hogic dong lai cling
dong/gidng, mién 1 sy lai gidng hodc giy gibng nay tao ra cay hoic hat theo sang ché,
nghia 14, hat c6 it nhét mot alen chta ADN dic trung va don nhét cua sy kién chuyén
gen MON 87708 va/hodc cd trinh tw néu trong SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2. Do d9,
hai cdy chuyén gen khac nhau c6 thé dugc giao phén dé tao ra cy lai chira hai gen ngoai
sinh dugce bd sung, riéng biét mdt cach doc 1ap. Vi du, MON 87708 chiu dicamba c6 thé
duoc lai voi cdy dau trong chuyén gen dé tao ra cdy c6 céc dic tinh clia cd hai bb me
chuyén gen. Mot vi du vé sy lai nay c6 thé 1a sy lai gitta d4u twong chiu dugc dicamba-
MON 87708 v6i cdy ¢6 mot hodc nhiéu tinh trang bd sung nhu chiu dugce thubc diét cd

(vi du, sy kién chuyén gen 40-3-2 clia cdy ddu twong hoic su kién chuyén gen

-17-



19737

MONZ89788 cua cay dau tuong (US 20060282915)), phong trir sdu bo (vi dy, sy kién
chuyén gen MON87701 ctia cdy d4u twong (US 20090130071)), vi/hodc cac tinh trang
mong mudn khac (vi du, ché phdm dau ting cuong nhu sy kién chuyén gen MON87769
cua cdy dau twong (W02009102873)), tao ra cdy hodc hat thé hé con lai ma chiu dugc
dicamba va c6 mot hodc nhiéu tinh trang bd sung. Thubc diét c6 ma kha ndng chiu clia
céychuyéngmldﬁduqcch&ngnﬂnhvéphuongphépcﬁaséngchécéthédugcépdung,
bao gdm, nhung khong chi giéi han d6i ¢: dicamba, glufosinat, sulfonylure,
imidazolinon, bromoxynil, delapon, xyclohexandion, c4dc chit twc ché
protoporphyrionogen oxidaza va cac thudc diét ¢é isoxasflutol. Cac phan tir nucleotit
ma hoa protein c6 li€n quan dén kha nang chiu dugce thudc diét co da biét bao gém,
nhung khong chi giéi han &, phan tr nucleotit md hda: 5-enolpyruvylshikimat-3-
phosphat synthaza (EPSPS) chiu dicamba (vi dy, xem: US 5,627,061; US 5,633,435;
US 6,040,497; US 5,094,945; US 5,804,425; US 6,248,876; US 7,183,110; RE39,247);
dicamba oxidoreductaza (GOX) (xem, vi du, US 5,776,760), dicamba-n-
axetyltransferaza (GAT); axetolactat synthaza chiu thube diét co (ALS, con dugc biét
dén 13 axetohydroxyaxit synthaza (AHAS)) cho kh ning chiu dugc déi vé6i sulfonylure,
imidazolinon, triazolopyrimidin, pyrimidinyl oxybenzoat, sulfonylamino carbonyl
triazolinon, va/hodc heteroaryl ete; axetyl coenzym A carboxylaza (ACCaza) hodc R-
2,4-diclophenoxypropionat dioxygenaza (rdpA) chiu thubc diét co cho kha ning chiu
d6i v6i aryloxyphenoxypropionat (AOPP) (ching han: haloxyfop, quizalofop, diclofop
va diclofop); protein kht doc nhu 24-D dioxygenaza (tfdA), R-2,4-
diclophenoxypropionat dioxygenaza (rdpA), AryloxyAlkanoat Dioxygenaza (AAD),
va/hoidc S-2,4-dichorprop dioxygenaza (sdpA) cho kha ning chiu duoc ddi véi céc thube
diét c6 auxin téng hop; bromoxynil nitrilaza (Bxn) cho kha ning chiju dugc Bromoxynil
(xem, vi du: US 4,810,648); phytoen desaturaza (crtl) cho kha ning chiu duogc
norflurazon; sy khang bialaphos (bar) hodc protein phosphinothrixin axetyltransferaza
(PAT) (xem, vi du, US 5,646,024 va US 5,276,268) vé kha nang chiu dugc glufosinat
va bialaphos; va protein cho kha ning chiu dugc thudc diét cd triketon (mezotrion,
tembotrion, topromezon, isoxazol) nhu chiu 4-HydroxyPhenylPyruvat Dioxygenaza
(HPPD), sic td té bao khir doc P450, hodc chu trinh HPPD nhu Artbrobacter globiformis
HPP oxidaza (HPPO) va Pseudomonas acidovorans 4-HPA 1-hydroxylaza (HPAH) va
NADH oxidoreductaza (HPAC).
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Phép lai nguoc ddi voi cdy bd me va lai cing gibng v6i cdy khong chuyén gen
cling dugc du kién, nhu sy nhan gidng sinh dudng. Cac mo ta vé phuong phap gay giéng
khac ma thuong duoc st dung cho céc tinh trang va cac cay trdng khac nhau c¢6 thé duoc
tim thiy trong mdt trong cic tai liéu tham khao, vi dy, Fehr, in Breeding Methods for
Cultivar Development, Wilcox J. ed., American Society of Agronomy, Madison WI
(1987).

Sang ché d& xuét phin cia ciy c6 ngudn gbc tir sy kién chuyén gen MON 87708
cta cdy dau twong. Theo séng ché, "phdn ctia cay" chi phin bt ky ciia cdy chira vt liéu
¢6 ngudn gde tir cdy dau trong cia su kién chuyén gen MON 87708. Phin ciia cdy bao
gbm, nhung khong chi giéi han &, phén hoa, nodn, qua, hoa, ré hoic md ciia than, soi,
va 14. Phin cta cdy c6 thé phat trién va ton tai doc 1ap, khong phat trién va ton tai doc

1ap, c6 thé tai sinh va/hodc khong thé tai sinh.

Sang ché dé xuit san phim hang hoa c6 ngudn gde tir sy kién chuyén gen MON
87708 cua cay dau twong. Theo sang ché, "san phdm hang hoéa" chi ché phim hoic san
phém bat ky chtra vt liéu c6 ngudn gdc tir cdy, hat, té bao cdy, hoic phan cia ciy dau
twong tir s kién chuyén gen MON 87708 clia ciy d4u twong. Céc san phim hang hoa
¢6 thé dugc ban cho ngudi tidu ding va c6 thé tdn tai va phat trién doc 1ap hodc khong.
Céc san phdm hang hoa khong thé ton tai va phat trién doc 14p bao gdm, nhung khong
chi gi6i han &, hat va hat khong thé tdn tai va phat trién ddc 1ap, hat da duoc ché bién,
mo cua cdy dong lanh, va md cla cdy dd dugce ché bién; hat va phéan cia ciy da dugc
ché bién cho thirc in dong vét cho tiéu thu dong vat trén can va’/hodc dong vt thiry sinh,
dau, bot xay tho, bdt, gao ép, cam, soi, sita, pho mit, giéy, kem, rugu vang, va thuc
phim bét ky khéc d8 con nguoi st dung; va sinh khdi va cac san phim nhién ligu. Cac
san pham hang héa c6 thé séng duoc bao gdm, nhung khong chi gidi han &, hat va té
bao cdy. Do d6, su kién chuyén gen MON 87708 ctia cdy dau tuong co thé duoc sir dung
dé san xuét san phim hang héa bit ky thiét yéu tir d4u twong. San phém hang héa bat ky
nay c¢6 ngudn gbc tir s kién chuyén gen MON 87708 clia cdy d4u twong c6 thé chira it
nhét lvong c6 thé phat hién duge cia ADN dic trung va don nhit twong tng véi su kién
chuyén gen MON 87708, va dic biét 1a ¢6 thé chira lugng c6 thé phat hién dugc cia
polynucleotit chira it nhit 15 nucleotit lién k& trong trinh trr néu trong SEQ ID NO: 1
hoic SEQ ID NO: 2. Bt ky phwong phap phét hién chudn dbi v6i cac phan tit nucleotit

c6 thé duoc st dung, bao gdm céc phuong phap phét hién duge boc 1§ trong ban md ta.
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San phdm hang hoéa thudc pham vi ciia sang ché néu trong d6 chira lvong bit ky co thé
phat hién dugc cda trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1 hodc SEQ ID NO: 2.

Do d6, cdy, thé hé con lai, hat, t& bao cy, phan ctia ciy (ching han nhu phén hoa,
nodn, qua, hoa, r& hoic md cua than va 14), va cic san pham hang héa cila sang ché 1a
hitu ich dé, trong sé cac loi ich khéc, sinh truéng clia ciy nhim san xut hat va/hodic
phén ctia cdy chtra sy kién chuyén gen MON 87708 cho c4c muc dich nong nghiép, san
xuét thé hé con lai chira sy kién chuyén gen MON 87708 dé nhan gidng cdy va cac muc
dich nghién ctru, st dung véi cac k§ thudt vi sinh cho céc ung dung cong nghi¢p va
nghién cru va ban cho ngudi tiéu dung.

Séang ché d& xuét phuong phap phong trir co dai va phuong phap san xuit cdy chiu
dugc viéc st dung thudc diét c6 dicamba va su kién chuyén gen MON 87708 ciia cay
d4au tuong. Phuong phap phong trir cd dai trén canh ddng duge d& xuit va bao gom céc
budc: trdng cdy gidng hodc cdy lai tir su kién chuyén gen MON 87708 ciia ciy d4u twrong
trén canh ddng va ing dung liéu thudc diét cé dicamba hitu higu vao cénh ddng cho muc
dich phong trir ¢6 dai trén canh ddng ma khong 1am ton hai dén cdy MON 87708. Viéc
st dung thudc diét co dicamba nay c6 thé thyc hién trude khi ¢6 moc, nghia 13, tai thoi
diém bét ky sau khi hat MON 87708 dugc gieo va trudc khi cdy MON 87708 moc, hodc
sau khi moc, nghia 13, tai thoi diém bét ky sau khi cdy MON 87708 moc. Phuong phap
khac dé phong trir cd dai trén canh dong ciing dugc dé xuét va bao gdm: viéc sir dung
mdt lwong thube diét cé dicamba hiru hiéu d& phong trir ¢é dai trén cénh ddng va sau d6
trdng cdy chira su kién chuyén gen MON 87708 ciia ciy d4u twong trén canh ddng. Viéc
st dung thudc diét cé dicamba da néu 14 duge thuc hién trude khi trdng ciy, nghia 13
truée khi hat MON 87708 dugc gieo, va c6 thé duge thuc hién tai thoi diém bit ky bao
gdm, nhung khong chi gi6i han &, khoang 14 ngdy trudc khi trdng dén khoang 1 ngay
true khi trdng. Ngoai ra, sang ché d& xult phuwong phap san xuit hat ddu twong hdu nhu
khong 18n hat ctia cac loai co dai doc hai bing céch gieo hat clia giéng dau twong chiu
dicamba MON 87708 trén canh déng, st dung mot lugng thube diét cé dicamba hitu
hiéu sau khi cdy moc sao cho du dé tiéu diét cac loai c6 dai ddc hai trén canh ddng, va
thu hoach hat tir canh ddng nay. Luong dicamba hitu hiéu c6 tadc dung diét cé dugc six
dung trén canh ddng bao gbm mot luong nim trong khoang tir 0,0057 kg dicamba trén
hecta dén 9,08 kg dicamba trén hecta tlty theo viing va mua sinh truéng. C6 thé st dung

nhiéu lan dicamba trong mdt mua sinh trudng, vi duy, hai lan (chdng han, str dung trudc
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khi trf“)ng va st dung sau khi moc hodc st dung trudc khi moc va st dung sau khi moc)
hodc ba 1an sir dung (ching han nhu sir dung trude khi trdng, st dung trude khi moc va

stt dung sau khi moc).

Phuong phap san xuét cdy d4u twong chiu thudc diét cé chira cc trinh ty ADN diic
trung va don nhét di vai su kién chuyén gen MON 87708 theo sang ché dugc dé xuét.
Cay chuyén gen dugc sir dung trong cac phuong phap ny c6 thé 1a dang ddng hop tir
hodc di hop tir d6i voi gen chuyén. Cay thé hé con lai dugc san xuét bing cac phuong
phép nay c6 thé 1a cay giéng hodc cay lai, c6 thé dugc sinh trudng tir hat dugc tao ra bdi
cdy va/hodc hat tir sy kién chuyén gen MON 87708 clia cdy d4u twong dugc tao ra bing
cach thu phén v6i phén hoa tir cdy chira su kién chuyén gen MON 87708; va c6 thé 1a
ddng hop tir hodc di hop tir dbi v6i gen chuyén. Tiép d6, cay thé hé con lai c6 thé duoc
tur thu phén dé tao ra dong gay gidng thuc su clia cdy, nghia 13, cdy dong hop tir d6i véi
gen chuyén, hodc néu khong co thé duoc thu phén cung giéng, vi du, dugc lai voi cay

khong ciing ho khéc, dé tao ra gidng tot hoic hat hoic cdy lai.

Cay lua chiu dugc viéc st dung thudc diét c6 dicamba c6 thé duoc san xuét bang
céch lai chéo gitra cdy chtra sy kién chuyén gen MON 87708 bao gdm phan tir nucleotit
bao gém cac trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2 véi céy dau tuong khac
va bz"mg cach do tao ra hat, hat nay sau d6 dugc sinh trudng thanh cay thé hé con lai.
Cay thé hé con lai nay nay sau d6 c6 thé duge xtt 1y bang thudc diét cé dicamba dé chon
ra cay thé hé con lai chiu dugc thudc diét c¢6 dicamba. Ngoai ra, cay thé hé con lai nay
c6 thé dugc phan tich bing cach sir dung cac phuong phap chin doan dé chon ra cay thé
hé con lai chira ADN tir sy kién chuyén gen MON 87708. Cay khéc duoc sit dung trong
giao phén c¢6 thé chiu hodc khéng chiu dugc thude diét co dicamba va c6 thé hoic khong
thé chuyén gen. Cay va/hodc hat thé hé con lai dugc san xuét co thé 1a gidng t6t hoic
hat lai. Trong thuc t&, budc lai giéng hiru tinh gitta hai cdy, nghia 13, thu phén chéo, c6
thé duoc thuc hién hodc dé dang thuc hién bdi con ngudi, vi du, bing cach thu thap phén
clia cy nay va tiép xic phin nay vé6i voi nhuy hogic nim nhuy ctia ciy thir hai; thao tac
bdi con ngudi va/hodc cac hoat ddng loai bd, tiéu diét, hodc boc nhi hoa hodc bao phén
cta cdy (vi du, bing cach bé cd hoic béng céach sir dung héa chét diét giao tir) sao cho
ngdn can sy tu thu phén ty nhién xay ra va bét budc su thy phén chéo xay ra nham dé
tao ra thé hé con; bdi con tring thay thé con ngudi thu phan & vi tri dé xay ra "sy thu

I4
An !

phén tryc tiép" (vi du, bang cach dua cic t0 ong vao trong vuon cdy dn qua hodc trén
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canh ddng hodc bing cach nhét con tring thu phén véi cdy); bing cach mé hoic cit bo
bdi con ngudi ddi voi cac bd phén ciia hoa dé cho phép thay thé hoic tiép xtic phan hoa
tir bén ngoai v4i voi nhuy hodc nim nhuy (vi dy, & cdy ddu twong ma ty nhién cé hoa
lam can tr¢ hodc ngén can su thu phén chéo, khién ching bét budc phai thu phén mot
céch ty nhién ma khong cin c6 sy can thiép clia con ngudi); bing cach thay thé ¢6 chon
loc cac cdy (vi dy, trong cdy mot cach ¢ chil y & khoang cach thu phéan gén); vi/hoic
bing cach st dung hoa chat dé thic dy su né hoa hodc dé thiic ddy kha ning tiép nhan

(ctia nim nhuy doi véi phan hoa).

Cay lua chiu dugc viéc st dung thudc diét cé dicamba c6 thé duge tao ra boi su tu
thu phén cdy chira su kién chuyén gen MON 87708 chita phén ti nucleotit bao gbm cic
trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2 va bang cach d6 tao ra hat, hat nay
sau d6 dugc sinh trudng thanh cdy thé hé con lai. Sau d6, cdy thé hé con lai nay c6 thé
duoc x1t ly b'c°1ng thubc diét co dicamba dé chon loc céc cay thé hé con lai chiu duoc
thudc diét co dicamba. Ngoai ra, ciy thé hé con lai ndy c6 thé dugc phan tich bing cich
stt dung cac phuong phép chdn doan dé chon céc cay thé hé con lai chira ADN tir su
kién chuyén gen MON 87708. Trong thuc té, budc lai giéng hitu tinh cdy véi chinh no,
nghia 1a, tu thu phén, c¢6 thé duoc thuc hién hodc dé dang thyc hién bdi con ngudi, vi
du: bang cach thu thap phén hoa ctia cdy va tiép xtic phén hoa niy vé&i voi nhuy hoic
nam nhuy ctia ciing cdy d6 va sau d6 ngén can mot cach tiry y su sinh sén thém cta cdy;
thao tac bdi con nguoi va/hodce cdc hoat dong loai bo, ti€u diét, hodc che day nhi hoa
hodc bao phén ciia cic cdy gin ké khac (vi du, bang céch bé ¢ hodc bing cach sir dung
hoéa chét diét giao tir) sao cho ngin can sy tu thu phén chéo xay ra va bt budc sy ty thy
phén phai xay ra nhim tao ra thé hé con; béi con tring thay thé con ngudi thu phén & vi
tri @8 xay ra "su thy phin tryc tiép" (vi du, bang cach nhét riéng con tring thu phén véi
cdy); bing thao tac ciia con ngudi dbi véi hoa hodc cic by phan clia nd dé cho phép tu
thu phin; bing cach thay thé c6 chon loc cic cdy (vi du, trdng c¢6 chi y cc ciy qué
khoang cach thu phén gin); va/hoic bang cach st dung hoa chét @ thiic ddy nd hoa
hodc dé thic ddy kha nang tiép nhan (ctia nim nhuy ddi v6i phén hoa).

Ciy va hat cdy d4u tuong thé hé con lai duge bao ham béi cac phuong phap nay
va dugc tao ra bang cach sir dung cac phuong phép ndy s€ phén biét dugce véi cdy ddu
tuwong khéc, vi du, do céc cdy va hat cdy ddu tuong thé hé con lai: tai tb hgp va dugc tao

ra boi su can thi€p ciia con nguoi; chiu duge thuoc diét cé dicamba; chira it nhat mot
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alen gdm c6 ADN chuyén gen trong séng ché; va/hoic chira lugng c6 thé phat hién dugc
cua trinh ty polynucleotit dugc chon tir nhém bao gdm céc trinh ty néu trong SEQ ID
NO: 1 va SEQID NO: 2. Hat ¢6 thé duoc chon tir cay thé hé con lai, va mién 13 hat nay
chtra trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2, déu thudc pham vi cua séng

14
A

ché.

Trong thuc hién sang ché, hai ciy chuyén gen khéc nhau c6 thé dwoc lai véi nhau
dé tao ra cdy con lai chtra hai gen khac loai ri€ng biét mot cach ddc lap. Sy tu thu phén
ctia thé hé con lai thich hop c6 thé tao ra cdy ddng hop tir ddi véi ca hai gen. Phép lai
ngugc dbi véi cdy bd me va lai cling giéng véi cdy khong chuyén gen ciing dugc du
kién, nhu sy nhan gidng sinh dudng. Cac phwong phéap gy giéng khac dugc mé ta ma
thuong duoc st dung dé lai céc tinh trang va céc cy trong khac nhau c6 thé duoc tim
théy trong mot trong nhiéu tai liéu tham khao, vi du, Fehr, in Breeding Methods for
Cultivar Development, Wilcox J. ed., American Society of Agronomy, Madison WI

(1987).

Cay va hat dugc sir dung trong céc phwong phép dugc bdc 16 trong sang ché c6 thé
cling chtra mdt hodc nhidu gen chuyén b sung. Gen chuyén d6 c6 thé 14 trinh tw nucleotit
bét ky ma hoa protein hodc phan tir ARN @€ tao ra tinh trang mong mubn bao gbm,
nhung khong chi gidi han &, kha ndng khang sdu bo ting, hi¢u qua st dung nudc tang,
tinh nang hiéu sut ting, kha ning chiu han ting, chit lwvong hat ting, chét lugng dinh
dudng dugc cai thién va/hodc kha ndng chiu thudc diét co tdng so véi cdy dau tuong

thiéu gen chuyén bb sung d6.

Do d6, phuong phép theo sang ché 13 hitu ich cho, trong s céc loi ich khac, dé
phong trir ¢6 dai trén canh ddng trong khi cdy dang sinh truéng nhim san xuét hat
va/hoidc phén ciia cdy chira sy kién chuyén gen MON 87708 cia cdy d4u twong cho céc
muc dich ndng nghiép hodc nghién ctru, chon thé hé con lai chtra sy kién chuyén gen
MON 87708 cia ciy dau trong dé nhan giéng hoidc cac muc dich nghién ctru, va san
xuét cdy va hat thé hé con lai chira sy kién chuyén gen MON 87708 ctia cdy dau tuong.

Cay, thé hé con lai, hat, té bao cdy, phén cua cay (chéng han phén hoa, noan, qua,
hoa, r& hodc md ctia than va 14), san phdm hang hoa ciia sang ché c6 thé duge danh gia
b&i thanh phdn ADN, biéu hién gen, va/hodc biéu hién protein. Sy d4nh gid d6 c6 thé
duoc thuc hién bing cich st dung phuong phép tiéu chudn nhu PCR, thim tich
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Northern, thdm tach Southern, thdm tdch Western, két tia mién dich va ELISA hoic
béng cach sir dung céc phuong phép phat hién va/hodc kit phat hién duge dé xuét theo

sang che.

Phuong phap phét hién sy ¢6 mét cua ADN c6 nguén géc tir té bao, md, hat, hodc
cdy cua giéng d4u tuong MON 87708 trong mau dugc dé xuét. Phuong phap nay bao
gém cac budc: (i) chiét tdch mau ADN tir it nhit mot t& bao, mé, hat, hodc cdy dau
twong, (ii) cho miu ADN nay tiép xtc v&i cip doan mdi ma c6 kha niing tao ra amplicon
tir sy kién chuyén gen ADN MON 87708 trong didu kién thich hop dé khuéch dai ADN,
(iii) thwc hién phan ung khuéch dai ADN, va sau d6 (iv) phét hién phan t& amplicon
va/hodc xac nhan rﬁng trinh tu nucleotit cia amplicon chira trinh ty nucleotit ddc trung
cho su kién chuyén gen MON 87708, nhu trinh ty nucleotit tir nhém bao gdm céc trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 1-8. Amplicon dugc st dung la amplicon ma déc trung cho
su kién chuyén gen MON 87708, nhur amplicon chita trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1
hoic SEQ ID NO: 2. Phat hién trinh ty nucleotit dic trung cho su kién chuyén gen
MON 87708 trong amplicon x&c dinh va/hodc chén doan su c6 mit ADN dic trung cho
su kién chuyén gen MON 87708 cta cdy dau tuong trong mAau. Vi du vé cap doan mdi
ma c6 kha ning san xudt amplicon tir sy kién chuyén gen ADN MON 87708 trong diéu
kién thich hop dé khuéch dai ADN duoc néu trong SEQ ID NO: 10-11. Cip doan mdi
khac c6 thé duge thiét ké d& dang bdi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§
thudt ndy va chtra it nhit mot doan c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 6. Phuong phap
khac dé phat hién sy c¢6 mét cua ADN c6 nguf‘m géc tir té bao, md, hat, hoic cdy cua su
kién chuyén gen MON 87708 ctia cdy ddu twong trong mau, phuong phap nay bao gdm
céc bude: (i) chibt tich mdu ADN tir it nhét mot té bao, mé, hat, hodc cdy, (ii) cho méiu
ADN tiép xtic v6i diu dd ADN dic trung cho su kién chuyén gen ADN MON 87708,
(iii) cho phép d4u do va mAu ADN lai trong diéu kién lai nghiém ngit, va sau d6 (iv)
phét hién su lai gitta d4u do va miu ADN dich. Vi du v& trinh ty d4u do ADN dic trung
cho su kién chuyén gen ADN MON 87708 dugc néu trong SEQ ID NO: 11. Cip doan
mdi khac c6 thé duge thiét ké d& dang béi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
k¥ thuat nay s€ chua it nhét mét doan c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 6. Phat hién su
lai ctia ddu do v6i mAu ADN 14 su chin doan cho su c6 mit cua sy kién chuyén gen
ADN dic trung cho MON 87708 trong miu. Khong xuét hién viéc lai tuong tGng véi
viéc khong c6 mit cia ADN dic trung cho sy kién chuyén gen MON 87708 ctia cdy du
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trong trong mau.

Kit phat hién ADN dugc cung cAp ma hitu ich dé nhan biét ADN cua su kién
chuyén gen MON 87708 clia cdy d4u twong trong mau va cfing c6 thé duoc ap dung ddi
v6i cac phuong phap nhan gidng ciy dau tuong chra sw kién chuyén gen ADN thich
hop. Kit theo sang ché chira cdc doan mdi va/hogic diu do ADN chira cac doan c6 trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 1-8. M6t vi du vé kit d3 néu bao gdm it nhit phan tir ADN c¢6
chiéu dai ctia c4c nucleotit lién tiép vira da ciia trinh ty néu trong SEQ ID NO: 6 ¢6 chiic
ning 14 diu do ADN hitu ich dé phét hién sy c6 mit va/hogic khong c6 mit ciia ADN ¢6
ngudn gbc tir sw kién chuyén gen MON 87708 ciia cdy dau tuong trong mau. ADN c6
ngudn gbc tir sy kién chuyén gen d4u twong chuyén gen MON 87708 chtra trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 7, va/hodc SEQ ID NO: 8. Phan tir
ADN du d8 st dung lam déu dd ADN duoc cung cdp ma hitu ich d& x4c dinh, phét hién,
hodc chin doan su c6 mit va/hoic khong c6 mét cia ADN cua su kién chuyén gen MON
87708 cua ciy dau twong ADN trong miu dugc cung cép nhu trinh ty néu trong SEQ
ID NO: 11. Céc diu do khac c6 thé duoc thiét ké d& dang bdi ngudi c6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc k§ thudt twong Gmg va s& chura it nhét 15 nucleotit lién tip c6 trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 6 va di don nhit d6i véi ADN tir sy kién chuyén gen MON
87708 cua cdy dau twong nhim nhan biét ADN c6 ngudn gbc tir sw kién chuyén gen.
Loai kit khac chira cdp doan mdi hitu ich dé tao ra amplicon hitu ich nhim phét hién sy
c6 mit va/hodc khong c6 mat cia ADN c6 ngudn gdc tir su kién chuyén gen du twong
chuyén gen MON 87708 trong mau. Kit khac dé ding trong phuong phéap bao gdm cho
mau ADN dich tiép xuc voi cdp doan mdi nhu duge mé ta theo sang ché, sau d6 thuc
hién phan Ung khuéch dai axit nucleic di dé tao ra amplicon chira trinh tw néu trong
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 7, va/hodac SEQ ID NO: 8, va sau do phat
hién sy c6 mat va/hodic khong c6 mat ctia amplicon. Phuong phap da néu c6 thé con bao
gém budc gidi trinh ty amplicon hodc doan cua nd, dé x4c dinh, nghia 13, chin do4n cho
su ¢6 mit ciia ADN dic trung trong su kién chuyén gen MON 87708 cila cdy d4u twong
trong mau ADN dich. C4c cip doan mdi khac ¢6 thé duogc thiét ké dé dang boi ngudi co
hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thudt twong Gng va sé& chira it nhét 15 nucleotit
lién tiép c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 6 va dii don nhit dbi véi ADN tir sy kién
chuyén gen MON 87708 clia cdy d4u tuong nhim dé nhéan biét ADN c6 ngudn gdc tir

su kién chuyén gen.
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Su khuéch dai axit nucleic c6 thé thuc hién dwoc bang phuong phép khuéch dai
axit nucleic bat ky da biét trong linh vuc k§ thuét nay, ké ca cac phuwong phap khuéch
dai nhiét. Nhidu k¥ thuét dugc biét trong linh vire k§ thuat nay dé phat hién, dinh luong,
va/hodc giai trinh ty amplicon thu dugc bdi cadc phuong phép nay. Vi du, mot ky thuat
hitu ich @& thuc hién sang ché 18 TAQMAN® (PE Applied Biosystems, Foster City,
CA).

Kit va phuong phéap phat hién theo sang ché 12 hitu ich dé, trong s& nhitng loi ich
khac, nhan biét sy kién chuyén gen MON 87708 clia cAy d4u tuong, chon cac gidng cay
hodc céc cdy lai chira sy kién chuyén gen MON 87708, phat hién sy c6 mit cia ADN
c¢6 ngudn gdc tir sy kién chuyén gen MON 87708 ciia cdy dau tuong trong mau, va kiém
tra sy ¢6 mat va/hodc khdng cé mat cla sy kién chuyén gen MON 87708 cua cay dau
twong hodc cdy va phan clia cdy chira su kién chuyén gen MON 87708 ciia cdy dau

trong trong mau.

Trinh tu ctia doan chén ADN khéc loai, cac trinh tu tiép hop, hodic céc trinh ty kep
sudn tir sy kién chuyén gen MON 87708 clia cdy dau tuong (v6i cdc miu hat tiéu biéu
bao gbdm su kién chuyén gen MON 87708 di dugc ndp luu tai ATCC PTA-9670) c6 thé
duge xac nhén (va duoc hiéu chinh néu cin thiét) bang cach khuéch dai cac trinh tu d6
tir sw kién chuyén gen c6 st dung cac doan mdi c6 ngudn gdc tir céc trinh ty dugc cung
clp theo sang ché theo sy trinh tw ma ADN tiéu chuin ctia amplicon hoic cia ADN

duoc tach dong.

Theo sang ché, thut ngit "bao gdm" nghia l1a "bao gém)nhung khong chi giéi han

Céc vi du sau ddy dugc bao gdbm dé ching minh céc vi du vé cac phuong 4n dugc
vu tién nhit dinh cta sang ché. Ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét
nay s& danh gi4 cao ring cic k¥ thust duge boc 10 trong céc vi du ma sau khi trinh bay
céc phuong phép tiép can nay, s& thuc hién dugc sang ché, va do d6 c6 thé duoc xem 13
céc vi du cAu thanh dbi véi cac mé hinh wu tién dé thyc hién sang ché. Tuy nhién, nguoi
c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat khi dtng trén géc do ciia boc 1§ ndy s&
danh gi4 cao rang c6 thé dua ra nhitng sta dbi @6i voi cac phuong 4n cu thé di duoc boce
16 va van thu duoc két qua gidng hodc trong tuy ma khong vuot qua pham vi va y tudng

cta sang che.
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Vi du thue hién sang ché

Vi du 1: Bién nap ctia A3525 d4u twong va chon su kién chuyén gen MON 87708

Sy kién chuyén gen MON 87708 ciia cdy ddu twong dd duoc tao ra bang sy bién
nap gian tiép bdi Agrobacterium clia dau twong. Té bao dau twong duge bién nap va tai
sinh thanh c4y d4u trong hoan chinh va timg ciy nay duoc lya chon dbi véi tinh nguyén
ven ciia cdu tric bidu hién cia cdy va c6 strc dé khang v6i dicamba. Tir quin thé nay, su

kién chuyén gen MON 87708 clia cay d4u twong di dugc chon va dugc mo ta dic tinh.

Cay dau twong chuyén gen MON 87708 chiu dwgc dicamba da duoc phat trién
thong qua su bién nap gian tiép thong qua Agrobacterium tir md phan sinh clia cay dau
turong bang cach sir dung vecto bién nap PV-GMHT4355. Phuong phap da duge mb ta
trong US 6,384,301 (dugc dua vao ban mo ta 1am tai li€¢u tham khdo), cho phép tao ra
céc ciy bién nap ma khong can théng qua thé san. Tom lai, cdc mo phan sinh thu duoc
tir t4i phoi cia hat ddu twong A3525 da moc mam (Asgrow, St Louis, MO). Sau khi nu6i
cdy ddng thoi véi Agrobacterium mang vecto, md phan sinh nay dugc cly trén moi
treong chon loc chira glyphosate (Monsanto, St Louis, MO), mubi carbenicillin dinatri,
mudi cefotaxim natri, va mubi ticarcillin dinatri/hdn hop kali clavulanat d& @c ché su
sinh trudng cta cac té bao cdy dugc bién nap va Agrobacterium du. Cac mod phan sinh
sau d6 dugc dit trong mdi trudng thich hop dé phat trién chdi va ré cdy. Cay hoan chinh
6 1& v6i céc tinh chét kiéu hinh da duoc chon va duge dua ra tréng vao dit phét trién

va dugc danh gid thém.

Céc cdy RO da duoc tao ra thong qua su bién nap & trén dd dugc chuyén ra dat
tréng dé sinh trudng va sau d6 dugce tu thu phén dé tao ra hat R1. Trong qua trinh tu thu
phén tiép theo cta cac cdy RO @ tao ra thé hé R1, cac doan chén chua lién két cia T-
ADN I (cAu trtc biéu hién dmo) va T-ADN II (cu tric biéu hién cp4 epsps) duoc phan
tach. Sir dung mot lwong khong gay chét ciia glyphosate cho cay R1. Cay bi ton thuong
it nhit duoc chon cho céc phan tich khac, trong d6 cac cdy khong c6 biéu hién ton
thwong, nghia 13, chira T-ADN II (c4u tric biéu hién cp4 epsps) dugc loai bo khoi su
phat trién tiép theo. Sau d6, c4c cay RO chira doan chén T-ADN I (nghia la, cAu tric gen
dmo) dd dugce nhan biét. C4u triic bidu hién T-ADN I chira ving khéi dong ctia virut
Peanut Chlorotic Streak (PCISV) ¢6 céc ving ting cuong gip d6i (P-PCISV.FLt-enh);
duoc lién két mot cach c6 kiém soéat véi trinh tu ddn ddu ADN c6 ngudn gbc tir ARN

phién ma cua virut Etch cua cay thube 14 (L-TEV); duogc lién két mot cach c6 kiém soat
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véi phan tt ADN mé hoa peptit dot bién trong luc lap dau N tir tiéu don vi ribuloza 1,5-
bisphosphat carboxylaza (SSU) cua Pisum sativum (TS-RbcS-3C); dugc lién két mot
cach c6 kidm soat v6i mot phin cia protein trudng thanh tir don vi tidu don vi ribuloza
1,5-bisphosphat carboxylaza (SSU) cta Pisum sativum (CR-RbcS-3C); duoc li€n két
mot cach c6 kiém soét véi phan tt ADN ma hoa mono-oxygenaza (DMO) dicamba ciia
Stenotrophomonas maltophilia (Pseudomonas maltophilia 1a tén gbc cia ngudn chira
gen DMO. Sinh vét nguén nay sau d6 dugc phan loai ban dau 13 Xanthomonas
maltophilia va sau d6 1a Stenotrophomonas maltophilia); dugc lién két mot cach co kiém
sodt voi phan tir 3> UTR ADN c6 ngudn gbc tir gen tiéu don vi ribuloza 1,5-bisphosphat
carboxylaza ctia Pisum sativum (T-Ps.RbcS2-E9). Cay duoc chon bing cach két hop cac
k¥ thudt phén tich, bao gbm phan tich TagMan, PCR va phun thudc diét cé. Su kién
chuyén gen MON 87708 dugc chon trong s6 gin 2400 su kién chuyén gen riéng biét
trén co s& phan tich cac ddc tinh kiéu hinh vuot troi va phén tich dic trung phén tir da
biét, va su lién két haplotype mong mubn. Su kién chuyén gen MON 87708 sau d6 dugc
lai v6i su kién chuyén gen MON 89788 (chiu dugc glyphosate). Thé hé con lai clia su
lai ndy dugc xt 1y v6i dicamba (Clarity®, BASF, Research Triangle Park, NC),
glyphosate (Roundup WeatherMAX®, Monsanto Co., St Louis, MO), hodc dugc xir Iy
ddng thdi voi dicamba va glyphosate. Céc xt Iy da duoc thye hién vao luc trude khi
trong, sau khi trdng cdy & giai doan sinh trudng sinh dudng 3 (V3) va sau khi trdng ciy
¢ giai doan tai sdn xuét 1 (R1). Cay dugc xit ly dugc tinh phén trim su Gc ché sinh
trudng vao ngay 14 sau khi xit ly (DAT) d6i véi viée xtt Iy bang thudc diét c6 trude khi
tréng cdy, 3DAT dbi vai viee xtr ly sau khi moc mam tai giai doan VE, va dbi véi viec
xtr ly sau khi moc mam 3 DAT tai giai doan R1. (Cac) thudc diét c6 da duoc st dung
v&i cée ty 18 khac nhau trén mdi hecta dugc trinh bay trong bang 1. Céc phép do sy tc

ché theo phén trim biéu hién gi4 tri trung binh cia cic l4n 13p lai.

Bang 1: Thir nghiém kha néng chiu Dicamba va/hodc Roundup WeatherMAX® badi

MON89788 x MON 87708
Thudc diét cé % trc ché tai | % e ché tai | % e ché tai
(Ty 1& gm/ha (Ib/a)) 14DAT | 3DAT SAU | 3 DAT SAU
TRUGC (V3) R1)
Khong xt ly/khéng c6 thude diét co 0,0 0,0 0,0
Roundup WeatherMAX® (3364 (3,0)) 0,0 0,0 0,0
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Thudc diét co % ttc ché tai | % e ché tai | % e ché tai
(Ty 18 gm/ha (Ib/a)) 14DAT | 3DATSAU | 3 DAT SAU
TRUOC (V3) R1)
Clarity® (2244 (2,0)) 0,0 10,0 20,0
Clarity®561 (0,5 va Roundup 0,0 5,0 10,0
WeatherMAX® (841 (0,75))
Clarity® (1120 (1,0)) va Roundup 0,0 7,5 12,5
WeatherMAX® (1682 (1,5))
Clarity® (2244 (2,0)) va Roundup 0,0 22,5 25,0
WeatherMAX® (3364 (3,0))

Gen chiu thudc diét ¢6 da duoc sép dit trong sy kién chuyén gen MON 87708 ciia

cay dau tuong d8 lién két nhom 9 tai vi tri sip dat gin 143.5. Cira sb halotype két hop

19743 va 19767 khong c¢6 anh hudng 1én nédng suét, su chin, chiéu cao hoic su db rap.

Théng tin két hop halotype di dugc cung cAp trong bang 2 trong d6 GM_A92205 chi
dinh su kién chuyén gen MON 87708.

Bang 2: Sy két hop Haplotype LG9, Pos 143.5

Su kién Cira s6 ID Nang | Sy | Chiéu Sl‘;r Trinh tu N}.lf’) m

chuyén gen | haplotype | haplotype sudt | chin | cao do haplotype he;n

rap ket
GM_A92205 | 19743 1573355 | 0,00 | -0,03 | 0,06 | 0,04 | CGCTG 9
GM_A92205| 19743 1573357 | 0,00 | 0,07 | -0,03 | -0,04 | CGCTA 9
GM_A92205 | 19743 1573371 | 0,00 | -0,09 | -0,41 | -0,09 | CCCTG 9
GM_A92205 | 19743 1573373 | 0,00 | -0,20 | -0,01 | -0,03 | TG*GG 9
GM_A92205| 19743 1573374 | 0,00 | -0,08 | -0,07 | 0,05 TG*GA 9
GM_A92205| 19743 1573375 | 0,00 | -0,15 | 0,05 | 0,04 | CCCTA 9
GM_A92205 | 19743 1573376 | 0,00 | -0,45 | -0,14 | 0,00 TC*GG 9
GM_A92205 | 19767 1573486 | 0,00 | 0,00 | -0,03 | 0,00 | TACGGTC 9
GM_A92205 | 19767 1573493 | 0,00 | 0,00 | 0,22 | 0,00 | AACAATT 9
GM_A92205| 19767 1573494 | 0,00 | 0,00 | 0,03 | 0,00 | TACAATC 9
GM_A92205 | 19767 1573495 | 0,00 | 0,00 [ 0,07 | 0,00 | TGAAACC 9
GM_A92205| 19767 1573497 | 0,00 | 0,00 | 0,41 | 0,00 | TACGGTT 9
GM_A92205 | 19767 1573499 | 0,00 | 0,00 | -0,01 | 0,00 | TGAAACT 9
GM_A92205 | 19767 1573500 | 0,00 | 0,00 | 0,06 | 0,00 | TGAGACC 9
GM_A92205| 19767 1573502 | 0,00 | 0,00 | -0,07 | 0,00 | AACAATC 9
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Sukién | Cuash ID  |Nang| Sw |Chidu| 5% | Trnhtg | oM
2 % ; do lién
chuyén gen | haplotype | haplotype | suat | chin | cao rap haplotype 1t
GM_A92205| 19767 1573503 | 0,00 | 0,00 | 0,08 | 0,00 | AACGATC 9
GM_A92205 | 19767 1573504 | 0,00 | 0,00 | 0,07 | 0,00 | TACAGTC 9
GM_A92205 | 19767 1573506 | 0,00 | 0,00 | -0,03 | 0,00 | AACGATT 9
GM_A92205 | 19767 1573507 | 0,00 | 0,00 | 0,20 | 0,00 | TGAAATT 9

Vidu 2: M6 ta dac diém cua cac trinh ty ADN trong MON 87708

ADN dugc chén vao hé gen cla cdy dau twong MON 87708 va trinh ty kep suon
d3 dugc md ta dic tinh bing cdc phén tich phén tir chi tiét. Cac phén tich ndy bao gbm:
trinh tu chén, sb luong doan chén (s6 vi tri tich hop trong hé gen dau tuong), sd ban sao
(sb luong ban sao ctia ADN chuyén trong mdi vi trf), tinh nguyén ven ctia chu tric gen
duoc chén, cac trinh tu kep suon va sy két hop cia doan chen véi cac vung halotype cua

hé gen dau tuong).

Céc d4u do ADN phan ti d3 dugc st dung bao gdm cac ving ghi ma nguyén ven
va céc bd phan diéu hoa trong ting ciia n, céc ving khéi dong, cac intron, va céc trinh
tu polyadenyl hoa clia cdu tric biéu hién ctia cay. Két qua phén tich cho thdy ring MON
87708 chira doan chén ADN gen chuyén don c6 mdt ban sao clia cAu truc biéu hién. Céc
phén tich trinh ty PCR va ADN nguoc da dugc thuc hién dé x4c dinh cac doan tiép hop
hé gen chen vao cdy 5' va 3', x4c nhan su t8 chuc ctia cc yéu td trong doan cheén (Fig.1),
va xéc dinh trinh ty ADN hoan thién ctia doan cheén trong cdy dau twong MON 87708
(theo sang ché 13 trinh tu dugc néu trong SEQ ID NO: 5). Cdy du twong chtra céc yéu
t6 di truyén gen chuyén dugc lién két v6i hé gen ctia n6 dugc trinh bay trong Fig.1 va

khang dicamba l1a mdt khia canh cta sang che.

Céc trinh tu kep suon doan chén ADN gen chuyén trong MON 87708 d4 dugc xéac
dinh bing cach sir dung PCR nguoc nhu duge mo ta trong Ochman et al., 1990 (PCR
Protocols: A guide to Methods and Applications, Academic Press, Inc.) va/hodc cic k¥
thuat dich chuyén gen. ADN hé gen ciia cdy d4 dwugc phan lap tir ca hai dong dau twong
A3525 va dau tuong chuyén gen tir md duoc sinh truéng trong didu kién nha kinh chuén.

Khoang 1 gam md 14 non d3 dugc dua vao trong nito 1éng va duoc nghién thanh b6t min
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bing c6i ma ndo va chiy. ADN duoc chiét bang cach sir dung kit chiét tich ADN hé gen
Nucleon™ PhytoPure™ (RPN8511, Amersham, Piscataway, NJ) theo huéng dan cta
nha san xuét. Sau bude két tia cudi ciing, ADN dugc tai huyén phi héa trong 0,5 ml TE
( Tris-HC1 10mM c6 pH =8,0, EDTA 1mM). Phuong phép nay c6 thé dugc cai bién béi
ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thust twong Gng dé chiét tich ADN tir
mo bit ky ciia cay du tuong, bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, hat. Mot phin ADN
dugc cét bing enzym gidi han dugc chon dua trén diém phan ct gioi han ctia ADN gen
chuyén. Sau khi nbi cac doan cit boi enzym gidi han, PCR dd dugc thuc hién bé‘mg cach
str dung cac doan mdi duge thiét ké tir trinh tw ADN gen chuyén dé khuéch dai c4c trinh
tu kéo dai tir ddu 5' dén diu 3' cia ADN gen chuyén. Céc san phim PCR d3 duoc tach
ra bing cach dién di gel agaroza va dugc tinh ché bang céach st dung kit tinh ché gel
QIAGEN (Qiagen, Valencia, CA). Céc san phim ADN tiép theo dugc giai trinh tur truc
tiép bang cach sir dung cdc phuong thirc giai trinh tw ADN chuén. Trinh tu kep suon 5'
ma kéo dai dén trinh ty mép phai ciia ADN gen chuyén c6 céu tric biéu hién dugc md
ta trong SEQ ID NO: 3 [C], xem Fig. 1). Trinh tu kep suon 3' ma kéo dai dén trinh ty
mép trai cia ADN gen chuyén c6 cAu tric biéu hién duge mo ta trong SEQ ID NO: 4
[D], xem Fig. 1). Phin cia ADN c6 céu trc biéu hi¢n ma dugc tich hop ddy du vao
trong ADN hé gen ctia A3525 dugc mo ta la trinh ty néu trong SEQ ID NO: 5 ([E], xem
Fig. 1).

Cé4c trinh tu phan tr ADN phén 1dp duoc so sanh véi trinh ty ADN gen chuyén dé
nhén biét trinh tu kep sudn va doan ADN gen chuyén dugc phan 14p ddng thoi. Viée
x4c nhan sy ¢d mdt cua cAu trac biéu hién thu duoc béng PCR vé6i cac doan mdi dugc
thiét ké dua trén dit liéu trinh tu kep sudn duge suy ra va trinh ty ADN gen chuyén da
biét. Trinh ty kidu dai twong Gng v&i viing ma trong d6 ADN gen chuyén da dugc tich
hop trong dong bién nap dwgc phén 1ap bing céach st dung céc doan mdi duge thiét ké
tir céc trinh tu kep suon trong MON 87708. Céc phan tng PCR duoc thuc hién bang
céch st dung hé théng khuéch dai Elongase® (Invitrogen, Carlsbad, CA). Céc trinh tu
ADN kep suon trong MON 87708 va céc trinh tu kiéu dai A3525 dugc phan tich v6i
nhiéu co s& dit liéu nucleotit va protein. Thong tin ndy da dugc sit dung dé nghién ciru
mdi quan hé gitta gen chuyén i v6i hé gen cia cdy va dé tim kiém tinh nguyén ven
trong vi tri chén. Trinh tu kep suon va cdc trinh ty kiéu dai da duoc st dung dé thiét ké

céc doan mdi cho céc xét nghiém diém cubi TAQMAN® dugc st dung dé nhan biét sy
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kién chuyén gen. Céc xét nghiém tinh trang tiép hop giao tir da dugc phat trién sir dung

thong tin nay.
Vi du 3: Xét nghiém TAQMAN® diém cubi dic trung cho su kién chuyén gen

Vi du nay mé ta phuong phép khuéch dai nhiét TAQMAN® diém cudi dic trung
cho su kién chuyén gen dugc phat trién ¢ nhan biét sy kién chuyén gen MON 87708
trong mAu. C4c vi du thuan l¢i v6i phuong phip TAQMAN® diém cudi dic trung cho
su kién chuyén gen MON 87708 bao gbém cic buéc: budc 1: nude c6 dién trér 18 mQ
duoc didu chinh dén thé tich cubi 12 10 pl. Bude 2: 5,0 ul ciia Universal Master Mix 2X
(dNTPs, enzym, chéit dém) dén néng do cudi cung la 1X. Buédce 3: 0,5 pl hdn hop doan
mdi-1 cho su kién chuyén gen (SQ13570) va doan mdi-2 cho sy kién chuyén gen
(SQ13571) (dugc huyén phit héa trong nudc c6 dién tré 18 mQ dén ndng d6 20 uM cho
mdi doan mdi) dén ndng d6 cudi 1a 1,0 uM (vi dy, trong dng ly tim cuc nho, cac yéu tb
sau ddy s& dugc bd sung dé dat dén 500 ul & ndng @6 cubi 1a 20uM: 100 ul doan mdi
SQ13570 (SEQ ID NO: 9) & ndng dd 100 uM; 100 ul doan moi SQ13571 (SEQ ID NO:
10) & ndng d6 100 uM; 300 pl nuéce 6 dién tré 18 mQ). Bude 4: 0,2 pl dau do PB4655
ciia sy kién chuyén gen c6 nhan 6-FAM™ (dugc ti huyén phil hoa trong nuée ¢6 dién
tré 18 mQ dén ndng do cudi 13 10 pM (SEQ ID NO: 11) dén ndng d6 cudi 14 0,2 pM.
Budce 5: 0,5 ul hdn hop doan moi d6i chiig cuc bd-1 va doan mdi dbi ching cuc bd -2
(dugc tai huyén phit héa trong nudc cb dién tré 18 mQ dén ndng @ 12 20 uM cho mdi
doan mdi) dén ndng d6 cudi cing 12 1,0 uM. Buée 6: 0,2 pl d4u do Internal Control VIC
™ ¢én ndng d6 cudi cing 1 0,2 pM (duogc téi huyén phit héa trong nudc c6 dién try 18
mQ dén ndng do cudi 13 10 M) Bude 7: 3,0 ul ADN d4 chiét tach (khudn) cho mdi mau
v6i ting chit sau ddy bao gébm: 1. Cc miu 14 can duoc phan tich; 2. Pbi chimg 4m
(ADN khong chuyén gen); 3. Pdi chiing nuéc 4m (khong c6 khudn); 4. MON 87708
ADN dbi chimg duong. Budc 8: Diéu kién may luan nhiét nhu sau: Mot chu ky tai 50°C
trong 2 phut; mot chu ky tai 95°C trong 10 pht; muoi chu ky tai 95°C trong 15 gidy,
sau do tai 64°C trong 1 phuat véi -1°C/chu ky; ba muoi chu ky tai 95°C trong 15 gidy
sau d6 tai 54°C trong 1 phut; chu ky cubi cling tai 10°C.

Céac doan mdi ADN duogc sit dung trong xét nghiém diém cubi 1 cac doan mdi
SQ13570 (SEQ ID NO: 9), SQ13571 (SEQ ID NO: 10) va diu do PB4655 nhén
6FAM™ (SEQ ID NO: 11. 6-FAM™ 1a san phim thudc nhu¢m huynh quang cﬁa/
Applied Biosystems (Foster City, CA) dugc gén véi dau dd ADN. Déi véi cac dau do
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For TAQMAN® MGB™, hoat tinh enzym ngoai nhan 5' ciia polymeraza Taq ADN phan
cit dAu do tir ddu 5°, giita tin hiéu phat huynh quang va tin hiéu dép tat huynh quang.
Khi dugc lai véi ADN dich, tin hiéu dap tit huynh quang va tin hiéu phat huynh quang
dugc tach ra du dé tao ra tin hiéu huynh quang, do d6 phat huynh quang. SQ13570 (SEQ
ID NO: 9) va SQ13571 (SEQ ID NO: 10) khi duge st dung trong cdc phuong phap phan
rng nay voi PB4655 (SEQ ID NO: 11) tao ra amplicon ADN ¢6 thé chin doén cho su
kién chuyén gen ADN trong MON 87708. Cac d6i chiing cho phén tich nay bao gdm
d6i ching duong tir cdy dau twong chira ADN tir sy kién chuyén gen MON 87708, d6i
chirmg 4m tir cdy ddu twong khong chuyén gen, va dbi ching 4m khong chira ADN
khuon. Ngoai ra, d6i chimg cho phan tmg PCR bao gdm céc doan mdi ddi ching cuc bd
va dau do dbi chimg cuc bd, dic trung cho gen sao chép don trong hé gen Glycine.
Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thut twong (g s& biét cach thiét ké
doan mdi dic hidu cho gen sao chép don trong hé gen Glycine. C4c xét nghiém nay dugc
t6i vu hoa dé st dung v6i hé théng PCR 9700 Applied Biosystems GeneAmp® (chay
tai tbc d6 16m nhét) hodc may luan nhiét MJ Research ADN Engine PTC-225. Céc
phuong phap khac va thiét bj khéc duge ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc ky
thut trong ng biét ma tao ra amplicon nhan biét ADN trong su kién chuyén gen MON

87708 1a da biét trong linh vuc k¥ thuat ndy.

Céc cay RO chirng minh su ¢6 mit ctia cdu tric biéu hién duge cho phép phat trién
thanh céc cdy trudng thanh hoan chinh. Cac diu do dugc thiét ké trén co s& céc trinh ty
ctia cAu tric gen chuyén chiu dicamba da dugc st dung cho céc thit nghiém do thAm
tach Southern dé x4c dinh lién két. Cac cay RO ciing dd duogc dénh gid d6i voi sé ban
sao ctia cAu trac biéu hién st dung su két hop clia phan tich Southern vi TAQMAN®
diém cuéi.

Xét nghiém tinh trang tiép hop giao tir 14 hitu ich dé xéc dinh néu ciy chua sy kién
chuyén gen 1a déng nhét véi sy kién chuyén gen ADN; ma chira ADN ngoai sinh trong
cing vi tri trén mdi nhidm sic thé ctia cip nhidm sic thé; hogc khac véi su kién chuyén
gen ADN, ma bao gdm ADN ngoai sinh chi trén mot nhiém sic thé cta cgp nhiém sic
thé; hoic khong cé gid tri d6i voi su kién chuyén gen ADN, 1 thudc kiéu dai. Phuong
phap khuéch dai nhi¢t TAQMAN® diém cudi cling dd duoc sit dung dé phat trién cac
xét nghi€ém tinh trang tiép hop giao tit cho su kién chuyén gen MON 87708. Vi du nay
mo ta phuong phap khuéch dai nhiét TAQMAN® diém cubi dic trung cho su kién
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chuyén gen dugc phat trién d& xéac dinh tinh trang tiép hop giao tir cia su kién chuyén
gen MON 87708 trong mau. D6i voi xét nghiém ndy, ba doan mdi da dugc sir dung
trong d6 doan mdi $Q20632 (SEQ ID NO: 12) lai va kéo dai dic biét tir doan tiép hop
3’ cla ADN ngoai sinh dugc chén va ADN h¢ gen, doan mdi SQ20636 (SEQ ID NO:
13) lai va kéo dai dic biét tir ADN kep suon bén 3' cia ADN ngoai sinh dugc chén va
doan mdi SQ20637 (SEQ ID NO: 14) lai va kéo dai dic biét tr ADN hé gen t6i doan
duoc tich hop ADN ngoai sinh dugc chén. Ba doan mdi chén doan cho sy kién chuyén
gen. Trong vi du nay, doan mdi $Q20636 (SEQ ID NO: 13) va doan mdi SQ20632 (SEQ
ID NO: 12) va dau do PB10130 oligonucleotit ¢4 nhan 6-FAM™ (SEQ ID NO: 15) chén
doan khi c6 mdt ban sao ciia ADN ngoai sinh dugc chén. Trong vi du nay, SQ20636
(SEQ ID NO: 13) va doan mdi SQ20637 (SEQ ID NO: 14) va dau do PB10131
oligonucleotit nhan VIC™ (SEQ ID NO: 16) chén doan khi khong c6 ban sao ciia ADN
ngoai sinh dugc chén c6 trong ADN hé gen, nghia 13, kiéu dai. Khi ba doan mdi va hai
dau do dugc tron voi nhau trong phén tng PCR véi ADN dugc chiét tach tir cay dong
nhit v6i su kién chuyén gen MON 87708, khong c6 tin hi¢u huynh quang chi tir dau do
PB10130 oligonucleotit nhan 6-FAM™ (SEQ ID NO: 15) cho thdy ro va chin doan cho
cady déng nhét véi su kién chuyén gen MON 87708. Khi ba doan mdi va hai ddu do dugc
trdn voi nhau trong phan trng PCR véi ADN dugc chiét tach tir cay khac loai vé6i su kién
chuyén gen MON 87708, khong c6 tin hi¢u huynh quang chi tir dau do PB10130
oligonucleotit nhan 6-FAM™ (SEQ ID NO: 15) va dau do PB10131 oligonucleotit nhin
VIC™ (SEQ ID NO: 16) cho thiy rd va chin doan cho ciy khéc loai véi sy kién chuyén
gen MON 87708. Khi ba doan mdi va hai dau do dugc tron véi nhau trong phén tng
PCR vé6i ADN duoc chiét tach tir cdy ma khong c¢6 gia tri cho su kién chuyén gen
MON 87708 (nghia 13, kiéu dai), c6 tin hi¢u huynh quang tir chi diu do PB10131
oligonucleotit nhan VIC™ (SEQ ID NO: 16) cho thdy r6 va chin do4n 12 khong phai su
kién chuyén gen MON 87708, nghia 1a, kiéu dai. Céac vi du vé didu kién co ich véi
phuong phédp nay nhu sau: Bude 1: nude co dién tré 18 mQ duoc diéu chinh dén thé
tich cudi 12 10 pl. Bude 2: 5,0 pl ctia Universal Master Mix 2X (Applied Biosystems cat
# 4304437; ANTPs, enzym, chit dém) dén ndng do cubi 13 1X. Budc 3: 0,5 pl ctia doan
mdi x4c dinh tinh trang tiép hop giao tir $Q20632, SQ20636, SQ20637 (dugrc tai huyén
phtt héa trong nude c6 dién trd 18 mQ dén ndng dd 1a 20 pM ddi v6i mdi doan mdi) dén

ndng d6 cudi 1 1,0 pM. Buée 4: 0,2 pl dau dd PB10130 nhan 6-FAM™ (SEQ ID NO:
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15) (duoc huyén phi hoéa trong 18 mQ nuéce dén ndng d6 10 uM) dén ndng d6 cubi 1a
0,2 pM. Budc 5: 0,2 pl dau do PB10131 nhan VIC™ (SEQ ID NO: 16) (dugc téi huyén
phu héa trong 18 mQ nude dén ndng d6 10 uM) dén ndng dd cudi 1a 0,2 pM. Buéc 6:
3,0 ul ADN da chiét tach (khu6n) cho mdi mau véi ting chét sau dy bao gdm: 1. Cac
mAu 14 cAn phén tich (4-80 ng ctia ADN h¢ gen di dugc pha loang trong nudc); 2. Déi
chirng 4&m (ADN déu tuong khong chuyén gen; 4 ng dd dugc pha loang trong nuéc); 3.
DPéi chimg nudc 4m (khong khudn; dung dich trong d6 ADN da dugc tai huyén phi
héa); 4. ADN h¢ gen tt MON 87708 d6i chimg am tir sw kién chuyén gen khéc loai (4ng
duoc pha lodng trong nudc); 5. 4. ADN hé gen tir MON 87708 d6i chimg dwong tir su
kién chuyén gen ddng nhét (4ng dugc pha lodng trong nudc). Budc 7: Tron nhe. Bude
8: Didu kién may luén nhiét khi st dung hé thdng PCR 9700 Applied Biosystems
GeneAmp® (chay & tc d6 16n nhét) hoic may luan nhiét MJ Research ADN Engine
PTC-225 1a nhu sau: Mot chu ky tai 50°C trong 2 phut; mot chu ky tai 95°C trong 10
phut; mudi chu ky tai (95°C trong 15 gidy sau d6 64°C trong 1 phut (-1°C/chu ky); ba
muoi chi k¥ tai (95°C trong 15 gifly sau d6 tai 54°C trong 1 phut); tuy y thém 10 dén
20 chu ky (95°C trong 15 gidy sau d6 tai 64°C trong 1 phut (-1°C/chu ky) ¢ thé duoc
tao ra su tach quin thé phén biét hon trong phép phén tich TagMan® diém cubi; gitt mot

chu ky tai 10°C.

Vi du 4: Nhan biét su kién chuyén gen MON 87708 trong hoat dong nhan gidng
MON 87708 bt ky

Vi du sau m6 ta cach nhan biét MON 87708 trong thé hé con lai cua hoat dong gy
gidng bét ky st dung cdy déu twong chira sy kién MON 87708.

Cép doan mdi chira sy kién chuyén gen ADN dugc stir dung dé tao ra amplicon x4c
dinh su kién chuyén gen MON 87708. Amplicon chan doén su kién MON 87708 chira
it nhit mot trinh tu tiép hop, dugc dé cap theo sang ché 1a SEQ ID NO: 1 hoic SEQ ID
NO: 2 hodc SEQ ID NO: 7 hoac SEQ ID NO: 8. Céac cép doan mdi cho sy kién chuyén
gen s& tao ra amplicon chdn doan cho MON 87708 bao gdm cip doan mbi trén co s&
cac trinh tu kep sudn va cAu tric biéu hién dugc chén. Dé thu duoc amplicon chin doan
phat hién SEQ ID NO: 1, doan mdi dugc thiét ké & phia trude dua theo trinh ty néu trong
SEQ ID NO: 3 tinh tir cdc bazo 1 dén 1126 va doan mdi nguge dugc thiét ké dya theo
trinh ty kep sudn 3> cia cdu trac biéu hién dugc chén, SEQ ID NO: 5 tir bazo 1 dén

3003, trong d6 c4c phan tir doan mdi c6 chiéu dai vira du bao gbm céc nucleotit lién ké
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dé 1ai mot cach dic hidu véi trinh ty néu trong SEQ ID NO: 3 va SEQ ID NO: 5. Pé thu
dugc amplicon chén doén trong d6 SEQ ID NO: 2 dugc tim thiy, mot nucleotit s& thiét
Kké phén tr doan mdi & phia trude dua trén catxét biéu hién duoc chén, SEQ ID NO: 5
tir cdc vi tri 1 qua 3003 va phan tir doan mdi nguoc dua trén trinh ty kep suon 3°, SEQ
ID NO: 4 tt bazo 131 dén 1947, trong d6 cc phén tir doan mdi c6 chidu dai vira du gom
cac nucleotit 1ién k& dé lai mot cach dic hidu véi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 4 va
SEQ ID NO: 5. Thyc tién, phan tit mdi duge thiét ké dé tao ra cac amplicon c¢6 pham vi
kich ¢& dugc gidi han, vi duy, tir 100 dén 1000 bazo. Céc amplicon c6 kich thuéc ngin
hon (chidu dai polynucleotit ngin hon) déu co thé duogc tao ra dé dang trong céc phan
tmg PCR, vdi thoi gian luén nhiét ngén hon, va d& dang dugc tach ra va duge hién thi
trén gel agarza trong cac xét nghiém gidng nhy TAQMAN® diém cudi. Cac amplicon
ngin hon c6 thé duge tao ra va dugc phét hién bang céc phuong phap phét hién amplicon
d3 biét trong linh vuc k¥ thudt ndy. Ngoai ra, cdc amplicon dugc tao ra bang céch s
dung cac cap doan mdi c6 thé duoc tach dong vao vecto, duge nhan gidng, duoc phan
1ap va duogc gidi trinh ty hodc co th dwogc giai trinh tu truc tiép bing cic phuong phap
d3 biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Cap doan mdi bét ky c6 bit ngudn tir viéc két hop
trinh ty néu trong SEQ ID NO: 3 va SEQ ID NO: 5 hoidc viéc két hop trinh tu néu trong
SEQ ID NO: 4 va SEQ ID NO: 5 ma hitu ich trong phuong phép khuéch dai ADN dé
tao ra amplicon chin doan MON 87708 hodc thé hé con lai ctia n6 va 1a mot khia canh
ctia sang ché. Mbi phén tir doan mdi polynucleotit ADN bét ky dwgc phén lap chira it
nhét 11 nucleotit lién tiép cua trinh ty SEQ ID NO: 3, hodc céc trinh tu bd sung cua no,
déu hitu ich trong phwong phap khuéch dai ADN dé tao ra amplicon chin doén
MON 87708 hoic thé hé con lai ctia né 13 mot khia canh cua sang ché. Mdi phén tir doan
mdi polynucleotit ADN bat ky dugc phan 18p chura it nhét 11 nucleotit lién tiép cta trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 4, hodc céc trinh tu bb sung ctia né, ma hitu ich trong phuong
phap khuéch dai ADN dé tao ra amplicon chin doan MON 87708 hozc thé hé con lai
clia n6 12 mot khia canh cia sang ché. Mbi phén tir doan mdi polynucleotit ADN duoc
phén 1ap bit k¥ chira it nhit 11 nucleotit lién tiép ca trinh ty néu trong SEQ ID NO: 5,
hodc céc trinh ty bd sung cia nd, ma hitu ich trong phuong phap khuéch dai ADN dé
tao ra amplicon chin doan MON 87708 hodc thé hé con lai ctia n6 13 mét khia canh ctia

séng cheé.

Vi dy vé didu kién khuéch dai cho phén tich ndy dugc minh hoa trong Vi dy 3. Tuy
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nhién, viée cai tién bit ky déi voi cac phuwong phap nay hoic viée sit dung céc doan moi
ADN tuong ddng hodc bd sung cho trinh ty néu trong SEQ ID NO: 3 hoic SEQ ID NO:
4 hoic cac trinh tu ADN cua céc yéu t6 di truyén c6 trong doan chén gen chuyén (SEQ
ID NO: 5) cia MON 87708 ma tao ra amplicon chén do4n cho MON 87708 déu thudc
pham vi bdc 10 cia sang ché. Amplicon chin doan bao gdm phén tit ADN tuong ddng
hodic bd sung cho it nhit mot ADN tiép hop gen chuyén/hé gen (SEQ ID NO: 1 hoic
SEQ ID NO: 2 hodc SEQ ID NO: 7 hogc SEQ ID NO: 8, hodc phén co ban cda nd.

Phép phén tich miu mo cta cdy tir sy kién chuyén gen MON 87708 c6 thé bao
gbdm d6i chimg duong tir sy kién chuyén gen MON 87708, dbi ching 4m tir cdy dau
tuong khong phai 1a sy kién chuyén gen MON 87708 (vi du,, nhung khong chi giéi han
&, A3525), va/hogc dbi chung am khong chira ADN hé gen du twong. Cp doan mdi
ma s& khuéch dai phan tt ADN d4u tuong ndi sinh c6 thé dap ung nhu dbi ching ndi
trong diéu kién khuéch dai ADN. Céc trinh tu doan mdi bd sung c6 thé duogc chon tir
nhém bao gém céc trinh tu néu trong SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, hodc SEQ ID NO:
5 boi ngudi ¢ hidu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuét nay dé khuéch dai ADN, va
cac didu kién duge chon dé tao ra amplicon bing cic phuong phap dugc trinh bay trong
Vi du 3 ¢6 thé khac, nhung déu tao ra amplicon chén doan cho ADN tir sy kién chuyén
gen MON 87708. St dung céc trinh ty doan mdi ADN nay véi cic cai bién dbi véi cac
phuong phéap trong Vi du 3 du thudc pham vi ctia sang ché. Amplicon dugc tao ra bdi
it nhit mot trinh tu doan mdi ADN c¢6 nguf“m géc tir trinh tu néu trong SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO: 4, hogc SEQ ID NO: 5 @ chén doan cho MON 87708 1a mdt khia canh

cuia sang che.

Kit phat hién ADN, chura it nhét mot doan mdi ADN ¢6 chidu dai vira da gém cac
nucleotit lién tiép c6 ngudn gde tir trinh tw néu trong SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4,
ho#c SEQ ID NO: 5 ma khi dugc st dung trong phuong phép khuéch dai ADN dé tao
ra amplicon chdn doan MON 87708 hoic thé hé con lai ctia n6 13 mdt khia canh ciia
sang ché. Cay dau tuong, phin ctia cdy, té bao cdy, hat, hogc hoic san pham hang héa
tir cy ddu tuong ma s& tao ra amplicon chén doén cho MON 87708 khi dwgc thir nghiém
trong phuong phép khuéch dai ADN 1a mdt khia canh cta sang ché. Xét nghiém cho
amplicon MON 87708 ¢6 thé dugc thuc hién bing cich sir dung hé thong PCR 9700
Applied Biosystems GeneAmp® (chay véi tdc dd 16n nhat) hoic may luan nhiét MJ
Research ADN Engine PTC-225 hodc hé¢ théng khuéch dai bat ky ma c6 thé duge sir
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dung dé tao ra amplicon chdn dodn cho MON 87708 nhu dugc trinh bay trong Vi duy 3.

Sé ndp luu hat tiéu biéu chura su kién chuyén gen MON 87708 cuia cay déu tuong
dugc dé cép & trén va trong yéu ciu bao ho di duoc thuc hién theo Hiép udc Budapest
v6i Bao tang giéng chudn vi sinh vat My (ATCC), 10801 University Boulevard,
Manassas, VA. 20110. S6 truy cap ATCC ciia s6 ndp lwu nay 1a PTA-9670. S6 ndp luu
sé& duoc bao quan trong co s& luu gilt voi thoi han 14 30 ndm, hodc 5 ndm sau yeu cau
cudi cling, hoic trong thdi gian c6 hiéu lyc cia sang ché, tiry theo thdi gian nao dai hon,

va s& duoc thay thé, néu cén, trong subt thoi ky do.

Twr su minh hoa va cdc nguyén ly ciia sang ché duge mo ta, séng ché s& r5 rang ddi
v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong k¥ thuat, sang ché c6 thé duoc sira dbi khac voi
trinh tu sép xép va trinh bay chi tiét ndy ma khong di tréch khéi céc nguyén ly d6. Cac
stra ddi néu trén déu thudc pham vi va ¥ tudng clia sang ché va ddu nim trong pham vi

dugc yéu cau bao hd.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Phan tr ADN tai td hop chua trinh tu nucleotit duoc chon tr nhom bao g6m cac

trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1-4 va 6-8 va cdc trinh tu bd sung diy du clia né.

2. Phan tir ADN t4i td hop theo diém 1, trong d6 phan tir nay chira trinh tw nucleotit
néu trong SEQ ID NO: 1.

3. Phan t&t ADN tai t& hop theo diém 1, trong d6 phan t& nay chira trinh ty nucleotit
néu trong SEQ ID NO: 2.

4. Phan tir ADN téi td hop theo diém 1, trong d6 phan tir nay chira trinh tu nucleotit
néu trong SEQ ID NO: 3.

5. Phan tr ADN tai td hop theo diém 1, trong d6 phéan t nay chira trinh tu nucleotit
néu trong SEQ ID NO: 4.

6. Phan tir ADN tai to hop theo diém 1, trong d6 phan tr nay chua trinh ty nucleotit
néu trong SEQ ID NO: 5.
7. Phan tir ADN téi t& hop theo diém 1, trong d6 phan tr nay chra trinh tu nucleotit
néu trong SEQ ID NO: 6.

8. Phan tir ADN tai t& hop theo diém 1, trong d6 phén tir nay chua trinh ty nucleotit
néu trong SEQ ID NO: 7.

9. Phan tr ADN tai t6 hop theo diém 1, trong d6 phin t&r nay chira cac trinh tu
nucleotit néu trong SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2.

10. Phan t& ADN tai t hop theo diém 1, trong d6 phén to nay chira cac trinh tu
nucleotit néu trong SEQ ID NO: 3 va SEQ ID NO: 4.

11. Phan t&r ADN tai t& hop theo diém 1, trong do phén tir nay chira cac trinh tu
nucleotit néu trong SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 8.

12. Phan tir ADN ti td hop theo diém 1, trong d6 phan tr ADN téi to hop nay 1a ADN
tir su kién chuyén gen MON 87708 ctia cdy déu tuong, mAu tiéu biéu ctia hat chua
trinh tu nay da dugc nop lwu tai ATCC v6i s6 np luu PTA-9670.

13. Phan tir ADN t4i t& hop theo didm 1, trong d6 phéan tr ADN téi t6 hop ndy 1a ADN
trong cdy dau tuong, té bao cdy dau twong, hat dau tuong, phan clia cdy du tuong,

hodc san pham hang hoa cua dau tuong.
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14. Poan mdi ADN chira trinh tu nucleotit c6 chiéu dai vira du gém trinh tu nucleotit
lién tiép néu trong SEQ ID NO: 6 hodc trinh tu bd sung dé“ly da cta no, trong d6 doan
mdi ADN nay dé chin doéan cho sy kién chuyén gen MON 87708 va trong d6 doan
mdi ADN nay lai trong diéu kién lai nghiém ngit voi phéan tr ADN chua trinh tu
nucleotit duge chon tir nhom bao gdm céc trinh tw néu trong SEQ ID NO:1-4 va 6-8 va
khong lai trong diéu kién lai nghiém ngit v&i phin tr ADN khong chuta trinh tu

nucleotit dugc chon tir nhom bao gém cac trinh tu néu trong SEQ ID NO:1-4 va 6-8.

15. PAu do ADN chira trinh tw nucleotit c6 chidu dai vira du gbm trinh tu nucleotit lién
tiép néu trong SEQ ID NO: 6 hodc trinh ty bd sung day du cia né, trong do dau do
ADN nay dé chan doan cho sy kién MON 87708 va trong do6 dau do ADN nay lai
trong diéu kién lai nghiém ngét v6i phan tt ADN chira trinh tu nucleotit dugc chon tu
nhém bao gdm cac trinh ty néu trong SEQ ID NO:1-4 va 6-8 va khong lai trong diéu
kién lai nghiém ngit v6i phan tir ADN khong chira trinh tu nucleotit dugc chon tir

nhém bao gdm céc trinh tu néu trong SEQ ID NO:1-4 va 6-8.

16. Cap phén tr ADN bao gdm phan tr ADN thur nhét va phan tt ADN thr hai khéac
v0i phan tr ADN th nhét, trong do6 ting phan tir ADN thir nhét va thir hai nay chira
cac trinh tw nucleotit c6 chiéu dai vira du bao gdm cac nucleotit lién tiép cua trinh tu
néu trong SEQ ID NO:6 hodc trinh ty bd sung day du cia no, c6 chic nang nhu cac
doan mdi ADN khi chiing cang dugc st dung trong phan tng khuéch dai v6i ADN tur
su kién chuyén gen MON 87708 dé tao ra amplicon dé phat hién ADN tur sy kién
chuyén gen MON 87708 ciia cdy dau twong trong mau.
17. Phuong phap phat hién su c6 mat ctia phan tr ADN tir sy kién chuyén gen MON
87708 cua cay dau tuong trong mau, trong d6 phuong phéap nay bao gbm céc budc:
a) cho méu tiép xtc véi diu do ADN theo diém 15;
b) dwa mau va diu do ADN da néu vao diéu kién lai nghiém ngat; va
¢) phat hién su lai cia dau do ADN vé6i phéan tir ADN trong mau, trong do su lai cia
diu do ADN véi phan tir ADN ndy chi ra sy ¢c6 mat ciia phan tr ADN tir su kién
chuyén gen MOM 87708 ctia cdy dau twong trong mau.
18. Phuwong phap phét hién sy c6 mat cia phan tr ADN tir su kién chuyén gen MON
87708 cua cay dau tuong trong mau, trong d6 phuong phap nay bao gdm cac budc:

a) cho mau tiép xtc voi cdp phén tir ADN theo diém 16;
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b) thuc hién phan Ung khuéch dai du dé tao ra amplicon ADN chura trinh tu nucleotit
duoc chon tir nhém bao gém cac trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1-4, 6-8 va cac
trinh ty bd sung day dua clia no; va

¢) phat hién sy c6 mit ciia amplicon ADN trong phan tng, trong dé su c6 mat cua
amplicon ADN trong phan Gng nay chi ra sy c6 mat cua phén to ADN tur su kién

chuyén gen MON 87708 cua cdy du twong trong mau.

19. Phuong phap xac dinh tinh trang tiép hop giao tt cua cdy déu tuong hodc hat dau

tuong chua su kién chuyén gen MON 87708 cia cdy dau twong, trong d6 phuong phap

nay bao gdbm céc bude:

a) cho méau chira ADN dau tuong tiép xuc voi by doan mdi va bd du do co kha ning
san xuat amplicon thir nhét va amplicon thir hai;

b) thuc hién phan (g khuéch dai axit nucleic véi mau, by doan mdi va bo dau do;

¢) phat hién trong phan ung khuéch dai axit nucleic nay amplicon thir nhit dé phat
hién su kién chuyén gen MON 87708 va amplicon thir hai dé phat hién ADN hé gen
déu twong tu nhién khong chira sy kién chuyén gen MON 87708; va

d) phan tich sy c6 mat va/hodc khong c6 mat amplicon thir nhét va amplicon thit hai da
néu trong phan Ung khuéch dai axit nucleic, trong dé néu c6 mit cia ca hai
amplicon chi ra mau da néu 1a khac loai vai su kién chuyén gen MON 87708 va néu
chi c6 mit cua amplicon thir nhét chi ra miu da néu 1a dong nhét vé6i su kién chuyén

gen MON 87708.

20. Phuong phéap theo diém 19, trong d6 bd doan mdi bao gdm céc trinh tw néu trong

SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13 va SEQ ID NO: 14.

21.Phuong phép theo diém 19, trong d6 bd du do bao gdm céc trinh ty néu trong SEQ
ID NO: 15 va SEQ ID NO: 16.

22. Kit dé phat hién ADN, trong d6 kit nay bao gbm cip doan mdi ADN hodc it nhat

mot dau do ADN, trong do:

a) cap doan mdi ADN chira it nhat mot phan t¢ ADN chtra trinh tu nucleotit ¢6 chiéu
dai vira di bao gbdm trinh tu nucleotit lién tiép ctia trinh tu néu trong SEQ ID NO: 6
hodc céc trinh tu bd sung day du cua no, trong do cap doan moi ADN c¢6 kha nang
san xuét amplicon dé phat hién sy kién chuyén gen MON 87708; va

b) it nhit mot dAu do ADN dé phat hién sy kién chuyén gen MON 87708,

-41-



19737

23. Cay dau tuong tai t6 hop, trong d6 cdy dau twong nay chua cac trinh tur nucleotit
néu trong SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2 va phan tr axit nucleic ma héa dicamba
mono-oxygenaza (DMO).

24. Cay dau tuong tai tb hop theo diém 23, trong d6 cdy ddu twong nay c6 kha ning

chiu duge khi xir Iy bang thude diét co dicamba.

25. Cay dau tuong tai td hop theo diém 23, trong d6 hé gen cta cdy dau tuong nay tao
ra amplicon chtra phén tr ADN dugc chon tur nhom bao gdm céc trinh tu néu trong
SEQ ID NO:1-4 va 6-8 va cac trinh tu b6 sung day di ctia nd, khi dugc kiém tra bang
phuong phap khuéch dai ADN.

26. Hat ctia cdy ddu tuong tai td hop, trong d6 hat nay chira céc trinh tu nucleotit néu
trong SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2 va phan tt axit nucleic ma héa dicamba mono-
oxygenaza (DMO).

27. Hat cua cdy dau tuong tai t6 hop theo diém 26, trong d6 hat nay c6 kha ning chiu

dugce khi xtr 1y bing thude diét cé dicamba.

28. Hat cua cdy déu tuong tai td hop theo diém 26, trong d6 hé gen cia hat nay tao ra
amplicon chira phan tr ADN dugc chon tir nhém bao gém céc trinh ty néu trong SEQ
D NO: 1-4 v 6-8 va céc trinh tu b sung ddy du ciia no, khi dugc kiem tra bang

phuong phap khuéch dai ADN.

29. Té bao cua cay dau tuong tai t6 hop, trong do té bao nay chra cac trinh tu nucleotit
néu trong SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2 va phan tir axit nucleic md héa dicamba
mono-oxygenaza (DMO).

30. Té bao cua cdy diu tuong tai t6 hop theo diém 29, trong d6 té bao nay c6 kha ning
chiu duoc khi xur Iy bing thubc diét cé dicamba.

31. Té bao cua ciy dau tuong tai td hop theo diém 29, trong d6 hé gen cia té bao nay
tao ra amplicon chtra phan tt ADN duoc chon tir nhém bao gdm cac trinh tu néu trong
SEQ ID NO: 1-4 va 6-8 va céc trinh tu b sung diy da cta nb, khi dugc kiém tra bing
phuong phap khuéch dai ADN.

32. Phan cia cdy dau tuong tai td hop, trong do phan ctia cdy ddu tuong nay chira cac
trinh tu nucleotit néu trong SEQ 1D NO: 1 va SEQ ID NO: 2 va phan tir axit nucleic

ma hoa dicamba mono-oxygenaza (DMO).
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33. Phén cla ciy dau tuong tai t6 hop theo diém 32, trong d6 phan cia cdy dau tuong

nay c6 kha nang chiu dugc khi xur Iy bang thudc diét co dicamba.

34. Phan cta cdy ddu tuong tai t6 hop theo diém 32, trong d6 hé gen cua phan ctia cy
dau tuong ndy tao ra amplicon chira phén t ADN duoc chon tir nhém bao gdm cac
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1-4 va 6-8 va cac trinh tu bd sung day di cta no, khi
duoc kiém tra bang phuong phap khuéch dai ADN.

35. Cay dau tuong, trong do6 cdy dau tuong nay chira su kién chuyén gen MON 87708
cua cay dau tuong, mau tiéu biéu cta hat chira su kién chuyén gen nay dugc ndp luu

tai ATCC véi sb truy cap PTA-9670.

36. Cay dau tuong theo diém 35, trong d6 cdy ddu twong nay la dang lai ¢ it nhét mot

cay bb me chura sy kién chuyén gen MON 87708 ctia cay dau tuong.

37. Hat cay dau twong, trong d6 hat cay dau tuong nay chtra su kién chuyén gen MON
87708 cua cay dau tuong, mau tiéu biéu cta hat chira su kién chuyén gen dugc nop luu

tai ATCC véi sb truy cép PTA-9670.

38. Hat cay dau tuong theo diém 37, trong d6 hat cdy déu twong nay la dang lai co it

nhit mot cdy bd me chira su kién chuyén gen MON 87708 cua cdy déu tuong.

39. Vit liéu thuc vat khong séng, trong do vat liéu nay chira cac trinh tu nucleotit néu
trong SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2 va phan tir axit nucleic ma hoa dicamba mono-
oxygenaza (DMO).

40. San pham hang hoa, trong do san phdm nay chira céc trinh tu nucleotit néu trong
SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2 va phan tr axit nucleic ma hoa dicamba mono-
oxygenaza (DMO).

41. San pham hang hoa theo diém 40, trong do san phim hang hoa nay duoc chon tir
nhoém bao g6m hat nguyén ven hodc da dugc ché bién, thic dn dong vat, dau, bot xay
thd, bot, gao €p, cam, gao duoc thdi phé)ng, stta, pho mat, giéy, kem, ruou vang, ruou,

sinh khdi va cac san pham nhién liu.

42. Phuong phap phong trir ¢ dai trén canh ddng, trong d6 phuong phap nay bao gbém
budc trong cdy ddu tuong chira sy kién chuyén gen MON 87708 cua cdy ddu tuong

trén canh ddng va str dung mot luong hitu hi¢u ctia thudc diét co dicamba dé phong trix
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¢6 dai trén canh dong ma khong lam ton thuong cdy ddu twong chira su kién chuyén

gen MON 87708 nay.

43. Phuong phéap theo diém 42, trong d6 luong hitu hiéu cta thudc diét co dicamba da
néu nim trong khoang tir 2,27 g (0,005 pound) dén 3,63 kg (8 pound) trén 0,4 hecta (1

mau Anh: acre).

44. Phuong phip phong trir c¢6 dai trén canh ddng, trong d6 phuwong phap nay bao gbm
budc st dung mot lugng hiru hi¢u cia thudc diét cé dicamba dé phong trir ¢6 dai trén
canh dong va sau do trong ciy dau twong chira su kién chuyén gen MON 87708 trén

canh dong nay.

45. Phuong phéap theo diém 44, trong do6 luong hitu hi€u cua thube diét co dicamba
nay nim trong khoang tr 2,27 g (0,005 pound) dén 3,63 kg (8 pound) trén 0,4 hecta (1
miu Anh: acre) va trong cay déu tuong chira sy kién chuyén gen MON 87708 cua cay
dau tuong dia néu trong vong 14 ngay su dung lugng hitu hiéu cua thube diét co

dicamba nay.

46. Phuong phap san xuét hat cdy dau tuong vé co ban khong co6 hat ctia cac loai ¢o

dai doc hai, trong d6 phuong phép nay bao gdm céc bude:

a) trong cdy dau twong chira sy kién chuyén gen MON 87708 trén canh dong;

b) sir dung mdt luong hitu hiéu cua thudc diét co dicamba cho canh dong dé tidu diét
¢6 dai doc hai trén canh ddng nay ma khong lam ton thuong ciy dau twong chira su
kién chuyén gen MON 87708 da néu; va

¢) thu hoach hat cua cdy déu tuong tir canh dong da néu.

47. Phuong phéap theo diém 46, trong do hat cua cac loai co dai doc hai da néu dugc
chon tir nhém bao gom: Cardaria spp., Heliotropium spp., Centaurea spp., Senecio
spp., Crotalaria spp., Solanum spp., Xanthium spp., Amsinckia spp., Cassia spp.,
Sesbania spp., Datura spp., Ricinus spp., Argemone spp., Corchorus spp., Impomoea
spp. va Echium spp..

48. Phuong phép san xult cdy dau twong chiu duwgc viéc s dung thube diét co
dicamba, trong d6 phwong phép nay bao gdm céc bude:

a) lai chéo cay dau tuong chuyén gen chira su kién chuyén gen MON 87708 cua cay

dau twong chtra phan tir nucleotit ¢6 trinh tu nucleotit duoc chon tir nhém bao gdm
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cac trinh tu néu trong SEQ ID NO:1-4 va 6-8 va céc trinh tu bd sung day du ctia no
voi cay dau tuong thir hai;

b) chon hat duoc tao ra tir su lai chéo da néu;

¢) cho hat da néu sinh trudng dé tao ra cac cly thé hé con lai;

d) xtr ly céc cay thé hé con lai nay v6i dicamba; va

e) chon cdy thé hé con lai chiu dugc dicamba.

49. Phuong phép san xudt cdy dau twong chiu dugc viéc st dung thudc diét co

dicamba, trong d6 phuwong phap nay bao gbm cac budgc:

a) ty thu phén cdy dau tuong chuyén gen chtra su kién chuyén gen MON 87708 cua
cay dau tuong chira phén tir nucleotit ¢6 trinh tu nucleotit duge chon tir nhom bao
¢dm cac trinh ty néu trong SEQ ID NO:1-4 va 6-8 va cdc trinh tu bd sung day du
cua no;

b) thu hat dugc tao ra tir su tu thu phén da néu;

¢) cho hat da néu sinh truong dé tao ra cac cay thé hé con lai;

d) xtr ly céc cay thé hé con lai nay voi dicamba; va

e) chon cay thé hé con lai chiu dugc dicamba.
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<120> PHAN TU ADN TATI T® HOP CHUA SU KIEN CHUYEN GEN MON 87708 CUA CAY PAU
TUONG VA PHUONG PHAP SAN XUAT CAY PAU TUONG CHIU PUQC THUOC DIET cO
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<141> 2010-08-26
<150> 61/243,227
<151> 2009-09-17
<160> 16
<170> PatentIn phién ban 3.5
<210> 1
<211l> 60
<212> ADN
<213> Trinh ty nhin tao
<220>
<223> Phén ti ADN kham ctha ADN hé gen ADN cua cdy ddu tuong va ADN gen
chuyén
<400> 1
ttgatctcca tgagccattt agtctcacct tcaaacactg atagtttaaa ctgaaggcgg 60
<210> 2
<211l> 60
<212> ADN
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> Phan t0 ADN kham cua hé gen ADN cta ciy ddu tuong va ADN gen chuyén
<400> 2
tcattgctga tccatgtaga tttccecggac tttagctcaa aatgcatgta tttattagcg 60
<210> 3
<211> 1300
<212> ADN
<213> Trinh tyu nhin tao
<220>
<223> Phin tt ADN kham cua ADN hé gen cta ciy diu tuong va ADN gen chuyén
<400> 3
gtacaaataa aactttatct gtacatttcg ttagttaaat tatattttgt ccatcaaatt 60
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gttcctttaa
accaaataaa
tcattataat
gatgagtatg
gccctgttcet
tgttaggatc
agtaaaatta
cattcacatt
aaaatctgac
gtatattata
agttgatcta
ttggggaata
gacaaatgtt
cgtcaaaata
tttatagaga
tgcatgcatg
tgccaggaaa
ttatccgatt
tttaaactga
gctcgagegg
atggagccat
<210> 4

<211>

<212>
<213>

ADN
<220>
<223>

<400> 4
atgtactttc

ggtaattact
tttceceggac
gttctcatca
aagcaatgaa

ggacagttct

1947

attaaaatct
attttgacaa
ttataaaaat
tatgttttaa
caccctcaca
gtcgtcttet
taaatagaaa
gtaattcttt
atagtatatg
aacttgagtt
aaagtaagtt
tctttagtgt
ggtttttgta
tgaataaaag
ggtttgcaat
aaaataaatt
gcttagatct
tgagcattga
aggcgggaaa

ccgcagatct

gacgtaaggg

attttataat
ctttettttt
tttagctcaa
taatattgtg
gtatatagtg

gagattgatt
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aaaaactaac
gagtttaagt
aaataaattg
atgcgagatt
cctgctcagt
tttgcaataa
atttagttgt
tacattatta
tttagattaa
tggtataata
gaaggatacc
aaacaaaaag
ataatcattt
ttaaactctt
ttctgagttc
taagaggtaa
ccatgagcat
tctccatgag
cgacaatctg
tgagccaatc

cttacgccca

Trinh tu nhin tao

aacgctgcgg
ctccatattg
aatgcatgta
acaaaaatat
gatgcaatgt

ggcttcatgg

tttaccgtaa
tttatattat
ataattatat
ctgccgeegt
gtgaacttta
aaaattttca
aaaatttgaa
tttattacct
aatttgtaaa
ttttttatca
aaagggtaat
ccttataaat
taaatatgaa
aaattattga
tcaataactg
catttgaagt
ccacgagctt
ccatttagtc
atccccatca
aaagaggagt

tacgaaataa

acatctacat
accatcatac
tttattagcg
agctaggaaa
ctctatatat

ccctacggtg
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agaaatatgc
gattcttaag
gctatatcaa
tcgatatagt
aaagggactt
tctgtttaaa
atataaattt
aattataaat
tgtaagtttg
tcagactttg
ctaaacatgc
tatcatgtca
caacaggatt
tcataggttt
atgattaaat
ctcaccttca
atccacgagc
tcaccttcaa
agctagcttc

gatgtagacc

ttttgaattg
tcattgctga
ttctgtettt
gctttccatg
tcactagtcg

catctattac

attcatgtat
gaaatcatta
tttatgattt
tagcagtaga
tgttgacaaa
acgtttttat
aattagaatg
tatcaacaat
aattaaaaaa
gtataatatg
atgagaaatg
tactatatat
ttctttttac
gcaatttttt
gcgcatcgtt
tgtccgggge
atccacgagc
acactgatag
tgcaggtcct

taaagcaata

aaaaaaaatt
tccatgtaga
tcgttaattt
catattttgt
agaaaattgc

cattgtcttt

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1300

Phan tir ADN kham cua ADN hé gen ciia cdy diu tuong va ADN gen chuyén

60

120

180

240

300

360



gcatttgtca
cagtgcacat
tcatgccatt
aattgtaatt
ttaataacat
tttgacacgt
agggaaagaa
cttatcttgce
attattcatc
atgtgagaga
aatgatattg
aagggttttg
cacgtggcac
ctgaatagtg
agactattgce
ggtattatta
tccatgccac
aatataagtt
tataattcca
accatcaaat
ggcagaaact
tttacagaat
taaaataaag
ttcatgttgg
ataatttctg
taaattaatt
aaaatcatta
<210> 5

<211>

<212>
<213>

ADN

<220>
<223>

3003

tacaaaaagg
cttctgcaga
agtttgagat
ccattaaaga
aataatttga
gaaggggaca
agaatttgca
ttaaaatttg
aaagatcgat
tccaagatca
gggaaggtga
tgatttgtgce
aagtcacttg
gttcttatte
agtgttatta
tatactaata
tgaagtctga
tgtatattta
tgattccttg
caagcaaaga
ggtaattttt
atctgcaaaa
tatttaattt
atcgaatatt
atcttataag
ttatataatt

tcaagtgaat

19737

tggaccatat
atgtgtaggt
tgaacttaaa
taataagatt
agaaaaaaag
ctatgaaagc
cttaattagc
cttattgtgt
ctccaacctg
gaattctgga
aaaatatgta
ataagaatct
cagccaaaga
taatctcatc
atatcttaat
tacaattctg
aaccacattg
tatttcatat
attatcggag
tatggatgga
tcttcaactg
ccttgtgttg
caccataact
aaagatgtca
tcaaaataaa
aagatagatc

atgcaac

Trinh ty nhdn tao

Doan chén gen chuyén

tcatgttatg
taaccttatt
atctttaatc
tttggataga
taagggtcat
aaattacttt
actattttca
tattattatt
ccaggaaatc
aggtagtgct
gtactagtac
ttttgcattt
acctttctgt
aatatctaat
gatagactat
cattttccac
gcagattttg
ttttttagta
aatgatgtga
atgcctttaa
aatgctatgc
gagatcttac
tttaagatga
catctaatga
tcatgtaaat

caatgtgaac

-49-

taaaaacaaa
acacttgatt
aagatcttag
aattaattat
aatcatacta
tggttcctaa
aaattattat
attattgtta
cgctgatttg
gactaccaag
ttctactaca
gtctgtaagce
gaccaattat
tacctagtga
tgcagcagac
acttttcccc
ctatctagaa
catttttatt
tatgcaaacc
tggaaagatt
agtatgcagc
ctattgaata
tgttaaaatg
tactatgata
ataaattaat

tctaagacca

caaaatcacg
aagttaagtg
atatggaaaa
caattttaca
accagagtaa
aggttaggca
gtttcttttc
tgcatgatca
tttgcttcca
gtagcaaaat
aaatttcaaa
ttgaaaatta
gttccectgag
atatactact
agaaattaca
tgcccatget
attaaataac
ttgcacactc
acgagttaga
aattcaaagg
agatctttca

atgatatagg

atctatgcaa

aaaataaagt
tctecttetta

tgcatatata

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1947



<400> 5
tcaaacactg

cttctgecagg
gacctaaagc
gctgatgtga
aatttccacg
tgtagaccta
aaaggctgat
tttaaatttc
ttagtttgta
ttctcaacac
tgcagcaatt
tacgaacgat
cctectagggg
tcccagtgag
agtgcatgca
caccattgac
cggcgctgec
tcgecgetcta
gcttecgegec
ggctggaatt
cggetteget
gtcdcggcga
atcccgcecta
tcgacaacct
acgccttcga
tgaagattcc
ccccegtega
tcgcgétggc
tcctgacccec
gcatcgacga

aggaggacaa

atagtttaaa
tcctgetega
aataatggag
cctgteggte
gcaatgacga
aagcaataat
gtgacctgtc
cacggcaatg
ttgatcgaca
aacatataca
taaatcattt
agccatggcet
gcaatccgcc
gaaggtcaac
ggtgtggcct
gagagattcc
cgaggaactg
ccgccagccc
gctgagcgac
cgatggcggc
caacgtccge
tcecggecgetg
tcggacegtce
gatggacctc
ccggctggag
cggcggceacyg
cgcttggaac
gccggaaggc
cgagacggag
tccggagatg

ggtecgtecgtce

19737

ctgaaggcgg
gcggccgeag
ccatgacgta
tctcagaacc
tgtgacccaa
ggagccatga
ggtctctcag
acgatgtgac
cggtcgagaa
aaacaaacga
cttttaaagc
tctatgatat
gcaatggctc
actgacatta
ccaattggaa
cgggccatgg
tccgaaaagce
gacggtgtgg
ggcatcectcg
gggcagtgcg
tcctteecgg
gccgatectg
ggcggctatg
ggccacgccce
cgcgaggtga
ccgagegtge
gacatccgct
accccgaagg
gcgagctgece
gacggcgtgce

gaggcgatcg

gaaacgacaa
atcttgagcc
agggcttacg
tttacttttt
cgagatcttg
cgtaagggct
aacctttact
ctgtgcatcc
gacacggcca
atctcaagca
aaaagcaatt
cctctteege
cattcggcgg
cttccattac
agaagaagtt
ccaccttegt
cgctecggeeg
tcgeggceget
tcaacggcca
tccataaccc
tggtggagcg
gggcgatccc
ggcatgtcga
aatatgtcca
tcgtceggega
tgatggccaa
ggaacaaggt
agcagagcat
attatttctt
tgcgcagcetg

agcgccgcecg

-50-

tctgatccce
aatcaaagag
cccatacgaa
atgtttggcg
agccaatcaa
tacgcccata
ttttatattt
gctttgecta
taagcttgga
atcaagcatt
ttctgaaaat
tgtgacaaca
cctcaaatcc
aagcaatggt
tgagactctt
ccgcaatgec
gacgattctc
gctcgacatc
tctccaatge
gcacggcaat
cgacgcgctg
cgacttcgge
ctgcaactac
tcgcgccaac
cggtgagata
gttcctgege
gagcgcgatg
ccactecgege
cggctecteg
gcaggctcag

cgcctatgte

atcaagctag
gagtgatgta
ataattaaag
tgtattttta
agaggagtga
cgaaataatt
ggcgtgtatt
taaataagtt
tcctegagaa
ctacttctat
tttcaccatt
gtcagcecgtg
atgactggat
ggaagagtaa
tcctatttge
tggtatgtgg
gacacaccgc
tgtccgcecacce
ccctatcacg
ggcgcccgec
atctggatct
tgccgegteg
aagctgctgg
gcccagaccg
caggcgctga
ggcgccaata
ctcaacttca
ggtacccata
cgcaatttcg
gcgctggtcea

gaggcgaatg

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

1620

1680

1740

1800

1860



gcatccgccece
agaagcttga
ggtttcgatc
tcgacaacgt
gagtttgagt
atttactgtg
agagttaatg
tcttatttgt
taaaaatgtg
gtagttgtac
tgcaaatgtt
ttatgtaatt
ctcatggatt
gattgacaac
ggctgcagga
cceccatttgg
tttattgcectt
ttcattttat
actctttett
gac

<210> 6
<211>

<212>
<213>

ADN
<220>
<223>

<400> 6
gtacaaataa

gttcctttaa
accaaataaa
tcattataat
gatgagtatg

gccectgttet

5946

ggcgatgctg
gcagctcgaa
ggctcgectg
tcgtcaagtt
attatggcat
ttttttattc
aatgatatgg
tgtgtgttga
tcaaatcgtg
cattatgctt
actgaataca
ttccagaatc
tgtagttgag
atgcatcaat
attcgatatc
acgtgaatgt
tcgcctataa
aataacgctg

tttcteccata

aactttatct
attaaaatct
attttgacaa
ttataaaaat
tatgttttaa

caccctcaca

19737

tcgtgcgacg
gccgectgaa
tccecggegat
caatgcatca
tgggaaaact
ggttttcget
tcettttgtt
atttgaaatt
gcctctaatg
attcactagg
agtatgtcct
cttgtcagat
tatgaaaata
cgcggecget
aagctttggc
agacacgtcg
atacgacgga
cggacatcta

ttgaccatca

Trinh tuy nhin tao

gtacatttcg
aaaaactaac
gagtttaagt
aaataaattg
atgcgagatt

cctgectcecagt

aagccgcagt
ccggcttatg
attctagagc
gtttcattge
gtttttcttg
atcgaactgt
cattctcaaa
ataagagata
accgaagtta
caacaaatat
cttgtgtttt
tctaatcatt
ttttttaatg
ctagaactag
gcgccaaatc
aaataaagat
tcgtaatttg
catttttgaa

tactcattgce

ttagttaaat
tttaccgtaa
tttatattat
ataattatat
ctgcecgeegt

gtgaacttta

-51-

ccgtgtecage
ctgcacgggc
tttegttegt
gcacacacca
taccatttgt
gaaatggaaa
ttaatattat
tgcaaacatt
atatgaggag
attttcagac
agacatttat
gctttataat
cattttatga
tggatcccce
gtgaagtttc
ttccgaatta
tcgttttatc
ttgaaaaaaa

tgatccatgt

tatattttgt
agaaatatgc
gattcttaag
gctatatcaa
tcgatatagt

aaagggactt

cgcgagatcg
ggggcggggc
atcatcggtt
gaatcctact
tgtgcttgta
tggatggaga
ttgtttttte
ttgttttgag
taaaacactt
ctagaaaagc
gaactttcct
tatagttata
cttgccaatt
cctttaaggg
tcatctaagce
gaataatttg
aaaatgtact
attggtaatt

agatttcccg

ccatcaaatt
attcatgtat
gaaatcatta
tttatgattt
tagcagtaga

tgttgacaaa

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3003

Phin t& ADN kham cta ADN hé gen clia cdy ddu tuong va ADN gen chuyén

60

120

180

240

300

360



tgttaggatc
agtaaaatta
cattcacatt
aaaatctgac
gtatattata
agttgatcta
ttggggaata
gacaaatgtt
cgtcaaaata
tttatagaga
tgcatgcatg
tgccaggaaa
ttatccgatt
tttaaactga
gctcgagcgg
atggagccat
tcggtetcte
tgacgatgtg
aataatggag
cctgtecggtce
gcaatgacga
tcgacacggt
tatacaaaac
tcatttcttt
atggcttcta
tccgecgeaa
gtcaacactg
tggcctccaa
gattccecggg
gaactgtccg
cagcccgacg

agcgacggca

gtcgtcettet
taaatagaaa
gtaattcttt
atagtatatg
aacttgagtt
aaagtaagtt
tctttagtgt
ggtttttgta
tgaataaaag
ggtttgcaat
aaaataaatt
gcttagatct
tgagcattga
aggcgggaaa
ccgcagatcect
gacgtaaggg
agaaccttta
acccaacgag
ccatgacgta
tctcagaacc
tgtgacctgt
cgagaagaca
aaacgaatct
taaagcaaaa
tgatatcctc
tggctccatt
acattacttc
ttggaaagaa
ccatggccac
aaaagccgcet
gtgtggtcgce

tcctecgtceaa

19737

tttgcaataa
atttagttgt
tacattatta
tttagattaa
tggtataata
gaaggatacc
aaacaaaaag
ataatcattt
ttaaactctt
ttctgagtte
taagaggtaa
ccatgagcat
tctccatgag
cgacaatctg
tgagccaatc
cttacgccca
ctttttatgt
atcttgagcc
agggcttacg
tttacttttt
gcatccgett
cggccataag
caagcaatca
gcaattttct
ttcegetgtg
cggcggectce
cattacaagc
gaagtttgag
cttegtcecege
c¢ggccggacyg
ggcgctgctc

cggccatctc

aaaattttca
aaaatttgaa
tttattacct
aatttgtaaa
ttttttatca
aaagggtaat
ccttataaat
taaatatgaa
aaattattga
tcaataactg
catttgaagt
ccacgagctt
ccatttagtc
atccccatca
aaagaggagt
tacgaaataa
ttggcgtgta
aatcaaagag
cccatacgaa
atatttggcg
tgcctataaa
cttggatcct
agcattctac
gaaaattttc
acaacagtca
aaatccatga
aatggtggaa
actctttcecct
aatgcctggt
attctcgaca
gacatctgtc

caatgcccct

-52-

tctgtttaaa
atataaattt
aattataaat
tgtaagtttg
tcagactttg
ctaaacatgc
tatcatgtca
caacaggatt
tcataggttt
atgattaaat
ctcaccttca
atccacgagc
tcaccttcaa
agctagcttc
gatgtagacc
ttaaaggctg
tttttaaatt
gagtgatgta
ataattaaag
tgtattttta
taagttttag
cgagaattct
ttctattgca
accatttacg
gccgtgcecetce
ctggattccc
gagtaaagtg
atttgccacc
atgtggcggce
caccgctcgce
cgcaccgcett

atcacgggct

acgtttttat
aattagaatg
tatcaacaat
aattaaaaaa
gtataatatg
atgagaaatg
tactatatat
ttctttttac
gcaatttttt
gcgcategtt
tgtccggggce
atccacgagc
acactgatag
tgcaggtcct
taaagcaata
atgtgacctg
tccacggcaa
gacctaaagc
gctgatgtga
aatttccacg
tttgtattga
caacacaaca
gcaatttaaa
aacgatagcc
tagggggcaa
agtgaggaag
catgcaggtg
attgacgaga
gctgccecgag
gctctaccge
cgcgcegetg

ggaattcgat

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280



ggcggegggce
gtccgcectect
gcgetggeeg
accgtcggeg
gacctcggcec
ctggagcgceg
ggcacgccga
tggaacgaca
gaaggcaccc
acggaggcga
gagatggacg
gtcgtcgagg
atgctgtegt
ctcgaagcceg
cgcctgtecce
caagttcaat
tggcattggg
ttattcggtt
atatggtcct
tgttgaattt
atcgtggect
atgcttatte
aatacaagta
agaatccttg
gttgagtatg
atcaatcgcg
gatatcaagc
gaatgtagac
ctataaatac
acgctgcgga

tccatattga

agtgcgtcca
tccecggtggt
atcctggggce
gctatgggca
acgcccaata
aggtgatcgt
gcgtgetgat
tcecgetggaa
cgaaggagca
gctgeccatta
gcgtgetgeg
cgatcgagcg
gcgacgaagc
cctgaaccgg
ggcgatattc
gcatcagttt
aaaactgttt
ttcgctateg
tttgttcatt
gaaattataa
ctaatgaccg
actaggcaac
tgtcctcttg
tcagattcta
aaaatatttt
gccgctctag
tttggcgege
acgtcgaaat
gacggatcgt
catctacatt

ccatcatact

19737

taacccgcac
ggagcgcegac
gatcccecgac
tgtcgactgce
tgtccatcge
cggcgacggt
ggccaagttc
caaggtgagc
gagcatccac
tttcttegge
cagctggcag
ccgecgegec
cgcagtcegt
cttatgctge
tagagcttte
cattgcgcac
ttcttgtacc
aactgtgaaa
ctcaaattaa
gagatatgca
aagttaatat
aaatatattt
tgttttagac
atcattgctt
ttaatgcatt
aactagtgga
caaatcgtga
aaagatttcc
aatttgtegt
tttgaattga

cattgctgat

ggcaatggcg
gcgctgatct
ttcggctgece
aactacaagc
gccaacgccc
gagatacagg
ctgcgeggeg
gcgatgctca
tcgcgeggta
tcctegegea
gctcaggcgce
tatgtcgagg
gtcagccgeg
acgggcgggyg
gttcgtatca
acaccagaat
atttgttgtg
tggaaatgga
tattatttgt
aacattttgt
gaggagtaaa
tcagacctag
atttatgaac
tataattata
ttatgacttg
tccececccecett
agtttctcat
gaattagaat
tttatcaaaa
aaaaaaattg

ccatgtagat

-53-

ccecgeecgge
ggatctgtce
gcgtecgatcc
tgctggtcga
agaccgacgc
cgctgatgaa
ccaatacccc
acttcatcgc
cccatatcct
atttcggcat
tggtcaagga
cgaatggcat
agatcgagaa
cggggcggtt
tcggtttcga
ccﬁactgagt
cttgtaattt
tggagaagag
tttttectett
tttgagtaaa
acacttgtag
aaaagctgca
tttcectttat
gttatactca
ccaattgatt
taagggggct
ctaagccccce
aatttgttta
tgtactttca
gtaattactc

ttcececggact

ttcgctceaac
cggcgatceg
cgcctatcgg
caacctgatg
cttcgaccgg
gattccecgge
cgtecgacget
ggtggcgcceg
gacccccgag
cgacgatceg
ggacaaggtc
ccgecccggeg
gcttgagcag
tcgatcggcet
caacgttcgt
ttgagtatta
actgtgtttt
ttaatgaatg
atttgttgtg
aatgtgtcaa
ttgtaccatt
aatgttactg
gtaattttcc
tggatttgta
gacaacatgc
gcaggaattc
atttggacgt
ttgctttege
ttttataata
tttcttttte

ttagctcaaa

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140



atgcatgtat
caaaaatata
atgcaatgtc
gcttcatggce
ggaccatatt
tgtgtaggtt
gaacttaaaa
aataagattt
gaaaaaaagt
tatgaaagca
ttaattagca
ttattgtgtt
tccaacctge
aattctggaa
aaatatgtag
taagaatctt
agccaaagaa
aatctcatca
tatcttaatg
acaattctgc
accacattgg
atttcatatt
ttatcggaga
atggatggaa
cttcaactga
cttgtgttgg
accataactt
aagatgtcac
caaaataaat
agatagatcc

tgcaac

ttattagcgt
gctaggaaag
tctatatatt
cctacggtge
catgttatgt
aaccttatta
tctttaatca
ttggatagaa
aagggtcata
aattactttt
ctattttcaa
attattatta
caggaaatcc
ggtagtgctg
tactagtact
tttgcatttg
cctttetgtg
atatctaatt
atagactatt
attttccaca
cagattttgc
tttttagtac
atgatgtgat
tgcctttaat
atgctatgca
agatcttacc
ttaagatgat
atctaatgat
catgtaaata

aatgtgaact

19737

tctgtctttt
ctttcecatgce
cactagtcga
atctattacc
aaaaacaaac
cacttgatta
agatcttaga
attaattatc
atcatactaa
ggttcctaaa
aattattatg
ttattgttat
gctgatttgt
actaccaagg
tctactacaa
tctgtaagct
accaattatg
acctagtgaa
gcagcagaca
ctttteccect
tatctagaaa
atttttattt
atgcaaacca
ggaaagatta
gtatgcagca
tattgaataa
gttaaaatga
actatgataa
taaattaatt

ctaagaccat

cgttaatttg
atattttgta
gaaaattgcg
attgtctttg
aaaatcacgc
agttaagtgt
tatggaaaaa
aattttacat
ccagagtaat
ggttaggcaa
tttecttttcee
gcatgatcaa
ttgcttccaa
tagcaaaata
aatttcaaaa
tgaaaattac
ttcecctgage
tatactacta
gaaattacag
gcccatgcett
ttaaataaca
tgcacactct
cgagttagaa
attcaaaggg
gatctttcat
tgatataggt
tctatgcaat
aaataaagta
ctcttcttat

gcatatataa

-54-

ttctcatcat
agcaatgaag
gacagttctg
catttgtcat
agtgcacatc
catgccatta
attgtaattc
taataacata
ttgacacgtg
gggaaagaaa
ttatcttget
ttattcatca
tgtgagagat
atgatattgg
agggttttgt
acgtggcaca
tgaatagtgg
gactattgca
gtattattat
ccatgccact
atataagttt
ataattccat
ccatcaaatc
gcagaaactg
ttacagaata
aaaataaagt
tcatgttgga
taatttctga
aaattaattt

aaatcattat

aatattgtga
tatatagtgg
agattgattg
acaaaaaggt
ttctgcagaa
gtttgagatt
cattaaagat
ataatttgaa

aaggggacac

gaatttgcac

taaaatttgc

aagatcgatc
ccaagatcag
ggaaggtgaa
gatttgtgca
agtcacttgc
ttcttattcet
gtgttattaa
atactaatat
gaagtctgaa
gtatatttat
gattccttga
aagcaaagat
gtaatttttt
tctgcaaaac
atttaatttc
tcgaatatta
tcttataagt
tatataatta

caagtgaata

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

5946



19737

<210> 7
<211> 100
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Phan th ADN kham cta ADN hé gen cuia cady diu tuong va ADN gen chuyén

<400> 7

gagcttatcc gatttgagca ttgatctcca tgagccattt agtctcacct tcaaacactg 60
atagtttaaa ctgaaggcgg gaaacgacaa tctgatcccc 100
<210> 8

<211> 100

<212> ADN

<213> Trinh tu nh8n tao

<220>
<223> DPhan t ADN kham ciia ADN hé gen citia cdy ddu tuong va ADN gen chuyén

<400> 8
ctccatattg accatcatac tcattgctga tccatgtaga tttceccggac tttagctcaa 60
aatgcatgta tttattagcg ttctgtcttt tcgttaattt 100
<210> 9
<211> 27

<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> MAi PCR oligonucleotit dugce tdng hop héa hoc

<400> 9

ttttcteccat attgaccatc atactca 27
<210> 10

<211> 28

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhdn tao

<220>
<223> MAi PCR oligonucleotit dugc tdng hop héa hoc

<400> 10

agacagaacg ctaataaata catgcatt 28
<210> 11

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> MAi PCR oligonucleotit duogc tdng hgp hda hoc

<400> 11
ttccecggact ttagcetca 18
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<210> 12
<21l> 22
<212> ADN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> M3i PCR oligonucleotit duoc tdéng hop héa hoc

<400> 12

gatttcccgg actttagctc aa 22
<210> 13

<211l> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M1 PCR oligonucleotit dugc tdng hop héa hoc

<400> 13

tcacaatatt atgatgagaa caaattaacg 30
<210> 14

<21l1l> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Md1i PCR oligonucleotit duoc téng hop héa hoc

<400> 14

gcccctaatg gatttttaac tttte 25
<210> 15

<211> 22

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Mdi PCR oligonucleotit dugc tdng hop hda hoc

<400> 15

atgcatgtat ttattagcgt tc 22
<210> 16

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nh8n tao

<220>
<223> Md1i PCR oligonucleotit dugc tdng hop hdéa hoc

<400> 16
acatgtgtga ctacttct 18
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