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PHAN TU ADN NAY

(57) Séng ché dé xuat su kién MON 87427 clia cay ngo chuyen gen va cdy, té bao cua cay,

hat, cac bo phan cua céy va san pham hang hoa c6 ngudn goc tir sy kién MON 87427. Sang

che cling dé xuat cac nucleotit dic thu cho su kién 87427 cla ciy ngo chuyén gen va cay,
té bao cay, hat, cac b phan cia cdy va cic san pham hang hoa bao gém cac nucleotit dac
thu cho sy kién MON 87427 ciia cdy ngd chuyén gen. Sang ché con dé xuat phuong phap
lién quan dén su kién MON 87427 cua cay ngo chuyén gen va Roundup Hybridization

System (RHS). Sang ché con de xuét thang do su phat trién twong dbi hitu ich cho viéc

kiém tra va xac dinh su phét trién sinh san ¢ ngdé ma diéu hoa sy khac biét phat trién qua

cac giéng ngd khac nhau. Piéu nay hitu ich dé xac dinh thoi gian dy tinh t6i vu cia ché do
xtt 1y trong d6 giai doan phat trién cd 13 yéu t6 quan trong, bao gdm cac phuwong phap danh
déu hat lai khac nhau.
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Linh vye k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché thudc linh vuc nhan giéng, nghién ctru cay trong, va ndng nghiép. Cu
thé 1a sang ché d& cap 'dén gen chuyén MON 87427 va cac phan tir nucleotit clia cdy
ngd, cdy trdng, cac bd phén cta cdy, hat, t& bao, cac san phim néng nghiép va céac
phuong phap lién quan dén gen chuyén MON 87427 ciia ciy ngd. Ngoai ra, sang ché
cling d& cap dén viéc du doan sy phat trién co cua cdy ngd va sir dung du doan nay
trong céc phuong phap nhan giéng, nghién ctru ciy trdng, va nong nghiép dé tao ra hat

ngo lai.
Tinh trang ky thuét ciia sang ché

Cay trong c6 céc tinh trang méi mong mudn 13 hitu ich cho cic muc dich nhan
gidng, nghién ciru ciy trdng va ndng hoc. Céc ciy trdng nay c6 thé dugc tao ra bang
cach str dung cac phuong phap k¥ thuat sinh hoc. Tuy nhién, viéc tao ra va chon loc su
kién gen chuyén thich hop trén thi truong c6 thé can sy nghién ciru, phan tich va xac
dinh dic tinh rat nhiéu su kién bién nap thyc vat riéng 1¢ nhim chon ra sy kién ¢6 ca
tinh trang mong mudn va ca céc dic tinh kiéu hinh va ndng hoc t5i wu can thiét phu
hop vadi cac muc dich thuong mai. Quy trinh chon loc su kién nay thuong can c6 cac
thr nghiém trong nha kinh va trén canh déng v&i nhidu sy kién sau nhiéu nim, & nhiéu
vi tri, va trong nhiéu diéu kién dé c6 thé thu thép dugc nhiéu dit liéu vé dic tinh ndng
hoc, kiéu hinh va phan tt. Dit liéu va cac quan sat thu dugc sau dé phai duoc phan tich
bdi d6i ngii cac nha khoa hoc va cac nha nong hoc véi muc tiéu chon ra sy kién thich
hop dé thuong mai héa. Sang ché d& xuét sy kién thich hop vé mat thuong mai dé tao

ra tinh trang méi mong mudn & ngo.

Viéc xac dinh chinh xac d truéng thanh v& mat sinh sén & ngd cling hitu ich cho
viéc nhén giéng, nghién ctru cay tréng va cac muc dich néng nghiép, nhu trong san
xuét hat ngo lai. Cac cong cu thuong duge st dung trong linh vuce k§ thuét dé du doan
va ude tinh cac giai doan sinh trudng va phat trién clia cdy ngd bao gbm cac thang do

nhu céc thang V-Stages, dua trén cac dédc tinh sinh dudng, va céc don vi dd sinh
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truéng dua trén sb ngay do do sinh truéng. Tuy nhién, ca hai cdng cu nay dua ra du
kién giai doan phat trién cd ma chung von thay dbi dang ké qua cac kiéu gen & ngo.
Nhu vy, dua trén cac phuong phap do niy c6 thé khién bé 15 thoi diém hiéu qua tdi
wu dbi véi cac ché do xir 1y, trong d6 giai doan phaét trién 13 yéu t§ quan trong. Sang
ché dé xuét thang do su phat trién twong ddi trén co s& su phat trién cd thu dugc qua
cac kiéu gen, ma hitu ich dbi vai viée kiém tra va dy doan sy phat trién co cua cay ngo

giita cac kiéu gen khac nhau.
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Sang ché dé xuét phan tir ADN téi t5 hop bao gébm phan tir nucleotit bao gém
trinh tu nucleotit dugc chon tir nhém céc trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1-8. Sang ché
cling dé xuét phan tir ADN t4i td hop dugc tao thanh béi su tiép hop ciia phén tir axit
nucleic khéc loai duge chén va ADN hé gen ctia cay ngo, té bao cdy ngo, hodc hat ngd.
Sang ché ciing dé xuét phan tr ADN tai t6 hop c¢6 ngudn gdc tir gen chuyén MON
87427 cuia cdy ngd, miu hat tiéu biéu da dugce ndp luu Bao ting gidng chudn vi sinh
vat Hoa Ky (ATCC®) duéi sb truy cap PTA-7899. Sang ché con d& xuit phan tit ADN
tai td hop 1a san phdm khuéch dai (amplicon) dé x4c dinh sy c6 mit cia ADN c6
ngudn gdc tir gen chuyén MON 87427 cua cdy ngd. Ngoai ra, sang ché dé xuét phan tir
ADN tai td hop c6 trong cdy ngd, té bao cdy ngd, hat ngd, ciy thé hé con, bd phén cua

cdy, san pham hang hoéa c6 ngudn gdc tir gen chuyén MON 87427 clia ciy ngd.

Séng ché con d& xuét phan tir ADN bao gdm it nhit mot phén tir axit nucleic c6
trinh ty nucleotit ¢6 chiéu dai vira di gdm trinh tu nucleotit lién ké néu trong SEQ ID
NO: 10 ¢6 chitc nang 12 miu do ADN ma lai v6i phén tr ADN bao gdm trinh tu
nucleotit dugc chon tir nhom bao gém c4c trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1-10 trong
céc didu kién lai nghiém ngat va lai v6i phan tir ADN khong bao gdm trinh ty nucleotit
dugc chon tir nhom bao gém cac trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1-10 trong céc diéu
kién lai khong nghiém ngit.

Sang ché con dé xuét cip phan tir ADN bao gdm phén tir ADN thtr nhit va phén
ttr ADN thir hai khac v&i phan tr ADN thir nhét, trong d6 cac phan tir ADN th{r nhat
va thtr hai, mdi phén tr bao gdm phén tir axit nucleic ¢6 trinh tw nucleotit c6 chiéu dai
vira di bao gdm cac nucleotit lién k& c6 trinh tw néu trong SEQ ID NO: 10 c6 chirc

ning nhu cac doan mdi ADN khi duoc sir dung dong thoi trong phan ting khuéch dai
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v6i ADN c6 ngudn gde tir gen chuyén MON 87427 dé tao ra san phidm khuéch dai
(amplicon) dé xac dinh gen chuyén MON 87427 ctia ciy ngd trong mau.

Ngoai ra, sang ché d& xuit phwong phép phat hién sw ¢6 mit ctia phan tir ADN ¢6
ngudn gbc tir MON 87427 trong miu bing cach cho miu tiép xtic véi mau do ADN,
dwa mau va mau do ADN vio trong céc diéu kién lai nghiém ngat, va phét hién sy lai
gitta miu do ADN véi phan tir ADN trong mau, trong d6 phép lai ctia mau do ADN
v6i phan tir ADN cho thdy su ¢6 mit cia phan tr ADN c¢6 ngudn gbc tir gen chuyén

MON 87427 ciia cdy ngd trong mau.

Ngoai ra, sang ché dé xuit phuong phap phat hién su c6 mit ciia phan tir ADN cd
ngudn gbe tir gen chuyén MON 87427 clia cdy ngd trong mau bing cach cho miu tiép
xic v6i cdp phan tr ADN, thuc hién phan ung khuéch dai di dé tao ra sin phim
khuéch dai (amplicon) ADN bao gdm trinh ty duoc chon tir nhém bao gdm céc trinh

tu néu trong SEQ ID NO: 1-10, va phat hi¢én sy cd6 mit cia san phém khuéch dai
(amplicon) ADN trong phan ung, trong d6 sy c6 mit cia san phdm khuéch dai
(amplicon) ADN nay trong phan tng chi ra sw ¢6 mit cia phan tr ADN c6 ngudn gbc
tr sy kién MON 87427 trong mau.

Sang ché con d& xuét kit phat hién ADN bao gdm it nht mot phan tir ADN bao
gdm trinh tu nucleotit c6 chiéu dai vira da gbm trinh tw nucleotit lién k& néu trong
SEQ ID NO: 10 c6 chirc ndng nhu doan mdi hodc mau do ADN dic hidu cho viée phat
hién su ¢6 mit cia ADN c¢6 ngudn gbe tir gen chuyén MON 87427 ctia cdy ngd, trong
dé viéc phat hién ADN nay dé xac dinh su c6 mit cia ADN gen chuyén MON 87427

cua cdy ngd trong mau.

Sang ché con dé xuit cdy ngo tai td hop, hat, té bao, hodc bd phan cta cdy ngd tai
t6 hop bao gdm phan tr axit nucleic ¢6 trinh ty nucleotit dugc chon tir nhém bao gbm
céc trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1-10. Ngoai ra, séng ché dé xuét cdy ngd tai td
hop, hat, t& bao, hodc bd phan cia cay ngo tai td hop ¢6 kha nang chiu c¢6 chon loc mo
v6i sy xtr Iy bang thude diét co glyphosat. Ngoai ra, sang ché dé xuét ciy ngd tai td
hop, hat, t€ bao, hodic bd phan cua cdy ngo tai td hop, hé gen cua cay ngd tai td hop ma
tao ra san phdm khuéch dai (amplicon) bao gdm phén tir ADN duoc chon tir nhém bao
gbm c4c trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1-10 khi dwoc thir nghiém trong phuong phap
khuéch dai ADN.
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Ngoai ra, sang ché dé xuét cdy ngd hoic hat ngd, trong d6 cdy ngd hoic hat ngd
c6 ngudn gbe tir gen chuyén MON 87427 ciia cdy ngd. Ngodi ra, sang ché dé xuét cay
ngd hodc hat ngd, trong d6 ciy ngd hodic hat ngd 1a thé lai c6 it nhit mot bd me co

ngudn gdc tir gen chuyén MON 87427 clia cdy ngd.

Sang ché con @& xudt vat liéu thuc vat khong séng bao gém phéan tt ADN tai tb

hop duge chon tir nhém bao gdm trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1-10.

Séng ché con d& xuit vi sinh vét bao gdm phan tir axit nucleic ¢6 trinh tur
nucleotit dugc chon tir nhém bao gdm cac trinh tr néu trong SEQ ID NO: 1-10. Ngoai

ra, sang ch¢ con de xuat vi sinh vat 1a té bao thuc vét.

Sang ché con dé xudt san phdm hang héa ma duge tao ra tir gen chuyén MON
87427 cla cay ngo va bao gém phan tr axit nucleic c6 trinh tu nucleotit dugc chon tir
nhom bao gém cac trinh ty néu trong cdc SEQ ID NO: 1-10, trong d6 sy phat hién
trinh tu nucleotit trong mau c6 ngudn gbc tir san phdm hang hoéa cho thiy ring san
phidm hang héa dugc tao ra tir gen chuyén MON 87427 ctia cdy ngd. Séng ché con dé
xuét san phim hang hoéa duge chon tir nhoém gdm cé hat toan phan hodc da duge ché
bién, thirc an dong vat, dau, bot xay tho, bot, san phém dang vay, cam, sinh khdi va
cac san phdm nhién lidu. Ngoai ra, sang ché dé xuét phuong phap san xuit san phim
hang hoéa bing cach thu ciy ngd hoic bd phan cuia cdy ngd bao gdm gen chuyén MON
87427 cua cdy ngd va san xudt san phdm hang héa ngd tir ciy ngd hoic bd phan cua
cay ngo.

Sang ché con dé xuit phuong phap phong trir ¢ dai trén canh ddng, trong d6 bao
gdm bude trdng cdy chira sy kién MON 87427 trén canh ddng va st dung lidu thude
diét c6 glyphosat hitu hiéu dé phong trir ¢ dai ma khong 1am tén thuong cdy chira su
kién MON 87427. Ngoai ra, sang ché dé xuit phuong phap phong trir c6 dai trén canh
ddng, trong d6 lidu thudc diét co glyphosat hiru hiéu 1a nim trong khoang tir 45,36 g
(0,1 1b) dén khoang 1,814 kg (4 1b) trén 4047 m? (1 ac) (0,1 pound dén 4 pound trén

mot mau Anh).

Ngoai ra, sang ché d& xuit phuong phap tao ra ciy ngd chiu duoc thube diét co
glyphosat bing cach lai hitu tinh cdy ngd chuyén gen chira sy kién MON 87427 bao
gbm phan tir axit nucleic bao gdm trinh ty nucleoit dwgc chon tir nhém bao gdm cac

trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1-10 véi cay ngd thir hai, bang cach d6 tao ra hat, thu
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gom hat dugc tao ra, cho hat sinh truéng dé tao ra nhiéu cay thé hé con, xr ly cay thé
hé con véi glyphosat, va chon cdy thé hé con chiu dwoc glyphosat. Ngoai ra, sang ché
dé xuét phuong phép tao ra cdy ngd chiu duoc thube diét cd glyphosat bing cach tu
thu phén cho cdy ngd chuyén gen chira sy kién MON 87427 bao gbém phan tir axit
nucleic bao gém trinh tu nucleoit dugc chon tir nhém bao gém c4c trinh tu néu trong
SEQ ID NO: 1-10, béng cach do6 tao ra hat, thu gom hat dugc tao ra, cho hat sinh
trudng dé tao ra nhiéu cdy thé hé con, xir I cay thé hé con vdi glyphosat, va chon cdy

thé hé con chiu dugc glyphosat.

Ngoai ra, sang ché dé xuét phuong phap san xudt hat ngd lai bing cach gieo hat
ngd chira gen chuyén MON 87427 trong khu vuc, dé hat sinh truéng thanh cdy ngd, xtr
ly cdy bang lidu thude diét co glyphosat hitu hiéu trudc khi tao thanh phén hoa dé lam
cho cay bét duc duc ma khong gy tén thuong cdy, thu phan cho cdy véi phén hoa tir
cay bd me thr hai, va thu hoach hat tir cdy, trong d6 hat 1a hat ng6 lai duoc tao ra béng
cach lai cic cdy ngd chuyén gen chira sy kién MON 87427 vé6i ciy bd me thir hai.
Ngoai ra, sang ché d& xudt phuong phép tao ra hat ngd lai, trong d6 lidu thudc diét co
glyphosat hitu hiéu 1a nim trong khoang tir 45,36 g (0,1 1b) dén khoang 1,814 kg (4 Ib)
trén 4047 m?2 (1 ac) (0,1 pound dén 4 pound trén mdt mau Anh). Sang ché con d& xuit
phuong phép san xuét hat ngd lai, bao gdm thém budc gieo hat tir cdy bd me thir hai
trong khu vuc va dé hat sinh trudng thanh ciy ngd. Sang ché con dé xuit phuong phap

tao ra hat ngd lai, trong d6 cdy bd me thir hai chiju dugc glyphosat.

Sang ché con d& xuét phuong phap du doan thoi gian du tinh phét trién co cia
ciy ngd bang cach chon thoi ky phat trién theo thang do su phat trién twong déi, trong
d6 xé4c dinh giai doan trudng thanh dén giai doan phat trién c& mong mubn. Sang ché
con d& xudt phuong phap du doan thoi gian dy tinh cia sy phat trién cd cua cdy ngd,
trong d6 giai doan phat trién co mong mudn 1a giai doan phat trién c& t&i wu cho phép
lai gidng sinh san, gdy bit duc cd, bé cd, va/hodc cung cip su xir 1y diéu hoa su phat
trién cho cdy ngd. Sang ché con dé xuit phuong phap du doan thoi gian dy tinh phat
trién ¢ cta cdy ngd, trong d6 giai doan phat trién hoa cu thé dugc sir dung dé xay
dung thang do sy phat trién twong ddi 12 c6 khoang 50% sd cdy trong quéan thé ciy ngd
rung phén va trong d6 giai doan phat trién di néu 1a ndm trong khoang tir 0,62 dén

0,75 trén thang do su phat trién twong dbi. Sang ché con dé xuét phuong phap du doan
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thoi gian du tinh phat trién cd ciia cdy ngd, bao gdm thém cung cip su xir Iy didu hoa

phat trien cho cdy ngd & giai doan phat trién ¢ mong mudn.

Séang ché con dé xuét phuong phap san xuét hat ngd giéng lai bang cach gieo hat
ngd cho cdy bd me thir nhét trong khu vuc, cho hat ngb sinh truéng thanh ciy bd me
thir nhit, xac dinh thoi gian dy tinh phét trién cd cho cdy bd me thir nhit bing cach
chon thoi ky cdy phat trién dén giai doan phat trién c& mong mudn theo thang do su
phat trién twong dbi, xac dinh thoi gian du kién trd c& dé kip thoi cung cdp su xt ly
didu hoa phat trién cho cdy bd me thir nhat, bing cach d6 ngin can su tu thu phén cia
cay bd me thr nhat, cung cip su xir Iy diéu hoa phat trién cho cdy bd me thir nhét, thu
phén ciy bb me thir nhat véi phan hoa tir cdy bd me thir hai, va thu hoach hat tir cdy bd
me thir nhét, trong do6 hat 1a hat ngd lai dugc tao ra béng cach lai cay bd me thir nhit
v6i cdy bd me thir hai. Sang ché con dé xuét hat ngd lai dugc sin xuét biang cach si
dung phuong phap theo sang ché. Sang ché con dé xuét phuong phap san xuét hat ngd
gidng lai, trong d6 c6 budc xir Iy didu hoa phét trién 14 glyphosat va cdy bd me thir
nhét c6 kha ning chiu glyphosat chon loc mé. Sang ché con dé xuat phuong phéap san
xuét hat ngd lai, trong d6 cdy bd me thir nhét 13 cdy ngd chuyén gen chira su kién
MON 87427. Sang ché con dé xuit phuwong phap tao ra hat ngd lai, trong d6 cay bb me
thir hai chiu glyphosat.

Céac khia canh da d€ cdp & trén va cac khia canh khéic cta sdng ché s€ tr¢ nén rd

rang hon nho sy mo ta chi tiét sau day.
MG ta van tat cac hinh vé

Fig.1 minh hoa cAu triic ciia sw kién MON 87427 cia cdy ngd chuyén gen. Trong
hinh v& nay, [A1], [A2], va [A3] lan lugt twong Gmg v&i vi tri lién quan trong trinh tu
néu trong SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, va SEQ ID NO: 5, ma nbi ADN hé gen cdy
ngd thudc ving kep suon (flanking) dau 5' cia doan chén gen chuyén va phan 5' cia
ADN doan chén gen chuyén; [B1], [B2], va [B3] twong ting v6i vi tri lién quan dugc
dé cap lan luot trong trinh ty néu trong SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, va SEQ ID
NO: 6, ma ndi ADN hé gen cdy ngd thudc ving kep sudn (flanking) dau 3' ctia doan
chén gen chuyén va phan 3' cia ADN doan chén gen chuyén; [B1], [B2], va [B3]
tuong ng voi vi tri 1ién quan trong SEQ ID NO: 7, ma bao gdm ADN hé gen cdy ngd

nam kep suon dau 5' cia doan chén gen chuyén va mot phan cua dau 5' ciia doan chén
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gen chuyén; [D], twong {mg véi vi tri lién quan trong SEQ ID NO: 8, ma bao g6m
ADN hé gen cdy ngd nim kep suon dau 3' ciia doan chén gen chuyén va mot phén cua
diu 3' ctia doan chén gen chuyén; [E], twong Gmg v&i vi tri lién quan trong SEQ ID
NO: 9 va cac yéu t6 khac nhau trong doan chén gen chuyén; va [F] mé ta trinh ty tiép

giap cia MON 87427 duoc md ta trong SEQ ID NO: 10 va bao gdm SEQ ID NO: 1-9.

Fig. 2 thé hién ning suét hat cla cc cdy lai chira sy kién MON 87427 khi duoc
lai v6i cAy ngd chira su kién NK603 va dugce phun glyphosat hai 1an trén mot mia véi

ty 18 1,02 kg (2,25 1b) trén 4047 m? (1 ac) mbi lan phun.

Fig.3 minh hoa cic giai doan phét trién cd trong viéc xdy dung thang do sy phat
trién twong ddi. Kich c& gan diing duogc trinh bay gitta cac diu ngodc don. Trong hinh
v& ndy, Vg 12 mé phan sinh & giai doan sinh dudng; TO 1 diém thay doi dot ngot tir
sinh dudng sang sinh san; T1 14 diém sinh trudng sinh san nhin thiy dugc (0,9 mm);
T2 12 mdm nhénh bén nhin thdy dugc (1,8 mm); T3 12 mam bong con nhin thdy dugc
(4,1 mm); T4 1a truc tdm va sy kéo dai truc ra huéng bén (12,9 mm); T5 la su bét dau
biét hoa bao phén (41,0 mm); T6 1a su bét ddu biét héa phan (175 mm); va T7 l1a sy tiét
bao phén va sy rung phan (285,0 mm).

Fig.4 minh hoa sy thay doi kich c& cua co gilta ba ki€u gen ctia ngd ¢ hai giai

doan phat trién (V8 va V10).

Fig.5 minh hoa su tuong quan gifta cc y€u cdu GDU cho giai doan TS va cac
yéu ciu cho P50% va cu thé hon cho thiy duong hdi quy duoc tao ra sir dung su twong
quan gitta yéu cdu GDU cho T5 va cho P50%. Mdi chim biéu dién mot dong ndi phdi

khéc nhau, dugc 14y trung binh qua cac vi tri.

Fig.6 minh hoa vi du cdch ma thang do su phéat trién teong dbi boc 16 cira s6 tbi
wu vé& do hiéu qua cua hoa chét dé tao ra su bat duc cd cta cdy ngd khi duge do bing
kha ning tung bao phin (nguy co AE (%)) ma xdy ra & cac diém 0,62 va 0,75 trén
thang do su phat trién twong dbi, trong d6 da dat dén 62% — 75% yéu cdu GDU tbng
thé dat dén P50 va trong d6 nguy co AE duogc giam thiéu qua cdc dong noi phdi va cac
nhom trudng thanh. Mdi diém dit liu biéu dién c4c gid trj trung binh cho mdi khoanh

d4t, hodc hai hang c6 tdng cdng 32 cdy. N=620
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Fig.7 minh hoa céc giai doan T dong vai trd 1a ham cia GDU (A) va thang do su
phat trién trong ddi (B). Mi duong hdi quy biéu dién mot dong ndi phébi khac nhau.

Fig. 8 minh hoa phén trim ciia kha ning tung bao phin (truc y) duoc do & cac
giai doan phat trién rdu khac nhau (truc x) cho céc khdi MON 87427 va CMS.

Fig.9 minh hoa d6 mic d§ dong nhét vé mit di truyén cia hat va mirc do dong
nhit vé tinh trang cia hat lai dugc tao ra béi MON 87427 bang Roundup®
Hybridization System (RHS) va bang hé théng CMS & murc dang ké 95%. Cac dudng
mau den trén biéu dd 1an luot bidu dién céc tiéu chuén chét luong mong mudn v& muc
d6 ddng nhat vé mat di truyén va muc do déng nhét vé tinh trang cua hat.

MO ta vén tit céc trinh tu

SEQ ID NO: 1 14 trinh ty gdm hai muoi nucleotit thé hién mién tiép hop 5' giita
ADN hé gen cdy ngd va cdu tric biéu hién gen chuyén dugc tich hop.

SEQ ID NO: 2 14 trinh ty gdm hai muoi nucleotit thé hién mién tiép hop 3' gitra
ADN h¢ gen céy ngd va cu triic biéu hién gen chuyén duoc tich hop.

SEQ ID NO: 3 12 trinh tw gdm sau muoi nucleotit thé hién mién tiép hop 5' gitra
ADN hé gen cdy ngd va céu triic biéu hién gen chuyén duoc tich hop.

SEQ ID NO: 4 12 trinh tw gdm sau muoi nucleotit thé hién mién tiép hop 3' gifta
ADN hé gen cdy ngd va cdu tric biéu hién gen chuyén duoc tich hop.

SEQ ID NO: 5 14 trinh tu gdm mdt trdm nucleotit thé hién mién tiép hop 5' gitra
ADN hé gen cdy ngd va ciu tric biéu hién gen chuyén dugc tich hop.

SEQ ID NO: 6 1a trinh ty gdm mdt trdim nucleotit thé hién mién tiép hop 3' gifta
ADN hé gen cdy ngd va ciu trac bidu hién gen chuyén dugc tich hop.

SEQ ID NO: 7 1a trinh ty 5° kep sudn ADN dugc chén cta sy kién MON 87427

cho dén va bao gdm mién chira doan chén ADN ctia gen chuyén.
SEQ ID NO: 8 1a trinh ty 3” kep sudn ADN dugc chen cia sy kién MON 87427

cho dén va bao gom mién chira doan chén ADN ctia gen chuyén.

SEQ ID NO: 9 1a trinh ty dugc tich hgp hoan toan vao ADN h¢ gen cdy ngd va

chta cau trac bi¢u hién ADN.
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SEQ ID NO: 10 Ia trinh tu nucleotit biéu didn doan tiép gidp cua trinh tu 5' kep
suon ADN dugc cheén cda sy kién MON 87427 (SEQ ID NO: 7), trinh tu dugc tich
hop hoan toan vao ADN hé gen ciy ngd va chira cu triic biéu hién ADN (SEQ ID
NO: 9), va trinh ty 3” kep suon ADN dugc cheén cua sy kién MON 87427 (SEQ ID
NO: 8) va bao gém cac trinh tuy néu trong SEQ ID NO: 1-6.

SEQ ID NO: 11 1a doan mdi thir nghiém ddc hiéu gen chuyén Event-Primer-1
SQ20052 dugc sir dung dé nhan biét MON 87427. San pham khuéch dai (amplicon)
PCR dugc tao ra tir tht nghiém TAQMAN® (PE Applied Biosystems, Foster City,
CA) bing cach st dung két hop cac doan mdi ¢6 trinh tr néu trong SEQ ID NO: 11 va
SEQ ID NO: 12 14 két qua duong tinh dbi v6i s c6 mit ciia sy kién MON 87427.

SEQ ID NO: 12 1a doan mdi thir nghiém ddc hi€u gen chuyén Event-Primer-1
SQ20052 dugc str dung dé nhan biét MON 87427.

SEQ ID NO: 13 12 mau do thir nghiém dic hiéu gen chuyén Event 6-FAM Probe
PB10016 duoc str dung dé nhan biét MON 87427. MAu do nay 1a oligonucleotit téng
hop dugc gin nhdn 6FAMTM. Sy phét tin hiéu huynh quang trong phan tng khuéch
dai béng cach str dung cac doan mdi ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 11-12 Kkét hop
v4i mau do duoc gén nhan 6FAM™ @& x4c dinh sy kién MON 87427 trong tha
nghiém TAQMAN®.

SEQ ID NO: 14 1a doan mdi thir nghiém dic hiéu gen chuyén Internal Control
Primer-1 SQ1241.

SEQ ID NO: 15 1a doan mdi thir nghiém dic hiéu gen chuyén Internal Control
Primer-1 SQ1242.

SEQ ID NO: 16 1a miu do thir nghiém dic hiéu gen chuyén Internal Control VIC
Probe PB0084.

SEQ ID NO: 17 12 doan mdi thir nghiém dic hiéu su kién Event Primer-1
SQ20052 dugc st dung dé nhan biét MON 87427. San phém khuéch dai (amplicon)
PCR dugc tao ra tir thtr nghiém TAQMAN® (PE Applied Biosystems, Foster City,
CA) bang cach st dung két hop cac doan mdi c6 trinh tw néu trong SEQ ID NO: 17 va
SEQ ID NO: 18 cho két qua duong tinh ddi véi su kién MON 87427.

-10-
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SEQ ID NO: 18 1a doan mdi thu nghiém dac hi¢u sy kién Event Primer-1
SQ12886 duoc sit dung dé nhan biét MON 87427.

SEQ ID NO: 19 12 mu do thir nghiém dic hiéu gen chuyén Event 6-FAM Probe
PB4352 dugc sir dung dé nhan biét MON 87427.
M5 ta chi tiét sang ché

Céc dinh nghia va phuong phap dugc md ta bén dudi dugce dua ra nham dé hiéu
rd ban chit ctia sang ché va huéng din ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥
thuat nay thyc hién sang ché. Trir khi dugc chu thich khéc, cac thuét ngit dugc hiéu
theo cach str dung thong thudng boi ngudi ¢é hidu biét trung binh trong linh vuc k§

thuét lién quan.

Theo séng ché, thudt nglt "ngd" c6 nghia 1a Zea mays va bao gdom tat ca cac
giong cay ma c6 the dugc nhan giong véi ngd, bao gom céac loai ngd ki€u dai cling nhu

cac cdy ngo thudc loai Zea ma cho phép nhan gidong gifta céc loai.

“Glyphosat” chi N-phosphonometylglyxin, 1a thudc diét c6 ma uc ché
enolpyruvylshikimat 3-phosphat synthaza (EPSPS). Glyphosat ngin can su téng hop
amino axit thom bing cach trc ché EPSPS. Glyphosat c6 béan trén thi trudng v6i nhan

hiéu thubc diét c6 Roundup® (Monsanto Company, St. Louis, Missouri).

Sang ché dé xudt sy kién gen chuyén MON 87427 clia cdy ngd (con duge goi 1a
MON 87427). Theo sang ché, thuat ngt "su ki¢n" chi san phém dugc tao ra boi su tac
dong chén phan tir axit nucleic chuyén gen vao hé gen cua cdy, tirc 13, bang cach tac
dong bién nap thuc vat dé tao ra cay chuyén gen. "Su kién" do d6 dugc taora béng cac
tac dong clia con ngudi bao gdm: (i) bién nap té bao cdy trong phong thi nghiém vai
phéan tir axit nucleic ma bao gdbm gen chuyén quan tam, tirc 13, chén cAu triic hodc phan
tir axit nucleic vao hé gen ciia té bao cdy, (ii) tai tao quan thé cua cdy chuyén gen tao
ra tir viéc chén phan tir axit nucleic vao trong hé gen cua cdy, va (iii) chon cy cu thé
ma déc trung boi doan chén phén tir axit nucleic vao vi tri cu thé trong hé gen ciia cay.
Do d6, su kién nay c6 thé dugc md ta duy nhit va dic biét bang trinh tir axit nucleic
biéu dién it nhat mot phén ctia phan t&@ ADN lién k& ma da dugc tao ra trong su kién
béi sy chén clia phén tir axit nucleic vao vi tri cu thé trong hé gen cila cdy va bao gdbm

mot phén cia ADN hé gen cta chinh cdy, ma kep sudn va dugc ghép tu nhién véi
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phan t& ADN dugc chén, va phan tr axit nucleic duwgc chén. Sy kién la tai td hop,
dwoc tao ra bdi cac tac dong clia con ngudi, va khong co trong cac cdy khong chuyén

gen.

Do d6, thuét ngit "su kién" chi cdy dugc bién nap ban diu (thé bién nap) bao gdm
phan tr axit nucleic dugc cheén vao vi tri ddc biét trong hé gen cta cdy. Thuat nglt "su
kién" ciing chi tat ca cc thé hé con dugc bit ngudn tir thé bién nap ma bao gdm phén
t0r axit nucleic dugc chén vao vi tri cu thé trong hé gen cta cdy. Thé hé con da néu do
d6 1a cdy bién dbi gen va chua sy kién. Thé hé con c6 thé duoc tao ra biang phuong
phép bit ky bao gdm tu thu phin, lai véi ciy khdc ma chira gen chuyén gidng nhau
hodc khac nhau, va/hodic lai v6i cdy khong chuyén gen, nhu céy tir giéng khac. Ngay
c4 sau nhiéu thé hé, trong ciy bat ky duoc goi 1a cdy thé hé con MON 87427, ADN

duoc chén va ADN kep sudn tir cdy duge bién nap ban diu s& c6 mit va dé nhan biét.

Thuat ngir "su kién" ciing chi phan tir ADN tiép giap dugc tao ra trong thé bién
nap gdc (bao gdbm ADN dugc chén va ADN hé gen cay ngd kep suon lién k& véi timg
bén ciia ADN duoc chén) hodc bt ky phan tir ADN bao gdm trinh tu axit nucleic do.
Phéan tir ADN tiép gidp dugc tao ra bang tic dong chén phan tir axit nucleic chuyén
gen vao hé gen clia cdy, tirc 13, bing tac dong bién nap, va 13 dic thu va duy nhit dbi
véi sy kién cu thé. Su sdp xép cia ADN duge chén trong su kién 87427 trong méi lién
hé véi ADN hé gen ctia cdy ngd phu cén 1a dic thi va duy nhit cho MON 87427. Phéan
ttr ADN nay ciing 14 phan tich hop cta nhiém sic thé ngd chtra sy kién MON 87427
ma bao gém su kién 87427 va nhu vay 6n dinh trong cdy va cé thé duoc di truyén bdi

thé hé con bt ky cia cdy.

Céc cdy chuyén gen chtra sy kién MON 87427 clia cdy ngd thé hién kha ning
chiu glyphosat chon loc md dugc thi trudong chép nhén. Trong MON 87427, cac mo
sinh dudng ctia ngd va céc giao tlr cai cia ngd c6 kha ning chiu glyphosat, nhung cac
giao tir duc chinh cta ngd tdi wu cho sw phat trién phdn ngd khong c6 kha ning chiu
glyphosat. Céc cdy chira sy kién MON 87427 duoc xir Iy bang glyphosat do d6 c6 thé

duogc st dung lam cdy me d¢ sdn xuat hat lai.

Theo séng ché, thuét ngii“tai t6 hop” chi ADN va/hodc protein va/hodc sinh vét
khong c6 trong tw nhién ma binh thuong s& khong tim thiy dugc & trong tu nhién va

duoc tao ra béi sy can thi€p cia con ngudi, tie 13, bdi thao tac cia con nguoi. Sy can
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thiép ctia con ngudi c6 thé tao ra phan tir ADN va/hodc cdy trdng hodc hat. Theo sang
ché, “phan tir ADN t4i t hop” 1a phan tir ADN bao gébm su két hop ctia cdc phéan tir
ADN ma thuong khéng tdn tai ciing nhau va 13 két quéa cta sy can thiép ciia con ngudi,
vi dy, phén tir ADN tao thanh bang su két hop cua it nhat hai phan tor ADN khéc loai
vGi nhau, va/hodc phan td ADN duoc téng hop nhan tao va cé trinh tu nucleotit co6
ngudn gbc tir trinh ty nucleotit thudng xuét hién trong tw nhién, va/hodc phan tir ADN
bao gdbm phén tir axit nucleic duge dua vao ADN hé gen ciia té bao chi va ADN kep
sudn duge két hop ctia hé gen cua té bao chi. Vi du vé phan tir ADN tai t& hop 14 phén
tr ADN bao gém it nhdt mot trinh tw dwoc chon tir cdc trinh ty néu trong SEQ ID NO:
1-10. Theo sang ché, "cay tai t5 hop" 14 cdy thuong khong xuét hién trong tu nhién,
ma 14 két qua ciia sy can thiép cta con ngudi, va chira gen chuyén va/hodc phan tir
ADN khéc loai duoc dua vao trong hé gen ciia nd. Két qua ciia su can thiép bién ddi
clia con ngudi tao ra cdy tai td hop khac biét rd rét véi cay kiéu dai lién quan. Vi du vé

cay ti t6 hop 14 ciy ngd chuyén gen chira sy kién MON 87427,

Theo sang ché, thuat ngit "gen chuyén" chi phéan tir axit nucleic dugc con ngudi
dua vao hé gen cua sinh vét va 1a két qua cua sy can thiép cia con ngudi. Gen chuyén
d6 c6 thé khac loai vdi té bao chii. Thuat ngir “chuyén gen” bao gdm ca gen chuyén, vi
du, "cay chuyén gen" chi ciy chia gen chuyén tirc 13, phan tir axit nucleic dugc con
ngudi dua vao hé gen ctia sinh vat, va 13 két qua ctia sy can thiép ctia con ngudi. Theo
sang ché, thut ngit "khac loai" chi phan tir thir nhét thuong khong tim thdy dugc trong
su két hop v6i phan tir thtr hai trong tw nhién. Vi du, phén tir ¢6 thé c6 ngudn gbe tir
loai thr nhit va duoc chén vao trong hé gen cta loai thi hai. Phan tr nay do d6 s& 1a
phan tir khic loai, trc 13, khac loai véi sinh vat va duge con ngudi dua vao hé gen cua

sinh vat.

Theo séng ché, thuat ngit “kham” chi phan tr ADN don duoc tao ra bing cach
dung hop phén tir ADN thtr nh4t v6i phan tir ADN tht hai, trong d6 phan tir ADN thir
nhit hodc phan tir ADN thir hai nay thuong khong duoc tim thiy trong ciu triic d6, co
nghia 1a, duwoc dung hop véi nhau. Do d6, phén td ADN khdm 1a phan tr ADN méi va
thuong khong xuét hién trong tw nhién. Vi du vé phan tt ADN kham 1 phén t¢ ADN
bao gé‘)m it nhat mot trinh tu duoc chon tir nhém bao gém cac trinh tu néu trong SEQ
ID NO: 1-10.
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Sang ché dé xuat phan tr ADN va cac trinh tu nucleotit twong tng ctia cac phan
tir nay. Theo sdng ché, thuat ngit “ADN”, “phan tr ADN”, “phan tir axit nucleic” chi
phén tr ADN soi kép ctia hé gen hodc c6 ngudn gbe tdng hop, c6 nghia 13, polyme cia
cac bazo deoxyribonucleotit hodc ctia phan tir polynucleotit, theo huéng tir ddu 5°
(huéng nguoc) dén dau 3° (huéng xudi). Theo sang ché, thudt ngir “trinh ty ADN”,
“trinh tu nucleotit™ chi trinh ty nucleotit ciia phén tr ADN. Danh phap dugc st dung
trong sang ché 1a danh phép duoc quy dinh tai Muc 37 ctia Bo Luat Hoa Ky vé cac quy
dinh Lién bang §1.822 va duoc néu trong cic bang trong tiéu chuidn WIPO ST.25
(1998), Phu luc 2, cac Bang 1 va 3. Theo sang ché va nhu dugce st dung trong ban mo
ta, cac trinh tu nucleotit theo sang ché 13 céc trinh ty dugc néu trong SEQ ID NO: 1-10
va céc doan ctia chiing, dugc dua ra bang cach tham chiéu dén chi mét soi trong sb hai
soi trinh tu nucleotit bd sung, nhung theo ngu y, céc trinh tu bd sung (c6 nghia 13, céc
trinh tu cua soi bd sung), trong linh vyc k§ thuit con dugce goi l1a céc trinh tu bd sung
nguoce, cling nim trong pham vi cia sang ché va rd rang thudc pham vi déi tuong duoc
yéu ciu bao hd. Do d6, theo sang ché, khi tham chiéu dén cac trinh tu néu trong SEQ
ID NO: 1-10 va cac doan ctia n6 bao gé)m va chi trinh tu coa sgi bd sung va cac doan
cua no.

Theo sang ché, thuat ngir "doan" chi mot phan ctia hoic mdt bd phan nhé hon
khong dy du ciia mot tong thé. Vi du, céc doan cla trinh tw néu trong SEQ ID NO: 10
s& bao gdm cac trinh ty ma t&i thiéu 1a khoang 10 nucleotit, it nhit khoang 20

nucleotit, hodc it nhit khoang 50 nucleotit ctia trinh ty néu trong SEQ ID NO: 10.

Trinh tu nucleotit twong tng véi trinh tu nucleotit diy da ctia ADN chuyén gen
dugce chén va céc doan co ban clia ADN hé gen ciia cay ngd nam kep sudn ting du
ctia ADN chuyén gen duoc chén theo sang ché 1 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 10.
Phén phu ctia doan nay 1a ADN chuyén gen duoc chén (con dugc goi 1a doan chén gen
chuyén hodc AND dugc chén) duoc d& cip 1a trinh tu néu trong SEQ ID NO: 9. Trinh
tu nucleotit cia ADN hé gen ciia cdy ngd dugc lién két tu nhién boi cdu ndi lién két
phosphodieste v&i va do d6 ndm kep sudn phia ddu 5 cia ADN chuyén gen dugc cheén,
va chira 10 nucleotit cia ADN gen chuyén dugc chén vio, duge trinh bay trong trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 7. Trinh tu nucleotit cda ADN h¢ gen cuia cdy ngd dugc lién

két tu nhién bdi cau noi lién két phosphodieste v6i va do d6 nam kep suon phia ddu 3'
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cia ADN chuyén gen duoc chén, va chira 10 nucleotit cia ADN gen chuyén duoc

chén vao, cé trinh ty néu trong SEQ ID NO: 8.

MON 87427 bao gdm thém hai ving duoc goi 12 vi tri tiép hop. "Vi tri tiép hop"
1a vi tri ma mot ddu cia ADN chuyén gen dugc chén di duoc chén vao va dugc ndi
v6i ADN hé gen. Nhip tiép hop, tire 13, kéo dai ngang, mot phin ctia ADN chuyén gen
dugce chen va ADN ctia hé gen kep suon lién k& va nhu vay bao gdm diém ndi cua hai
doan nay déng vai trd 1a mot phén tir tiép giap. Mot vi tri tiép hop 14 & ddu 5' cia ADN
chuyén gen dwoc chén va mot 13 & ddu 3' cia ADN chuyén gen dugc chén, theo sdng
ché duogc dé cép 14n luot 14 vi tri tiép hop 5' va 3'. "Trinh ty tiép hop" hodc "ving tiép
hop" chi trinh tw ADN va/hodc phan tir ADN twong Ung tai vi tri tiép hgp. Cac trinh tu
tiép hop ctia MON 87427 c6 thé duoc thiét ké bdi ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong
linh vuc k§ thuat nay bang cach sit dung trinh tw néu trong SEQ ID NO: 10. Cac vi du
vé trinh tu tiép hop ctia MON 87427 dugc cung cép 1a cac trinh tw néu trong SEQ ID
NO: 1-6. SEQ ID NO: 1 1a trinh ty bao gdm 20 nucleotit tao thanh vi tri tiép hop gitra
ADN hé gen cdy ngd va dau 5' cia ADN gen chuyén dugc chén vao; SEQ ID NO: 3 1a
trinh ty nucleotit 60 tao thanh vi tri tiép hop gitta ADN hé gen ciy ngd va dau 5' cia
ADN gen chuyén dugc chén vao; SEQ ID NO: 5 1a trinh tw gdm 100 nucleotit tao
thanh vi tri tiép hop gitta ADN hé gen cdy ngd va ddu 5' cia ADN gen chuyén dwgc
chén vao. SEQ ID NO: 2 1a trinh tu gdm 20 nucleotit tao thanh vi tri tiép hop gitta
ADN hé gen cy ngd va diu 3' cia ADN gen chuyén dugc chén vao; SEQ ID NO: 4 1a
trinh tu gdm 60 nucleotit tao thanh vi tri tiép hop gitta ADN hé gen cdy ngd va dau 3’
cia ADN gen chuyén dugc chén vao; SEQ ID NO: 6 1a trinh tu gém 60 nucleotit tao
thanh vi tri tiép hop gitta ADN hé gen cdy ngd va ddu 3' cia ADN duoc chén. Fig. 1
minh hoa su sép xép vat Iy cta cac trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1-10 theo chiéu tir
5°dén 3°. Poan ctia ADN bt ky ¢6 ngudn gbc tir MON 87427 chuyén gen ma bao gdm
trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1-6 déu thudc pham vi ciia sang ché. Do d6, sang ché
dé& xudt phan tr ADN chira it nhit mét trinh ty nucleotit nhu duoc néu trong SEQ ID
NO: 1-6.

Cac trinh tu tiép hop cta su kién MON 87427 ¢6 mét dong vai tro 1a mot phén
ctia hé gen trong cdy, hat, hoic té bao chira suw kién MON 87427 chuyén gen cta cay

ngo. Viéc nhén biét mot hodc nhidu trinh tu bit ky trong s céc trinh tu néu trong SEQ
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ID NO: 1-6 trong miu c6 thu duge tir cdy ngd, hat hodc bd phan clia cdy ngd cho thiy
ri’mg da thu duoc ADN tir MON 87427 va la chi thi su xuét hién cia ADN tur
MON 87427 trong mau.

Sang ché d& xuét cac phan tir ADN, vi du ma c6 thé dugc st dung 1am doan mdi
hodc mau do dé xac dinh sy ¢6 mit cia ADN c6 nguén géc tr su ki€én MON 87427
clia cdy ngd trong mau. Cac doan mdi hodc mau do d6 dic hiéu ddi vé6i trinh tu axit
nucleic dich va nhu vay 1a hitu ich d& nhan biét cac trinh tu axit nucleic MON 87427

bang céc phwong phap cia sang ché duge mo ta trong ban mo ta.

"Poan mdi" thuong 1 phén tir axit nucleic duoc thiét ké dé st dung trong cac
phuong phép U hoic lai dic hiéu bao gdbm sy khuéch dai béng nhiét. Cip doan mdi c6
thé dugc stir dung véi ADN khuén, ching han nhuy miu ctia ADN hé gen cta ciy ngd,
trong khuéch dai nhiét, ching han nhu phan tmg chudi polymeraza (PCR), dé tao ra
san phdm khuéch dai (amplicon), trong d6 san phdm khuéch dai duogc tao ra tir phan
ung do sé€ c6 trinh ty ADN tuong tng véi trinh tuy cia ADN khudn duge dat gitra hai
vi trf tai d6 cdc doan mdi dugce lai véi khudn. Theo sang ché, "san phérn khuéch dai" 1a
cac doan ADN duoc tdng hop bing cach sit dung céc k§ thuat khuéch dai. Cac san
phém khuéch dai theo sang ché bao gém mot hodc nhiéu trinh ty néu trong SEQ ID
NO: 1-10, hodc cac doan cia né. Poan mdi thuong dugc thiét ké dé lai voi soi ADN
dich bd sung dé tao thanh doan lai gitta doan moi va sgi ADN dich, va su ¢4 mit cua
doan mdi 12 diém nhan ra boi polymeraza dé kéo dai ciia doan mdi (c6 nghia 13, su
tring hop cua cac nucleotit bd sung thanh phén tir nucleotit dai) bing cach sir dung
khudn 13 soi ADN dich. Cip doan mdi, theo sang ché, chi viéc st dung hai doan moi
lién két véi cac soi nguoc cua doan nucleotit X0&n kép dé khuéch dai tuyén tinh doan
nucleotit gitra cac vi tri dich @& lién két bang cac thanh phan riéng biét cia cip doan
mdi. Cac vi du vé trinh tu doan mdi dugc dé cap la céc trinh tu néu trong SEQ ID NO:
11-12, SEQ ID NO: 14-15 va SEQ ID NO: 17-18. Cép doan mdi ¢6 trinh tu néu trong
SEQ ID NO: 14-15 va cé@p doan mdi ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 17-18, mbi
trinh tw ¢6 phan tit ADN thtr nhét va phéan tt ADN thir hai (ma khac v&i phan tt ADN
thir nhit) & ch ca hai phéan tir, mdi phan tir ¢6 chidu dai cac nucleotit lién k& du dé tao

thanh chirc ning ciia doan mdi ADN ma, khi dugc sir dung ddng thoi trong phan tng
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khuéch dai ADN véi khuén ADN ¢ ngudn gde tir MON 87427, s& tao ra san phim
khuéch dai dé xac dinh sy c6 mat cua ADN tir MON 87427 trong mau.

"MAu do" 12 phan tir axit nucleic ma bd sung cho soi axit nucleic dich d st dung
trong cac phuong phap U hodc lai. Cac miu do theo sang ché khong chi bao gbm axit
deoxyribonucleic hodc axit ribonucleic ma con bao gdm céc polyamit va cac vét chit
mau do khac ma lién két mot cach dic hidu véi trinh tw ADN dich va viée su phat hién
su lién két d6 c6 thé hitu ich dé xac dinh, phéan bi€t va xac dinh, hodc x4ac nhén su cé
mit cta trinh tw ADN dich trong mau cu thé. Mau do c6 thé duoc gén v6i nhén dé co
thé phat hién dugc bang phuong phap théng thuong hodc béi phan tir chi thi, vi du,
chét ddng vi phong xa, phéi tir, chit phat quang hoa hoc, hodc enzym. Vi du vé cac
trinh ty htu ich 1am mau do dé phat hién MON 87427 1a céc trinh ty néu trong SEQ
ID NO: 1-2, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 16 va SEQ ID NO: 19.

Phuong phap thiét ké va st dung doan mdi va méu do 1a da biét trong linh vuc k§
thuat nay va dd dugc mo ta, vi du, boi, Joseph Sambrook, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Third Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press (2001) and
Current Protocols in Molecular Biology, Wiley-Blackwell. cac phan tir ADN bao gém
cac doan c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1-10 va hitu ich lam c4dc doan mdi va mau
do dé phat hién MON 87427 va c6 thé d& dang dugc thiét ké boi nguoi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vuc k¥ thuat twong Gmg vé str dung miu do trong cic phuwong

phap lai phat hién, vi du, phuong phéap thim tach Southern.

Céc phan tir ADN va cac trinh tu nucleotit twong tmg dugc cung cép theo sing
ché 12 hitu ich cho, mot vai trong sb céc loi ich do, 1a viéc nhan biét MON 87427, chon
cac gidng ciy hodic cac cy lai bao gdbm MON 87427, phat hién sy ¢6 mit cia ADN c¢6
ngudn gdc tir MON 87427 chuyén gen trong miu, va kiém tra su c6 mit va/hodic su

véng mit cia MON 87427 hoic cac phéan ciy c6 ngudn gdc tir MON 87427.

Séang ché @& xuét cay ngo, thé hé con, hat, té bao cia cdy, bd phén ctia cdy, va céc
san phém hang hoa. Céc cay, thé hé con, hat, té€ bao cdy, cac by phan cua cdy, va céac
san phdm hang hoéa chtra lwong nucleotit ¢ thé phat hién dwoc trong sang ché, co
nghia 13, chéng han nhu phan tir axit nucleic bao g(“)m it nht mot trinh tu dugc dé cap
trong céc trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1-10. Cac cdy, thé hé con, hat, té bao cay céc

bd phén cua cdy trong sang ché c6 thé cling chira mdt hodc nhiéu gen chuyén bo sung.
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Gen chuyén d6 co thé 1a bét ky trinh ty nucleotit ma hoa protein hodc phan tir RNA
ban cho tinh trang mong mudn bao gdm nhung khéng chi giéi han & kha ning khang
sau bo ting, hiéu qua st dung nude tang, tinh ning hiéu suit ting, kha ning chdng han
han ting, chit lugng hat ting, chét lugng dinh dudng duogc cai thién, va/hodc kha niang
chiu thudc diét co ting, trong d6 tinh trang mong mudn nay duoc so vdi ciy ngd thiéu

gen chuyén b sung do.

Sang ché dé xuit cay ngo, thé hé con, hat, té bao cdy, va cac bd phén cua cdy, va
14 ¢6 ngudn gdc tir gen chuyén MON 87427 cia cdy ngd. Mau hat dai dién chira su
kién MON 87427 da duogc ndp luu theo Hiép wdc Budapest cho muc dich cho phép
sang ché. Co quan nhén ndp Ivu 14 Béo tang gibng chudn vi sinh vat Hoa Ky (ATCC)
c6 dia chi tai 10801 University Boulevard, Manassas, Virginia USA, Zip Code 20110.
Kho ATCC da dugce chi dinh duéi sd truy cap PTA-7899 dbi v6i hat chira sy kién
MON 87427.

Sang ché @& xuét vi sinh v4t chita phan tir ADN c¢6 trinh tw néu trong SEQ ID
NO: 1-10 trong hé gen ctia né. Vi du vé vi sinh vét da néi 1a t bao cdy chuyén gen.
Céc vi sinh vat, ching han nhu té bao cdy trong sang ché, hitu ich trong nhidu tmg
dung cong nghiép, bao gdm nhung khong chi giéi han &: (i) sit dung lam cong cu
nghién ctiru cho khdo cttu khoa hoc hodc nghién ctru cong nghi€p; (ii) st dung trong
nudi ciy dé san xuit cac san phim cacbonhydrat, lipit, axit nucleic, hoic protein ngoai
sinh hodc tai t& hop hodc cic phan tir nhd ma c6 thé dugc sir dung cho nghién ciru
khoa hoc hodc céc san phim cong nghiép tiép theo; va (iii) st dung véi k¥ thut nudi
cy mo thuc vat hién dai dé san xuét cdy hodc cac moi truong nudi cdy md cdy chuyén
gen ma sau d6 ¢ thé duge st dung cho nghién ctru hodc san xuét nong nghiép. San
xuét va str dung cac vi sinh vat ching han nhu té bao cy chuyén gen sir dung k§ thuat
vi sinh hién dai va su can thiép ctia con nguodi dé san xuét vi sinh vat don nhét, duoc
tao ra bai con ngudi. Trong quy trinh ndy, ADN tai td hop dugc chén vao trong hé gen
ctia t& bao cay dé tao ra té bao cdy chuyén gen ma riéng biét va duy nhét tir cac té bao
cAy xuét hién trong tu nhién. Té bao ciy chuyén gen nay sau d6 c6 thé dugc nudi ciy
nhiéu nhu cac té bao vi khudn va ndm men st dung k¥ thuat vi sinh hién dai va c6 thé
tdn tai trong trang thai don bao khéng biét héa. Thanh phan di truyén cua t& bao va

kiéu hinh cta cdy méi 1a hi€u qua k§ thuat dugc tao ra béi sy tich hop cia ADN khéc
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loai vao trong hé gen cua té bao. Khia canh khac cia sang ché 1a phuong phép st dung
vi sinh vt trong sang ché. Phuong phap str dung céc vi sinh vat ciia sang ché, ching
han nhu té bao cdy chuyén gen, bao gdm (i) phuong phap san xuét t& bao chuyén gen
biang cach tich hgp ADN téi t6 hop vao trong hé gen ctia té bao va sau do6 sir dung té
bao nay dé tao ra cac té bao bd sung chira ADN khéc loai; (ii) phuong phép nudi cdy té
bao chira ADN tai td hop st dung céc k¥ thuat vi sinh hién dai; (iii) phuong phap san
xuét va tinh ché cdc san phdm cacbonhydrat, lipit, axit nucleic, hodc protein tir cac té
bao duoc nudi cdy; va (iv) phuong phap st dung k¥ thuat nudi ciy mé hién dai voi té
bao cdy chuyén gen dé san xuit cay chuyén gen hodc céc canh truong nudi cdy mé cua

cay chuyén gen.

Cay theo sang ché c6 thé truyén su kién ADN, bao gdm doan chén gen chuyén,
cho thé hé con. Theo séng ché, "thé hé con" bao gém cdy, hat, té bao cdy, va’hodc bd
phén ciia cdy bat ky ma c6 thé tai sinh mién 14 chira sy kién ADN c6 ngudn gdc tir ciy
va/hodc phdn tir axit nucleic ban ddu c6 it nhat mot trong cac trinh ty dugc néu trong
SEQ ID NO: 1-10. Cay, thé hé con va hat c6 thé 1a df‘mg hop tir hodc di hop tr véi gen
chuyén. Thé hé con c6 thé dugce sinh trudng tir hat dugce tao ra bdi ciy chira su kién
MON 87427 va/hodc tir hat dugc tao ra bdi cdy dugc thu phe"m véi phén hoa tir cay
MON 87427. Cay theo sang ché c6 thé duge san xuét béng cach tu thu phén hodc thu
phén chéo va/hodc c6 thé duoc sir dung trong cic phwong phap tu thu phin hodic thu
phén chéo. Do d6, trong mdt phwong &n, cdy MON 87427 ¢6 thé dwoc thu phin chéo
béi cdy ngd khac nhau dé tao ra con chau lai. Cac phuong phép nhan giéng hitu ich

v6i cac cAy ngd MON 87427 1a da biét trong linh vuc k¥ thuét nay.

Sang ché d& xuit by phan ciia cay c6 ngudn gde tir MON 87427. Theo sang ché,
"bd phén cta cdy" chi bd phén bt ky ciia cdy chira vét liéu c6 ngudn gbc tir cdy MON
87427. Céac bd phan cua ciy bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, phin hoa, noan,
qua, hoa, r& hoic mé ciia than, soi va 1. Cac bd phan cia cdy c6 thé phat trién va tdn
tai doc 1ap, khong thé phat trién va ton tai doc 1ap, co thé tai sinh va/hoic khong thé tai

sinh.

Sang ché con dé xuét san phdm hang héa ma duoc tao ra tir gen chuyén MON
87427 clia cdy ngd va bao gdm phén tir axit nucleic ¢6 trinh ty nucleotit dugc chon tir

nhém bao gdm cac trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1-10. Theo sang ché, "san phdm
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hang héa" chi ché phdm hodc san phdm bét ky chira vat liéu c6 ngudn gbc tir cy, hat,
té bao thuc vat, hodc bd phan cua ciy ngd chira sy kién MON 87427. Céc san pham
hang hoa c6 thé 14 thé sdng hodc & dang thé khong song. Céc san phdm hang héa
khéng thé ton tai va phét trién doc 1ap bao gém, nhung khong chi gidi han &, hat va hat
khéng thé ton tai va phat trién doc 1ap, hat da dugc ché bién, md cua cdy dugc bdo
quan lanh, va md cua céy da dugc ché bién; hat va cac bd phan cta cdy da dugc ché
bién cho thirc 3n dong vat dé tiéu thu boi dong vat trén can va’/hodc dong vat thuy sinh,
dau, bot xay tho, bdt, san phém dang vay, cam, s¢i, sita, pho mat, giéy, kem, ruou
vang, va thuc phdm bét ky dé tidu thu béi con ngudi; va sinh khéi va cac san phim
nhién lidu. Céc san pham hang hoa 1a thé séng bao gdm, nhung khéng chi giGi han &,
hat va té bao thuc vat. Do d6, gen chuyén MON 87427 ctia cdy ngd c6 thé duogc st
dung @& tao ra san pham hang héa bit ky thudng thu dugc tir ngd. San phdm hang hoa
¢6 ngudn goc tir MON 87427 c6 thé chira it nhét lugng ADN dic trung va don nhét ¢6
thé phét hién duge twong tmg véi MON 87427, va cu thé 1a c6 thé chira lwong phén tir
axit nucleic c6 thé phat hién duoc cé it nhit mét trong céc trinh tu trong sb cac trinh tr
néu trong SEQ ID NO: 1-10. Sy phat hién ra mdt hodc nhiédu trinh tu nay trong miu
ctia san phim hang héa c6 ngudn gde tir, dugce tao ra tir, chira, hodc bao gdm cy ngd,
hat ngd, té bao cdy ngd, hodc bo phan clia cdy ngd thé tinh két luan va xac dinh sy ¢6
mit ctia vat liéu sinh hoc c6 ngudn gbe tir su kién MON87427 & ngd trong san phim
hang hoa dd néu, va su phat hién clia phén tir axit nucleic dd néu nay c6 thé duoc st
dung dé x4c dinh ham luong va/hoic ngudn cua san phdm hang héa d6. Phuwong phap
phat hién chudn bét ky cho cac phan tir nucleotit c6 thé duge st dung, bao gdém céc

phuong phép phét hién duoc boc 16 theo sang ché.

Cay, thé hé con, hat, t& bao thuc vat, cac bd phan cua cdy va céc san phém hang
héa theo sang ché do d6 hitu ich cho sy sinh truédng cuia cdy cho muc dich tao ra hat
va/hodc cic bd phén cua cay chira MON 87427 cho cdc muc dich ndng nghiép, tao ra
thé hé con chita MON 87427 cho cac muc dich nhan gidng va nghién ctru cdy, st dung
cac k¥ thudt vi sinh cho cac ing dung cong nghiép va nghién ctru va ban cho nguoi

tiéu dung, trong so céc 1oi ich khéc.

Sang ché dé xuét phuong phap phong trir cé dai sir dung thude diét cé glyphosat
va MON 87427. Phuong phép phong trir ¢6 dai trén canh ddng duoc dé xuét va
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phuong phép nay bao gdm céc bude: trong cdy giéng hodc cy lai chita MON 87427
trén canh ddng va st dung liéu thubc diét cé glyphosat hitu hidu vao canh ddng cho
muc dich phong trir ¢é dai trén canh déng ma khong 1am tén hai dén cdy chira MON
87427. Viéc st dung thube diét co glyphosat nay c6 thé thuc hién trude khi ¢6 moc, ¢6
nghia 13, tai thoi diém bt ky sau khi hat MON 87427 dugc gieo va tru6e khi cy
MON 87427 moc, hodc sau khi moc, c¢6 nghia 1a, tai thoi diém bAt ky sau khi céy
MON 87427 moc. Liéu glyphosat hitu hiéu c6 tac dung diét cé dé st dung trén canh
ddng gdm c6 pham vi tir khoang 0,0454 kg glyphosat trén hecta dén nhidu nhét la
khoang 1,816 kg glyphosat trén hecta trong mdt mua sinh truéng. Cé thé s dung
glyphosat nhiéu Ian trong mot mua sinh trwdng, vi du, hai lan st dung (ching han nhu
sir dung trudce khi gieo va st dung sau khi moc hodc st dung trude khi moc va st dung
sau khi moc) hodc ba 1an sir dung (chdng han nhu sir dung truéc khi gieo, st dung

trude khi moc, va st dung sau khi moc).

Phuong phép tao ra gen chuyén MON 87427 clia cay ngd chiu thudc diét cé dugc
dé xuat. Cay thé hé con dugc tao ra bang cac phuong phép nay c6 thé 1a ciy gidng
hodc cdy lai; co thé dugc sinh trudng tir cac hat dugce tao ra bdi cdy va’hodc hat chira
MON 87427 duoc tao ra bdi cdy dwgc thu phén véi phin hoa tir cdy MON 87427; va
c¢6 thé 1a ddng hop tir hodic di hop tir d6i v6i gen chuyén. Thé hé con sau d6 c6 thé

duoc tu thu phén hoéc thu phén chéo.

Cay ngd chiu duoc viée st dung thube diét c¢d glyphosat c6 thé dugc tao ra bing
cach lai gidng hiru tinh cdy MON 87427 bao gdm phén tir axit nucleic bao gdm it nhat
mot trong cac trinh ty duogc thude cac trinh tu dugce néu trong SEQ ID NO: 1-10 vai
cdy ngd khéc va béng cach do tao ra hat, hat sau do dugc thu gom va duoc tréng dé
phat trién thanh cay thé hé con. Thé hé con lai nay sau dé c6 thé dugc xir Iy véi thude
diét co glyphosat va chon loc thé hé con ma c6 kha ning chiu thudc diét co glyphosat.
Ngoai ra, céc cdy thé hé con nay c6 thé dugc phan tich bang cach sir dung cic phuong
phap xac dinh dé chon céc cay thé hé con chira ADN MON 87427.

Trong thuc hanh cac phwong phap trong sang ché, budc lai gibng hitu tinh cay
nay v6i cady khéc, tic 1a, sy thy phén chéo c6 thé duoc thuc hién hodc duoc lam d&
dang béi su can thiép clia con ngudi, vi du: thao tac thu gom phin cta con ngudi tir

cdy nay va cho phén nay ti€p xic véi voi nhuy hodc num nhuy cia cdy tht hai va sau
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d6 thy ¥ ngin can su thu phin khac cta cdy da dugc thu phin; thao tac clia con ngudi
va/hodc cac tdc dong loai bo (vi du, béng cach bé co), ti€u diét (vi du, béng cach su
dung céc hda chét), hodc boc nhi hoa hoac bao phén cua cay dé ma tir do ngan can su
tu thu phin tu nhién va su thu phin chéo s& phai dién ra dé sy sinh san xay ra, bang
cach con ngudi dua con tring thu phan vao vi tri cho "su thu phén truc tiép" (vi du,
bang céch dua céc t6 ong trong vuon cdy dn qua hoic cic canh ddng hodic bang cach
bao pht cdy vé6i con tring thu phin); bing thao tdc m& hoic loai bo ciia con ngudi dbi
v6i céc bd phan ciia hoa dé cho phép thay thé hoic tiép xtic phén hoa tir bén ngoai 1én
voOi nhuy hodc niim nhuy (vi du, & cdy ngdé ma viéc trd c& ty nhién 1am can tré hodic
ngén can su thu phén chéo, khién cho chung bét budc phai thu phén mot cach tu nhién
ma khong c6 su can thi€p cua con nguoi); bang cach thay thé c6 chon loc cac cay (vi
du, trdng cdy mot cach c6 chu y & khoang cach thu phin gan); va/hodc bang cach sir
dung hoa chét dé kich thich né hoa hozc dé ting kha ning thu nhan (ctia nim nhuy dbi

v6i phin hoa).

Trong thuc hanh cac phwong phép trong sang ché, buéc thu phin dya trén gidi
tinh cay ngo béng cach tu thy, tire 13, tu nod, c6 thé dugce thuc hién hodc duoc lam d&
dang bdi sy can thi€p cua con ngudi, vi du: thao tac thu gom phén cia cdy va cho phén
nay tiép xtic v6i voi nhuy hodc nim nhuy cta chinh cdy dé cdy va sau d6 tlly y ngan
can su thu phén chéo cia cdy da dugc thu phén; bang thao tic clia con ngudi va/hosic
céc tac dong ngit boé (vi du, bing cach bé c& cua cdy ngd), tidu diét (bang cach sir
dung cac tac nhan héa hoc), hodc che nhi hoa hodc bao pha“'ln cla cay nhim ngan can
su tu thu phén ty nhién xay ra va thuc hién thao tac thu phén thi cong nhim dé sy thu
phén dién ra; con nguoi dwa con tring thu phén vao vi tri cho "sy thu phén truc tiép"
(vi dy, bang ludi bao vé riéng cdy véi cdc con tring thu phén); bang sy thao tac ciia
con ngudi 1én cc phan sinh san ctia cdy dé cho phép ting cudng su tu thu phin; bing
cach thay thé c6 chon loc cdy (vi du, cb ¥ gieo cac cdy khéc sau khi thu phdn gan);
va/hoic bang cach sit dung hoa chat kim ham su né hoa hozic dé thuc ddy su tiép nhén

(ctia nim nhyy cho phén).
Sang ché dé xuét ciy va phuong phap hitu ich trong sw san xut hat ngd lai.
Cay ngb da tach cac phan hoa duc va cai. Co 1 cAu tric duc va chdi nach 14 cu

tric hoa céi cta cdy. Giai doan nd hoa cta cdy ngd bao gdom rung phéan va lam nhan.
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Phén ngd c6 thé thy phén ciing mét cdy (tu thu phdn) hodc ciy khac (thu phén chéo).
Néu céc cu truc duc cia cdy khong bi ngét bod trude khi rung phén, thi & mot mirc do
nao do, cdy ngo s€ tu thu phén. Dé tao ra hat lai, cac cu truc céi cta cdy ngo th nhét
can dugc thu phan chéo véi phin hoa tir cdy ngd thir hai. Do d6, dé san xuét hat lai
hiéu qua thi yéu cau phén hoa ctia ciy khong duoc phép tu thu phin cho cdy d6. Cac
phuong phép ting ning sudt san xuét hat ngd lai theo trong sang ché bao gdm cho hat
sinh trudng trong dién tich hodc cdy bao gdm MON 87427 va mot hoic nhidu cdy ngd
khéc. Cac cay chua sy kién MON 87427 sau d6 dugc xtr ly véi glyphosat trude khi
hinh thanh phin hoa, bang cach d6 1am cho céc cdy chira sy kién MON 87427 bt thu
duc va khong c6 kha nang tu thu phén. Céc cdy chira su kién MON 87427 sau d6 dugce
thu phan bing phén hoa tir (cac) cdy ngd khac biang cach sir dung phuong phap bat ky
dugc mo ta trong sang ché. (Cac) cdy ngd khac c6 hoidc khong c6 kha ning chiu
glyphosat. Hat ngo sau d6 dugc thu hoach tir cdc cdy chira su kién MON 87427, trong
d6 hat dugc thu hoach tir cic cdy MON 87427 dugc xtt Iy cé nang suit cao hon hat
ngd lai (tac 14, phén tram cia hat lai dugc thu hoach cao hon hodc do thuin cta hat lai
cao hon) hat ng6 dugc thu hoach tir cac cdy ngd chtra sy kién MON 87427 khong dugce
xtr Iy hodc tir (cac) cdy ngd khac trong ciing didu kién. Hat ngd dugc thu hoach tir céc
cdy chira sy kién MON 87427 khong xtr Iy s& c6 phan trim hat khéng lai cao hon (tirc
13, hat dong ndi phéi dugc san xuét b%mg cach tu thu phén) va do d6 nédng suét cua hat

ngd lai thap hon.

Céc cdy va cac phuong phép theo sang ché c6 thé con duge str dung cho cac muc
dich nhan gidng ngd véi cac phuong phap duoc biét trong k¥ thuat bao gém st dung
cac phuong phép dugc md ta trong US 7,314,970, ma dugc dua vao ban md ta lam tai

li€u tham khdo, va US 20090165166, dugc dua vao ban mo ta lam tai li€u tham khao.

Cay, thé hé con va hat thu duge tir cac phuong phap theo sang ché va dugc tao ra
bang cach st dung cic phuong phap theo sang ché s& khac véi cac cdy ngd khac. Vi
du, cac cdy MON 87427, thé hé con, va hat theo sang ché 1a chuyén gen va téi t& hop
va nhu vy duogc tao ra bang sy can thiép ciia con ngudi va chira lugng c6 thé phat
hién dugc cua phan tir axit nucleic ¢6 it nhét mét trong cac trinh ty duge cung cép

trong sb cac tinh ty néu trong SEQ ID NO: 1-10.
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Céc phuong phap theo sang ché do d6 hitu ich cho, trong sb cac loi ich d6, phong
trir co dai trén canh ddng trong khi cdy dang sinh trudng dé san xuét hat va/hodc cac
bd phén cia cdy chira MON 87427 cho cac muc dich nong nghi¢p hodc nghién ciru,
chon thé hé con chira MON 87427 cho cic muc dich nhén giéng nhéan giéng ciy hodc

nghién ctru, va tao ra céc cay thé hé con va hat chira MON 87427.

Cay, thé hé con, hat, té bao thuc vat, cac bd phan ciia ciy va san phdm hang hoa
theo sang ché c6 thé dugc ddnh gia vé thanh phan ADN, biéu hién gen, va/hodc bidu
hién protein. Su danh gid d6 c6 thé dugc thuc hién bing cach sir dung céc phuong
phép tiéu chudn nhu PCR, thidm tach Northern, thAm tich Southern, thdm tich
Western, mién dich-két tia va ELISA hodc bang cach st dung cac phuong phap phat

hi¢n va/hodc céc kit phat hi¢n dugc dé xuit trong sang ché.

Phuong phéap phét hién sy c6 mit cua cac vat liéu ddc trung cho MON 87427
trong miu duoc dé xuét. Co thé phat hién sy c6 mit cua phan tir axit nucleic trong
sang ché bang cach st dung cac miu do va doan mdi trong sang ché voi phuong phéap
bat ky dé phat hién axit nucleic dugc st dung trong linh vuc k§ thuat nhu phan tmg
chudi polymeraza (PCR) hoic lai ADN. M6t phuong phap d& xuét cho mau ADN tiép
xtc véi cdp mau do 13 ¢ kha ning san Xuét san phém khuéch dai tir su kién ADN
MON 87427, thuc hién phan tmg khuéch dai va bang céch d6 tao ra san phim khuéch
dai ADN bao gdm it nhit mot trong céc trinh ty nucleotit dugce néu trong SEQ ID NO:
1-10, va sau d6 phat hién su c6 mit hodc khong c6 mat cua phén tir sdn phém khuéch
dai va tlly y x4c nhén trong trinh tu ctia amplicon trinh ty bao gdm it nhit mot trong
cac trinh tu dugce néu trong SEQ ID NO: 1-10. Sy c6 mét cia san phém khuéch dai da
néu xac dinh va/hodc x4c dinh su ¢c6 mét cia ADN déc trung cho MON 87427 va do
d6 kiém tra va xac dinh sy c¢6 mat cia vat liéu sinh hoc MON 87427 trong mau.
Phuong phép khac dé xuét cho miu ADN tiép xtic v6i mau do ADN, dwa mau do va
mau ADN vao diéu kién lai nghiém ngit, va sau d6 phat hién phép lai gitta mau do va
mau ADN dich. Phat hién ra phép lai 13 xac dinh dugc sy c6 mit cua cia ADN dic
trung cho MON 87427 trong miu ADN. Su khuéch dai axit nucleic, phép lai axit
nucleic va giai trinh tw ADN c¢6 thé thuc hién duge bang phuong phéap bat ky duoc biét
trong linh vuc k¥ thuat. Mot k¥ thuét vi du hitu ich dé thuc hién séng ché 1a TAQMAN
(PE Applied Biosystems, Foster City, CA).
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Trinh tu ciia doan chén ADN khéc loai, cac trinh ty tiép hop, hoidc céc trinh tu
kep sudn tir su kién cdy ngd MON 87427 (véi cac mau hat tiéu biéu duoc ndp luu tai
ATCC PTA-7899) co thé duoc xac nhan (va duogc hi¢u chinh néu can thiét) bﬁng cach
khuéch dai cac trinh tu d6 tir su kién c6 st dung céc doan mdi ¢6 nguén géc tr céc
trinh tw duoc cung cp trong sang ché theo sy trinh ty héa ADN chudn cuia san phdm
khuéch dai hodic cia ADN dugc tach dong.

Kit phat hién ADN da dugc dé xuit. Nhitng thay d6i vé kit phat hién da néu ciing
¢6 thé duoc phat trién bang cach st dung cac ché phdm va phuong phéap duoc boc 16
trong sang ché va cac phuong phap phat hién ADN da duogc biét dén trong linh vuc k§
thuat. Kit phét hién ADN Ia hitu ich dé nhan biét ADN cia ADN MON 87427 trong
mau va ciing c¢6 thé duoc 4p dung dbi v6i cac phwong phap nhan gidng ciy ngd chira
ADN MON 87427. Kit ¢6 thé chira cdc doan mdi hodic mau do ADN ma tuong tu hodac

bd sung cho cac trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1-10, hodc cic doan cta nd.

Kit va phwong phap phat hién theo sang ché do d6 hitu ich cho viéc nhan biét
MON 87427, chon cac giéng cdy hodc cac ciy lai bao gdm MON 87427, phat hién sy
c6 mit cia ADN c¢6 ngudn géc tir MON 87427 chuyén gen trong mau, va kiém tra su
¢6 mit va/hodc su ving mit cia MON 87427 hodc cac phin cdy c6 ngudn gbc tir

MON 87427, trong sb cac lgi ich khac.

Sang ché d& xuét thang do sy phat trién twong d6i hiru ich cho viéc kiém tra
va/hodc x4c dinh su phat trién sinh san & cdy ngd. Thang do su phat trién twong ddi
md&i nay phén tich nhitng khéc biét trong su trudng thanh phat trién va sinh san qua cac
gidng ngd khac nhau va dong ndi phdi bang cach cung cép thang thoi gian thé hién cac
giai doan phat trién cd ciia cdy ngd trong mbi quan hé véi su né hoa. Thang do sy phét
trién twong dbi 1am giam su khéc biét dugc quan sat thdy trong su phét trién co va sy
sinh trudng clia cd qua cac kiéu gen. Sy phat trién cd cia cdy ngd trong céc giai doan

khéac nhau ctia sy trudng thanh duge minh hoa trong Fig.3.

Su phat trién ctia cdy ngd thuong dugc xac dinh bang thang do cac giai doan phat
trién dua trén cac diéu kién sinh dudng, thuong duoc biét 1a cac giai doan V. Céc giai
doan nay dugc xéac dinh theo 14 trén cung ma tai dé nhin dugc cac vanh 14. VE tuong
g vé6i giai doan moc, V1 twong tng v&i 14 thi nhét, V2 twong tmg véi 14 tht hai, V3

tuong ing véi 14 thir ba, V(n) twong Gmg véi 14 thir n. VT xay ra khi nhanh cubi cing
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clia ¢ xudt hién, nhung trudc khi to xudt hién. Trén canh dong ngd, mdi giai doan V
cu thé dwoc xac dinh chi khi c6 tir 50% trd 1én s6 cdy ngd trén canh dong dang & hoic
& sau giai doan d6. Tuy nhién, viéc st dung thang do sinh dudng dé x4c dinh do
trudng thanh sinh san c6 thé phirc tap do thuc té 13 sy phat trién sinh dudng lai khong
lién quan mat thiét dén su thudn thuc gidi tinh qua tit ca cac kiéu gen. Ngoai ra, khong
phai tit ca cac dong ndi phdi s& phan biét duge voi cing s 14, nhitng ngudi kiém tra
canh ddng khéng phai lic nao ciing c6 danh gia thich hop, va nhitng chiéc 14 diu tién
dé phan biét c6 thé trd nén gia kha sém trong mua nén néu khéng dwoc danh diu 14
thich hop trong cac giai doan sém thi s€ kh6 nhan biét chinh xé4c dugc cac giai doan vé

sau.

Cong cu phd bién khac dé du doan va ude tinh cac giai doan sinh truéng va phat
trién ctia cdy ngb 1a don vi do murc do sinh trudong (GDU). Yéu t6 trong su sinh trudng
va phat trién ciia ngd 1a nhiét. Nhiét thuong duoc do & mét thoi diém va duge bidu
di®n bang nhiét do, nhung né c6 thé con dugc do theo khoang thoi gian va duge bidu
dién 14 cac don vi nhiét. Cac don vi nhiét nay thuong duge goi 1a GDU. GDU cé thé
duoc xac dinh 1a sy chénh léch giita nhiét d0 hang ngay trung binh va nhiét 4o chuén

duoc chon dua vao cac gigi han nhét dinh. GDU duoc tinh theo phuong trinh sau:

Don vi mtrc 40 sinh truéng={(H+L)/2} -B

trong d6 H 14 nhiét d6 cao hang ngay (nhung khong qua 30°C), L 1a 1a nhiét do thép
hang ngay (nhung khéng dugi 10°C), va B 1a chudn 10°C. Do su sinh trudng ctia ngd
1a nho khi nhiét @6 cao hon 30°C hodc thép hon 10°C, cac gidi han duoc thiét 1ap bén
trén cac nhiét do cao va thdp hang ngay duoc st dung trong cong thic. Viée loai bo
gia tri thdp hon hang ngay ciing ngin viéc tinh ra gia tri am. Do d6, néu nhiét d6 cao
hang ngay vuot qua 30°C, nhiét do cao hang ngay dugc st dung trong cong thirc GDU
s& dugc thiét 1ap & 30°C. Nguoc lai, néu nhiét do thip hang ngay tut xubng dudi 10°C,
nhiét d6 thip hang ngay dugc st dung trong cong thirc GDU s& dugc thiét 1ap & 10°C.
Néu nhiét d6 cao hang ngay khong vuot quéa 10°C, thi khong ¢6 GDU duoc ghi cho
ngdy d6. GDU t6i da ma cy c6 thé tich liy trong ngay 1a 36, ti thiéu 1a khong. Téc
do trudng thanh cta cdy ngd duoc nhan biét bang tng cac gia tri GDU hang ngdy sau
khoang thoi gian ly thuyét. Khoang thoi gian ma céc nha san xuét hat ngd st dung 12

tr diém gieo hat dén khi thuan thuc v& mait sinh ly hodc diém ma tai d6 hat gﬁn nhu
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duoc dién diy. Phan 16n tai Hoa Ky, GDU duoc ghi va duge luu gitr cho hiu hét cac
khu vuc dia ly va c6 sin tr USDA Crop Reporting Service hodc State Extension
Services. Ngoai ra, dung cu nhim thu thong tin GDU tai vi tri cu thé cling dugc mo ta
trong US 6,967,656, dugc dua vao ban md ta lam tai 1liéu tham khao. Nhu véi cac giai
doan V, cic phép do GDU c6 thé thay ddi dang ké so v&i giai doan phét trién co qua

cac kicu gen va khong phai la du doan tin cdy vé su phat trién co.

Theo séng ché, "thang do sy phat trién twong d6i" dugc dinh nghia 1 thang do
duoc tao ra b%lng cach chia GDU tai giai doan phat trién c& theo GDU ma cho 14 can
thiét dé dat dén giai doan rung phin cu thé. Sau d6, tir thong tin ndy, xy dung dudng
hdi quy cho mdi kiéu gen hodc gidng nodi phdi. Thang do phét trién twong ddi c6 thé
duoc xdy dung bing cach sit dung cac phuong phap duge mo ta va trén co sé mdi
quan hé giita cac yéu ciu GDU can thiét dé dat t6i giai doan phat hién hoa ngd nhét
dinh lién quan dén giai doan phat trién cd da cho. Nhu vay, thang do su phat trién
tuong dbi 14 hitu ich cho viéc du doan su phat trién co & ngd qua cac kiéu gen khéc
nhau va cac giéng ndi phdi va c6 thé duge st dung lam phuong 4n thay thé cho si

dung céc giai doan V hoiic DGU trong cac phwong phap nhén gidng va ndng nghiép.

Theo sang ché, "giai doan phat trién hoa" dugc xac dinh theo mirc d6 ma quin
thé cdy dang rung phén, dugc goi 1a giai doan P. Giai doan phat trién hoa dugc biéu
di&n 14 Px, trong d6 P c¢6 nghia 12 "phin hoa" va "x" chi ra phéan trim ctia s cdy trong
quan thé dang rung phén. Thang do su phat trién twong ddi trong sang ché duoc dya
trén sy hdi quy bing cach iy GDU & giai doan phét trién c& da cho chia cho sé6 GDU

can thiét d& dat dén giai doan rung phén. Piéu nay dugc biéu dién nhu sau:
Thang do sy phat trién twong dbi= (GDU trén Tn/ GDU trén Px)

trong d6 "GDU dén Tn" 14 lugng cia GDU (don vi d0 sinh truéng) can thiét dé
dat dén giai doan phat trién cd nhét dinh trong d6 n c6 thé nim trong khoang tir 0 dén
7, va trong d6 "GDU dén Px" 13 lugng ctia GDU cin dé dat dén giai doan phét trién
hoa hodc giai doan P trong d6 x ¢6 thé ndm trong khoang tir 0 dén 100 (vi du v& diéu
nay 12 P50 duogc dinh nghia 1a 50% sb cdy trén canh ddng da bat diu rung phan).

Su hdi quy c6 thé trén co sé mdi quan hé twong quan giita bat ky giai doan phét
trién cor va giai doan phat trién hoa hoic céc yéu cau GDU giai doan P. Mbi quan hé
twrong quan d3 néu duoc bidu dién bang cach ldy GDU céan thiét dé dat dén giai doan
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phat trién c& cu thé chia cho GDU cén thiét dé dat dén giai doan phat trién hoa cu thé
ho#c giai doan P. Trong mdt phuong 4n trong sang ché, giai doan phat trién hoa hodc
giai doan P cho sy hdi quy 1a P50, trong d6 50% quan thé ciy ngd 1a dang rung phén.
Trong phuong 4n khéc, giai doan phat trién ciia hoa hodc giai doan P clia sy rung phén
dé tinh toan su hdi quy c6 thé nim trong khoang tir 1% dén 100%, bao gdm khoéang 2,
3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50,
51,52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73,
74,75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97, 98, va 99%. Giai doan phat trién c& cho sy hdi quy c¢6 thé ndm trong khoang tir TO
dén T7, nhu TO, T1, T2, T3, T4, TS5, T6 va T7. Bét ké giai doan phat trién cd va giai
doan phat trién hoa dugc chon dé tao ra sy hdi quy, thang do sy phat trién twong dbi c6
thé duoc xay dung b%mg cach v& cac mbi quan hé cia GDU can thiét dé dat dén mot
giai doan rung phin cu thé so véi lwong GDU cén thiét dé dat dén giai doan phat trién

co da cho. Khia canh ndy dwgc minh hoa trong Fig.5.

Theo sang ché, thuat ngit "xac dinh" chi hoat dong do ludng, wéc dinh, danh gia,
udce tinh, kiém tra va/hodc du doan. Vi du, "xac dinh su phat trién co" theo sang ché
bao gdm do giai doan phat trién c& hién tai, kiém tra sy tién trién ctia su phat trién co,

va/hodc du doan su xay ra giai doan phat trién c&r trong twong lai.

Do d6, sang ché d& xudt phuong phép tao ra thang do su phat trién twong ddi bao
gbm do céc don vi dd sinh truéng duge yéu clu cho quin thé cdy ngd dén khi trudng
thanh dén giai doan phat trién cd cu thé; do cac don vi do sinh trudng duge yéu ciu
cho quén thé ciy ngd da néu dén khi truéng thanh dén giai doan phat trién hoa cu thé;
va tao ra dudng hdi quy bing cach 1iy don vi d6 sinh truéng duoc do da néu duoc yéu
cau cho quan thé ciy ngd da néu dén khi truéng thanh dén giai doan phat trién co cu
thé da néu bang cac don vi do sinh truéng duge do da néu duge yéu cau cho quin thé
cdy ngd dd néu dén khi truéng thanh dén giai doan phat trién hoa cu thé da néu. Budc
do c6 thé duoc lap lai cho it nhét hai quin thé ciy ngd. Bude do c6 thé duge lap lai
cho nhiéu giai doan phét trién c& cia cdy ngd va/hodc nhidu giai doan phat trién cua
hoa. Giai doan phat trién ctia hoa cu thé c6 thé 1a rung phén trong khoang 50% quén

thé ciy ngd.
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Sang ché con dé xuét phuong phap xac dinh khoang tdi wu trong thang do dbéi véi
su phat trién twong ddi cho ché do xur Iy duoc lién két voi su phét trién co, do d6 cho
phép ngudi xac dinh thoi gian du tinh tdi wu ciia ché d6 xir 1y trong do6 giai doan phat
trién 12 nhén t§ quan trong. Vi du vé diu nay 1a 4p dung chuong trinh xir Iy bing mot
loai héa chét phd bién dé c6 hiéu qua giy ra su bit duc co ciia cdy ngd t6i da thong
qua céc kiéu di truyén b me ngugc trong su san xuat hat ngd lai, khong quan tdm dén

kiéu gen hay nhém trudng thanh.

Theo sang ché, thuat ngtt "hat lai" 1a hat duoc tao ra bdi hai cay thu phén chéo.
Céc cdy dugc sinh trudng tir hat lai c¢6 thé c6 cac dic tinh néng hoc dugc cai thién,
nhu ning suit cao hon, do déng déu 16n hon, va‘hodc co stc d& khang véi bénh. Hat
lai khong dugc lai thuc sy, c6 nghia 1a, hat dugce tao ra bé‘mg cach tu thu phén véi cay
lai (cay duoc sinh trudng tir hat lai) khong cho két qua dang tin cdy 1a thu dugc thé hé
cdy lai tiép theo 1 gidng hét nhau. Do d6, hat lai méi phai duoc tao ra tir cic dong cay
b6 me cho mdi 1an gieo. Do hau hét cac cdy trong ¢ ca cac bd phan duc va cai, hat lai
¢6 thé chi dugc tao ra béng cach ngédn can sy tu thu phén ciia bd me cai va cho phép
hoic tao diéu kién thu ph4n véi hoa mong muén. C6 nhidu phwong phap dé ngin can
su ty thu phén cta b me cai, mot phwong phép tu thu phin dwoc ngin can 1 co ché
loai bd phén hoa tao ra bd phan trude khi rung phén. Viéc san xuét hat ngd lai thuong
mai (ngd, Zea mays) thudng bao gdm budc gieo cic dong bd me duc va cai mong
mudn, thudng trong cic hang hoic khéi riéng biét trén canh ddng dugc tach biét, xtr Iy
cdy bd me céi dé ngin can phin rung, dam bao ring ciy cai chi duge thu phin bai bd
me duc dugc thiét ké, va thu hoach hat lai tir chi bd me cai. Hat lai c6 thé 1a két qua
ctia phép lai don (vi du, lai thé hé thir nhét giira hai dong dong ndi phdi), lai don bién
d6i (vi du, lai thé hé thir nhit gitta hai dong ndi phdi, dong nay hozc dong khac c6 thé
dugc bién dbi nhe bang cach sitr dung phép lai ho hang gin), lai doi (vi du, lai thé hé
thir nhét gitta hai cdy lai don), lai ba (vi du, lai thé hé thi nhét gita lai don va dong
dong ndi phdi), lai cao san (vi du, lai thé hé thtr nhat gitra dong ndi phdi va gibng dugc
thu phén m&, hodc lai thé hé thir nhét gitta lai don va giéng dugc thu phén m&), hodc
giéng dugc thu phén md& (vi du, quén thé cay dugc chon tir tiéu chudn ma c6 thé cho
thdy su bién dbi nhung c6 cac diic tinh ma gidng c6 thé duoc phan biét véi cac gidng
khac).
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Trong su tao ra hat lai, sy tao ra phin hoa va/hodic rung phin c6 thé duogc ngan
can & cay bd me cai nhim dé su thu phén ctia bd me cai véi chi bd me duc duoge thibt
ké dién ra thuan loi va nhd d6 tao ra hat lai. Su ngin can di néu c6 thé dat duoc bang
phuong phép bit ky hodc cong cu duoc ngudi hiéu biét trung binh trong linh vuc k§
thuat nay biét, bao gdm, nhung khéng chi gidi han &, bé c& thi céng, bé ¢ co hoc, st
dung coéng cu di truyén soat su thu phén, va’/hodc st dung hoda chét. Phuong phéap bét
ky da néu co thé duogc két hop hodc duoc sir dung riéng biét. Su bé cd c6 thé duoc
thuc hién thi cong va thudng duge thuc hién bing thao tac ngit bd cd ra khéi cdy ngd,
thuong biang cach bé gap co xudng. Sy bé ¢ co hoc hay bang may thuong st dung
may bé c& duge goi 13 "méy cit" ma di chuyén qua cic hang ngd va cit bo phan trén
cling cua cdy. May "kéo" sau d6 di chuyén qua céc hang ngd vai ngay sau d6 va kéo co
ra khoi cdy bang cach chup co gitta hai truc can di chuyén & téc d6 cao. Dung cu bé cd
co hoc hitu ich trong thyc hanh cac phuong phép trong sang ché bao gém cac dung cu
duoc lap dat trén cac may cu ly cao. Mdy cét c6 thé 1a dao quay hodc ludi dao ma van
hanh & cac mit phing khéc nhau tir ngang dén doc, c6 thé diéu chinh chidu cao thich
hop, dé cit hodic xé phan trén cling cua ciy ngd bao gdm cd. May kéo c6 thé ¢ hai
banh hoiic truc can, c¢6 thé didu chinh chiéu cao thich hop, quay theo céc chiéu ngugc
nhau va kep c& va céc 14 phia trén, kéo chung 1é€n theo cach khéc véi thao tac bé co thu
cong. Cac may kéo va mdy cét co thé duoc sir dung riéng biét hodc ciing nhau va/hodc
két hop vai cac phuong phap bé c& khac. Cira sb thoi gian dé bé cd thudong gan nhu ti
uu va khé quan Iy khoang thoi gian trong su san xudt hat ngd lai. Trong linh vuc k¥
thuat, cic hoéa chat va/hodc phuong phép di truyén ciing dugc sir dung dé ngin can sy

tao thanh phén hoa hodc su rung phén dang ké c6 thé dién ra.

Sang ché con d& xuét phuong phap xac dinh thoi gian du tinh phat trién cd cia
cay ngd bang cach chon khoang trén thang do su phat trién twong dbi, trong d6 khoang
chi ra su trudng thanh dén giai doan phat trién c& mong mudn. Giai doan phat trién co
mong mudn 14 tir giai doan TO dén T7, vi du, giai doan TS. Céc giai doan phat trién co
quan tAm dic biét 12 giai doan phat trién c& t6i wu cho phép lai sinh san, giai doan phat
trién co tdi wu cho sy bat duc cd hodc su bé ¢, vi/hoic giai doan t6i wu cho su cung
chp xir Iy diéu hoa phat trién cho cdy ngd. Trong xdy dung va sit dung thang do su
phat trién twong ddi, giai doan phat trién hoa cu thé dugc s dung dé xay dung thang

do su phat trién twong déi c6 thé & vao luc khoang 50 phéan trim quén thé ngd rung
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phin. Khoang vi du trén thang do su phat trién twong dbi hiru ich v6i phuong phap
; trong sang ché 1a nim trong khoang tir 0,62 dén 0,75 trén thang do su phat trién tuong
dbi.

Céc xac dinh thoi gian dy tinh cia sy phét trién c& c6 thé hitu ich cho cac
phuong phép ndéng nghiép bao gdm cac 1ap k& hoach va/hodc tiéu chudn hoa ma dac
trung cho sy phat trién cdy. Cac vi du bao gdm: phuong phép yéu cau st dung hoa
chét dang lac, chéng han nhu st dung thube diét co, thudc diét ndm, phén bon, va/hodc
chat didu hoa sinh trudng qua cic dong nodi phdi véi su trudng thanh twong phan;
phuong phép yéu cdu kiém tra, dy doan, va/hodic diéu chinh su phat trién c&, nhu kiém
tra cic dong nodi phdi duc cho sy phat trién cd sém, ma c6 thé dan dén su rung phin
giam, va cung cip sy xir Iy thich hgp nhim dé tac dong dén su phat trién cd; phuong
phép yéu cau str dung hormon va/hodc chét diéu hoa sinh trudng ding lac dé sira chira
sw mit cin bang va/hodc tao ra két qua ndng nghiép mong mudn; va/hodc phuong
phap bat ky yéu ciu cép su xir ly diéu hoa phat trién cho ciy ngd & giai doan phat trién
c& mong mudn. Sang ché c6 thé duoc sir dung trong linh vuc lap ké hoach va/hoic
cong viéc nghién ctru, nhu dé du doan cac yéu ciu cong viée lién quan dén su bé co
hodc su phat trién cia cy; dé doan trude cac yéu cdu lién quan dén su phat trién co;
dé x4c dinh tac dong cia ung sut 1én su phat trién cd; va/hodc dé sir dung trong sang
loc va danh gia nhitng dic diém va/hoic cic dong ndi phdi hodic cac cdy lai bang cach
ap dat ing suét & (céac) giai doan phat trién cu thé duoc x4c dinh béng cach du doan su
phat trién co.

Sang ché dé xuit phuong phép hitu ich cho viéc xac dinh khi sy xir Iy diéu hoa
phat trién c¢6 hiéu qua t6i wu sir dung thang do sy phat trién tvong ddi. Theo sang ché,
thuat ngtt "xtr Iy diéu hoa phat trién" chi viéc cung cép it nhat mét phwong phap xu Iy
vét Iy va/hodc hoéa chat ma tac dong Ién su phat trién ciia cdy. Sy phat trién cia cay
bao gbém, nhung khong chi giéi han &, sw phét trién cta hoa, su phat trién cia r8, su
phat trién cua 14, su phat trién cta than, su phat trién co, su phat trién sinh san, su phéat
trién giao tir, sw phét trién phan hoa, su phét trién hat, va/hodc su phat trién cia bd
phan bét ky. Viéc xtr Iy diéu hoa phat trién c6 thé 1am cho sw phat trién két thuc, cham
phat trién, bi ngan can, bi can trd, hodc dugc ting cudng. X ly didu hoa phat trién co

thé 1a xir Iy vat Iy, nhu bé co, dbt (sir dung lra d6t mot hodc nhidu phin dinh cua cay
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duc nhu mot cach can trd sy trudng thanh), va/hodc co, xat, chubt, rach, cit, duc, siéu
Am, tubt, lam V0, ngét bo, nghién, tia, va/hoac che bét ky by phan cua cay. Xu ly diéu
hoa phat trién c¢6 thé 1 héa chit nhu céc hop cht tw nhién hodc cac hop chat tong hop.
Céac hoa chit ma c6 thé hiru ich 13 su xir Iy diéu hoa phat trién bao gém céc chét diéu
hoa sinh trudng thuc vét, cac chét trc ché diéu hoa su phét trién thuc vat, cc hormon
thuc vat, cac chit e ché hormon thue vat, cac chét kich thich sinh trudng thuce vat, cac
chit 1am cham su sinh truc’)rrig cay, thudc diét nim, thudc diét con trung, chit lam rung
14, chit wc ché etylen, cac chét giai phong etylen, chit didu hoa sinh trudng,
morphactin va chét diét giao ttr. Su xtr Iy vat 1y, vi du, dugc sir dung trong céc phuong
phap theo sang ché 1a bé ¢ va/hodc ddt. Hoa chét vi du dé sir dung trong céc phuong
phap trong sang ché 1a thubc diét co glyphosat. Sw xir Iy diéu hoa phat trién c6 thé
duogce sir dung cho cdy ngd & giai doan bt ky, vi du, khi giai doan phat trién cd twong
g v6i khoang tir 0,62 dén 0,75 trén thang do sw phét trién twong dbi, ma bao gém
giai doan phét trién c& T5. Kha ning nhin biét khoang thoi gian hiéu qua tdi wu cho
viée 4p dung xir 1y didu hoa phét trién cd sit dung thang do sy phat trién twong dbi
duge cung cép 1a mot khia canh cua sang ché. Nhiéu su xir Iy didu hoa phat trién cd
bao gdm céc hoa chét c6 kha niang ngan can su phat trién ctia phan hoa va ngin can su
rung phin, dugc biét trong linh vuc k¥ thuét va s& hitu ich trong thuc hanh cac phuong

phép trong sang ché.

Sang ché c6 thé duoc st dung dé tao ra hat lai st dung cac phwong phép trong
sang ché. Sang ché d& xudt cac phuong phép bing cach cho ciy ngd bd me thir nhat
duoc lai v6i cdy ngbd bd me thtr hai, trong d6 su san xuét phin hoa cta cay ngo bd me
th nhit duoc e ché bang cach 4p dung su xir Iy diéu hoa phat trién. Céc phwong
phap trong sang ché c6 thé dugc str dung dé xac dinh giai doan phat trién va/hoic thoi
gian can tién hanh xt ly didu hoa phat trién dé c6 hiéu qua tbi wu. Dic biét, sang ché
c6 thé st dung cic phuong phap duoc d& xuit trong US 6,762,344 va US
2009/0165166. Theo mdt phuong an, séng ché 1a hat lai duoc tao ra béng cach st dung
céc phuong phép trong sang ché, bao gdm cac cdy va cac bd phan cia cdy dugc sinh

truéng tir hat lai va cac san phdm hang hoa dugc tao ra tir cdy nay.

Sang ché dé xuét phuong phap st dung cdy ngd chuyén gen chtra sy kién MON

87427 dé san xuét hat lai, trong d6 glyphosat dugc st dung dé xur 1y diéu hoa sy phat
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trién cd trong céc cAy MON 87427 dé ngan can sy tao thanh phén hoa. Pidu nay dugc
cin ¢t vao kha ning ngan can sy rung phén trong cac dong bd me céi bao gdm MON
87427 bang cach sir dung dung lic glyphosat, do d6 ngan can su ty thu phin xay ra.
Néu glyphosat dugc 4p dung qué sém so v6i su phét trién cd, cac khdi sinh san duc
khong thé phat trién du cho su xir Iy hiéu quéa hoan toan. Néu ap dung qua tr& lién so
Vv6i su phét trién cd, bao phan phun ra c6 thé da dang trén dudong di, va su xur 1y
glyphosat c¢6 thé khong thé ngin can su phat trién phin hoa. Vi vay, thoi gian dy tinh
ap dung glyphosat lién quan dén su phét trién c& tUng dung 13 quan trong trong viée
dam béo hi¢u qua 16n nhét va va do d6 tao ra hat lai c6 do thudn 16n nhét. Trong mot
phuong 4n, thoi gian du tinh t8i wu cta ap dung glypphosat dbi véi phuong phép nay
¢6 thé duge nhan biét bang cach xac dinh thoi gian du tinh phét trién cd ctia cdy MON
87427 str dung thang do su phat trién twong dbi va chon khoang trén thang do su phat
trién twong ddi ma chi ra su truéng thanh dén giai doan phat trién c& mong mubn. Viéc
xé4c dinh thoi gian du tinh phat trién cd cta cdy ngd niy sau d6 duge sit dung dé nhan
biét thoi gian du tinh cdp glyphosat v&i vai trd 14 sy xir Iy didu hoa phét trién cho cay
MON 87427, bang cach d6 ngan can su ty thu phin va nang cao su san xuét hat lai.
Phuong phép trong sang ché boc 10 ring sy phat trién cd trong khoang tir 0,62 dén
0,75 trén thang do sy phét trién twong ddi, hodc T5, 1a pham vi tdi vu cho viée ap dung
glyphosat cho cdy MON 87427 dé ngan can sy tao thanh phén. Do d6, trong hé théng
lai gidng Roundup®, d6i véi bat ky dong cai bd me da cho ciia nhém trudng thanh da
cho, thoi gian téi wu s& dugc du doan bang cach nhan GDUs can thiét dé dat duge P50
cho dong cai bd me d6 véi bat ky gia tri trong khoang vi d6. Khi két qua su su tinh
toan d6 bang véi GDU's clia mia sinh trudng d6, thoi gian 4p dung glyphosat tdi wu da
duoc théy rd. Céc thang do sy phéat trién tuong dbi c6 thé duoc tao ra s dung céc dau
lam chuén cho su rung phén, va cac d4u lam chudn cho thang do T khac s& ¢6 loi ich

tuong tw ma khong vugt ra khdi pham vi cuia sang che.

Khia canh khéc nita ciia séng ché d& xudt phuong phap hitu ich trong viéc xéc
dinh giai doan phat trién c& trong d6 phép lai sinh san 1 t6i wu. Twong ty véi cach ma
c4c sai khac trong su phét trién qua céac kiéu gen loai trir sy du doan déng tin ciy vé
cac xu ly didu hoa tbi wu trén co s& cac giai doan V hodc riéng GDU's, thoi gian du
tinh tu thu phén c6 thé cling dugc gitp ich béi thang do su phat trién tuong dbi.

Nghién ciru don gian st dung thang do su phat trién twong dbi c6 thé boc 16 su thu

-33-



23434

phén chéo 1a tbi wu trong khoang nhét dinh trén thang do d6. Mit khac, khi biét DGU's
duoc yéu cau cho P50 cua kiéu gen dugc cho, co thé s& xac dinh dugc thoi diém ma
khoang duoc dat téi ma khéng dwa vao cac ddu 1am chuédn sinh dudng khong déng tin
cdy, hodc thuc hién cac danh gié véat ly ti€u thu thoi gian cia sy phat trién co. C6 thé
s& chi 16 ring giai doan phat trién nay khong dwa vao cac ddu 1am chuén dinh dudng
khong dang tin cdy, hodc thuc hién cac ddnh gi4 thuc thé tiéu thu thoi gian cia su phat
trién cd. Cac md ta vé phuong phap nhan gidng ma thudng duge sir dung cho cac tinh
trang va cac cdy trdng khac nhau cé thé dwgc phat hién ra trong mét trong nhiéu tai
liéu tham khao (Allard, “Principles of Plant Breeding,” John Wiley & Sons, NY, U. of
CA, Davis, CA, 50-98, 1960; Simmonds, “Principles of crop improvement,”
Longman, Inc., NY, 369-399, 1979; Sneep and Hendriksen, ‘“Plant breeding
perspectives,” Wageningen (ed), Center for Agricultural Publishing and
Documentation, 1979; Fehr, In: Soybeans: Improvement, Production and Uses, 2nd
Edition, Manograph., 16:249, 1987, Fehr, “Principles of variety development,” Theory
and Technique, (Vol 1) va Crop Species Soybean (Vol 2), Iowa State Univ.,
Macmillian Pub. Co., NY, 360-376, 1987).

Trong thyc hanh cac phuong phap trong sang ché, mdt hodc hai cdy ngd bb me
¢6 thé bao gdm mot hodic nhiéu tinh trang mong mudn dwgc quan tdm trong ndng hoc.
Vi dy, cdy ngd bd me MON 87427 ¢6 thé duoc sir dung dé san xut hat lai nham nhén
gidng vé6i cdy ngd bd me thir hai, ma bao gém it nhdt mdt gen va/hoic tinh trang quan
tdm. Trong phuong 4n nay, thang do su phét trién tuong d6i c6 thé dwoc sir dung dé
kiém tra va/hoiic x4c dinh giai doan phét trién sinh san cta cdy ngd bd me MON
87427 @& chon thoi gian chinh xac cho viée xr Iy cdy ngd bd me MON 87427 véi
glyphosat truée khi hinh thanh phin hoa, bing cach d6 ngan can su ty thu phén. Cay
chira sy kién MON 87427 sau d6 s& dugc thu phan boi cdy ngd bd me thtt hai va hat
ngo lai s&€ dugc thu hoach tir céc cdy chira sy kién MON 87427, trong d6 hat dugc thu
hoach tir cac cdy MON 87427 duoc xir Iy ¢6 ning sudt hat ngd lai cao hon (tirc 13,
phén tram hat lai dugc thu hoach cao hon hodc dd thudn cua hat lai cao hon) so véi hat
ngd dugc thu hoach tir cac cdy chira sy kién MON 87427 khong dugc xtr ly hodc dugc
xtt 1y vao thoi diém khong chinh xac hodc tir (c4c) cay ngd khac trong céc didu kién

tuong tu.
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Céc tinh trang va cdc gen quan tdm trong ndng hoc ciing dugc biét trong linh vuc
k¥ thuat ndy va bao gdm, nhung khong chi giéi han &, vi du, tinh trang va gen cho sirc
dé khang ddi véi thude diét ¢d, su bat duc duc, ting ning sudt, dé khang véi virut, dé
khang v&i giun tron, dé khang véi bénh do vi khuén, ting su sinh trudng va phat trién
cua cdy, tdng san lugng tinh bot, san lugng (cac) dau bién tinh va/hodc cao, ham lugng
(c4c) axit béo bién tinh, san lugng protein cao, qua nhanh chin, ting dinh dudng cho
dong vat va/hodc con ngudi, cac biopolyme, Ung sudt mdi truong, cac peptit duge
pham va cac peptit c6 thé tiét, cai thién tinh trang ché bién, cai thién kha nang tiéu hoa,
raffinoza thap, san lugng enzym cong nghiép, san luong hat lai, san lwong soi, va/hoic
san lugng nhién li¢u sinh hoc. Vi du vé cady c6 mot hodc nhiéu tinh trang mong mudn
1a cac cdy duoc dang ky voi Cuc kiém dich dong thuc vat-Bd ndng nghiép Hoa Ky
(APHIS) vé kha nang chiu thudc diét ¢ (vi dy, cac su kién ngd MON 88017, NK603,
DAS-68416-4, HCEM485, DP-098140-6, DP-356043-5, MIR604, 59122, TC-6275,
Line 1507, MON 802, T14, va/hoac T25), phong trir sdu bo (vi du, céc sy kién ngd
MON 863, MON 809, MON 810, MON 89034, MON 88017, MON 802, MIR-162,
TC-6275, DBT418, B16, TC-1507, DAS 59122-7, MIR604, va’hoac MON 80100),
va/hodc céc tinh trang mong mudn khéc (vi duy, céac su kién ng6 LY038, MON 87460,
va/hodc 3272) (md ta va danh muc ddy du céc tinh trang dd néu c6 & trang web cla

chinh phtt Hoa Ky http://www.aphis.usda.gov/brs/not_reg.html).

Trong thuc hanh c4c phuong phép trong sang ché, dong ndi phdi, giéng, hodc cay
lai, hodc kiéu gen khac c6 thé dugc st dung. Vi du, dong ndi phdi elite 1a dong cay
ngd ma duoc tao ra bing cach nhan gidng va chon loc vé tinh ning néng hoc vuot troi.
Céc kiéu gen c6 thé dugc bién nap va/hoic dugce st dung trong cac phuong phap nhan
gidng bao gdbm gen quan tim trong néng hoc nhu kha nang chiu glyphosat va cac su
kién c6 thé dugc chon dé thich hop 1am bd me cai hodc duc trong hé théng san xuét

hat lai.

Céc kiéu gen elite & ngd dé str dung trong thuc hanh sang ché bao gdm, nhung
khong chi gidi han &, CI9805 (US 20030093826); LH321 (US 20030106086); HOI002
(US 20030154524); HOI001 (US 20030172416); 5750 (US 20030177541); G0502
(US 20030177543); G1102 (US 20030177544);, HX879 (US 20040068771); 6803 (US
20040088767); 5020 (US 20040088768); G3001 (US 20040098768); LH268 (US
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20040111770); LH311 (US 20040111771); LH306 (US 20040111772); LH351 (US
20040111773); LHE323 (US 20040111774); 402A (US 20040123352); 366C (US
20040139491); NP2315 (US 20040143866); PHOGC (US 20040194170); SE8505 (US
20050015834); D201 (US 20050028236); BE1146BMR (US 20050076402); PHCAM
(US 20050114944); PHCKS (US 20050114945); PHC77 (US 20050114951); PHCND
(US 20050114952); PHCMV (US 20050114953); PHB0O (US 20050114955); PHCER
(US 20050114956); PHCIP (US 20050120437); PHADA (US 20050120439); PHB8V
(US 20050120443); 6XN442 (US 20050125864); 4XP811 (US 20050125865);
PHCCW (US 20050125866); MN7224 (US 20050132433); BE9514 (US
20050132449); PHCAS (US 20050138697); PHCPR (US 20050144687); PHAR1 (US
20050144688); PHACV (US 20050144689); PHEHG (US 20050144690); NP2391
(US 20050160487); PHSWD (US 20050172367); D501 (US 20050177894); D601
(US 20050177896); D603 (US 20050177904); PHCEG (US 20050223443); W16090
(US 20050273876); M10138 (US 20050273877); N61060 (US 20050273878);
NP2460 (US 20060048243); BS112 (US 20060070146); PHDWA (US 20060107393);
PHSIV (US 20060107394); PHEWW (US 20060107398); PHEDR (US
20060107399); PHE67 (US 20060107400); PHE72 (US 20060107408); PHF1J (US
20060107410); PHE35 (US 20060107412); PHEHR (US 20060107415); PHDPP (US
20060107416); PHEHC (US 20060107418); PHANF (US 20060107419); PHC78 (US
20060107420); PH8TO (US 20060107421); PHDRW (US 20060107422); PHEGV
(US 20060107423); PHEBA (US 20060107426); PHENE (US 20060112463); PHEJW
(US 20060112464); PHAPT (US 20060112465); PHCND (US 20060130188);
PHCEG (US 20060130189); PHADA (US 20060130190); PHEED (US
20060143744); PHHB (US 5,633,427); LH262 (US 5,633,428); LH227 (US
5,633,429); LH226 (US 5,639,941); LH235 (US 5,639,942); LH234 (US 5,639,943);
PHDPO (US 5,639,946); PHO6N (US 5,675,066); LH177 (US 5,684,227); PH24E (US
5,689,034); PHP38 (US 5,708,189); ASGO6 (US 5,714,671); CG00685 (US
5,723,721); PHND1 (US 5,723,722); PH44A (US 5,723,723); ZS01591 (US
5,723,724); ZS01101 (US 5,723,725); ZS01452 (US 5,723,726); ZS01429 (US
5,723,727); ZS01819 (US 5,723,728); ZS01250 (US 5,723,729); ZS01595 (US
5,723,730); CG3ND97 (US 5,728,923); NP938(934) (US 5,728,924); PHNG2 (US
5,731,491); CGS5NAS58 (US 5,731,502); NP948 (US 5,731,503); LH236 (US
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5,731,504); CG00766 (US 5,731,506); PHOAA (US 5,750,829); PHISA (US
5,750,830); PH25A (US 5,750,831); PH44G (US 5,750,832); PHOCD (US 6,084,160);
ASG25 (US 6,084,161); 86ISI15 (US 6,084,162); BE4547 (US 6,084,163); PH21T
(US 6,091,007); 0IDHDI6 (US 6,096,952); PH224 (US 6,096,953); ASG26 (US
6,103,958); ASG28 (US 6,103,959); PHOVO (US 6,107,550); 90LCL6 (US
6,111,171); 22DHDI11 (US 6,111,172); ASG17 (US 6,114,606); AR5253bm3 (US
6,114,609); ASG27 (US 6,114,610); WDHQ2 (US 6,114,611); PH3GR (US
6,114,613); PHINF (US 6,118,051); PHOIG (US 6,118,053); PH189 (US 6,118,054);
PHI2J (US 6,118,055); PHIEM (US 6,118,056); 90DJD28 (US 6,121,519); PH12C
(US 6,121,520); PH55C (US 6,121,522); PH3EV (US 6,121,523); ZS4199 (US
6,121,525); PH2V7 (US 6,124,529); PHATF (US 6,124,530); PH3KP (US 6,124,531);
PH2MW (US 6,124,532); PH2NO (US 6,124,533); PHIK2 (US 6,124,534); PH226
(US 6,124,535); PH2VJ (US 6,127,609); PHIMS (US 6,127,610); WQCD10 (US
6,130,369); PHIBS (US 6,130,370); 17DHD5 (US 6,133,512); PHOWD (US
6,133,513); PH3GK (US 6,133,514); PH2VK (US 6,137,036); PHIMD (US
6,137,037); SM4603 (US 6,137,038); PHO4G (US 6,140,562); NP2151 (US
6,140,563); PHSDR (US 6,727,413); LH254 (US 6,730,833); PHSWB (US
6,730,834); PH7CH (US 6,730,835); PH54M (US 6,730,836); PH726 (US 6,730,837);
PH48V (US 6,734,348); PH3PV (US 6,737,566); PH77V (US 6,740,795); PH7JB (US
6,740,796); NP2316 (US 6,740,797); PH70R (US 6,740,798); RAAL (US 6,747,194);
VMM1 (US 6,747,195); PH3RC (US 6,747,196); MNI1 (US 6,753,465); 5750 (US
6,756,527); PH6KW (US 6,756,528); PH951 (US 6,756,530); PH6ME (US
6,759,578); NP2171 (US 6,759,579); PH87H (US 6,759,580); PH26N (US 6,765,132);
RII1 (US 6,765,133); PHOAH (US 6,770,802); PH51H (US 6,774,289); PH94T (US
6,774,290); PH7AB (US 6,777,599); PHSFW (US 6,781,042); PH75K (US
6,781,043); KW7606 (US 6,784,348); PH8CW (US 6,784,349); PHS8PG (US
6,784,350); RBO1 (US 6,797,869); 9SM990 (US 6,803,509); PHSTG (US 6,806,408);
1501150 (US 6,806,409); 1390186 (US 6,806,410); PH6IM (US 6,809,240); KW4636
(US 6,809,243); 1363128 (US 6,809,244); LH246 (US 6,812,386); 2JK221 (US
6,812,387); PHN46 (US 5,567,861); 280223 (US 5,569,813); phajo (US 5,569,816);
PHIJ3 (US 5,569,817); phap8 (US 5,569,818); PHPP8 (US 5,569,819); ZS1284 (US
5,569,820); PHT11 (US 5,569,821); phte4 (US 5,569,822); ZS0114 (US 5,569,826);

-37-



23434

7054 (US 5,576,473); ZS0560 (US 5,585,533); ZS0853 (US 5,585,534); ZS1791 (US
5,585,539); ZS1513 (US 5,585,541); ZS1679 (US 5,589,606); ZS1022 (US
5,602,314); ZS1202 (US 5,602,315); ZS1783 (US 5,602,316); PHDG1 (US
5,602,318); PHKV1 (US 5,608,138); PHOSF (US 5,608,139); PH38B (US 5,608,140);
PH42B (US 5,618,987); PHDD6 (US 5,625,129); ZS0541 (US 5,625,131); PHOSB
(US 5,625,132); PHOC7 (US 5,625,133); LH233 (US 5,625,135); ASGO5 (US
5,723,731); LH281 (US 5,723,739); PHBF0 (US 5,728,919); CG5NAO1 (US
5,728,922); AR5651bm3 (US 5,977,458); LH266 (US 5,977,459); LH303 (US
5,977,460); LH301 (US 5,981,855); 45Q601 (US 5,986,182); PHITB (US 5,986,184);
PH24D (US 5,986,185); LH229 (US 5,986,186); LH277 (US 5,986,187); PHICN (US
5,990,393); LH261 (US 5,990,394); WI1498A (US 5,990,395); WQDS2 (US
5,994,631); NL085B (US 5,998,710); PHO9E (US 5,998,711); LH284 (US 6,015,944);
PHIBS (US 6,020,543); PHICA (US 6,025,547); 7OLDL5 (US 6,031,160); GM9215
(US 6,031,161); 90LDI1 (US 6,031,162); 90LDC2 (US 6,034,304); 90QDD1 (US
6,034,305); R398D (US 6,034,306); RDBQ2 (US 6,037,531); HX621 (US 6,040,506);
HX622 (US 6,040,507); 01HG12 (US 6,040,508); HHX740 (US 6,043,416); 79314N1
(US 6,043,417); 17INI20 (US 6,043,418); 17DHD7 (US 6,046,387); 83INI8 (US
6,046,388); 83InI14 (US 6,046,389); 01INL1 (US 6,046,390); LH286 (US 6,049,030);
ASG29 (US 6,054,640); ASGO7 (US 6,060,649); QH111 (US 6,069,303); 09DSQI
(US 6,072,108); JCRNR113 (US 6,072,109); NP2029 (US 6,072,110); ASG09 (US
6,077,996); PHOWE (US 6,077,997); 86AQV2 (US 6,077,999); PHIGG (US
6,080,919); RPK7346 (US 6,506,965); NP2044BT (US 6,573,438); PH8W4 (US
6,600,095); M42618 (US 6,617,500); MV7100 (US 6,624,345); 3JP286 (US
6,627,800); BE4207 (US 6,632,986); CI9805 (US 6,632,987); JCR503 (US
6,635,808); NR401 (US 6,635,809); 4VP500 (US 6,635,810); 7SH385 (US
6,642,440); KW4773 (US 6,642,441); NP2073 (US 6,646,187); PSA104 (US
6,646,188); 5XH755 (US 6,653,536); 1445-008-1 (US 6,653,537); NP2015 (US
6,657,109); 7SH383 (US 6,660,916); LH310 (US 6,664,451); 18808 (US 6,670,531);
RR728-18 (US 6,677,509); LH320 (US 6,683,234); 11084BM (US 6,686,519);
W60028 (US 6,686,520); PHIGD (US 6,693,231); LH295 (US 6,693,232); PHIBC
(US 6,700,041); PHAV6 (US 6,706,954); NP2276 (US 6,706,955); NP2222 (US
6,710,233); PhORS (US 6,717,036); PH581 (US 6,717,037); PH6WR (US 6,717,038);
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PHSHK (US 6,717,039); PH5W4 (US 6,717,040); PHOKT (US 6,720,486); PH4GP
(US 6,720,487); PHI8R (US 6,723,900); NP2052 (US 6,723,901); PH7CP (US
6,723,902); PH6WG (US 6,723,903); PH54H (US 6,727,412); 4P33339 (US
5,489,744); PHKMS (US 5,491,286); LH225 (US 5,491,293); LH185 (US 5,491,294);
LH176 (US 5,491,296); PHW06 (US 5,495,065); LH252 (US 5,495,067); LH231 (US
5,495,068); PHTE4 (US 5,495,069); PHP38 (US 5,506,367); PHNS2 (US 5,506,368);
PHTDS (US 5,527,986); 899 (US 5,530,181); PHAPI (US 5,530,184); PHKW3 (US
5,534,661); CG00653 (US 5,536,900); PHRD6 (US 5,541,352); PHK46 (US
5,543,575); PHBG4 (US 5,545,809); LH189 (US 5,545,811); PHNJ2 (US 5,545,812);
PHRFS (US 5,545,813); PHFRS (US 5,545,814); PHN18 (US 5,557,034); PHTP9 (US
5,557,038); PH54B (US 5,563,320); PHGFS5 (US 5,563,321); PHAG6 (US 5,563,322);
PHAP9 (US 5,563,323); PHBE2 (US 5,563,325); ZS0510 (US 5,563,327); PHAAO
(US 5,602,317); LH273 (US 5,880,348); 7571 (US 5,880,349); LH237 (US
5,880,350); PHOB4 (US 5,889,188); FEBS (US 5,902,922); 8F286 (US 5,905,191);
3AZA1 (US 5,910,625); 91DFA-5 (US 5,910,635); ASG20 (US 5,910,636); ZS03940
(US 5,912,420); 91ISI6 (US 5,912,421); MF1113B (US 5,914,452); PHO3D (US
5,917,125); PHDN7 (US 5,917,134); 0IDIB2 (US 5,920,003); 82DHBI1 (US
5,922,935); 8M222 (US 5,922,936); PHMJ2 (US 5,929,313); SBB1 (US 5,932,787);
86ISI3 (US 5,932,788); ZS01231 (US 5,936,144); 87DIA4 (US 5,936,145); 79310]2
(US 5,936,146); PHIGC (US 5,936,148); 01DHD10 (US 5,939,606); PH2CB (US
5,939,607); PHO80 (US 5,939,608); PHI14T (US 5,942,670); PH185 (US 5,942,671);
PHI9V (US 5,948,957); 7809247 (US 5,952,551); CRAUGSH2W-89 (US 5,952,552);
91DHAL (US 5,962,770); LH300 (US 5,965,798); 91ISI4 (US 5,965,799); 79103A1
(US 5,969,212); ASG22 (US 5,969,220); 82IUH1 (US 5,969,221); (US 5,969,222);
LH302 (US 5,973,238); LH265 (US 5,973,239); PHFW4 (US 5,977,451); 01IBH10
(US 5,977,452); 91CSI-1 (US 5,977,453); WKBC5 (US 5,977,455); PHIM7 (US
5,977,456); R327H (US 6,399,860); FR2108 (US 6,407,320); FR3383 (US 6,410,830);
IT302 (US 6,414,227); FR3303 (US 6,414,228); 9034 (US 6,420,634); G1500 (US
6,420,635); FR3311 (US 6,420,636); 1389972 (US 6,420,637); PH77C (US
6,423,888); IT201 (US 6,426,451); G3000 (US 6,426,453); 94INK1B (US 6,429,363);
PH3HH (US 6,433,259); 6TRS12 (US 6,433,260); 89AHDI12 (US 6,433,261);
1889291 (US 6,433,262); 2070BT (US 6,437,223); 3323 (US 6,437,224); G1900 (US
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6,441,279); 16IUL6 (US 6,441,280); 7RN401 (US 6,444,881); UBB3 (US 6,444,882);
6077 (US 6,444,883); 1014738 (US 6,444,884); TDC1 (US 6,452,074); GF6151 (US
6,452,075); 7180 (US 6,452,076); WQDS7 (US 6,455,764); X532Y (US 6,459,021);
1465837 (US 6,459,022); 1784S (US 6,469,232); LH176Bt810 (US 6,469,233);
6RC172 (US 6,469,234); 3327 (US 6,469,235); 7SH382 (US 6,476,298); 181664 (US
6,476,299); NP2010 (US 6,483,014); FR3361 (US 6,483,015); 1778S (US 6,486,386);
1362697 (US 6,492,581); RPK7250 (US 6,506,964) va 6RT321 (US 6,911,588).

Theo sang ché, thuat ngit "bao gdm" c¢6 nghia 14 "bao gém nhung khong chi gisi

han §".

Phan vi du thyc hién sdng ché sau ddy dugc dua ra minh hoa cac vi du vé cac
phuong 4n thuc hién dwoc wu tién cu thé cia sang ché. Nguoi c6 hidu biét trung binh
trong linh vuc k¥ thuét nay sé hiéu ring céc k¥ thuat duoce boc 16 trong céc vi du, theo
cach tiép can béi céc tac gia, co thé xac dinh dugc rd chiic ning trong thwc hién séng
ché, va do d6 c6 thé dugc xem 1a cac vi du cAu thanh cua cdc md thic duge wu tién
cho thyc hién sang ché. Tuy nhién, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ky
thuat nay theo goc do ciia boc 16 nay sé thay duge ring nhitng sira dbi c6 thé dugc tao
ra thong qua cac phuong an cu thé da duge boc 16 ma van thu dugc két qua gibéng hoac

twong ty ma khong vugt qua pham vi va y tudng cia sdng ché.

Vi du thue hién sang ché
Vi du 1: Bién nap ciy ngé va chon s kién MON 87427

Cay ngd MON 87427 da dugc tao ra bang cach bién nap ciy ngd qua trung gian
Agrobacterium. Cac t€ bao ciy ngd duge bién nap va duoc ti sinh thanh céc ciy ngd
nguyén ven va cic cdy ngd riéng 1é duoc chon tu quin thé cay ma cho thiy c6 tinh
toan ven cua ciu tric biéu hién gen chuyén va c6 kha ning dé khang véi glyphosat. Tir
quan thé nay, cdy ngd chuyén gen chira sy kién MON 87427 da dugc chon va dugc
x4c dinh déc tinh.

Céy ngd chuyén gen chiu glyphosat MON 87427 da duoc phat trién thong qua
viéc bién nap phéi ngd chua trudng thanh qua trung gian Agrobacterium sit dung
vecto bién nap pMON58401. Poan chén gen chuyén va cdu tric biéu hién cia MON

87427 bao gdm trinh ty khéi dau va trinh ty dan tir virut gdy bénh kham trén cdy cai
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bdéng (CaMV) 358 chita viing ting cudng kép (P-e35S); duoge lién két hoat dong vai
doan ADN dan ¢6 ngudn gdc tir intron dau tién ctia gen 70 cua protein séc nhiét & ngd
(I-HSP70); dwoc lién két hoat dong véi phan tir ADN ma hoa peptit van chuyén luc lap
& dau tan cing N tir gen shkG tr Arabidopsis thaliana EPSPS (Ts-CTP2); dugc lién
két hoat déng v&i phan tir ADN c6 ngudn gdc tir gen arod tir ching Agrobacterium sp.
CP4 va ma héa protein CP4 EPSPS; dugc lién két hoat dong voi phan tir ADN 3° UTR

¢6 ngudn gde tir gen nopalin synthaza (T-NOS) tir Agrobacterium tumefaciens.

Céc té bao cdy ngd c6 thé duoc bién nap bang nhidu phuong phép. Vi dy, phuong
phap sau c6 thé dugc str dung dé tao ra ciy ngd chuyén gen bao gdm ciu triic biéu
hién thuc vét trong sang ché. Gibng nudi cdy long ctia Agrobacterium tumefaciens
chtra cdu trac biéu hién thuc vét duoc khéi dau tir giéng géc trong glyxerol hodc tir dia
dugc cdy vach méi va duge nudi qua dém & 26°C-28°C trong didu kién lic (gin 150
vong trén phit) dén giira pha sinh trudéng lity tién (midlog) trong méi truomg LB 16ng,
pH =7,0, chira 50 mg/l (miligam trén lit) kanamyxin, va 50 mg/] streptomyxin hodc 50
mg/l spectinomyxin, va 25 mg/l chloramphenicol v6i 200 pM axetosyringon (AS).
Céc té bao Agrobacterium duge tao huyén phu lai trong méi truong nudi cdy (CM4C
16ng, nhu duoc mo ta trong bang 8 trong US 6,573,361) va mat do té bao dugc didu
chinh dé ma cac té bao da duoc tao huyén phu lai c6 mat d6 quang 1a 1 khi duoc do
trong quang phd ké & chidu dai budc séng 1a 660 nm (zizc la, ODeso). Phdi ngd chua
truéng thanh méi duoc phéan 1ap duge nudi cly véi Agrobacterium va duge nudi dong
thoi trong 2 dén 3 ngdy trong didu kién téi & 23°C. Sau d6, phdi duge chuyén vao méi
truong tré (N6 1-100-12; nhu dugc md ta trong bang 1 trong US 5,424,412) duoc bd
sung bing 500 mg/l Carbenicillin (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) and 20 uM AgNO3)
va dugc 0 & 28 °C trong 4 dén 5 ngay. Tét ca cac gidng nubdi cdy sau d6 dwoc git &
nhiét 4o nay.

Phoi duoc chuyén vao mdi truong chon loc thir nhét (N61-0-12, nhu dugc md ta
trong bang 1 trong US 5,424,412), dugc bd sung 500 mg/l Carbenicillin va 0,5 mM
glyphosat. Hai tudn sau d6, cic md con sdng dugc chuyén vao méi truong chon loc
thr hai (N61-0-12) duge bd sung 500mg/l Carbenicillin va glyphosat 0,1 mM. Cac md
seo con sébng dwoc nudi cdy thir cép 2 tudn mot 1an trén tong s6 khoang 3 1an nudi ciy

thir cép trén glyphosat 1,0 mM. Khi cdc md chiu glyphosat dugc nhan dién, mo dugc
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gop lai dé tai sinh. P& tai sinh, cac md seo duge chuyén vao mdi truong tai sinh
(MSOD, nhu dugc mé ta trong bang 1 trong US 5,424,412) dugc bd sung axit abscisic
0,1 uM (ABA; Sigma-Aldrich, St Louis, MO) va 0 trong hai tudn. Mo seo tai sinh
duoce chuyén vao moéi trudong c6 ham luwong sucroza cao va duoc U trong hai tudn. Cac
cdy non dugc chuyén vao méi trudong MSOD (khong chira ABA) trong binh nudi ciy
va dugc U trong hai tudn. Cac cdy d3 moc ré c6 cac dic diém kiéu hinh binh thuong
duoce chon va duge chuyén vao dét trdng dé sinh truéng va danh gia thém. Cac cdy RO
da duoc tao ra théng qua sy bién nap trén ddy dugc chuyén vao dat trong dé sinh
trudng va sau do dugc tu thu phén dé tao ra hat R1. Céac cdy da duoc chon béng cach
két hop cac k¥ thuét phén tich, bao gdm phén tich TagMan, PCR va phun thubc diét
co.

Su kién MON 87427 duoc chon tir 45 sy kién chuyén gen riéng biét trén co s
céc phan tich trong nhiéu nam chimg té cac dic diém phan tir va kidu hinh vuot troi
cta su kién va sy két hop kiéu gen don bdi mong mudn cta n6 (Cr 9, 60 cM). Quy
trinh chon loc su ki€én MON 87427 bat dau véi cc cdy ngo duogc bién nap dai dién cho
cac su kién 45 RO. Chiing dugc phun thubc diét cé glyphosat (4,536 kg/hecta tai V7)
va sau d6 danh gia kha ning chdng chiu trong giai doan sinh dudng va su bét duc sau
khi phun glyphosat. Trong 45 su kién ban du, 35 su kién RO d3 thé hién kha nang
chiu glyphosat trong giai doan sinh dudng va bét duc duc khi dwgc phun véi glyphosat
& ndng @6 va thoi gian dy tinh thir nghiém. Cac cdy chita mot trong 35 su kién RO nay
sau d6 dugc dua vao giai doan cao hon 13 x4c dinh dic tinh thém bang cch phan tich
phan tir. ST dung phéan tich Tagman ® PCR va phan tich thidm tach Southern, 35 su
kién duoc xac dinh dic tinh phan t&r. Trong 35 sy kién dugc phan tich, 29 sy kién dugc
chon d& dua vao giai doan cao hon va thir nghiém trén cénh ddng. 29 su kién R1 sau
d6 duogc phan tich trong cac thir nghiém trén canh ddng vé do hidu qua va ning suét.
Ngoai ra, vi¢c xac dinh déc tinh phan ti bd sung, bao gdm xé4c dinh dic tinh kidu gen
va biéu hién protein, dugc thuc hién. Dit liéu dugc phan tich va tlr phan tich toan dién
cay R1 va céc két qua thtr nghiém trén canh ddng, ba sy kién chinh duoc chon va dugc
dua vao giai doan cao hon 13 thir nghiém trén canh déng R2. Tiép theo phén tich va

thtr nghiém 3 su kién chinh dan dén viéc chon sy kién MON 87427.
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Viéc sang loc thém trén canh ddng bao g6m xu ly su kién MON 87427 véi
glyphosat & liéu 2,268 kg/hecta (Roundup Ultra®, Monsanto Co., St. Louis, MO) & giai
doan sinh truéng sinh dudng 4 (V4) va giai doan sinh truéng sinh dudng 10 (V10).
Téng sb cay tiép nhan va khong tiép nhan duoc xac dinh sau khi phun & giai doan V4.
Ngoai ra, cac cdy dugc xur ly dugc tinh diém v& bénh xanh lu6t va di tat & ngay tha 10
dén 14 sau khi xtr Iy (DAT) sau khi phun & c hai giai doan V4 va V10. Céc danh gia
kha ning bit duc & ¢ vao lac né hoa ciing duge tinh diém cho céc cdy dugc phun &

giai doan V4 va V10.
Vi du 2: Xdc dinh dic tinh cdc trinh tw ADN MON 87427

ADN dugc chén vao hé gen cdy ngd MON 87427 va trinh tu hé gen kep suon
dugc xéac dinh dic tinh bing cach phan tich phan tir chi tiét. Cac phép phan tich nay
bao gdm: giai trinh ty ADN doan chén gen chuyén va ADN hé gen kep sudon doan
chén gen chuyén, x4c dinh s6 doan chén gen chuyén (s6 vi tri tich hop trong hé gen
cdy ngd), x4c dinh sb ban sao (sb ban sao cia ADN gen chuyén trong mét § gen
(locus)), phén tich tinh nguyén ven clia cdu triic gen dugc chén va phan tich doan chén
kép suon AND hé gen va mdi lién hé cua viée chén véi cac ving kiéu gen don bdi

trong hé gen cay ngo.

Céc trinh ty kep sudn doan chén gen ADN gen chuyén & MON 87427 da duoc
x4c dinh bang cic k¥ thuat PCR. ADN hé gen clia cdy di duoc phan lap tir dong
chuyén gen tir mé dugc nuéi trong cac didu kién nha kinh chuén. M6 cdy dugc két hop
vé6i nito 1ong va nghién thanh bot min bang cbi va chay. ADN duoc chiét sir dung kit
chiét tach ADN hé gen Nucleon™ PhytoPure™ (RPN8511, Amersham, Piscataway,
NJ) theo huéng din clia nha san xuét. Sau budc két tia cudi cing, ADN dugce huyén
phu hoéa lai trong 0,5 ml TE ( Tris-HCI 10mM cé pH =8,0, EDTA 1mM). Phuong
phap nay c6 thé duge thay ddi bsi ngudi c6 _hiéu biét trung binh trong linh vuc k§
thuat nay dé chiét taich ADN tir mo bat ky ctia cdy ngd, bao gdm, nhung khéng chi gisi
han &, hat. Mot phin ciia ADN duoc phan gidi bing enzym endonucleaza giéi han
duoc chon dua trén phép phan tich giéi han ADN gen chuyén. Sau khi cac doan gidi
han tu lai ghép, PCR dugc tién hanh bang cach sir dung cac doan mdi duogc thiét ké tir
trinh tw ADN gen chuyén ma khuéch dai céc trinh tu kéo dai tir dau 5' va dau 3' cua

ADN gen chuyén. Cac san phdm PCR d3 dugc tach ra bing dién di gel agaroza va tinh
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ché st dung kit tinh ché gel QIAGEN (Qiagen, Valencia, CA). Céac san phdm ADN
tiép theo da duoc giai trinh ti truc tiép bang cach st dung cac phuong thirc giai trinh
tir ADN chudn. Trinh tu kep sudn 5' ma kéo dai dén trinh ty bo phai (RB) ciia ADN
gen chuyén ¢6 cdu trac bidu hién dugc néu trong SEQ ID NO: 7. Trinh tu kep suon 3'
ma kéo dai dén trinh tu b trai (LB) cia ADN gen chuyén ¢6 cdu tric biéu hién duoc
néu trong SEQ ID NO: 8. Trinh tu duoc tich hop ddy di vio ADN hé gen cdy ngd va
chtra cAu trac biéu hién ADN duoc néu trong SEQ ID NO: 9.

Céc trinh ty phan tt ADN phén 1ap dugc so sanh véi trinh tw ADN gen chuyén
dé nhén biét trinh tu kep suon va doan ADN gen chuyén duoc phan 14p ddng thoi. Xac
nhén sy ¢6 mit cia ciu tric biéu hién thu dugc bing PCR véi cic doan mdi duogc thiét
ké dua trén dir lidu trinh tu kep suon duoc ndi suy va trinh tw ADN gen chuyén da
biét. Trinh tu kiéu dai twong mg v4i ving ma trong d6 ADN gen chuyén da dugc tich
hop trong dong bién nap duoc phan lap bang cach st dung cac doan mdi duge thiét ké
tir cac trinh tu kep swon trong MON 87427. Cac phan ing PCR da dugc thuc hién
bang cach sit dung hé théng khuéch dai Elongase® (Invitrogen, Carlsbad, CA). Céc
trinh ty ADN kep sudn trong MON 87427 va céc trinh ty kiéu dai LH198 da dugc
phén tich theo cac co s& dit li€u nucleotit va protein. Thong tin nay da dugc st dung
@& nghién ctru mdi quan hé gitra gen chuyén véi hé gen ctia ciy va dé tim kiém tinh

nguyén ven trong vi tri chén.
Vi du 3: Cdc phiong phdp hitu ich dé nhan biét ADN MON 87427 trong miu

Vi du nay mé ta cic phuong phép hitu ich dé nhan biét AND su kién MON
87427 trong mAu. (Céc) trinh tu kep suon ctia su kién, trinh tu hé gen cdy ngb kiéu dai,
va trinh tu gen chuyén duogc sir dung dé thiét ké cac doan mdi va cac mau do dé st
dung trong cic phuong phép da néu. (Cac) doan mdi va (cac) miu do ndi chimg c6 thé

hodc khong dugce bao gém trong thir nghiém.

Phuong phép khuéch dai nhiét TAQMAN® diém cubi dé nhan biét sy kiéen MON
87427 (thir nghiém cu thé cho su kién) va/hodc gen tong hop CP4-EPSPS (a.k.a. CP4-
Zm) (thtr nghiém cu thé cho gen chuyén) ctia sur kién MON 87427 trong mau duge mo
ta. (Cac) trinh tu kep suon cuia su kién, trinh tu hé gen cay ngo kiéu dai, va trinh tu gen
chuyén da duoc sit dung dé thiét ké cac doan mdi va cac mau do dé st dung trong cac

thtr nghiém nay (bang 1). Cac doan moi ADN dic hiéu sy kién dugc st dung trong thir

-44-



23434

nghiém 13 cac doan mdi SQ12763 (SEQ ID NO: 17) va SQ12886 (SEQ ID NO: 18)
véi mau do PB4352 gin nhdn 6-FAM™ (SEQ ID NO: 19. Céc doan mdi ADN dic
hi€u sy kién dugc str dung trong thir nghiém 1a cdc doan moi $Q20052 (SEQ ID NO:
11) va SQ20053 (SEQ ID NO: 12) véi mau do PB10016 gin nhin 6-FAM™ (SEQ ID
NO: 13. 6-FAM™ 14 san phidm thudc nhuém huynh quang ctia Applied Biosystems
(Foster City, CA) dugc gin v6i mau do ADN. Cac dbi chimg cho phén tich nay bao
gdm dbi chimg duong tlr cdy ngd chita ADN tir sw kién MON 87427, d6i ching am tir
cdy ngd khong chuyén gen va dbi ching 4m khong chira ADN khuon.

Ngoai ra, d6i chimg tily y cho phan ng PCR bao gdm céc doan mdi dbi ching
cuc bd va miu do dbi chimg ndi, dic hidu cho gen sao chép don trong hé gen cay ngd.
Ngudi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat trong tng s& biét cach thiét ké
doan mdi dic hidu cho gen sao chép don trong hé gen cdy ngd. Céc doan mdi ADN
dugc st dung trong thir nghiém dic hiéu gen chuyén lam cac déi ching noi 1a céc
doan mdi SQI241 (SEQ ID NO: 14) va SQI1242 (SEQ ID NO: 15) v6i miu do
PB0084 nhian VIC TAMRA (SEQ ID NO: 16. Béi v¢i thir nghiém dac hiéu cho su
kién, cdc miu do va doan mdi dbi chimg ndi c6 thé duogc sir dung véi céc budce tuy y 5-

6 sau. D61 voi thir nghiém déc hi¢u cho su kién, khong c¢6 d6i ching ndi dugc sir dung.

Bang 1: Cac doan moi va cac mau do

Poan mdi-miu do CP4Zm Tén SEQ Trinh tw
o ID
Mo ta NO
Poan mdi gen chuyén-1 $SQ20052 | 11 GGCAACCGCTCGCAAAT

Poan mdi gen chuyén-2 SQ20053 |12 ATCGCCCGGAATCCTGA

Méau do nhén 6-FAM™ gen | PB10016 | 13 6FAM-TTCCGGCCTTTCGGGAA
chuyén

Péi chimg ndi bd SQI241 |14 | GCCTGCCGCAGACCAA

Péi chimg ndi bd SQ1242 |15 | CAATGCAGAGCTCAGCTTCATC
Mau do VIC dbi chimg ndi | PB0084 |16 | VIC-TCCAGTACGTGCAGTCCCTCC
bd TCCCT-TAMRA

Poan mdi -Miu do MON

87427
Mo ta Tén Trinh tw
Poan mdi su kién-1 SQ12763 | 17 CGGAAACGGTCGGGTCA

-45-




23434

Doan mdi sy kién-2 SQ12886 | 18 CTCCATATTGACCATCATACTCATTGC
MAu do nhén 6-FAM™ sy | PB4352 19 6FAM-AATGTAGAAAATCGGGACAAT-
kién MGBNFQ

Céac vi du vé diéu kién hitu ich v6i phuwong phap Endpoint TAQMAN® 13 nhu

sau.:
Budc 1: nude co dién trg 18 mQ duoc diéu chinh dén thé tich cudi 1a 10 pl.

Budc 2: 5,0 ul ctia Universal Master Mix 2X (ANTP, enzym, chit dém) dén ndng
dd cudi 1a 1X.

Budce 3: 0,5 ul hdn hop doan mdi bao gdm Event Primer-1 (SEQ ID NO: 17) va
Event Primver-2 (SEQ ID NO: 18) (dugc huyén phi héa trong nuée ¢o dién tré 18
mQ dén ndng d6 20 uM cho mdi doan mdi) dén ndng do cudi la 1,0 UM (vi duy, trong
6ng ly tAm siéu nho, cac thanh phan sau dugc bd sung dé dat dén 500 pl & ndng do
cudi 1a 20uM: 100 pl Event Primer-1 (SEQ ID NO: 17) & ndng d6 14 100 uM; 100 pl
Event Primer-2 (SEQ ID NO: 18) ¢ ndng d6 100 uM; 300 ul nude ¢6 dién trg 18 meQ).

Buéc 4: 0,2 ul miu dd6 MGB nhin 6-FAM™ Probe (SEQ ID NO: 19) (dugc
huyén phil héa lai trong nuée c6 dién trd 18 mQ dén ndng do 10 pM) dén ndng do

cudi cling 13 0,2 pM.

Buée 5 (tiy ¥): 0,5 pl hdn hop doan mdi dbi chirmg nodi Primer-1 va doan mdi dbi
chiing ndi Primer-2 (dugc huyén phil héa lai trong nuée ¢ dién tré 18 mQ dén noéng

d6 13 20 uM cho mdi doan mdi) dén néng d6 cubi 1a 1,0 pM.

Budc 6 (tiy ¥): 0,2 pl mau do VIC ™ d6i chimg cuc bd dén ndng do cudi cing 1a

0,2 uM (dugc huyén phit héa lai trong nudce c¢é dién tré 18 mQ dén ndng do 10 pM)

Budc 7: 3,0 ul ADN da chiét tach (c6 khudn) cho mdi miu véi mdi mau cd mot
trong s6 cac thanh phan sau ddy bao gdm 1. Cac mu 14 cin dugc phan tich; 2. Dbi
ching 4m (ADN khong chuyén gen); 3. Péi chimg nude 4m (khong c6 khudn); 4.
ADN MON 87427 dbi ching duong.

Budce 8: bidu kién mdy ludn nhiét 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 do6 tai 64°C
trong 1 phut v4i -1°C/vong; ba muoi chu ky tai 95°C trong 15 gidy sau do tai 54°C

trong 1 phut; chu ky cudi cuing tai 10°C.
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Céc thir nghiém nay duoc t6i wu héa dé sir dung véi hé théng PCR 9700 Applied
Biosystems GeneAmp® (chay tai tbc do 16n nhét) hodc may luan nhiét MJ Research
ADN Engine PTC-225. Céc phuong phap khac va thiét bi khac duoc nguoi c6 hiu
biét trung binh trong linh vuc k§ thuat twong tng biét ma tao ra san phdm khuéch dai

dé nhan biét ADN MON 87427 1a thudc kha ning k¥ thut.

SEQ ID NO: 11 va SEQ ID NO: 12 hoac SEQ ID NO: 17 va SEQ ID NO: 18, la
mdi vi du v& cip phan tir ADN (cip doan mdi) gdm phén tir ADN thir nhit va phan tir
ADN thtr hai khéac vé6i phan tir ADN thir nhét, trong d6 céc phan tir ADN tht nhit va
thtr hai, mbi phén tir bao gdm phén tir axit nucleic ¢6 trinh ty nucleotit ¢6 chidu dai
vira da gdm céc nucleotit lién ké& ¢6 trinh ty SEQ ID NO: 10 ¢6 chirc ning nhu cac
doan mdi ADN khi dugc sit dung ddng thoi trong phan tng khuéch dai véi ADN c¢6
nguén géc tr sy kién MON 87427 dé tao ra amplicon xac dinh ADN MON 87427
trong miu. Céc doan mdi nay c6 thé duoc sir dung trong phan tmg chudi polymeraza

khéac (PCR) trén co s& cac phuong phap phat hién su kién.
Vi du 4: Str dung sw kién MON 87427 dé sin xudt hat lai

Vi du sau mo6 t4 mdt cach st dung MON 87427 nhdm muc dich nhan giéng ngd
bao gdm viée sir dung cac phuong phap duge mé ta trong US 20090165166 va/hodic
trong US 7,314,970.

Trong qué trinh san xuét hat lai, cdc cdy ngd chira MON 87427 dugc trong trong
khu vuc nhu canh ddng mé. (Cac) cdy ngd bd me khac c¢6 thé c6 hoic khong co trong
cing khu vuc. D& phong trir ¢6 dai trong thoi gian du tinh san xuit hat va trong cac
canh ddng thuong mai, glyphosat c6 thé duoc sir dung cho céc cdy ngd bao gdbm MON
87427 & céc giai doan sinh dudng nhu theo chi dén trén cic nhin san phdm ndng dung
Roundup® , & cung céc ty 1&€ duoc st dung trong cic su kién ngd NK603 va MON
88017 theo nhan Roundup Ready®. Dé san xuét hat lai, hai 14n st dung glyphosat bét
du chi trude khi va/hodc trong cic giai doan phat trién cd (gin cic giai doan sinh
truéng sinh dudng clia ngd nim trong pham vi tir V8 dén V13) duge sir dung cho céc
cAy MON 87427 @& tao ra kiéu gen bét duc duc thong qua kha ning chiu glyphosat c6
chon loc mé. Trong hé thdng san xuét hat ngd lai, cac cdy MON 87427 duoc st dung
glyphosat & cAc thoi gian dy tinh phat trién co s& bat duc duc va do d6 ¢ thé duoc thy

phan d& dang bang cac cdy (duc) nhan phan hoa khéc, ddn dén hat ngb lai c6 thé phat
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trién dugc mang gen chiu glyphosat chon loc md. Céc cdy cho phén c6 thé hoic khong
thé ¢6 trong cing khu vue. Sy thu phén c6 thé dugc tac dong bang phuong phap bét ky
da biét trong linh vuc k§ thuat nay, bao gdbm bing céch bb tri gan cdy khéc hodc thu
phén thi cong. Chi cac img dung glyphosat duoc dinh thoi gian cu thé bit ddu chi
trude khi va‘hodc trong cac giai doan phit trién co (gan céc giai doan sinh trudng sinh
dudng cia ngd nim trong khoang tir V8 dén V13) s& tao ra kiéu hinh bit duc duc
thong qua kha ning chiu glyphosat chon loc md & MON 87427. Glyphosat 13 thudc
diét co toan than ma d& duoc di chuyén thong qua libe trong cdy. Khi glyphosat c6
trong libe, n6 di chuyén téi khu vuc c¢6 hoat dong mo phan sinh cao, sy phan bd chim
theo ngudn dién hinh. Su phét trién phin & cdy ngd dién ra gin bdn tudn thi hoan
thanh. Cac giai doan sinh truéng sém cua cd bt diu & gan giai doan sinh truéng sinh
dudng cia ngd V9, do d6 cac ap dung dung glyphosat duoc thuc hién & gan giai doan
nay va thoi diém cho phép su chuyén vi téi da ciia glyphosat vao cac giao tir duc. Cac
lan sir dung glyphosat dugc thuc hién trong céc giai doan sinh dudng sém, thich hgp
v6i thoi gian dy tinh st dung dugc quy dinh trong nhdn san phdm ndng nghiép
Roundup® hién nay nhim muc dich phong trir co dai, ma khong anh huéng dén su san
xuét phdn cia MON 87427 do cac giao tir duc nhay cam khong phat trién manh tai
thoi diém do. Cac diéu kién xir Iy glyphosat c6 thé dugc thay dbi boi nguoi c6 hidu
biét trung binh trong linh vuc k§ thuat khi sir dung thudc diét ¢ va thude pham vi cia

sang che.

MON 87427 khi dugc lai vdi cdy ngd chira sy kién glyphosat khac nhu cay ngo
chtra su kién NK603 (US 6,825,400) dé tao ra hat lai cho thiy khong c6 su giam ning
sudt so v6i ning sudt tir cdy lai NK603 thong thudng (xem Fig.2). Canh dong ngd lai
da duge xt Iy véi glyphosat & hai 1an phun 1ién k& vdi ty 16 1,02 kg (2,25 1b) trén 4047
m? (1 ac), mdi 1an dé phong trir ¢6 dai va khong nhan thdy c6 su khac nhau vé sy tén
thuong hodc su bét duc duc gitta cac cdy lai chtra sy ki€én MON 87427 khac nhau va
cay lai NK603. Piéu nady minh hoa rang cac cdy lai F1 tir cac cdy lai chia sy kién

MON 87427 hoan toan chiu dugc glyphosat khi duoc st dung dé phong trir co dai.
Vi du 5: Po cdc giai doan phdt trién co

Céc giai doan phat trién c& duoc minh hoa trong Fig.3, véi kich ¢& theo khoang

milimet dugc dit trong ngodc don. Trong Fig., Vg 1a mo phan sinh & giai doan sinh
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dudng; TO 1a sy thay ddi dot ngot tir sinh dudng sang sinh san; T1 Ia diém sinh trudng
sinh san nhin thdy dugc (0,9 mm); T2 13 mim nhanh bén nhin thdy duoc (1,8 mm); T3
12 mam bong con nhin théy dugc (4,1 mm); T4 1a truc tdm va su kéo dai truc ra hudng
bén (12,9 mm); T5 14 su bt dau biét héa bao phan (41,0 mm); T6 1a sy bit ddu biét
hoa phin (175 mm); va T7 1 sy tiét bao phén va sy rung phin (285,0 mm). Giai doan
phat trién cd cia ciy di cho dd dwoc do bang cach nghién ctru co & cac giai doan
trudng thanh khac nhau. St dung dao md va kep manh theo pham vi giai phiu, md
phan sinh cd dd duge giai phiu tir cac 14 dang phat trién. M6 phén sinh sau d6 da dugc
cit & day cua n6 bang dao md va duge danh gia theo cac giai doan phat trién cor (duoc

trinh bay trong Fig.3) bang cach quan sat qua kinh hién vi.

Vi du 6: Giai doan phdt trién sinh dwiéng (giai doan V) twong itng véi giai dogn

phdt trién co

Vi du nay chiing minh rang trong lugng kho cda c0, chiéu dai co, va giai doan
phat trién co thay doi dang k€ qua céc kicu gen khi duoc do twong ing véi cic giai

doan sinh dudng cia cdy va sy sinh trudng sinh dudng cua céy.

Mudi kidu gen da dugc gieo: cac dong dong noi phéi LH198, LH287, O1DKD2,
19HGZI, 17IDI6 va céc cdy lai DKC 44-46, DKC 47-10, DKC 52-40, DKC 58-80,
DKC 63-81. Cac cdy lai da dugc chon dé dai dién cho cac di truyén ma s& biéu dién
m6 hinh phét trién khic nhau. Nghién ciru d dugc thuc hién & Farmer City (IL),
Kearney (NE), va Williamsburg (IA). Muoi kidu gen duoc trdng trén mét don dién
hinh nén va duoc tia thua dén mét d6 cb dinh cudi dat 95.000 cdy trén mot hecta.
Chiéu dai manh dit nho 13 4,05 mét v6i cac 16i chiém 0,61 mét chia thanh bdn hang dé
dam bao tit ca cac cay déu duoc xur Iy va gidm céc tc dung ra ving bién. Dit liéu
duoc thu thap ghi lai cac quan sat vé ca su phét trién sinh dudng cia cdy va su phat

tri€én cO trong Gng vdi cac giai doan phat trién co.

Nhitng khéc nhau c6 tinh phén biét trong sy phat trién c& dd duge quan sat thiy
gita cac kiéu gen & céc giai doan sinh dudng giéng hét nhau twong ting (cic giai doan
V). Vi du, su khac biét kich c& co gilta cac kiéu gen dugc théy 13 & mdi giai doan V.
Chiéu dai c& trung binh & giai doan V8 13 7 mm d6i v6i LH198, 40,2 mm dbi véi
LH287, va 47,8 mm dbi voi DKC44-46 (Fig.4). Pham vi kich ¢& chiéu dai cd nay &

giai doan V8 tuong tng véi su khac biét 1én té1 7 lan gitra cac kiéu gen. O giai doan
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V10, chiéu dai c& trung binh cho ba kiéu gen nay 1a 70,1 mm, 148,2 mm, va 277,3
mm, twong tng (Fig.4). Pidu nay din dén pham vi khac biét gdn 4 1dn gita céac kiéu
gen. Su bién ddi di truyén trong sy phat trién c& twong tng vdi giai doan V ciing 1a

hién nhién khi nghién ctru sy tich Iily trong luong kho cua co.

Trong nghién ctru khac, bay muoi hai dong ndi phdi da duoc sir dung chiém
pham vi truéng thanh rong. Cac dong ndi phdi ndy da duge nhém thanh 6 nhém
truéng thanh dé don gian hoa quy trinh md xé (bang 2). Céc dong ndi phdi khong tinh
trang da dugc chon dé tranh su phtc tap khi thuc hién md x¢& cd trén cic canh déng
duge didu hoa. Thir nghiém nay phan 4nh dit lidu dugc thu thap & bdn vi tri khac nhau
trén canh ddng: Williamsburg (IA), Waterman (IL), Farmer city (IL) va Constantine
(MI). Bén hang qua cac manh dit nhé dai 6,09 mét da duoc sinh trudéng. Quan thé dich
cudi ciing c6 38,000 cdy trén mdt héc ta. Tong s6 cb dinh cudi cing da duoc ghi dir
liéu & giai doan V3. Céc I4 tht ndm va 14 thir mudi cta ba cdy ti€u biéu trén mdt méanh
d4t nho da duge danh ddu dé gitt du cua céc giai doan V; tit ca cac 1a dd duge dém
bao gdm cac 14 bao mim. Ba cdy tiéu biéu tir mdi nhom da duge 14y miu & thoi diém
hoa phat trién dén 60, 70 va 80% don vi phat trién trung binh (dwgc xac dinh 13 khi
gin mot ntra sd cd trong nhém d6 da rung phan, duge biéu dién 12 P50) va cac md xé

cO da duogc thuc hién nhu duge mo ta trude do.

Béng 2

Nhém truéng

thanh Nhém 1 | Nhém 2 |Nhém3 [Nhém4 |Nhém 5 | Nhom 6
GDU trung binh

trén P50% 1200 1280 1330 1370 1420 1460
Su mo xé th nhat | 720 768 798 822 852 876
Sy md xé thtr hai 840 896 931 959 994 1022
Su md x¢é thu ba 960 1024 1064 1096 1136 1168

Céc cdy da duoc chon tir cac hang gitra dé tranh cac cdy & bén ngoai ria. O thoi
diém 14y mau tht nhét, cic cdy & giai doan phat trién thich hop da dwoc danh ddu dé
duogc str dung cho Ian 4y méu thi hai va thir ba. Ngay mdi md xé dong thoi véi giai
doan V & cac thoi diém ldy miu da duoc ghi dit lidu. Giai doan phat trién c& da duoc
nhén biét theo thang do su phét trién twong d6i nhu dugc md ta & trén. Cac manh dit
nho tiép tuc duoc kiém tra thong qua sw nd hoa va ngay P50 dugc dang ky. Giai doan
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sinh dudng duoc thay ddi qua cac dong noi phdi twrong tng v6i cac giai doan phat trién
cd. Vi du, giai doan V & T5 (bt ddu biét hoa bao phin) ndm trong khoang 14 16n hon
6,5 14 qua cac dong ndi phdi, tir 7 dén 14 14. C6 gin 64% cia trung binh téng cong 1a

10,3 14 dat dén giai doan nay.
Vi du 7: GDU trung binh twong teng véi cic giai doan phdt trién cé va hoa

Vi du nay chimg minh ring GDU trung binh can thiét dé dat dén giai doah phat
trién c& da cho hodc giai doan hoa c6 thé thay ddi dang ké qua céac kiéu gen va do do,
GDU d6 khong phai 14 du doan déng tin cdy cta su phét trién cd. Dit lidu da dugc st
dung tir cic manh dit nho trén canh ddng va cac cdy dong ndi phdi dugc md ta & trén.
Céc nhiét do hang gio tir khi gieo dén sw né hoa da duoc kiém tra st dung céc tram do
thoi tiét Onset va dit liéu duoc st dung dé tinh GDU tich lily hang ngay theo phuong
phap truyén théng (tirc 13, 14y trung binh cic nhiét do 16n nhat va nhé nhat hang ngay).
Dit lidu tir sy md x& mAu chi ra giai doan phat trién dugc thi diém duoc v& biéu dd cho
cac yéu cdu GDU. Cac dong ndi phéi c6 sd lugng 14 khic nhau thudng duge mong doi
¢6 yéu cdu GDU 16n hon nham dé dat dén giai doan phat trién c& cu thé. Tuy nhién, su
thay dbi dwoc quan sat thiy trong cac giai doan V dén T5 duoc thao ludn & trén khong
giai thich tit ca su bién d8i dwoc quan sat thdy trong GDU dén TS. Didu nay c6 thé
nhén dinh réng phyllochron, dugc dinh nghia 1a thoi diém gifra sy dai ra cua céc 14 ké
tiép, c6 thé thay dbi giita cac dong ndi phdi. Cac két qua ctia nghién ctru nay da cho
thdy raing GDU dé dat dugc giai doan TS5 duoc giéi han khoang 13 1én hon 400 don vi
nhiét hodc don vi do sinh trudng qua cac dong nodi phdi, khoang 40% trung binh tong

cong.

M&i quan hé bén viing gifta cac yéu cAu GDU dén P50 va giai doan phat trién c&
da cho thong qua cac gibng duge dong ndi phdi da duoc quan st thdy. Sir dung dir
lidu tir cac manh dét nho trén canh ddng va céac ciy dong nodi phdi, cc yéu cau GDU
trung binh dén P50 da dugc ghi qua cac dong nodi phdi va duge so sanh tai cic giai
doan phat trién ¢ da cho. Céc yéu cdu GDU dén P50 duogc thay dbi tir 1283 dén 1645
don vi, tir dong ndi phdi trudong thanh ngén nhat dén dai nhét; su sai khac 16n hon 360
GDU mdt chut. Céc sai khac dd dugce phét hién ra tuong Gng véi sai khéac vé yéu cau

GDU trung binh dén giai doan T5 trong cac dong noi phéi (Fig.5).
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Vi du 8: Xdy dung thang do sw phdt trién twong doi

Vi du nay chiing minh sy xay dung thang do chuén cho viéc kiém tra va/hodc du
doan su phat trién cd. Thang do su phat trién twong ddi nay da chudn hoa thanh cong

céc giai doan phat trién trong ddi ciia c& ciia cdy ngd qua cac dong ndi phdi.

M&i quan hé bén vimg da cho giita cac yéu cAu GDU dé dat P50 & giai doan phat
trién c& d4 cho qua cac gidng ndi phdi nhu duoc mé ta & trén, thang do su phat trién
trong dbi da dugc phat trién. Mi quan hé nay dwoc tinh toan bang cach biéu dién sy
phat trién cd cia mdi kiéu gen tuong ing véi thoi diém néng ma sw rung phin dién ra

nhu sau:
Thang do su phét trién tuong ddi= (GDU trén Tn/ GDU trén Px)

Dir liéu da duoc sit dung tir cdc manh dat nho trén canh ddng va cic cay dong noi
phéi dugc mo ta ¢ trén. Gid tri GDU ¢ giai doan phét trién c& da cho (GDU trén Tn)
chia cho s GDUs da biét cin thiét dé dat dén giai doan rung phan (GDu trén Px), ma
trong trudng hop nay 1a P50 cho kiéu gen nhét dinh. Piéu nay da diéu chinh su sai
khac v& giai doan phat trién cd théng qua cac kiéu gen. Vi du, cic yéu cdu GDU @ dat
T5 1a kha thich hop trén thang do sw phat trién tuong ddi trong tit ca cac dong nodi phbi
va chi ndm trong khoang tir 69 dén 75% cén thiét cho P50. Su bién ddi trong cac
dudng hdi quy cia cac yéu cdu GDU ciia cac kiéu gen khac nhau twong tng véi giai
doan phat trién cd so véi cac duong hdi quy thich hgp hon ctia ciing cac kiéu gen d6
sit dung thang do T tiéu chudn da dugc st dung dé danh gia su chuén héa cia thang

do, khong tinh dén nhom trudng thanh (Fig.7).
Vi du 9: Du dodn thoi gian du tinh t6i wu cho sw xit Iy diéu hoa s phit trién

Vi du ndy ching minh viéc sir dung thang do su phat trién twong déi dé xac dinh
thoi gian dy tinh t81 wu cho ché dd phun héa chét nhim dé dat duoc su bat duc cia
phén ngd hoan toan. Trong vi du nay, héa chét 1 thubc diét co glyphosat Roundup®
duge s dung trong sy két hop véi cic cdy ngd MON 87427 trong Roundup®
Hybridization System (RHS). Thoi gian phun tdi wu d3 c6 twong ung véi giai doan
phat trién co thuc su va su bat duc cia cd cla cdy ngd hoan toan da dat dugc véi chi

lidu don Roundup® hitu hidu.
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Ba muoi hat gbc dong ndi phdi chira sy kién MON 87427 da dwoc chon dé
nghién ctru va dugc phan nhém thanh hai nhém trudng thanh. Céc dong nodi phdi dugc
gieo trong hai muoi hang chén, véi ba ludng chan. Khoang cach hang 12 0,762 cm giira
céc cdy. Cac hang da dugc gieo dé ma c6 bdn hang cdy "thir nghiém" cai tiép d6 14 hai
hang cdy thu phén duc. su kién chuyén gen da dugc lua chon cho nghién ciru nay co
kha ndng chiu dudng va dung nap giao tr céi chiu glyphosat nhung khong dung nap
giao tir duc (vi , kha nang chiu thudc diét co glyphosat mod chon loc). Cac cay duc thu
phén ciing 12 giéng duc c6 kha ning chiu glyphosat, trong khi d6 cic cdy cai nhay cam
véi cay duc khi duge xit ly vai glyphosat. Dung su xr ly phun va phén thanh hai nhom
con trén co s& sy trudng thanh cta dong ndi phdi. Ngay trude khi phun, ba cy tiéu
bidu tr mdi 6 thir nghiém da duoc chon va duge cit trén canh dong. Chidu dai co, giai
doan phat trién cd, ngay, va GDU khi phun da dugc ghi lai. Cac x&t 1y phun (SS1) bing
Roundup PowerMAX™ véi thé tich nudce 1a 42,56 lit/hecta dd duge st dung mot lan
cho mdi nhém trudng thanh tuong Gng cua xir Iy st dung binh phun khoang cach cao.
Céac xtr ly phun v6 trung da dugce dp dung trong khoang tir 50% dén 80% ctia GDU
dugc yéu cau dé dat duge P50 (dugc 14y gié tri trung binh trong nhém truéng thanh)
nhu duoc trinh bay trong bang 3, trong d6 WC = “phong trur ¢6 dai”; Trt 1 SS1 = 50%
GDU dén P50; Trt 2 SS1 = 57,5% GDU dén P50; Trt 3 SS1 = 65% GDU dén P50; Trt
4 SS1=172,5% GDU dén P50; Trt 5 SS1 = 80% GDU dén P50.

Bang 3

Phun WC= 1,16 kg/hecta (0,75#ae/ac) phun SS1 = 2,34 kg/hecta (1,25#ae/ac)
Fahrenheit GDU (FGDU) V3 650 | 750 | 850 | 950 | 1050 | 1150
Tet 1 Do trudng thanh 1 WC | SSI

D0 trudng thanh 2 WwC SS1
Tet 2 Do trudng thanh 1 wC SS1

Do trudng thanh 2 WwC SS1
Tet 3 D¢ trudng thanh 1 WC SS1

Do truong thanh 2 wC SS1
Tet 4 Do trudng thanh 1 wC SS1

Do trudng thanh 2 wC SS1
Tet 5 D¢ trudng thanh 1 wC SS1

D0 truong thanh 2 WwC SS1
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Sau tt ca cac thir nghiém phun, cac danh gia su bit duc/hitu duc co da duoc thuc
hién bing cach danh gia su tung bqo phén va sy rung phin trong tng véi su xuét hién
rau. Cac danh gia ndy da duoc thuc hién khi mbi manh dét nho 1a & cac giai doan phat
trién cu thé: 10% sb cdy co réu (S10); 50% cdy c6 rdu (S50); 90% cdy c6 ru (S90); 3
ngay sau ngay S90 (S90+3); va 6 ngay sau ngdy S90 (S90+6). Cac cay da dugc quan
sat vé kha nang tung bao phin (AE) va su bit thu duoc do bang chi s kha nang tung
bao phin (nguy co AE) 14 gia tri trung binh trong s6 két hop véi ty 1& phan trim cac
cdy trong khoanh dét cho thiy su tung bao phén véi cudong do cta hién tugng. Vi du,
Light Partial (LP) 13 ¢ v6i 10% bao phén tung ra hodc it hon. Medium Partial (MP) 14
& v6i nhidu hon 11% tung ra phén, 1én t§i 25% bao phan tung ra. Heavy Partial (HP)
13 c& ¢6 16n hon 25% bao phén tung ra. Nhu dugc trinh bay trong Fig.6, thang do su
phét trién tuong dbi boc 16 cira s6 t6i wu v& d6 hiéu qua cda hoa chit dbi véi viée tao
ra sy vO sinh & c& cta cdy ngd ndm trong khoang tir 0,62 dén 0,75 trong dé nguy co
AE dugc giam thidu qua cdc dong ndi phdi va cdc nhém truéng thanh. Nghién ctru niy
x4c nhén tinh hidu qua cta thang do su phat trién tvong dbi nhu mot cong cu dé duara
cac khuyén cdo vé sy phun d6i véi viéc thuc hién hé théng lai gibng Roundup® qua

cac dong ndi phéi. Piéu s& duge st dung dac biét véi MON 87427.
Vi du 10: Phwong phdp sin xudt hat lai c6 dp th uin hat dwgc cdi thién

Phuong phép san xuét hat lai va d6 nguyén chit cia hat tao ra dugc do sir dung
hai muoi tu khdi san xudt thi diém & céc vi tri trong Kearney, Nebraska; Williamsburg,
Iowa; Waterman, Illinois; Farmer City, Illinois; va Constantine, Michigan. Bbn khbi
MON 87427 va hai khéi vo sinh c&r t& bao chit (CMS) da dugc gieo & mdi vi tri. Céac
khdi MON 87427 gbm c¢6 O0IDKD2MONS87427-MONS89034 cai x
80IDM2MON88017 duc, va cac khdéi CMS gdm c6 01DKD2NK603B-CMS céi x
80IDM2MONZ88017 duc.

Mo hinh gieo 14 ty 18 4:1 c4i so v6i duc trén cac hang 76,2 cm. Mdi khdi thir
nghiém la mudi ranh c6 chidu dai tir 20,25 mét dén 30,37 mét. Khdi dugc bao quanh
bdi 9,14 mét (12 hang) cdy duc ¢ hai bén cling nhu & trudce va sau. Khéi it nhit 1a cach
ngudn phin hoa tiém niang 60,95 mét va dugce cach nhau 13,71 mét. Nghién ctru da
duoc gieo & quan thé gdm 40,000 va 38,000 1an luot cho ving dét duge tudi va khong

duoc tudi. Ca hai hang duc va cai di duoc gieo ddng thoi. Cac hang duc da duge dbt &

-54-



23434

giai doan sinh truéng V3 dé dat dugc su sinh trudng chdm va sy rung phén cham trén
céc cdy duc bang cach ddt thay thé cac khu vuc ¢ chidu dai hang 1 6,09 mét. Céc
ngon lira bang khi propan da dugc lp sau may quay canh quat kéo va duoc dit trén
cac hang duc va dugc dan xen gifta Itra manh va Itta khong manh véi khoéng céch 1a
6,09 mét. Sau bo da duoc sir dung & thoi diém gieo hat dé giam thiéu sy bién dbi do ap
lyc con tring. Céc hang duc da dugc pha sau khi thu phan. Tat ca cac khdi da dugc
phun véi ty 18 340,19 g (0,75 1b) trén 4047 m? (1 ac) ctia Roundup PowerMax™ xung
quanh V3 cho cac muc dich phong trir cé dai. Ngoai ra, cac khéi MON 87427 da dugc
phun vé6i hai 1dn phun véi ty 1& 340,19 g (0,75 Ib) trén 4047 m? (1 ac) Roundup
PowerMax™ duoc ap dung & 825 va 975 don vi mirc d9 sinh trudng (GDU) tir khi
gieo hat. Thé tich phun da duoc gitt khong dbi & 15 gallon trén miu Anh (GPA).

Su bat duc co da duge danh gia bing cach kiém tra cic ciy mdi ngay xudt hién
cd trong 6 ngay sau khi két thic sw moc rau (P90 + 6 ngay). Néu su v (rung phin)
xay ra, cac cdy riéng 1¢ da dugc phan loai thém thanh it rung phén (LP; it hon 10 bao
phén 16 ra), rung phén trung binh (MP; 11 bao phén 1én t6i 25% dién tich bé mit cd
dun bao phén), hodc rung phan nhiéu (HP; 16n hon 25% dién tich bé mit co din bao

phan). Kha nang tung bao phin (nguy co AE) sau d6 di dugc tinh theo cong thirc:
Nguy co AE (%) = ([(LPx0,25)+HMPx0,5)+(HPx1,0)] / s6 cay dtng) x 100

Sau khi trudng thanh vé mit sinh 1y va khoang 30 dén 35% ham lugng 4m trong
nhan, mau kiéu hoa cuc 100 tai trén khéi dd duge thu hoach thu cong, theo so d6 lay
mAu da x4c dinh trude d& bidu didn tit ca cac 6 trong khdi. Cac miu da duge siy kho
va duge can dé didu chinh ning suét cudi cing. B6 mau thir nhit di dwgc xir ly thu
cong va dugc gl dé phan tich dinh lrong (danh gid sw moc mim lanh va moc mim
4m sir dung 13p lai hai 14n 100 hat). Bd mAu thir hai da dwoc giri dé phan tich do thudn
di truyén (phan tich da hinh don nucleotit (SNP)) va phén tich do thuan tinh trang
(ELISA déu dic trung cho cdy duc). B miu thtr ba da dugc st dung dé dua ra dit ligu
v& sy phén phbi ¢& hat. Cac khoi san xuét thi diém da duoc thu hoach két hop va ning

suét duoc diéu chinh dén d6 &m 15% dé xac dinh thé tich theo mau Anh.

Nhin chung, ca khdi CMS va khdi MON 87427 d&u vuot qué céc tiéu chuan bat
duc c& cia cdy ngd va do thudn cta hat. Kha ning tung bao phén 1a thdp hon tidu

chudn tinh ning mong mudn 1 0,5% tham chi sau 6 ngay 90% quan thé cay cai da tiét
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ra rau (Fig.8). HAu nhu khong c6 su v& ndo dugc ghi dit lidu trén cac khéi ngd MON
87427, nhung tbc dd v& & cac giai doan ra rdu mudn dugc quan sat thiy trén cac khdi
CMS cao hon mét chit. Ca ciy ngd bd me cai va duc cho CMS va MON 87427 da
duoc thir nghiém v& do thuln di truyén va két qua da cho thdy do thudn 1a 100%. Mirc
d6 bat duc cd cua cdy ngd cao clia cic cac cdy bd me MON 87427 va CMS d4 tao ra
mtc d6 thuln di truyén va mirc d6 thuan tinh trang cao trong hat lai duoc tao ra tir cac
thir nghiém nay (Fig.9). Khong c6 sy khac biét dang ké v& mat théng ké dbi véi do
thuln tinh trang gitta MON 87427 va CMS, nhung c6 su khac biét dang ké vé mit
théng ké (& p<0,05) dugc do gitta MON 87427 va CMS. Mirc do thuan di truyén cua
hat lai dugc san xuét st dung MON 87427 va Roundup® Hybridization System (RHS)
12 98,7%, cao hon dang ké so v6i mic dd thuan di truyén cua hat lai duoc san Xuét st
dung CMS (98,0%). Didu ndy suy ra céc cdy bd me MON 87427 céi tao ra sb ciy tu
thu phén it hon 0,2% va sb cdy thu phén chéo it hon 0,5% so véi cac cdy bd me hé
théng CMS chimg minh ring viéc st dung MON 87427 véi Roundup® Hybridization
System (RHS) ¢6 thé duge st dung dé cai thién do thudn cta hat ngd trong su san xudt

hat ngd lai.

S Iuu ctia mAu tiéu biéu clia hat chtra sy kién MON 87427 dugc boc 10 & trén va
duge néu trong yéu cau bao hd da dugc tao ra theo Hiép udc Budapest v6i Bao tang
gidng chudn vi sinh vat Hoa Ky (ATCC), 10801 University Boulevard, Manassas, VA.
20110. Sb truy cap ATCC cua sb luu nay 1a PTA-7899. S6 luu s& dugc gitt nguyén
trong ngudn luu trit trong thoi ky 1a 30 ndm, hodc 5 nidm sau yéu cdu cudi cing, hoic
trong thoi gian ¢6 hidu lyc ciia sang ché, tily theo thoi gian nao dai hon, va s& duoc
thay thé khi can thiét trong sudt thoi ky do.

Tir sy minh hoa va md ta cdc nguyén ly ctia sang ché, sang ché s& 1 rang d6i voi
ngudi c6 hiéu biét trung binh trong k¥ thuat, sdng ché c6 thé dugc stra dbi theo su sip
x&p va trinh bay chi tiét ma khong di tréch khoi cac nguyén 1y d6. Ching tdi yéu cu

bao ho tat ca céc stra d6i d€u thudc pham vi va y tudng cia sdng che.
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YEU CAUBAO HO

1. Phan tir ADN tai t6 hop bao gdm trinh ty nucleotit duoc chon tir nhém bao gdm céc
trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1-8, SEQ ID NO: 10 va c4c trinh ty bb sung day du cta

cac trinh tu nay.

2. Phan tir ADN t4i t6 hop theo diém 1, trong d6 phan tir ADN tai td hop nay duoc tao
thanh boi su tiép hop ciia phan tir axit nucleic khac loai dugc chén va ADN hé gen clia

cdy ngd, t& bao ciy ngd hoic hat ngo.

3. Phén tr ADN tai t§ hop theo diém 1, trong d6 phan t& ADN nay 1a tir cdy ngd
chuyén gen bao gém su kién MON 87427, mau hat dai dién bao gém su kién nay da

duoc ndp luu véi s6 ATCC PTA-7899.

4. Phan tir ADN téi t§ hop theo diém 1, trong d6 phan tir ADN nay 13 san phdm
khuéch dai (amplicon) dé x4c dinh su c6 mit cia ADN tir sy kién MON 87427 ctia cdy

ngd chuyén gen.

5. Phéan t& ADN téi t6 hop theo diém 1, trong d6 phan tir ADN téi tb hop nay nam
trong cAy ngd, té bao clia cdy, hat, ciy thé hé con, bd phan cia cdy hodc san phdm

hang hoa.

6. MAu do ADN bao gdm trinh tu nucleotit c6 chiéu dai vira di bao gdm céc nucleotit
lién k& néu trong SEQ ID NO: 10, hojc trinh tu bd sung dﬁy da cia né, cod chirc nang
12 miu do ADN ma lai v6i phan tt ADN bao gém trinh tu nucleotit duoc chon tir
nhom bao gdm cac trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1-8 va SEQ ID NO: 10 trong cac
didu kién lai nghiém ngit va khong lai v6i phan tt ADN khong bao gém trinh tu
nucleotit duge chon tir nhom bao gém céc trinh tw néu trong SEQ ID NO: 1-8 va SEQ
ID NO: 10 trong céc diéu kién lai nghiém ngit, va trong d6 mau do ADN nay bao gdm
trinh tu nucleotit SEQ ID NO: 1 hoac SEQ ID NO: 2.

7. Cap phan tir ADN bao gdm phén tir ADN thir nhat va phan tir ADN thi hai khac véi
phan tr ADN tht nhét, trong d6 mdi phén tir ADN thir nhit va thtr hai nay bao gdm
trinh tw nucleotit c6 chidu dai vira di bao gdm céc nucleotit lién k& néu trong SEQ ID
NO: 10, hodc trinh tw bd sung ddy du cta nd, va trong d6 phan tr ADN thr nhit nay
c6 trong trinh tu ADN doan chén gen chuyén néu trong SEQ ID NO: 10, va phén tir
ADN th hai nay cé trong trinh tu ADN hé gen cda cdy ngd ¢4 trinh ty néu trong SEQ
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ID NO: 10, c¢6 chiic ning 1a cic doan mdi ADN khi duoc st dung dong thoi trong
phan tng khuéch dai v6i ADN tir sy kién MON 87427 @& tao ra san phdm khuéch dai
(amplicon) d& x4c dinh ADN su kién MON 87427 cia cdy ngd chuyén gen trong mAu,
va trong d6 san phdm khuéch dai (amplicon) ndy bao gdm céc trinh tu nucleotit néu

trong SEQ ID NO: 1 hodc SEQ ID NO: 2.

8. Phuong phap phét hién sy c6 mit ciia phan tir ADN tir cdy ngd chuyén gen bao gbm
su kién MON 87427 trong mau, phuong phap bao gdbm cac buéc:

a) cho mau nay tiép xic v6i mau do ADN theo diém 6;
b) dua mAu va mau do ADN ndy vao cac diéu kién lai nghiém ngit; va

¢) phat hién phép lai ctia miu do ADN nay véi phan tt ADN trong mau dé néu, trong
d6 viéc lai mau do ADN nay véi phan tt ADN nay chi ra sy ¢6 mét cta phan tir ADN

tir cdy ngd chuyén gen bao gém su kién MON 87427 trong mau da néu.

9. Phuong phap phat hién sy c6 mit cia phén tr ADN tir cdy ngd chuyén gen bao gdm
su kién MON 87427 trong mau, phuong phép bao gdm céc budc:

a) cho mAu nay tiép xtic v6i cap phan tit ADN theo diém 7;

b) thuc hién phan ung khuéch dai du dé tao ra san pham khuéch dai (amplicon) ADN
bao gém trinh tu dugc chon tir nhdm bao gém cac trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1-8

va SEQ ID NO: 10; va

¢) phat hién sy c6 mit ciia sin phdm khuéch dai (amplicon) ADN ndy trong phéan tng,
trong d6 su ¢ mat cua amplicon ADN nay trong phan g chi ra sy ¢6 mit cta phéin

tit ADN tir cdy ngd chuyén gen bao gom su kién MON 87427 trong mau da néu.
10. Kit ADN bao gdm:

a) cap phan t& ADN bao gdm phan tir ADN thir nhét va phan tr ADN thit hai khac véi
phan tir ADN tht nhét, trong d6 m&i phan tir ADN thit nhét va tht hai ndy bao gdm
trinh tu nucleotit c6 chidu dai vira dii bao gdm cac nucleotit lién ké néu trong SEQ ID
NO: 10, hodc trinh ty bd sung diy du cia n6, va trong d6 phan tir ADN th& nhét nay
¢6 trong trinh tw ADN doan chén gen chuyén néu trong SEQ ID NO: 10, va phan tir
ADN thir hai nay c6 trong trinh ty ADN h¢ gen cta cay ngd cd trinh tu néu trong SEQ
ID NO: 10, ¢6 chitc nang lam cac doan mdi ADN khi dugc sir dung ddng thoi trong
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phan ung khuéch dai véi ADN tir sy kién MON 87427 dé tao ra san phdm khuéch dai
(amplicon) dé x4c dinh ADN sy kién MON 87427 ctia cdy ngd chuyén gen trong miu,
va trong d6 san phdm khuéch dai (amplicon) nay bao gdm céc trinh ty nucleotit néu
trong SEQ ID NO: 1 hodc SEQ ID NO: 2; hoac

b) it nhit mot mau dd ADN xéc dinh sy kién MON 87427, trong d6 mau do ADN bao
gém trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 1 hodc SEQ ID NO: 2.

11. Cay ngd tai td hop, hat, t& bao, hosic bd phén cla cdy nay bao gdm trinh tu
nucleotit néu trong SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2 va phéan tr axit nucleic ma hoa
CP4-EPSPS.

12. Cay ngd tai td hop, hat, té bao, hodc bd phén cda cdy nay theo diém 11, trong doé
cdy, hat, té bao, hodc bd phan ciia cdy ndy cé kha ning chiu dugce viée xu ly bang
thudc diét co glyphosat chon loc mé.

13. Cay ngo tai td hop, hat, té bao, hoic bd phén cia cdy nay theo diém 11, trong d6 hé
gen ciia n6 tao ra san phdm khuéch dai (amplicon) bao gdm phan tir ADN dugc chon
tr nhom bao gém céc trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1-8 va SEQ ID NO: 10 khi dugc
thtr nghiém trong phuong phap khuéch dai ADN.

14. Cay ngo hodc hat ngd bao gdm sy kién MON 87427, miu hat dai dién bao gém su
kién nay da duogc ndp luu voi sd truy cap ATCC PTA-7899.

15. Cay ngd hodc hat ngo theo diém 14, trong d6 cdy ngd hoic hat ngd nay la thé lai c6
it nhat mot bd hodc me bao gdm su kién MON 87427,

16. V4t liéu thyuc vt khong séng bao gom trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 1
va SEQ ID NO: 2 va phén tir axit nucleic ma héa CP4-EPSPS.

17. Vi sinh vat bao gdm trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2
va phan tr axit nucleic mad héa CP4-EPSPS.

18. Vi sinh vat theo diém 17, trong d6 vi sinh vat nay 1a té bao thuc vat.

19. San pham hang héa duoc tao ra tlr cdy ngd chuyén gen bao gém su kién MON
87427 va bao gbm phén tr ADN tai t hop theo diém 1, trong d6 viéc phét hién trinh
tu nucleotit ndy trong mau c6 ngudn gdc tir san pham hang hoa nay xac dinh ring san

pham hang hoéa nay duoc tao ra tir ciy ngd chuyén gen bao gdm su kién MON 87427,
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20. San pham hang hoéa theo diém 19, trong d6 san phdm hang héa nay duoc chon tir
nhém bao gém hat toan phén hodc da dugce ché bién, thitc an dong vat, dau, bot xay

tho, bot, san pham dang vay, cam, sinh khoi va cdc san pham nhién li¢u.

21. Phuong phép tao ra san phim hang hoéa theo diém 19, trong d6 phwong phép nay

bao gom céc budc:

a) thu cdy ngd hodc bd phan cua cay ngd bao gdm sy kién MON 87427 ciia cdy ngd

chuyén gen; va
b) tao ra san phim hang hoa tir cdy ngd hodc bd phan clia cay ngd ndy.

22. Phuong phéap phong trir ¢6 dai trén canh déng, trong d6 phwong phap niy bao gbm
bude trong ciy ngd chuyén gen bao gébm su kién MON 87427 trén c4nh ddng va dung
lidu hiru hiéu thubc diét co glyphosat dé phong trir co dai trén canh ddng nay ma

khong 1am tbn thwong ciy ngd chuyén gen bao gdm su kién MON 87427 nay.

23. Phuong phép theo diém 22, trong d6 lidu hiru hi¢u thudc diét cé glyphosat nim
trong khoang tlr 45,36 g (0,1 1b) dén khoang 1,814 kg (4 1b) trén 4047 m? (1 ac).

24. Phuong phép tao ra cdy ngo chiu dugc viéc dung thudc diét co glyphosat, trong d6

phuong phép nay bao gdm céc budc:

a) lai hitu tinh ciy ngd chuyén gen bao gbm su kién MON 87427 bao gdm phan tir axit
nucleic bao gém mdt trinh tu nucleotit dugce chon tir nhém gém trinh tu néu trong SEQ

ID NO: 10 v6i cay ngd thir hai, béng cach d6 tao ra hat;

b) thu gom hat dugc tao ra tir ciy lai d& néu;

¢) cho hat da néu sinh trudng dé tao ra nhiéu cay thé hé con;
d) xtr Iy céc cdy thé hé con niy bang glyphosat; va

e) chon cay thé hé con chiu dugc glyphosat.

25. Phuong phép tao ra cdy ngd chiu dugc viéc dung thudc diét co glyphosat, trong d6
phuong phép nay bao gdm cac buéc:

a) tu thy phin cdy ngd chuyén gen bao gdm sy kién MON 87427 bao gdm phan tir axit
nucleic bao g?)m trinh tu nucleotit dugc chon tir nhém bao gbm céc trinh tu néu trong

SEQ ID NO: 1-8 va SEQ ID NO: 10, béng cach do tao ra hat;

-60-



23434

b) thu gom hat dugc tao ra tu cay tu thu phén nay;

¢) cho hat da néu sinh trudng dé tao ra nhiéu cay thé hé con;

d) xtt Iy cac cdy thé hé con nay bang glyphosat; va

e) chon cdy thé hé con chiu dugc glyphosat.

26. Phuong phép tao ra hat ngd lai, trong d6 phwong phap nay bao gém cac bude:
a) tréng hat ngd chuyén gen bao gdém su kién MON 87427 trong mdt khu vuc;

b) cho hat da néu sinh trudng thanh ciy ngo;

¢) xit Iy cAy nay bang liu hiru hiéu thudc diét co glyphosat trude khi tao thanh phin

lam cho cAy nay mét kha nang sinh san duc ma khong 1am tén thuong cay;

d) thu phin cdy nay vdi phin tir cy bd me th hai; va

¢) thu hoach hat tir cdy nay, trong d6 hat nay la hat ngo6 lai dugc tao ra bang cach lai
cdy ngd chuyén gen bao gdm sy kién MON 87427 véi cy b6 me thir hai.

27. Phuong phép theo diém 26, trong d6 liéu hitu hiéu thubc diét co glyphosat nim
trong khoang tir 45,36 g (0,1 1b) dén khoang 1,814 kg (4 1b) trén 4047 m? (1 ac).

28. Phuong phép theo diém 26, trong d6 phuong phap nay con bao gdm budc tréng hat
ctia cay bd me thir hai trong khu vuc da néu va cho cdy ngd tir ciy bd me thtr hai da
néu sinh trudng.

29. Phuong phép theo diém 28, trong d6 cdy bd me thtr hai nay c6 kha nang chiu
glyphosat.
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<160> 19
<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211l> 20

<212> ADN

<213> Trinh tu nh8n tao

<220>
<223> Trinh tu ADN nhdn tao bao gém trinh ty hé gen ngd va trinh tu
gen chuyén

<400> 1

aatcgggaca atatggagaa
20

<210> 2

<211> 20

<212> ADN
<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> trinh tu ADN nhin tao bao gém trinh tu hé gen ngd va
trinh tu gen chuyén

<400> 2

catgcaagtt gcaacgcggc 20
<210> 3

<211l> 60

<212> ADN
<213> Trinh ty nhdn tao
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<220>
<223> trinh ty ADN nhin tao bao gém trinh tu hé gen ngd va
trinh tu gen chuyén

<400> 3

cggtcgggte aaatgtagaa aatcgggaca atatggagaa aaagaaagag taattaccaa
60

<210> 4
<211> 60
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> trinh tu ADN nhin tao bao gdm trinh tu hé gen ngd va
trinh tu gen chuyén

<400> 4
tatcagcttg ttggaagtta catgcaagtt gcaacgcggce agccgcecagce ggcgcggagce

<210> 5

<211> 100

<212> ADN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> trinh tyu ADN nhdn tao bao gém trinh ty hé gen ngd va
trinh tu gen chuyén

<400> 5
ttttttegta aatacggaaa cggtcgggtc aaatgtagaa aatcgggaca atatggagaa

aaagaaagag taattaccaa tatggagaaa accgggaaat

<210> 6

<211> 100

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhdn tao

<220>
<223> trinh tu ADN nhidn tao bao gdém trinh tu hé gen ngd va

trinh tu gen chuyén

<400> 6
ttccegectt cagtttaaac tatcagettg ttggaagtta catgcaagtt gcaacgcgge

agccgccage ggcgcggage gacgaaacga aacgtgcegeg

<210> 7
<211l> 972
<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>

<223> trinh ty ADN nhdn tao bao gém trinh tu hé gen ngd va
trinh tu gen chuyén
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60

100

60

100



<400> 7
tagttagggt

aaggaacctg
atatccagtg
catcttcttg
aacgtagttc
gggcccccaa
cagattcaga
ccgtatcege
gggagcggga
taatttaata
aacataaaac
tacatttagc
cggtggttat
tatatactaa
aatccggaaa
cccattttca
caatatggag
<210> 8

<211>

<212>
<213>

ADN

<220>
<223>

1078

tatgtgggca
tacatccctt
tctcgtgtgt
cgcctcetact
tcaacactag
gtctctgacg
catagggatg
attttatcat
taaacggaat
taaatagaaa
aaatagatat
tacatccgat
aatgacaaat
tgcatattag
aaaacgggat
tatttttteg

aa

23434

aataccgact
cataatacag
ttcttctgte
gctgacggga
aaataaaaga
cagaaacgac
aaaacagacg
cggaaacggyg
tgcgaaaacyg
tgttattgat
agagagacaa
gttgtttaag
tatgctataa
ctcgtceccat
ctcgcaaaaa

taaatacgga

Trinh ty nhdn tao

Trinh ty ADN nhidn tao bao

trinh tu gen chuyén

<400> 8
catgcaagtt

cggcectggtcece
cgtgegtcac
gcgaatcttce
tcecttgettg
cgggcteget

gactagagca

gcaacgcggc
tagaggggcg
gactcgegte
tcgacccatce
ctceccecece
tcecttgecgea

aaagcacaag

agccgccagce
gttgcaactt
gtagcctctc
gaggcaagaa
ccttatctte
accatccaat

ccgcccacgce

ttgcccctga
agatcagaaa
gtgcttatga
gggaagggag
agtaggccaa
ctcccaccgt
gaaacggacg
atcaggtccg
aacggaaaca
gtttgactag
cattctattg
actttagatc
tttgtcacct
atttgtcaaa
cggacggaat

aacggtcggg

ggggtctcac
gaggccagag
aaagggagac
cggatctggt
gatgaactgg
tccgegeegt
gaaaaacccc
gaatagtcgg
gaaatactaa
tgattgattg
ttgtttggtt
acctgtcatt
aaatacacga
tacggaataa
aagtcctctce

tcaaatgtag

atctctatat
gcccaaccct
gggttctcta
gatccgtggt
gcctcttget
caggccagtt
tctcctgttt
gaacggaaac
cggaaagtca
acagaacaat
gctaaatgtg
tgaaaacagc
ggatttagtt
atacgggttc
ccgtttecgt

aaaatcggga

gdm trinh tu hé gen ngd va

ggcgceggagce
gcatgtaact
gtcactcgcg
acccaagcct
ccgegggtag
ccaatcgaac

atctcgattg
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gacgaaacga
tccacgecgac
ttcggcttece
aatccgaccc
tatataatca
caccagtcca

cagcagcagc

aacgtgcgcg
cgcaggcegtg
gctcgggggce
gccatggcett
tccceteege
ccacctgatt

agcagcagca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

972

60

120

180

240

300

360

420



gaagcggcgc
acaaggtgct
ccggcecttegg
cgcecgeggeg
gcteccecgega
cgcggttege
caacaatccg
tggagtatgt
gcgtgttgta
ttcctgtect
ccgagtectg
<210> 9

<211>

<212>
<213>

ADN

<220>
<223>

3746

gcagagcteg
agccttcteg
cgggagctgg
ggagcagcag
¢ggcggegeyg
gccggagttt
ggctcggeeg
tttttacctg
catacaggga
ctgcattttt

cagctccagg
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tgacgagagce
atecctgagceg
gcgeggetgt
cagcggceagyg
cacgcgagcg
gacgggatcg
acgcgccecce
atggtggatt
actgctcact
tttcctgtac

taatctgccg

Trinh ty nhidn tao

Trinh ty ADN nhdn tao bao

trinh tu gen chuyén

<400> 9
atatggagaa

cagcaatgag
aattcaaaaa
gacaaattac
aaatctttat
acgatcgatg
ggtaatatcc
gatagtggaa
cgttgaagat
cgtggaaaaa
gattgagact
tatctgtcac
ttgcgataaa

acccccecaccec

aaagaaagag
tatgatggtc
tgtagatgtc

gatccgtcgt

ttcgacgtgt

cggcegegtt
ggaaacctcce
aaggaaggtg
gcctctgeeg
gaagacgttc
tttcaacaaa
tttattgtga
ggaaaggcca

acgaggagca

taattaccaa
aatatggaga
cgcagcgtta
atttataggc
ctacattcac
aacaagcttce
tcggattcca
gctcctacaa
acagtggtcc
caaccacgtc
gggtaatatc
agatagtgga
tcgttgaaga

tcgtggaaaa

aaccttecctt
cgtcgeegge
cgtggcggag
aggaggagga
gagggggagc
actggttcgg
cgagttaacc
aattgtccca
tatcaggggyg
cgaaatggat

gtggatgaac

ccgttecteg
cgacctctcc
gggcgeggac
cagggagaag
ggcggcggceyg
aaccatcgtg
acgtgaccaa
acacagataa
ggatggggaa
ggatggtctc

ccaagccgaa

atcgccatgg
tccgegggeyg
gaccagcgtg
cgagacccgce
ccgecgecac
tcgcgectgat
tcctgtctac
ttgggactcc
catttatttg
caattcgaaa

ctgteeceg

gdm trinh ty hé gen ngd va

tatggagaaa
aaaagaaaga
ttataaaatg
gaaagcaata
gtccaaatgg
tgcaggtccg
ttgcccaget
atgccatcat
caaagatgga
ttcaaagcaa
cggaaacctce
aaaggaaggt
tgcctectgece

agaagacgtt
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accgggaaat
gtaattacca
aaagtacatt
aacaaattat
gggcttagat
attgagactt
atctgtcact
tgcgataaag
cccccaccca
gtggattgat
ctcggattcce
ggctcctaca
gacagtggtc

ccaaccacgt

ctacatggat
atttttttte
ttgataaaac
tctaattcgg
gagaaacttc
ttcaacaaag
ttattgtgaa
gaaaggccat
cgaggagcat
gtgatggtcc
attgcccage
aatgccatca
ccaaagatgg

cttcaaagca

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1078

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



agtggattga
gcaagaccct
tgactctagce
gccacgttte
agaattacac
caaaatatag
tgtgtaattt
gattcagaag
gggattcata
caaaattaga
ggaataaata
gtcaagatca
ttttgatgca
ttgttgctct
ctctttacat
tagtctttge
aaccatggcg
tctctecgaaa
tccacgagct
tggctctgag
cggtgcaagc
gattccgggce
tgagacgcgce
gcaggctatg
gaatggcggt
caggctcact
ctcgetcaca
ggtcaaatcc
ccecgattacce
cggactgaac

cgaaaagatg

tgtgatatct
tcctctatat
agatctaccg
tctgaatget
tctgaaatcg
ggacatggta
ggtgcttage
tttgctgtta
ttataggcga
tattcctatt
taaatgacga
gatgcacttg
ttgatctget
ccttacctcece
acgtatcttg
tcatttcatt
caagttagca
tccagtcaac
tatccgattt
cttcegtecte
agccggcecgyg
gataagtcca
atcacgggcece
ggagcgcgta
ctgctcgecce
atgggactgg
aagcgcccaa
gaggatggtg
taccgecgtge
actccgggca

cttcaggggt

23434

ccactgacgt
aaggaagttc
tcttcggtac
ctcttgtgtg
tgttctgccet
gtacgaaacg
ggtatttatt
atttaggcac
tactataata
ctgtttttgt
aattttgatg
ttttaaatat
tgtttgttgt
tgatggtatc
ctcgatgect
gtaatgcaga
gaatctgcaa
gcaaatctcc
cgtecgtegtg
ttaaggtcat
caaccgctecg
tatcccaccg
tgcttgaagg
tccgcaagga
ctgaggcccce
tcggggtgta
tgggcegegt
accgtttgcc
caatggcatc
tcaccacggt

ttggcgccaa

aagggatgac
atttcatttg
gcgctecactce
gtgattgctg
gtgctgatta
aagatagaac
taagcacatg
aggcttcata
atttgttcgt
ttgtgtgctg
tttatctctyg
tgttgtctga
aacaaaattt
tagtatctac
tctecctagt
taccaagcgg
tggtgtgcag
cttatcggtt
gggattgaag
gtcttectgtt
caaatcttcc
gtcgttcatg
tgaggacgtg
aggtgacaca
tctcgactte
cgacttcgat
tctgaacccg
cgttacgctg
cgcccaggte
gatcgagccc

cctgacggtce
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gcacaatccc
gagaggacac
cgecectetge
agagtggttt
cttgcecgtec
ctacacagca
ttggtgttat
ctacatgggt
ctgcagagcet
ttaaattgtt
ctcctttatt
agaaataagt
aaaaataaag
caactgacac
gttgaccagt
cctctagagg
aacccatctc
tctctgaaga
aagagtggga
tccacggegt
ggcctttcgg
tteggeggte
atcaataccg
tggatcattg
ggcaatgcgg
agcacgttca
ttgcgcgaga
cgcgggcecga
aagtcagccg
atcatgacca

gagacggacg

actatccttce
gctgacaagce
ctttgttact
agctggatct
tttgtagcag
atacgagaaa
agggcacttg
caatagtata
tattatttge
aacgcctgaa
gtgaccataa
actgacagta
agtttccttt
tatattgctt
gttactcaca
atccaggagc
ttatctccaa
cgcagcagca
tgacgttaat
gcatgctaca
gaacggtcag
ttgccagegg
ggaaggccat
acggcgttgg
cgacgggctg
tcggagacgce
tgggegtaca
agacgcctac
tgctecectege
gggatcatac

ctgacggegt

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700



caggaccatc
agacccgteg
gaccatcctg
gatgggagcc
tctgegegtyg
catgatagac
catgaacggt
tggcctgaag
ccggectgat
tcatcgcatc
cgatgacgcce
cggggccaag
ttggcaataa
atttctgttg
gagatgggtt
aatatagcgc
gggatatccc
agcttgttgg
<210>
<211>

<212>
<213>

10

ADN

<220>
<223>

5776

cgcecttgagg
tccacggecet
aacgtcctca
gacatcgagg
cgctecctcta
gagtatccta
cttgaggaac
ctcaacggtg
ggcaagggcc
gcgatgtecct
acgatgatag
atcgaactgt
agtttcttaa
aattacgtta
tttatgatta
gcaaactagg
cagcttgatg

aagttacatg

23434

gcaggggtaa
tccegttggt
tgaacccgac
tgatcaaccc
ccctgaaggg
ttctggcegt
tccgcgtgaa
ttgactgcga
tcggcaacgce
tcttggtgat
cgacgagctt
ctgacacgaa
gattgaatcc
agcatgtaat
gagtcccgeca
ataaattatc
gggatcagat

caagtt

Trinh tu nhadn tao

Trinh tu ADN nhidn tao bao

trinh tu gen chuyén

<400> 10
tagttagggt

aaggaacctg
atatccagtg
catcttcttg
aacgtagttc
gggcccccaa

cagattcaga

tatgtgggca
tacatccctt
tctegtgtgt
cgectctact
tcaacactag
gtctctgacg

catagggatg

aataccgact
cataatacag
ttcttetgte
gctgacggga
aaataaaaga
cagaaacgac

aaaacagacg

actgactggc
tgcggcgcetg
caggaccggc
gcgecctggca
cgtgacggtc
cgccgetgeg
ggaatcggat
cgagggtgag
cagtggagcg
gggtctecgtc
cccagagttc
ggccgcttga
tgttgccggt
aattaacatg
attatacatt
gcgcgcggatyg

tgtcgtttec

caagtcatcg
ctcgtgecgg
ctgatcctca
ggcggtgaag
ccggaagatc
ttcgccgaag
cgcetgtegg
acctcactcg
gccgtegeca
tcagagaacc
atggatctga
attcccgatce
cttgcgatga
taatgcatga
taatacgcga
tcatctatgt

cgccttcagt

atgttccggg
ggagtgacgt
cgcttcagga
acgttgcgga
gcgegecgte
gggccacggt
cggtggccaa
tggtccgtgyg
cgcacctcga
cggtgaccgt
tggcgggect
gttcaaacat
ttatcatata
cgttatttat
tagaaaacaa
tactagatcg

ttaaactatc

gdm trinh tu hé gen ngd va

ttgcccctga
agatcagaaa
gtgcttatga
gggaagggag
agtaggccaa
ctcccacegt

gaaacggacg
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ggggtctcac
gaggccagag
aaagggagac
cggatctggt
gatgaactgg
tccgegecegt

gaaaaacccc

atctctatat
gcccaacccet
gggttctcta
gatccgtggt
gcctettget
caggccagtt

tctecctgttt

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3746

60

120

180

240

300

360

420



cecgtatcege
gggagcggga
taatttaata
aacataaaac
tacatttagce
cggtggttat
tatatactaa
aatccggaaa
cccattttca
caatatggag
atcagcaatg
tcaattcaaa
acgacaaatt
ggaaatcttt
tcacgatcga
agggtaatat
aagatagtgg
atcgttgaag
atcgtggaaa
ccgattgaga
gctatctgtc
cattgcgata
ggacccccac
caagtggatt
tcgcaagacc
gctgactcta
ctgccacgtt
ctagaattac
agcaaaatat

aatgtgtaat

attttatcat
taaacggaat
taaatagaaa
aaatagatat
tacatccgat
aatgacaaat
tgcatattag
aaaacgggat
tatttttteg
aaaaagaaag
agtatgatgg
aatgtagatg
acgatcegtce
atttcgacgt
tgcggecegeg
ccggaaacct
aaaaggaagg
atgcctectge
aagaagacgt
cttttcaaca
actttattgt
aaggaaaggc
ccacgaggag
gatgtgatat
cttcctcetat
gcagatctac
tctetgaatg
actctgaaat

agggacatgg

ttggtgetta
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¢ggaaacggg
tgcgaaaacg
tgttattgat
agagagacaa
gttgtttaag
tatgctataa
ctcgtececat
ctcgcaaaaa
taaatacgga
agtaattacc
tcaatatgga
tccgcagegt
gtatttatag
gtctacattc
ttaacaagct
ccteggatte
tggctcctac
cgacagtggt
tccaaccacg
aagggtaata
gaagatagtg
catcgttgaa
catcgtggaa
ctccactgac
ataaggaagt
cgtctteggt
ctctecttgtyg
cgtgttctge
tagtacgaaa

gcggtattta

atcaggtccg
aacggaaaca
gtttgactag
cattctattg
actttagatc
tttgtcacct
atttgtcaaa
cggacggaat
aacggtcggg
aatatggaga
gaaaaagaaa
tattataaaa
gcgaaagcaa
acgtccaaat
tctgcaggte
cattgcccag
aaatgccatc
cccaaagatg
tcttcaaagc
tccggaaacc
gaaaaggaag
gatgcctctg
aaagaagacg
gtaagggatg
tcatttcatt
acgcgctcac
tggtgattge
ctgtgctgat
cgaagataga

tttaagcaca
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gaatagtcgg
gaaatactaa
tgattgattg
ttgtttggtt
acctgtcatt
aaatacacga
tacggaataa
aagtcctcte
tcaaatgtag
aaaccgggaa
gagtaattac
tgaaagtaca
taaacaaatt
gggggcttag
cgattgagac
ctatctgtca
attgcgataa
gacccccacce
aagtggattg
tccteggatt
gtggctcceta
ccgacagtgg
ttccaaccac
acgcacaatc
tggagaggac
tccgeccctcet
tgagagtggt
tacttgcecgt
acctacacag

tgttggtgtt

gaacggaaac
cggaaagtca
acagaacaat
gctaaatgtyg
tgaaaacagc
ggatttagtt
atacgggttc
ccgttteegt
aaaatcggga
atctacatgg
caattttttt
ttttgataaa
attctaattc
atgagaaact
ttttcaacaa
ctttattgtg
aggaaaggcc
cacgaggagc
atgtgatggt
ccattgccca
caaatgccat
tcccaaagat
gtcttcaaag
ccactatcct
acgctgacaa
gcctttgtta
ttagctggat
cctttgtage
caatacgaga

atagggcact

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



tggattcaga
tagggattca
gccaaaatta
aaggaataaa
aagtcaagat
tattttgatg
ttttgttgct
ttctctttac
catagtcttt
gcaaccatgg
aatctctcga
catccacgag
attggctctg
cacggtgcaa
aggattccgg
ggtgagacgc
atgcaggcta
gggaatggcg
tgcaggctca
gcctegetcea
caggtcaaat
accccgatta
gccggactga
accgaaaaga
gtcaggacca
ggagacccgt
gtgaccatcc
gagatgggag
gatctgegeg
tccatgatag

gtcatgaacg

agtttgectgt
tattataggc
gatattccta
tataaatgac
cagatgcact
cattgatctg
ctccttacct
atacgtatct
gctcatttca
cgcaagttag
aatccagtca
cttatcecgat
agcttegtcce
gcagccggec
gcgataagtc
gcatcacggg
tgggagcgcg
gtctgctege
ctatgggact
caaagcgcecc
ccgaggatgg
cctaccgegt
acactccggg
tgcttcaggg
tccgecttga
cgtccacggce
tgaacgtcct
ccgacatcga
tgcgectecte
acgagtatcc

gtcttgagga
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taatttaggc
gatactataa
ttctgttttt
gaaattttga
tgttttaaat
cttgtttgtt
cctgatggta
tgctcgatge
ttgtaatgca
cagaatctge
acgcaaatct
ttecgtcgteg
tcttaaggtce
ggcaaccgct
catatcccac
cctgcttgaa
tatccgcaag
ccctgaggcece
ggtcggggtyg
aatgggccge
tgaccgtttg
gccaatggca
catcaccacg
gtttggcgcce
gggcaggggt
cttcecegttg
catgaacccg
ggtgatcaac
taccctgaag
tattctggcce

actccgegtyg

acaggcttca
taatttgttc
gtttgtgtge
tgtttatctc
attgttgtct
gtaacaaaat
tctagtatct
cttctcecta
gataccaagc
aatggtgtgc
cccttatcgg
tggggattga
atgtcttctg
cgcaaatctt
cggtcgttca
ggtgaggacg
gaaggtgaca
cctetegact
tacgacttcg
gttctgaacc
ccegttacge
tccgcccagyg
gtgatcgagc
aacctgacgg
aaactgactg
gttgcggege
accaggaccg
ccgegectgg
ggcgtgacgg
gtcgeecgcetg

aaggaatcgg
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tactacatgg
gtctgcagag
tgttaaattg
tgctccttta
gaagaaataa
ttaaaaataa
accaactgac
gtgttgacca
ggcctctaga
agaacccatc
tttctctgaa
agaagagtgg
tttccacggce
ccggecttte
tgttcggcgg
tgatcaatac
catggatcat
tcggcaatge
atagcacgtt
cgttgcgcga
tgcgecgggec
tcaagtcagc
ccatcatgac
tcgagacgga
gccaagtcat
tgctcgtgec
gcctgatcct
caggcggtga
tcccggaaga
cgttcgecga

atcgcctgte

gtcaatagta
cttattattt
ttaacgcctg
ttgtgaccat
gtactgacag
agagtttccect
actatattgc
gtgttactca
ggatccagga
tcttatctcec
gacgcagcag
gatgacgtta
gtgcatgcta
gggaacggtc
tcttgccage
cgggaaggcc
tgacggcgtt
ggcgacgggce
catcggagac
gatgggcgta
gaagacgcct
cgtgctectce
cagggatcat
cgctgacgge
cgatgttccg
ggggagtgac
cacgcttcag
agacgttgcg
tcgcgegecg
aggggccacyg

ggcggtggcc

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080



aatggcctga
ggccggcectyg
gatcatcgca
gtcgatgacg
ctcggggcca
atttggcaat
taatttctgt
atgagatggg
aaaatatagc
cggggatatc
tcagcttgtt
cgaaacgaaa
cacgcgaccg
cggctteege
tcecgacccge
tataatcatc
ccagtccacce
gcagcagcag
gttcctcgat
acctctecte
gecgcggacga
gggagaagcg
cggcggegec
ccatcgtgte
gtgaccaatc
acagataatt
atggggaaca
atggtctcca

aagccgaact

<210> 11

agctcaacgg
atggcaaggyg
tcgecgatgte
ccacgatgat
agatcgaact
aaagtttctt
tgaattacgt
tttttatgat
gcgcaaacta
cccagcettga
ggaagttaca
cgtgcgegeg
caggcgtgcg
tcgggggcgc
catggctttce
cccteegecg
acctgattga
cagcagcaga
cgccatggac
cgcgggegec
ccagcgtgeg
agacccgcgce
gccgecaccg
gcgctgatca
ctgtctactg
gggactcegce
tttatttgtt
attcgaaacc

gtcecg
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tgttgactgce
ccteggcaac
cttecttggtg
agcgacgagc
gtctgacacyg
aagattgaat
taagcatgta
tagagtcccecg
ggataaatta
tggggatcag
tgcaagttgce
gctggteccta
tgcgtcacga
gaatcttctc
cttgcttget
ggctcgctte
ctagagcaaa
agcggcgcge
aaggtgctag
ggcttcggcg
ccgeggcggyg
tcecegegacg
cggttcgege
acaatccggg
gagtatgttt
gtgttgtaca
cctgtecctet

gagtcctgca

gacgagggtyg
gccagtggag
atgggtctcg
ttceccagagt
aaggccgett
cctgttgceceg
ataattaaca
caattataca
tcgegegegg
attgtcgttt
aacgcggcag
gaggggcggt
ctcgcgtcgt
gacccatcga
ccececcecece
cttgcgcaac
agcacaagcce
agagctcgtg
ccttectcgat
ggagctgggce
agcagcagca
gcggcgcgea
cggagtttga
ctcggccgac
tttacctgat
tacagggaac
gcattttttt

gcteccaggta

-70-

agacctcact
cggecgtege
tctcagagaa
tcatggatct
gaattcccga
gtcttgcgat
tgtaatgcat
tttaatacgc
tgtcatctat
cccgecttea
ccgeccagcecgg
tgcaacttgce
agcctctegt
ggcaagaaac
ttatctteccce
catccaatcc
gcccacgcat
acgagagcaa
cctgagecgeg
gcggctgteg
gcggcaggag
cgcgagcgga
cgggatcgac
gcgccececeg
ggtggattaa
tgctcactta
tcctgtaccg

atctgceggt

cgtggtecgt
cacgcaccte
cccggtgacce
gatggcgggce
tcgttcaaac
gattatcata
gacgttattt
gatagaaaac
gttactagat
gtttaaacta
cgcggagcega
atgtaacttc
cactcgcgtt
ccaagcctaa
gcgggtagta
aatcgaacca
ctcgattgca
ccttecttece
tcgeccggeeg
tggcggaggyg
gaggaggaca
gggggagcgg
tggttcggaa
agttaaccac
ttgtcccaac
tcaggggggyg
aaatggatgg

ggatgaaccc

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5776
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<211> 17
<212> ADN
<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> Poan mdi PCR Oligonucleotit duoc téng hop hda hoc

<400> 11
ggcaaccgct cgcaaat 17
<210> 12
<211> 17

<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Doan mdi PCR Oligonucleotit dugc tdng hop héa hoc

<400> 12
atcgcccgga atcctga 17
<210> 13
<211> 17

<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Poan mdi PCR Oligonucleotit dugc tdng hop hda hoc

<400> 13
tteceggecctt tcgggaa 17
<210> 14
<211l> 16

<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> DPoan mdi PCR Oligonucleotit duoc téng hop hda hoc

<400> 14
gcctgecgca gaccaa 16
<210> 15
<211> 22

<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Dboan mdi PCR Oligonucleotit duoc tdéng hop hda hoc

<400> 15
caatgcagag ctcagcttca tc 22
<210> 16
<211l> 26
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<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> ©Poan mdi PCR Oligonucleotit dugc tdng hop héa hoc

<400> 16

tccagtacgt gcagtcccte ctcect 26
<210> 17

<211> 17

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhin tao

<220>

<223> Poan mdi PCR Oligonucleotit dugc tdng hop héa hoc

<400> 17

cggaaacggt cgggtca 17
<210> 18

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> bDoan mdi PCR Oligonucleotit dugc tdng hop héa hoc

<400> 18

ctccatattg accatcatac tcattgce 27
<210> 19

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhadn tao

<220>

<223> boan mdi PCR Oligonucleotit dugc tdng hop héa hoc

<400> 19

aatgtagaaa atcgggacaa t

21
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