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MO PAU

1. Pit van dé

Bién ddi khi hau toan cdu dang dién bién hét stc phirc tap va anh
huong nghiém trong dén cac nudc trén thé gidi trong d6 co6 Viét Nam. Tinh
trang néng 18n cua trai dat cling duoc dy doan sé gay tac dong rat 16n dén céac
nuéc dang phét trién. Nhitng nudc ¢6 hé thong ndong nghiép chiu chi phdi 16n
tir diéu kién thoi tiét, noi nhiét do chi ting chut it ciing 1am giam dang ké san
luong nong nghiép. Tinh trang khan hiém nudc, c6 thé lam giam khoang 70%
san luong cay nong nghiép, trong d6 cd cdy dau tuong. Cay dau tuong
(Glycine max (L.) Merrill) 1a mot loai cay trong thudc ho dau, 1a ciy trong
ngan ngdy c6 gia tri cao vé mat kinh té, dinh dudng va 1 cay cai tao dat. Tuy
nhién dau tuong 1a cay twong d6i man cam vai diéu kién ngoai canh va thuoc
nhém cay chiu han kém. Chinh vi vy tuyén chon gidng dau twong c6 kha
ning chiu han thich ung voi diéu kién han han va thiéu nudc 1a nhiém vu

chién lugc caa nganh chon giéng dau tuong.

Hai co ché chinh lién quan dén kha nang chiu han cua thyuc vat 1a su diéu
chinh ap sut thAm thau va su phat trién manh cta bo 1é. BO ré 1a co quan
quan trong cua cdy thyc hién nhiém vu 1ay nudc cung cdp cho cac hoat dong
séng va phat trién cta co thé thuc vat. Co thé thuc vat thich ung voi han béng
cach phat trién 1& coc theo chiéu dai vuon téi cac 10p dat sdu hon dé hat nudc
dé dang hon, dong thoi hé thong ré con phat trién mé rong theo bé ngang co
thé thich ung tot v&i viée tim kiém dinh dudng khoang va nudc trong long

dat.

Expansin 1a mot ho protein tic dong trong viéc kéo gian cua thanh té

bao thuc vat va dugc coi 1a mot protein chu yéu anh huong dén sy mé rong
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cua té bao thuc vat. Cac két qua nghién cau cho thiy gen expansin ¢ ciy dau
twong dong mot vai trd quan trong trong viéc kéo dai ré cua cay dau tuong,
lam tang su phat trién ca ré chinh, ca ré bén. Do vay tiép can nghién ciru theo
huéng ting cudng mic do biéu hién cua gen GMEXP1 & cdy dau tuwong bang
ki thuat chuyén gen s& 1a giai phap céng nghé trong nghién ciru tao giéng dau
tuong chiu han. Xuat phét tir Iy do trén chung t6i da xay dung va nghién ctu
dé tai: “Nghién cizu chuyén gen mi héa protein expansin 1 lién quan dén
sw kéo dai ré vao giong diu twong DT84”.
2. Muc tiéu nghién ctu

Tao duoc dong cdy chuyén gen chtra gen ma héa protein expansin 1 tir
giong dau twong DT84.
3. N¢i dung nghién ciru
3.1. Nghién ctru chuyén céu trac mang gen expansin 1 (GmEXP1) thong qua
lay nhiém A. tumefaciens vao md nach 14 mam hat chin gidng dau tuong
DT84,
3.2. Nghién ctru tai sinh in vitro, chon loc cac dong cay dau tuong chuyén
gen;
3.3. Phan tich su c6 mat cua gen chuyén GmEXP1 trong cac dong cay chuyén
gen ¢ thé hé T, bang k§ thuat PCR.

Chwong 1
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TONG QUAN TAI LIEU

1.1. CAY PAU TUONG
1.1.1. Pic diém sinh hoc cia ciy diu twong

Pau tuong c6 bd NST 2n = 40, tén khoa hoc la Glycine max (L)
Merrill, thuoc chi Glycine, ho dau (Fabaceae), ho phu canh budm
(papilionideae) va bo Phaseoleae. Pau tuong 1a mot trong s6 nhiing cay trong
cd lich sir 1au doi nhét cia loai nguoi.

Dua vao su da dang vé hinh thai cua hat, Fukuda (1933) va nhiéu nha
khoa hoc di thong nhat cay dau twong cd ngudn goc tir ving Man Chau
(Trung Qudc) xuét phat tir mot loai dau twong dai, than manh, dang day leo,
c6 tén khoa hoc l1a Glycile Soja Sieb va Zucc. Tir Trung Québc dau twong duoc
lan truyén sang cac nuéc Pong Nam chiu A va dan lan rong trén khip thé
gidi, dugce nong dan cac nude chau A coi ddy 1a mot trong cac cay trong chinh
[12].

Cay dau tuong thudc loai cdy than thao, 1a loai cdy trong can thu hat

bao gom cac bo phan ré, than, 14, hoa, qua va hat.

R& dau tuong gdm ré céi va nhiéu ré con, ré cai an sau 20-30 cm nhung
& d6 sau 7-8cm ré cdi chi to bang ré con. R& con tap trung nhiéu & do sau 6-
20cm va phat trién doi dao. RE phat trién manh vé ca chiéu ngang va do sau,
cac ré moc sau phat trién vé chiéu ngang. O do sau 2-3cm khi gap phai ré cay
bén canh thi chuyén hudéng an sau xudng dat. Ré cay dau tuong khac vai ré
cay hoa thao 1a c6 ré& chinh va ré phu, ré chinh c6 thé an sau 30-50 cm va c6
thé trén 1m. Trén ré chinh moc ra nhiéu ré phuy, r& phu cap 2, cap 3 tap trung

nhiéu ¢ ting dét 7- 8cm, rong 30- 40cm?. Trén ré chinh va ré phu ¢d nhiéu ndt
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san. Trén bo ré cua ciy dau twong co rat nhiéu ndt san, d6 1a cac u budu nho
bam vao céc ré&. N6t san 1a két qua cong sinh caa mot sé loai vi sinh vat c6 tén
khoa hoc 12 Rhizobium Japonicum véi ré ciy ddu twong. Trong 1 nét san co
khoang 3- 4 ti vi sinh vat ma ta chi c¢d thé nhin thay ching qua kinh hién vi
phong dai tir 600- 100 1an nén dau tuwong c6 vai tro cai tao dat rat tot, 1 ha

trong dau twong néu sinh trudng phat trién tot dé lai trong dat tir 30-60 kg N.

Qua trinh hinh thanh nét san: Trong dat luén c6 nhiéu loai vi sinh vat
thuong tap trung xung quanh bo ré, mit khac xung quanh ré do canh tac tao
diéu kién dat dai thuan loi cho vi sinh vat phat trién. Cay ho dau diéu tiét ra
cac chat nhu gluxit, duong galacto... da hap din cac loai vi sinh vat trong d6
c6 Vi sinh vat ndt san vao ré cay ho dau. NGt san phat trién dén mot giai doan
nhit dinh thi cd dinh dam. Ban than ndt san hat N con vi sinh vat nhu chét
xuc tac, khi gia vi sinh vat di ra ngoai. N6t san ¢ ré dau tuong thuong tap
trung & tang dat tir 0-20cm, ndt san it dan va sau hon nita thi c6 it hoic khéng
c6. N6t san dong vai tro chinh trong qué trinh ¢b dinh dam. Nt san c6 thé dai
lecm, duong kinh 5-6mm, mai hinh thanh c6 mau trang sira, khi tot nhat c6

mau hdng (mau globulin ¢ ciu tao gan gibng hemoglobin trong mau c6 Fe).

Bo ré phan bd sau, rong hay hep, s6 luong nét san it hay nhiéu phu
thudc vao giong, dat dai, khi hau va k¥ thuat trong. Qua trinh phét trién cua
bo r& ¢o thé phan ra 1am 2 thoi ky.

Thoi ky thi nhat: Phét trién ré dau tién, thoi ky nay ré cai va ré phy dau tién
phét trién manh, kéo dai ra va sinh ra nhiéu ré con, thoi ky nay thuong kéo dai

tur 30-40 ngay sau moc.

Thoi ky thi hai: Lop ré dau tién phat trién cham dan, ré con khong nhu ra
nira, tham chi ¢ mot sb ré con bi kho di. Lac nay gdc than gan ¢b ré c6 cac

ré phu nho kéo dai ra va phat trién cho tai gan thu hoach. Sé lugng cé thé 30-
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40 r& phu an & gan mat dat. Lop ré ndy 6 nhiém vu cung cip day da chét

dinh dudng cho su phat trién caa than, 14 va 1am qua.

Than cdy dau twong thudc than thao cé hinh tron, trén than c6 nhiéu
ldng nhé. Than khi con non ¢6 mau xanh hoic tim, khi vé gia chuyén sang
mau nau nhat, mau sac caa than khi con non c6 lién quan chat ché véi mau
sic cuia hoa sau nay. Néu than luc con non c6 mau xanh thi hoa mau tring va
néu khi cdy con non than c6 mau tim thi hoa mau tim do. Than trung binh c6
14-15 16ng, cac 16ng & phia dudi thuong ngan, cac 16ng & phia trén thuong
dai(vi nhiing 16ng phia trén phat trién tir ngay 35- 40 tré di vao luc ciy dang
sinh truéng nhanh nén long thuong dai). TUy theo gidng va thoi vu gieo ma
chiéu dai 16ng c6 su khac nhau thuong bién dong tir 3-10cm. Cay dau tuong
trong vu hé c6 16ng dai hon vu xuén va vy dong. Chiéu dai caa 16ng gop phan
quyét dinh chiéu cao cua than. Than cdy dau tuong thuong cao tir 0,3-1,0m.
Gidng dau twong dai cao tir 2- 3m. Thuc té ciling c6 nhiing gidng khong co
16ng to. Nhitng giéng c6 mat do 16ng to day, mau sdm c6 suc khang bénh,
chiu han va chiu rét khoe. nhitng giong khong co 16ng to thudng sinh truéng
khéng binh thuong, sac chéng chiu kém. Than c6 16ng to nhiéu hay it, dai hay
ngan, day hay thua 1a mot dac diém phan biét cac gidng véi nhau. Cin ctr vao
su sinh trudng va dic diém cua than nguoi ta chia ra 1am 4 loai: (1) Loai moc
thang: than cimg, duong kinh than 1én, than khéng cao lam, dét ngan, qua
nhiéu tap trung thuong 1a nhiing gidng ra hoa hitu han. (2) Loai bo: than chinh
phan canh rat nho, mém, pha trén bé mat dat thanh dam day, than rat dai, dot
dai, qua nho phén tan. (3) Loai nua bo: la loai trung gian gitra hai loai moc
thang va moc bo. (4) Loai moc leo: than nho rat dai, moc bo dudi dat hay leo
l&n gié thé khac.

Cay dau tuong c6 3 loai la: L4 mam (14 t diép), 14 mam mé&i moc ¢6

mau vang hay xanh luc khi tiép xdc véi anh sang thi chuyén sang mau xanh.
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Hat gidng to thi & mam cht:a nhiéu dinh dudng nudi cdy mam, khi hét chat
dinh dudng 14 mam kho héo. La nguyén (1a don), 14 don xuat hién sau khi
moc tir 2-3 ngay va moc phia trén 14 mam. La don moc d6i xtng nhau, 14 don
to xanh bong 12 1a biéu hién cay sinh truong tdt, 14 don to xanh dam biéu hién
ciia mot giong c¢6 kha niang chiu rét, 14 don nhon gon séng la biéu hién cay
sinh truéng khong binh thuong. L& kép, moi 1a kép 6 3 1a chét, cd khi 4-5 14
chét. L4 kép moc so le, c6 mau xanh tuoi, khi gia bién thanh mau vang nau.
Ciing c6 gidng khi qua chin 14 van giir duoc mau xanh. Phan 16n 1a c6 nhiéu
16ng to. La c¢6 nhiéu hinh dang khac nhau tly theo giong. Nhitng giéng 14 nho
va dai chiu han khoe nhung thuong cho ning suét thap, nhiing giéng 14 to
chiu han kém nhung thuong cho ning suit cao hon. Néu hai 14 kép dau to va
day thuong biéu hién gidng c6 kha nang chdng chiu rét. Sé lugng 14 kép nhiéu
hay it, dién tich la to hay nho chi phdi rat nhiéu dén ning suat va phu thudc
vao thoi vu gieo trong. Cac la mam ¢ chim hoa nao giir vai trd chii yéu cung

cap dinh dudng cho chim hoa ay.

Hoa dau tuong nho, khong huong vi, thugc loai hoa dong chu ludng
tinh trong hoa c6 nhi va nhuy, mdi hoa gom 5 14 dai, 5 canh hoa c6 10 nhj va
1 nhuy. Mau sic cta hoa thay ddi tuy theo gidng va thuong c6 mau tim, tim
nhat hoic trang. Pa phan cac giéng c6 hoa mau tim va tim nhat. Hoa phat sinh
& nach 14, dau canh va dau than. Hoa ra nhiéu nhung ty & rung rat cao khoang
30% c6 khi 18n toi 80% [1].

S6 qua bién dong tir 2 dén 20 qua & mdi chim hoa va cd thé dat téi 400
qua trén mot cdy. Mot qua chua tir 1 t6i 5 hat, nhung hau hét cac giéng qua
thuong tir 2 dén 3 hat. Hat dau tuong c6 nhiéu hinh dang khac nhau: Hinh
tron, hinh bau duc, tron det,... Giéng c6 mau vang gia tri thuong pham cao.
Trong hat, phoi thuong chiém 2%, 2 14 tir diép chiém 90% va vo hat 8% tong
khdi luong hat. Hat to nho khac nhau tuy theo gidng, khdi lugng mot nghin
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hat thay d6i tir 20-400g trung binh tir 100-200g. Chu ki séng cua cay dau
tuong duoc chia ra 5 giai doan phét trién 1a giai doan nay mam — cay con; giai
doan sinh truong than, 14; giai doan ra hoa; giai doan hinh thanh qua, hat va

giai doan chin [1].

Giai doan nay mam: Cay con duoc tinh tir khi gieo hat giéng xudng dat,
hat hit 4m truong 1én, r& moc ra, than vuon 1én doi hai 14 mam 1én khoi mit
dat, 14 mam xoe ra, than mam tiép tuc phat trién thanh than chinh. Trong giai
doan nay cay con chu yéu song dua vao nguon chat dinh dudng dy trix ¢ hai 14
mam, dén khi hét chat dinh dudng cac 1a mam nay chuyén dan sang mau vang
roi rung va dong thoi cung lic d6 ma bo ré phat trién du kha ning hat nude va
chat dinh dudng dé nudi cdy. Giai doan nay dai hay ngan tly thuoc & diéu
kién ngoai canh. Néu gieo vao vu hé thi giai doan ndy ngan hon giai doan &
vu dong. Thong thuong thoi gian nay khoang 15- 20 ngay sau khi gieo. Thoi
ki nay chinh Ia thoi ki quyét dinh mat do cua ciy con cling nhu stc sinh

trudng cua cay dau tuong sau nay.

Ké tir khi ciy con ra dugc 1- 2 14 kép thi bat dau giai doan sinh truéng
cua than va 14 kéo dai toi khi cay bat dau ra hoa. Thoi ky dau cua giai doan
nay cdy con sinh truong rat cham, trong khi d6 ré cia nd lai phéat trién nhanh
ca vé chiéu sau 1an chiéu ngang, cac nét san dugc hinh thanh va phat trién,
m& dau cho hoat dong cb dinh dam khi troi dé cung cap cho cdy. Dén thoi ki
cay chuan bi ra ny, ra hoa thi tdc do sinh truong cua cay ting 1én nhanh.
Chinh Iic nay 1a mau chét dé tao ra than cay to, map, cac dot ngan. Giai doan
nay dai hay ngan ciing tuy thudc vao gidng, thoi vu, diéu kién ngoai canh,

nhung no6i chung vao khoang 20- 40 ngay.

Khéac véi mot sd cdy khac 1a cay dau tuong khi d3 ra hoa thi cac bo

phan khac nhu ré, than, 14 van tiép tuc sinh truong va phat trién. Giai doan
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nay sinh truéng dai hay ngan tiy thudc vao dic tinh cua gidng la chin sém
hay muon. Thoi ki ndy cdy dau twong rat man cam véi diéu kién khi hau thoi
tiét bat thuan nhu mua to, gio 16n, kho, néng,... lic d6 mic du sé hoa cua moi
cay c6 rat nhiéu nhung két qua cudi cling 1a s6 hoa dugc thu phan va két qua

s& rat it, vi thong thuong 75% s6 hoa thudng bi thui va rung

Qua dau tuong dau tién dugc hinh thanh trong vong 7-8 ngay ké tir ltc
hoa nd. Trong diéu Kién binh thuong sau khoang 3 tuan 1& 1a qua phat trién
day du. Luc cac chim qua non da xuat hién thi cac chat dinh dudng trong 14
dugc van chuyén vé nudi hat 1am cho hat nay mam. Vao thoi ki nay su sinh
truong cua cdy cham lai dan. Cac yéu té nhiét ¢, do am... trong giai doan nay

s& co tac dong rat Ion dén toc do phat trién cua qua va hat.

Khi hat da phat trién dat dén kich thudc ti da, cac khoang hat da kin,
qua da du may thi cay nging sinh truong. Khi cac hat da ran dan va dat dén
d6 chin sinh 1y vé hat c6 mau sac dic trung ciia giéng, con vo qua thi chuyén
dan sang mau vang, vang tro, xam, 14 cua cay ciing chuyén dan sang Ua vang
va rung dan. Ham luong dau trong hat duoc 6n dinh sém vao thoi ki hat dang
phat trién nhung ham luong protein thi van con chiu anh huéng cua diéu kién
dinh dudng cua cay cho dén cudi thoi ki cua qué trinh chin.

1.1.2. Gia tri kinh té ciia cAy ddu twong

Pau tuong 1 thyc pham giau gia tri dinh dudng. Hat dau twong chia:
8% nudc, 5% chat vo co, 15-25% glucose, 15-20% chat béo, 35-45% chat
dam véi du céac loai amino acid can thiét (isoleucin, lysin, metionin, pheny
lalanin, tryptophan, valin) va nhiéu nguyén t4, khoang chit, Ca, Fe, Mg, P, K,
Na, S, cac vitamin A, B1, B2, D, E, F, c&c enzyme, s&p, nhua, cellulose.

Gia tri kinh té dau tuong trong néng nghiép: Pau twong 1a ngudn thic

an tot cho gia stc 1kg hat dau twong twong dwong véi 1,38 don vi thuc an
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chan nuéi. Toan cdy dau tuong (than, 14, qua hat) c6 ham luong dam khé cao
cho nén céc san pham phu nhu than, 14 twoi c6 thé 1am thic dn gia stc tdt vi
né cé thanh phﬁn dinh dudng kha cao nhu N: 6,2%, P,0s: 0,7%, K,0: 2,4%.

Gia tri kinh té dau twong trong cong nghiép: Pau twong 1a nguyén liéu
cua nganh cdng nghiép khac nhau nhu ché bién cao su nhan tao, son, muc in,
xa phong, chat déo, to nhan tao, chat 6t nong, dau bdi tron trong nganh hang
khong nhung chu yéu dung dé ép dau. Hién nay trén thé gisi dau tuong 1a ciy
dung dau vé cung cap nguyén liéu cho ép dau, dau dau tuong chiém 50% tong
lwong dau thuc vat. Pac diém caa dau dau twong 1a kho cham, chi sé iod cao,
ngung tu tir -15°C dén 18°C. Tir dau ngudi ta ché ra hang tram san pham cong

nghiép khac nhu 1am nén, xa phong....

Ngoai ra cdy dau tuong con cé gia tri cai tao dat. Pau tuong 13 cay luan
canh cai tao dat tdt, 1ha trong dau twong néu sinh truong tét dé lai trong dat tir
30-60kg N. Néu bd tri cay dau tuong vao co cau cay trong hop ly sé co tac
dung tot ddi véi cy trong sau, gop phan ting nang suat ca hé théng cay trong
va giam chi phi cho viéc bon N. Than 14 dau tuong dung bon ruéng hay phén
hitu co rat t6t boi ham luong N trong than chiém 0,05 %, trong 14 chiém 0,19%
[1], [12].

1.1.3. Tinh hinh san xuit dau twong trén thé gi¢i va trong nuéc

Pau tuong 1a cay trong lay hat, cdy c6 dau quan trong bac nhat trén thé
gioi, dung hang tha tu sau cay lda mi, laa nudc va ngd. Do kha nang thich
ing rong nén nod da duoc trong ¢ khip nam chau luc, nhung tap trung nhiéu
nhat & chau My trén 70%, tiép dén la chau A.

Theo s6 liéu thong ké chinh thac, Argentina nién vu 2013- 2014 dién
tich gieo trong dat 20,3 triéu ha, cao nhat tir trudc téi nay, nhung giam so voi

murc 20,8 triéu ha ma chinh pha du bao trude d6, do han han anh hudng toi
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gieo trdng tai mot s6 dia phuong. Dién tich va san luong trong cay dau tuong
bién doi gen (cay dau twong cong nghé sinh hoc) khdng ngimg tang. Cu thé
trong nam 2009 vira qua, dién trich trong dau twong CNSH chiém t6i trén

75% trong tong dién tich 90 triéu héc-ta trong dau tuong trén toan thé gioi.

O Viét nam, theo sé liéu thdng ké chinh thirc thang 3/ 2013, quy mé san
Xuit ddu twong con tuong d6i nho 1€ va tiép tuc khong dap tng duoc nhu cau
tiéu thu trong nudc. BoO NN&PTNT ciing da phé duyét dua 3 loai cay la ngo,

bong va dau twong dé trong cay bién ddi gen trén cac canh dong thar nghiém.

Theo s6 liéu théng ké chinh thice, dau twong dang dugc trong tai 25
trong sé 63 tinh thanh ca nudc, véi khoang 65% tai cac khu vuc phia Bic va
35% tai cac khu vyc phia Nam. Pau nam 2012, Thu tuéng Chinh phi ciing da
phé duyét Quy hoach tong thé phat trién san xuat nganh néng nghiép dén nim
2020 va tim nhin dén nam 2030. Theo d6, dién tich dat quy hoach dau tuong
khoang 100 ngan ha, tan dung ting vu trén dat lua dé nam 2020 dién tich gieo
trong khoang 350 ngan ha, san lwgng 700 ngan tan; ving san xuat chinh 13

d6ng bang sdng Hong, trung du mién ndi phia Bac, Tay Nguyén.

Nhu vay khong chi ¢ Viét Nam ma ca thé giéi dang quan tam dén tréng
cac giéng cay bién d6i gen trong d6 c6 cdy dau tuong bién doi gen thich nghi
duoc su bién doi cua khi hau pht hop voi diéu kién sinh thai dap ang yéu cau

thuc tién.

1.2. TINH CHIU HAN VA SU PHAT TRIEN BQ RE CUA CAY PAU
TUONG

1.2.1. Han va tiac dong ciia han dén thwe vat
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Han 1a nguyén nhan chinh cua sy mat mia va 1am giam ning suét cay
trong. Han 1a khéi niém dung dé chi sy thiéu nude caa thuc vat do moi trudng
gay nén lam anh huong dén sinh treong va phét trién cua thuc vat. Cé 2 loai

han: han thuc va han sinh ly.

Han thuc do thiéu nudc trong méi trudng gay nén nhung ciing cé loai
han sinh Iy 1a loai han khong phai do méi truong thiéu nudc, ma do cay
khong hat duge nude trong méi truong c6 nhiét do thap, do néng do dung
dich moi treong qué cao. Khi han cdy bi stress nudc gay nén hién tugng co
nguyén sinh va lam cho cay bi héo. Khi thiéu nudc do han han sy cung cap
nuéc cho ré khong du trong dém dé thay hoa cic mé di bi thiéu nudc ban
ngay, cac 16ng hut bi tén thuong 16p ngoai ving vé bi phi suberin... da 1am
giam &p suat ré dé day cot nude 1én trong mach gd. bic biét khi thiéu nuéc sé
hinh thanh nhiéu bot khi trong mach gb phéa v tinh lién tuc cua cot nude nén

cot nudc trong mach g khong duge day Ién lién tuc [12].

Khi thiéu nudc tang truong cua 14 va quang hop déu giam nhung quang
hop giam it hon so vé&i giam ting truong la. Diéu nay khién cho phan
I6n san pham quang hop duoc chuyén xudng ré 1am cho bo ré& phat trién manh.
Mt khéc khi thiéu nuéc 16p dat mit thuong kho truéc va cing nén ré thuong
c6 khuynh huéng phat trién theo chiéu sau. Nhu vay viéc phét trién bo ré 1a

hinh thirc thich nghi véi han.

Khi cay bi han, trong té bao cac gen hoat dong tong hop cac san pham
tham gia vao qua trinh gitr nudc cia té bao, d6 1a cac chat tham thau, céc
enzyme, moi giéi phan tir. Hai co ché chinh tac dong dén tinh chiu han cua
cdy dau tuong 1a diéu chinh &p suat tham thau (ASTT) va su phat trién cua bo
ré [7], [8], [11].
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Mot trong nhimg dap @ng & mic do hda sinh thuong thay & thuc vat
khi cay gap tinh trang khan hiém vé nuéc d6 1a kha nang diéu chinh &p suat
tham thau trong té bao. Ap suit tham thiu duoc dinh nghia 1a sy tich liy chu
dong cé4c chat trao do6i trong md, té bao cua thuc vat dé duy tri sirc cing cua té
bao va md khi lwong nudc bén ngoai té bao giam. Ap suat tham thau cd thé
duy tri cuong d6 thoat hoi nuéc cua khi khdng va qua trinh quang hop trong
cac trudng hop thé niang nudc thap, 1am cham qué trinh da 14, giam qué trinh

héo 14, kich thich ré phat trién va ting cuong kha nang hat nudc tir dat.

Mot dic tinh quan trong cua té bao khi mat nuée do néng han do6 1a
nho vao kha nang diéu chinh ap suat tham thau. Kha ning diéu chinh ap suat
tham thau dé duy tri can bang thé nudc giira té bao véi moi truong 1a hinh
thire thich nghi véi han han cua nhiéu cay. Khi dat khd han, ap suat tham thau
cua dung dich dat rat cao, cdy mudn hat duoc nuwéc vao phai diéu chinh
4p suat tham thau theo hudng ting Ién cao hon ap suat tham thau cua moi
truong dé c6 thé hut dugce nudc. Su didu chinh &p suét tham thau bang céch
tich ty cac chat hoa tan trong té bao 1am ting 4p suat tham thau cua dich bao.
Pé nang cao tinh chiu han cua cdy truéc hét phai xac dinh kha ning
chiu han cuaa chung, tuy mac do chiu han ma cé bién phap tac dong thich hop.
Cac nha khoa hoc ciing nhan thay rang su khac nhau vé kha niang duy tri ap
suat tham thau khong anh huong nhiéu dén ning suét trong diéu kién han cuc
bo hay khi gieo trong trong diéu Kién tudi tiéu day du. Két qua nay cd thé bat
nguon tir nguy@n nhan 1a do tap tinh sinh truéong, mac do han va cac dac tinh
cua c4c gidng nghién cau. Kha nang duy tri p suét tham thau giir vai tro quan
trong d6 1a kha nang duy tri ap suat tham thau cta bo ré do anh huong dén
strc cing cua ré s& gilp cho viéc dam sdu vao cac 16p dat vi vay kha nang thu
nhan nudc s& duoc cai thién hon cho cdy trong diéu kién han. Co nhiéu

phuong phéap xac dinh tinh chiu han cua cy, c6 thé dua vao nhitng dic diém
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gian tiép dén kha ning chiu han cta cay nhu hinh thai giai phiu, dic diém
sinh ly dac trung cua cay chiu han nhu: Cuong d6 thoat hoi nudc, stc
hat nudc cua té bao, do thiéu nudc cua cay, kha niang chiu héo cua l4 ... gap
diéu kién han han ma cy van sinh truong phat trién tot, nang suat van binh
thuong gan nhu khi khong bi han thi cdy d6 c6 kha ning thich nghi véi han

cao, c6 thé chon 1a gidng cay chiu han [5], [11].
1.2.2. Tinh chju han va su phat trién b ré ciia cAy ddu twong

Co sd sinh ly, hoa sinh va sinh hoc phan tir cua dac tinh chiu han cua
cay dau tuong duoc thé hién o (1) kha ning thich nghi cua bo ré trong diéu
kién han han thé hién ¢ sy phat trién va kha ning dam xuyén cua bo ré, kha
nang cd dinh nito cua cdy dau twong trong diéu kién han; (2) cac tinh trang
lién quan dén sy thich ung cua 14 cay dau twong trong diéu kién han nhu
cuong do thoat hoi nude cua khi khong, cuong do thoat hoi nudc cua biéu bi,
mat do 16ng to ciia 14 va hiéu qua sir dung nudc; (3) ban chat phan tir ciia mbi
lién quan giita sy phét trién va kha nang dam xuyén cta ré voi kha nang chiu

han cuia cay dau tuong [5], [7], [11].

Ré 1 co quan chinh cho su hap thu nudc va chat dinh dudng tir dat.
Hé théng ré dugc quy dinh bai cac yéu té moi truong bao gom P, nito (N), Fe
va nudc. Dudi ap luc moi truong cac phan tmg tuong tac vai nhau thong qua
cac con duong noi tai va con duong ndi tai s€ xac dinh mac do dap tng. Bau
tuong 1a mdt trong nhung cay trong ho dau duoc trong rong rdi nhat trén thé
gidi, tuy nhién dau tuong bi han ché bai diéu kién thd nhudng khac nhau, dic
biét 12 kha nang hap thu P trong dat. P 12 mot trong nhitng chat dinh dudng
khong c6 sin trong dat. Kiéu gen cua dau twong phan ung voi su thiéu P
thong qua sy thay doi trong cau tric va hinh thai cia hé thdng ré. Bang cach

st dung k§y thuat lai trir 4p (SSH) gan ddy da co nhitng nghién ciru xac dinh
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¢ 215 gen thiéu P do kiéu gen dau tuwong giy ra. O cdy dau twong su thich
nghi v&i cac diéu kién han han chu yéu thong qua viéc phat trién ré tru dé co
thé tim kiém cac ngudn nude tir cac 16p dat sau. Bén canh d6 hé thong ré soi
cling phat trién gitp cho cdy hudng tdi cac 16p dat c6 d6 4m cao va tim kiém
cac chat dinh dudng nhu phospho. Mt trong nhitng nhan t6 chinh anh hudng
dén d6 sau cua ré dau tuwong 1 ti s6 kéo dai ré tru (taproot elongation rate).
Do ré tru dugc hinh thanh dau tién & ddu twong, chinh vi thé viéc xac dinh cac
gidng dau tuong c6 dic tinh kéo dai ré try nhanh s& cho phép xac dinh kha
nang dam sau cua ré. Sy khac nhau vé tinh trang kéo dai bo ré & cac gidng
dau twong da dugc nghién ctru khé chi tiét & trong diéu kién nha ludi. Nhiing
nghién ctru tiép theo trén cac gidng co ti sé kéo dai ré tru cao cho thay nhiing
gidng nay c6 thé 1y nudc & chiéu sau trén 120 cm so voi cac giéng con lai.
Mot vai nghién ctru cling da dugce thuc hi¢n dbi voi hé théng ré nhanh cta cay
dau tuong cho thay trong diéu kién han sé luong ré nhanh trén don vi chiéu
dai ré try tang dang ké, nhung chiéu dai va duong kinh ré try khong thay doi.
Han ché vé nudc o cdy dau tuong thudng 1am ting sinh khéi cua ré, tir d6 1am
tang ti 16 r&/than. Nghién ctru cho thy & cay dau tuong duoc tudi nudc co bd
ré ngan hon so v6i cdy dau twong khong dugc tudi nude, ngoai ra cac nha
khoa hoc ciing nhan thdy mdi twong quan rat chit ché d6i voi nhiéu tinh trang
r& nhu khdi luong kho, chiéu dai, ciu tric va sb luong ré nhanh thuong duoc
dung dé danh gia va nhan dang cac giéng dau tuong c6 tinh chiu han. O cay
dau tuong, khi han han xay ra & cic giai doan sém hay mudn cua giai doan
sinh truéng sinh san lam tang manh sy phat trién bo ré, dic biét 1a hé théng ré
& cac 16p dat sau. Cac két qua tir cac nghién ctru dugc trinh bay trén day cho
thay nhiing tinh trang lién quan dén bo ré co thé sir dung dé cai thién tinh chiu

han cua cay dau tuong bang cac phuong phap nhan gidng thong thuong.
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Kha ning ¢ dinh nito ¢ cac loai ciy ho dau thudng rat nhay cam doi
v6i tinh trang nude & trong dat. Trong diéu kién han, cdy dau twong khong chi
giam kha ning c¢6 dinh CO,, giam sy phat trién 14 ma kha ning cb dinh nito
cling bi anh hudng nghiém trong. Két qua nay lam giam sinh tong hop protein
vbn 1a thanh phan quan trong cta hat dau tuong va ning sut cia cay trong.
Nhiéu nhan t6 han ché kha nang ¢ dinh nito trong diéu kién han da duge xéac
dinh ¢ cdy dau twong bao gém kha ning st dung O, giam, ngudn carbon téi
cac ndt san giam, hoat tinh ctia enzym sucrose synthase giam, ham luong ure
va acid amine ty do tang. Tinh trang thiéu nuéc trong dat ciing dan tdi su tich
lity uré & 14 cay dau twong va hiu qua nay chinh 1a nhan té @c ché qua trinh

hinh thanh not san [11].

1.3. CHUYEN GEN VA CAIl THIEN TiNH CHIU HAN CUA CAY PAU
TUONG

1.3.1. Gen lién quan dén tinh chju han ciia cAy d4u twong

bac tinh chiu han ¢ cay dau tuong la tinh trang da gen va cac gen lién
quan dén tinh chiu han cia dau twong duoc chia lam hai nhém: (i) cac gen ma
san pham cua ching tham gia tryuc tiép hinh thanh dic tinh chiu han cua cay

(i) c4c gen ma san pham tham gia diéu hoa caa nhém gen chiu han.

Phéan (g cta cay trong ddi voi diéu kién kho han con c6 su tham gia
ctia cac gen thic day cdy trong nhan biét stress va truyén tin hiéu stress (stress
signal). Cac gen duoc kich hoat trong thoi ky kho han bao gom cac gen ma
hoa protein kiém soat qua trinh truyén cac tin hiéu stress va kiém soét su biéu
hién ctia gen. Cay trong c6 su phan tng doc 1ap dé ung phoé véi diéu kién kho
han, do nhiéu gen khic nhau quy dinh, tao ra mang ludi cac gen day dic va
phtc tap, gitp cay chéng lai vo1 céac stress tur ngoai canh, nhu nhiét d6 qua

lanh hodc qua nong, dat c6 d6 man cao...[11].
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Trong qua trinh ting truedng té bao thyuc vt tiét ra mot loai protein goi
la expansin. Thuc nghiém cua McQueen Mason cho thay, té bao ngiung tang
tredng khi bi tch ra khoi moi truong pH sinh truéng, Xu ly boi nhiét d6 hoac
protease dé loai bo hau hét expansin [22]. Expansin la nhiing protein ngoai
bao 1am nai long thanh té bao thuc vat va duoc coi 14 loai protein chu yéu cé
anh huong dén viéc kéo dai té bao ré ¢ thuc vat. Cac nha khoa hoc ¢6 nhiéu
nhitng thanh cong trong viéc nghién cau vai tro cua bo ré, cay ¢ bo ré dai,
khoé thi c6 kha nang 1ay dugc nudc ¢ dudi cac 16p dat sau. Expansin dugc ma
hoa boi multigene, mdi gen thudong duogc thé hién nhiing vi tri cu thé & moi
loai té bao. Mdi Expansin & mdi vi tri xdc tac boi endoglucanases. Ngoai céc
enzym va cac tac nhan khac cling 1am ting cudng su mé rong thanh té bao, su
kéo dai té bao gay ra boi moi trudng cd tinh axit va expansin véi vai trd mo
rong thanh té bao d tim thay ¢ nhiéu déi twong thuc vat khac nhau nhu tao,
réu, duong xi, cdy hat tran. Expansin tac dong dén thanh té bao thyc vat gitr
vai tro trong viéc 1am gian dai té bao, tang kich thudc té bao day ciing 1a chuc
nang sinh hoc cua nd. Cac protein thuc vat dugc tao thanh tur 4 loai expansin
a, expansin B, expansin A(EXLA) expansin B(EXP B) [10]. Protein nay lién
két chat ché véi cac thanh té bao dé ma thanh té bao va chdng stress. Protein
B nhu chét xic tac cua su ting truong axit, kich thich boi do pH ngoai bao.
Tat ca expansin bao gdm hai mién, mién mot xuc tac protein trong hydrolase-
glycoside 45 (GH 45). Mién hai duoc thé hién & mac do cao trong phan hoa.
Bang chang thuc nghiém cho thay rang expansin ngi long thanh té bao bang
co ché nonenzymatic, expansin thuong dai 250- 275 aa duoc tao thanh tir hai
mién boi tin hiéu peptide. Tat ca céc protein o expansin c6 do pH toi wu dé
ma rong thanh té bao. Ca hai o expansin va protein p expansin duoc kich hoat

boi chat khtr. Diéu nay cho thay thanh té bao c6 su oxi hod khur dugc van
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chuyén bang cach van chuyén dién tir qua mang té bao. Vai trd sinh hoc cua

expansin rat da dang nhu ndi long thanh té bao, 1am mém trai cay [15], [18].

Muc d6 kéo dai té bao thuc vat duoc gisi han boi thanh té bao thuc vat.
Thanh té bao bao gom polysacharide, protein, hop chat phenolic va cac vat
liéu khac, thanh té bao thyc vat dong vai trd quan trong trong viéc ra ting
kich thuéc va hinh dang cua céc té bao thuc vat. Dé thay dbi thanh té bao
trong té bao thyc vat bao gédm nhiéu thanh phan té bao ching han nhu
expansin, endoglucanases, endotransglycosylases xylolucan va géc droxyl.
Expansin dugc coi la thanh phan chinh cho su kéo dai té bao ré. Cac gen
GmEXP1 va GmEXP2 la hai thanh vién cta expansin Multigene trong dau
tuong. Phan tich hé gen DNA trén gel blot dé udc tinh sb luong gen expansin

trong b gen dau twong. Gen GMEXP2 1a gen don ban sao.
1.3.2. Gen GmMEXP1 ¢ cay dau twong

Nhiéu gen da dugc phan 1ap tir hé gen caa mot loat cac loai thuc vat va
két qua thu dugc da chi ra rang ching tao thanh mot ho gen expansin.
Expansin phan thanh 3 ho o, B, va y expansin [19]. Két qua nghién ctu cua
Kam va dong tac gia (2005) cling cho thay hai gen EXP1 va EXPB2 lién quan
dén sy tang truong va phat trién cua ré cdy. Lee et al (2003) [16] lan dau tién
xac dinh dwoc mdi lién quan cua gen expansin véi su kéo dai ré cay dau
tuong va cho biét mirc d6 biéu hién rat cao. Két qua nay cho rang gen EXP
gitt mot vai trd quan trong trong quéa trinh phat trién caa ré, dac biét trong su
kéo dai ré. GmEXP, GmEXP2 va expansin khac trong ho expansin c6 do
tuong dong cao chi khac ¢ ham lugng axit amin (aa). Nghién ctu cua Guo et
al (2011) cho rang gen beta expansin (GmEXPB2) ¢ dau tuong vé ban chat c6
lién quan dén cau tric hé thdng ré phi hop phan ang véi stress phi sinh hoc tir

mdi trudng. EXPB2 14 protein tiét nam trén thanh té bao, chu yéu duoc biéu
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hién trong ré va duoc danh gia cao gy ra boi moi truong thiéu P, dac biét khi
P & muc thap. Ngoai ra EXPB2 ciing duoc tong hop trong diéu kién thiéu Fe
va thiéu nuéc nhe. Con & GMEXP1 chiju trach nhiém kéo dai ré. Mrc do biéu
hién caa GmEXP1 rat cao ¢ viing goc ré va ving kéo dai té bao, khdng thay

c6 & vlng ré truéng thanh [15].

Cay dau tvong 5 ngay tudi, ré phat trién nhanh va tim thdy mARN cua
gen EXP1 phong phd nhét o ré. Lai tai chd cho thdy GmEXP1 c6 trong té bao
biéu bi, 1a 16p co ban trong ré chinh va phu. Gen GmEXP1 biéu hién & chd
day nhanh tc do ting truong ré, gen GmEXP1 dong vai trd quan trong trong
su phat trién ré dau twong, dac biét 1a sy kéo dai caa ré chinh va ré phu. Mic
d6 biéu hién cua gen GMEXP1 rat manh trong khoang thoi gian hat nay mam
tir 1 ngay dén 5 ngay tudi va giai doan kéo dai ré dién ra rat nhanh. Biéu hién
ciia gen GMEXP1 lam tang sy phat trién ré caa hat cdy thudc 14 chuyén gen va

it chiu tac dong tir moi truong bén ngoai [10].

R& 1a co quan thyuc vat chuyén thyuc hién qua trinh hit nudc va chét dinh
dudng tir moi truong dat. R 1a co quan twong ddi don gian, duoc tao thanh
tr 1op ddng tam cua cac md, gom 3 loai co ban 1a cac 1op biéu bi, vo va cac
md mach. Cit doc gdc ré& cé thé duogc chia thanh 3 khu vuc khac nhau 12 té
bao phan chia, kéo dai va truang thanh. Khu vuc phan chia té bao 1a géc mo
phan sinh dinh, ching phan chia té bao nhung khong kéo dai té bao. Cac té
bao c¢6 ngudn goc tir khu vuc phan chia té bao thuc hién qua trinh mé rong
goc ré. Sang dén giai doan kéo dai dién ra & khu vuc kéo dai, sau khi cac té
bao kéo dai va bat dau phan biét trong cac khu vuc. Sy kéo dai xay ra trong ré
va kiém soat duoc sy mé rong cua té bao va cac &p luc cua thanh mach bén
trong té bao. Sy phat trién cua ré khac véi ré chinh trong nhiéu khia canh
trong khi @6 ré chinh dugc hinh thanh nhu mét ré nho tai cac hypocotyl trong

phdi, ré thir cap dugc phaét trién tir ré chinh nhung khong phai & md phan sinh
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dinh. Marc do kéo dai té bao thyuc vat duoc gisi han bai thanh té bao. Thanh té
bao bao gom polysaccharides, protein, hop chat phenolic va cac chat khac,
thanh té bao thuc vat dong vai tro trong su hinh thanh kich thuéc va hinh
dang cua té bao thyc vat. Kich thudc hay hinh dang tuy thudc vao su kéo dai
hay su truang thanh caa thanh té bao. Céc thanh phan c6 thé 1am thay doi
thanh té bao thuc vat nhu expansins, endoglucanases, endotransglycosylases,
xyloglucan géc hydroxyl. Gen GmEXP1 duoc biéu hién ¢ vung kéo dai, dac
biét la trong cé4c té bao biéu bi va nam dudi 16p té bao. Gen GmMEXP1 c6 1089
bp véi khung doc mé ma hoa cho mat polypeptit gom 255 axit amin, trong d6
c6 mot trinh ty tin hiéu gia dinh c6 16 axit amin. Muac do biéu hién cua gen
GMEXP1 lién quan dén téc do tang truong cua ré. Biéu hién cua gen
GMEXP1 1a kéo dai ré nhanh chong trong su phét trién cua bo ré ciy dau
tuong. Cac gen GMEXP1 duoc phat hién hau hét trong khu phén chia té bao
nam ¢ l6p biéu bi va nam duéi 16p té bao trong khu vuc kéo dai. Khi lai tai
chd véi mat cat ngang cua cac ré chinh dé xac dinh sy biéu hién cua gen
GMEXP1 trong té bao. Gen GmMEXP1 déng vai trd quan trong trong su kéo dai
ré cay dau twong dic biét & trong qua trinh kéo dai ré chinh va ré thi cap. Khi
c6 két qua nghién ctiru vé gen GmEXP1 da cho thay riang su biéu hién caa gen
GMEXP1 xay ra & vi tri va trong thoi gian xac dinh cta qué trinh phat trién ré
cay dau tuong [16], [19].
1.3.3. Chuyén gen gian tiép théng qua A. tumefaciens

Agrobacterium la mot nhém vi sinh vat gram am, gay ra cac triéu
ching bénh ¢ cay khi xam nhidm qua vét thuong. Chi Agrobacterium bao
gom mat sé nhém chinh 12 A. tumefaciens gay bénh u than cy, A. rhizogens
gay bénh ré toc va Agrobacterium rubi gay bénh u cho cac ciy dau dat, mam
x0i, [13]...
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Trong cac loai trén thi A. tumefaciens thuong dugc st dung trong
chuyén gen do nhiéu dic tinh wu viét cua hé théng chuyén gen nay. Nhimg uu
diém cua chuyén gen thdng qua hé théng Agrobacterium vai sing ban gen
bao gdm kha ning chuyén doan twong dbi 16n ctia DNA, tao ra it hon cac ban
sao gen chuyén duoc tich hop vao bo gen thuc vat, it c6 su sip xép lai gen
chuyén, su sap xép rai rac DNA cua hé gen véi tan sb thap hon va giam biéu
hién bit thuong & gen chuyén [14]. Hon nita, hé théng ndy bao gém chi phi
van hanh thap va céch thicc chuyén doi don gian. Tuy nhién, thuc vat rat khac
nhau trong tinh man cam vai Agrobacterium xay ra gitra cac loai, giéng cay
trong hoac mé. Do vay, hé thong chuyén gen nay thudng thu duoc két qua voi

ty Ié chuyén gen thap hon so vai sting ban gen [27].

A. tumefaciens chu yéu lay nhiém thuc vat qua céc vét thuong hinh
thanh nén cac khéi u ¢ than cay va thuong gap ¢ chd tiép giap gitra ré va than.
Tir cac cac khdi u cua cdy cho thay su hinh thanh mot s6 chat méi nhu
noparin va octopin dugc goi chung l1a opin, cac chat opin nay khdng ton tai ¢
nhiing cay binh thuong. Bén canh do, cac khbi u khéng ngimg ting truong ké
ca khi d tiéu diét hét cac vi khuan trong ciy di bi nhiém Ia do A. tumefaciens
cd chira cac plasmit ¢6 kich thudc 16n va c6 kha nang tu sao chép doc lap.
Nhitng vi khuan c6 plasmit mang gen gay khéi u cho cdy nay duoc goi 1a Ti
plasmid (Tumo inducing plasmid). Ti plasmid c6 kich thuéc khoang 200 kb,
trong té bao chiing ton tai nhu mot don vi sao chép doc 1ap géom 4 ving twong
dong: A, B, C va D. Ti plasmid khong dugc dung truc tiép trong cac thi
nghiém chuyén gen do mét s6 nhuogc diém: Kich thudc 16n, mang cac gen gay
khdi u, khéng thé tu nhan 1én... Vi vay, cac nha khoa hoc di cai tién Ti
plasmid, cit bo hau hét cac gen khong can thiét va thay vao do 1a cac gen chi
thi cho chon loc, gen danh dau va céc promoter thich hop dé Ti plasmid c6 thé

nhan 18n va biéu hién trong vi khuan E.coli, A. tumefaciens va té bao thuc vat.
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Khi 12y nhiém vao té bao thuc vat, mot phan nho cua Ti plasmid khoang 25kb
duoc goi 14 T-DNA duoc chuyén va gin vao hé gen cuaa thuc vat. Nho vay
doan T-DNA ton tai trong hé gen cua thuc vat ma nd gin vao. Trong Ti
plasmid doan T-DNA duoc giéi han bang bo phai (R) va b trai (L) c6 cac
doan nucleotit trong ty nhau. Poan T-DNA chira c4c gen tong hop auxin,

cytokinin, d6 1 cac gen gay khdi u va chta cac gen téng hop ra opin.

Ngoai doan T-DNA, trén Ti plasmid con chtra cac gen E, D, C, G, B, A
tao ra cac enzim tuong (g — C4C enzim nay cd chic nang cat dat by phai va
bo trai dé giai phong T-DNA, chiu trach nhiém lay nhiém nhu ¢ chitc ning
boc T-DNA, van chuyén va gan T-DNA vao té bao vat cha. Ti plasmid con cé

diém khoi dau sao chép Ori va cac gen dong hoa opin [2].

Hé thdng chuyén gen gian tiép théng qua A. tumefaciens & cay dau
tuong da duoc Hinchee va cs (1988) sir dung nach 14 mam lam moé dich. Sau
d6, nhitng tién bo trong ky thuat chuyén gen va tai sinh cay dau tuong chuyén
gen lién tiép dat duoc thanh céng. Nhiéu nghién ctu da sir dung cac mo dich
khac nhau dé chuyén gen nhu: phéi mam dang phat trién [24], qua mo seo
[17]...

1.3.4. Mot so két qua nghién cieu chuyén gen ¢ cay ddu twong

Nghién ctu kha nang tiép nhan gen cua dau twong bang cach gy ton
thuong vao nach 14 mam dugc Hinchee va cs nghién ciu lan dau tién nam
1998. Sau d6 nhiéu nhém tac gia & cac phong thi nghiém khéac nhau trén thé
gidi tién hanh @ng dung, nghién cau cai tién phuong phap nham nang cao
hiéu qua bién nap [21], [23].

Trong nhitng nam gan day di c6 mot sd tac gia quan tdm nghién ciu
tmg dung k¥ thuat chuyén gen & cdy dau tuong va tap trung vao hudng cai

thién, nang cao kha niang chiu han, khang sau cta cdy dau twong. Tran Thi
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Cuic Hoa (2007), di tién hanh nghién ctu kha ning dap wng chuyén nap gen
cua cac gidng dau tuong trong ¢ Viét Nam va da thu dugc mot sé dong dau
tuong bién d6i gen cd su thay ddi vé ning suat, khang sau [3]. Nguyén Thi
Thuy Huong (2011) chuyén gen P5CSm vao giéng dau twong DT84 véi 1262
mau bién nap thu duoc 3 dong cdy duong tinh véi PCR, hiéu suét 1a 0,24%
[5]; Nguyén Thu Hién (2011) bién nap cau trac chira doan gen HAL cia virus
H5N1 vao 650 miu 14 mam cia giéng dau twong DT12 thu dugc 8 dong cay
duong tinh voi PCR tuong tmg véi hiéu suat chuyén gen 1a 1,23% [4]. V&i hé
théng vector pCambia3301, Tran Cuc Hoa (2007) da str dung bién nap cho 42
gidng dau tuong khac nhau thong qua nach 14 mam va thu dugc két qua kha
cao & ty 1 biéu hién tam thoi cuia gen GUS (trung binh 60,4%). Két qua phan
tich Southern blot cho thay hiéu qua chuyén gen dat 2-5% [26]. Viéc tao cay
chuyén gen chiu han d& mé ra mot trién vong méi trong tao thuc pham sach

va an toan cho méi truong.
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Chuong 2

VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. VAT LIEU, HOA CHAT, THIET BI VA PIA PIEM NGHIEN CUU
2.1.1. Vat liéu

Gidng dau tuong DT84 do Trung tdm Nghién ctu va phét trién Pau dd,
Vién Cay luong thuc va Cay thuc pham- Vién khoa hoc Néng nghiép Viét

Nam cung cap. Pay 1a giéng qudc gia trong phd bién ¢ mién Bic Viét Nam.

Hinh 2.1. Hinh anh hat giong dau twong DT84

Chung vi khuan Agrobacterium tumefaciens chaa vector tai t6 hop pCB301-
GMEXP1 mang gen chuyén GmEXP1 do Pé tai cip Pai hoc Thai Nguyén, ma
s6 DH2012-TN01-04 cung cap.

Cau trac pCB301-GMEXP1 gbém promoter 35S, gen GMEXP1, dudi
cmyc va polyA (Hinh 2.2). GmEXP1 lién quan dén su kéo dai r& dugc phan lap
tir gidng d4u tuong SL1, gidng c6 bd ré phét trién ré manh [9], [20].
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LIy .o i

Hinh 2.2. So' 6 céu tric vector pCB301-GMEXP1 mang gen chuyén
GmEXP1 [9]

CaMV35S la promoter mgnh phéan ldp ter virus gay kham sup lo;

L

.

GMEXP1- Gen expansin phdn ldp tir giong ddu tuwong chiu han SL1
cmyc — chudi peptide khing nguyén dé xdc dinh san phdam protein dich khi ding
khang thé reong iing bang Western blot

2.1.2. Hod chat va thiét bi

Céc loai hoa chét str dung trong céc thi nghiém dugc cung cap boi cac
Hang Fermentas, Invitrogen, Merck, Sigma, Amersham Pharmacia Biotech,
nhu: Yeast extract, NaCl, agarose, sucrose, glucose, trypton, KCl, tris HCI,
EDTA, NaOH, MgS04, MgClI2, glycerol, CaCl2, ethanol. Cac loai khang
sinh kanamycin, rifamicine, cefotaxime va cac hoa chat théng dung khac (X-

gal, agarose,...) ...

Cac thiét bi dung trong nudi cay md té bao thuc vat: box cay v trung,
binh nudi cay, noi khar tring, bé 6n nhiét, may nudi lic, may do pH, may
quang phd,...Mét s thiét bi dung trong sinh hoc phan tir: May PCR System
9700 (Appied Biosystem, My), may dién di Powerpac300 (Bio-Rad, My),
may chup anh, may soi gel, may ly tam, may xung dién Gen Plulser cung vai
cac trang thiét bi khéc.

2.1.3. Pia diém nghién ciru
Cac thi nghiém chuyén gen ¢ dau tuong thong qua A. tumefaciens dugc

tién hanh trén trang thiét bj cia Phong thi nghiém Cong nghé té bao, Khoa
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Sinh - Ky thuat ndng nghiép, Truong Pai hoc Su pham — Dai hoc Thai
Nguyén tir thang 7/2014 dén 2/2015.

Thi nghiém PCR xéc dinh su c6 mét cuia gen chuyén duoc thuc hién tai
Phong Céng nghé té bao thuc vat, Vién Cong nghé sinh hoc, Vién Han 1am

Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam.
2.2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU

Luan vin st dung cac nhém phuong phap nghién ctru, nhu: (1) chuyén
gen gian tiép nho lay nhiém A. tumefaciens qua nach la mam hat chin; (2) tai
sinh cdy dau twong in vitro; (3) phan tich cay chuyén gen; (4) phuong phap

xéac dinh hiéu suat chuyén gen.

2.2.1. Phuwong phap chuyén gen gian tiép nho lay nhiém A. tumefaciens

qua nach la mam hat chin

Phuong phap chuyén gen gian tiép thdng qua nach 14 mam hat chin
duoc tién hanh dya trén nghién ciu cua Olhoft va cs (2001) [23]; Nguyén Thu
Hién (2011) [4]; Céc thi nghiém duoc tién hanh theo cac budc nhu mé ta tai
so d6 hinh 2.3.

Hat dau twong chin, loai bo hat kém chét luong, sau d6 tién hanh khi
triung bang khi clo trong khoang thoi gian 14 gio. Cay hat dau twong da khu
tring trong mdi truong GM sau 5 -7 ngay, tach va thu phan 14 mam duoc, gay
t6n thuong bang mii dao nhon tir 7-8 1an vao phan nach 14 mam. L& mam da
bi ton thwong duoc nhiém khuan Agrobacterium tai to hop.

Mau duoc ngadm trong dich huyén phi vi khuan c6 ODgg dat 0,6-1
trong thoi gian 30 phit. Sau thoi gian nhidm khuan, mau dugc chuyén sang
moi trudng dong nudi cdy CCM dic. Qua trinh déng nudi cay dién ra trong

t6i, & 25°C trong thoi gian 12 5 ngay.
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Hat du twong Chiing vi khuan A. tumefaciens

Khtr tring bé mat

Nudi 16ng tao huyén phu
(khi clo, 14 gio) 8 HOYERP

v

Nay mAam trén GM Ly tdm thu can khuén, hoa cin

trong CCM (ODggg 0,6-1)
4~5ngéy

Gay ton thuong nach 14 mam trong dich khuén
Lay nhiém 30 — 40 phut

v

Dong nuoi cay trén CCM ¢ diu kién toi

l 5 ngay
Cam tng tao chdi trén SIM lan 1
(b6 sung BAP 2 mg/l + kanamycin 50 mg/l)

l 2 tudn
Cam (g tao chdi trén SIM lan 2
(b6 sung BAP 2 mg/l + kanamycin75 mg/l )
l 2 tudn

Cit bo 14 mam, chuyén sang méi trudng kéo dai chdi SEM
(b6 sung GA3 0,5 mg/l + 1AA0,1 mg/l + kanamycin50 mg/l )

l 2 tuan/lin

Raré trén RM
(b6 sung IBA0,1 mg/l)

l 14-20 ngay

Racay
(gia thé 1 trau hun : 1 cat vang)

Hinh 2.3. C4c budére thi nghiém chuyén gen gian tiép qua nach 14 mam &

dau twong
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Sau thoi gian ddng nudi cay, mau bién nap duoc lic trong moi trudng
cam tng tao chdi (SIM) c6 bd sung 500 mg/l cefotaxim véi thoi gian 1a 10
phut, sau d6 thdm khé bang gidy tham khur tring. Cét bo chdi chinh trén cac
manh 14 mam va cdy mau 1én moi truong tao cum chdi ¢d bd sung 500 mg/I
cefotaxim. Theo ddi ty 16 mau tao cum chdi, s6 chdi trung binh /cum sau thoi
gian cam @ng 1a 2 tuan dé danh gia kha ning tao da chdi cua giéng dau tuong

cling nhu mirc @6 phu hop ctia moi truong.

Sau thoi gian 2 tuan, mau duoc chuyén sang moi trudng SIM dic ¢ bod

sung 500 mg/l cefotaxim va khang sinh thich hop.

Sau 2 tudn, c4c cum chdi sdng duoc trén méi trudng chon loc s& duoc
chuyén sang mdi truong phét trién choi (SEM) ¢6 bd sung 500 mg/1 cefotaxim
va khang sinh thich hop. Khi cac chdi phét trién dat kich thudc tir 3-5 cm s&
dugc chuyén sang mdi truong ra ré (RM) c6 bd sung 250 mg/l cefotaxim dé
tao cay hoan chinh.

Ra cay trén gia thé va trong trong diéu kién ty nhién.

Cac thi nghiém dugc thuc hién trong phong nudi cay véi diéu kién
chiéu sang theo quang chu ki 16 gio sang va 8 gio téi, nhiét d6 phong 25°C +
2, cuong do chiéu sang 200 lux.

2.2.2. Phwong phap tai sinh in vitro

K§ thuat tai sinh cay dau twong da chdi tir nach 14 mam hat chin duoc
tién hanh dua trén phuong phap cua Olhoft va cs (2001) [23]; Nguyén Thi
Thay Huong (2009) [6] va Nguyén Thu Hién (2011) [4]. Thanh phan cac loai
mdi truong sur dung dé tai sinh cay qua da chdi tir nach 14 mam hat chin duoc

chi ra trong bang 2.1
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Bang 2.1. Thanh phan cac loai méi truong tai sinh in vitro

Loai méi trwong | Ki hidu Thanh phan

Nay mam hat | GM Mudi B5 (3,052 g/l )+ sucrose (20 g/l) + agar (6

(Germination g/l), pH=5,8

medium) B sung: vitamin B5(1 mg/l)

Pong nudicdy |CCM | Mudi B5 (0,316 g/l)+ MES (3,9 g/l) + sucrose

(Co-cultivation (30 g/l )+ agar (5 g/l),pH=5,4

medium) B sung: vitamin B5 (1 mg/l )+ AS (0,2 mM) +
L-cysteine (400 mg/l) + Sodium thiosulfate(158
mg/l) + DTT (154 mg/l )+ GA30,25 mg/l) +
BAP

Cam ung tao da | SIM Muoi B5(3,052 g/l) + MES (0,59 g/l) + sucrose

chdi (Shoot (30 g/l), pH=5,6

induction B6 sung: vitamin B5 (1 mg/l )+ BAP(2 mg/l) +

medium) khang sinh

Kéo dai choi SEM | MS (4,3 g/l) + MES( 0,59 g/l )+ sucrose (30 g/I)

(Shoot elongation + agar (6 g/l), pH =5,6

medium) B6 sung: vitamin B5 1 mg/l + L-asparagine (50
mg/l) + L-pyroglutamic acid (100 mg/l )+
IAA(0,1 mg/l) + GA;(0,5 mg/l)

Raré RM MS (1,58 g/l) + MES (0,59 g/l )+ sucrose (20

(Rooting g/l) + agar (6 g/l), pH =5,6

medium) B6 sung: IBA(0,1 mg/1) + vitamin B5 (1 mg/l )
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Thi nghiém dugc bd tri hoan toan ngiu nhién véi 3 lan lip lai. Thi
nghiém dyoc thuc hién trong phong nudi cay véi diéu kién chiéu sang theo
quang chu ki 16 gid sang va 8gid tdi, nhiét do phong 25°C + 2, cuong do

chiéu sang 200 lux.

Hat chin lya chon hat chat luong, tién hanh khu tring bang khi clo
trong binh kin ¢6 tu hét. Sau khi khir triing, cho hat nay mam trén méi trudng
GM, sau 4-5 ngay cat lay phan 14 mam, tach doi hai 14 mam, loai dinh sinh
truong. Phan 14 mam con lai duoc dit 1én moi trudng cam Gng tao da choi
(SIM). Theo dbi ty Ié mau tao cum choi, s6 chdi trung binh /cum sau thoi gian
cam ng 1 4 tuan dé danh gia kha ning tao da chdi cua gidng dau tuong ciing

nhu muic d6 phu hgp ctia moi truong.

Cac cum chdi duoc tao ra tir qua trinh nudi cay trén méi truong SIM
dugc chuyén sang moi truong kéo dai choi SEM. Péanh gia kha niang kéo dai
ctia chdi sau 2 tuan dua trén viéc theo ddi va thong ké sé choi kéo dai/cum

nudi ciy ciing nhu chét lwong chdi.

Khi cac choi dat chiéu cao tir 4-5 cm, chon nhiing choi khoe chuyén
sang mdi truong ra ré RM. Khi cdy in vitro ¢6 3 14, ¢6 bo ré dam bao (thuong
sau 2 tuan nudi cdy) s& thuc hién viéc ra cay. Cay duoc lay ra khoi binh nudi
cdy mot cach nhe nhang, raa sach phan agar bam quanh goc va ré, sau dé cay
dugc dit trén gia thé ra cay. Cay sbng sot trén gia thé duoc dua ra tréng trén

chau dat ¢ bo sung phan bon va trong trong diéu kién nha ludi.
2.2.3. Phwong phap phan tich ciy chuyén gen

DNA téng s tir cac mau 14 non dugc tach chiét theo phuwong phap cua
Saghai Maroof va cs (1984) [25] véi thanh phan dém chiét o bang 2.2.
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Bang 2.2. Thanh phan dém tach DNA tong sd

STT Nong do goc Nong dd sir dung
1 Tris-HCI 1M, pH 8 100 mM
2 NaCl 5M 1,4AM
3 EDTA 0,5M, PH 8 50 mM
4 CTAB 2% (wW/v)
5 Nuac khir ion vo trung

Céc budc tién hanh:
(1) Nghién mau 1 trong nito 16ng bang cdi chay st. Bot da nghién cho vao 6ng
Eppendorf 1,5 ml. Thém 700ul dém tach, dao déu va i & 65°C trong 90 phit.

(2) B6 sung 700ul hén hop Chloroform : Isoamyl alcohol (ty 1¢ 24:1) vao mdi
6ng, dao déu sau do ly tam & 13000 vong/phut trong 15 phuit.

(3) Hut 500 pl dich noi pha trén sang dng eppendorf khac, b sung 500 pl
isopropanol lanh. Bé mau trong tii -20°C trong 30 phuit.

(4) Ly tdm thu 13000 vong/pht & 4°C trong 15 phut dé thu tia DNA, sau d6

rira taa bang con 70°C.

(5) Loai bo con, 1am khd taa & diéu kién nhiét ¢6 phong va hoa tan DNA

trong nudc khir ion vo triing va bao quan & -20°C.

Phan tng PCR nhan doan gen GMEXP1 tir DNA tong s ciia cac dong

cay duoc tién hanh véi cac cap méi dic hiéu (bang 2.3).
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Bang 2.3. Trinh tu cac cip moi dugce str dung trong nghién ciru

San pham

Ky hiéu Trinh tw nucleotide (5’ - 3%) (bp)

SoyEXP1Fncol | CATGC|ICATGGATGGGCAAAATCATGCTTGT 790 (DNA)

SoyEXP1Rnotl |ATTTGC|GGCCGCTTAGAACTGAACTGGGCTAGA | 1513 (DNA)

Thanh phan phan tng va chu ky nhiét caa phan tng PCR (Bang 2.4 va
Bang 2.5)

Bang 2.4. Thanh phan cia phan &ng PCR

STT Thanh phan Nong d

1 Nuac khir ion 13l

2 bém PCR 10X 2.5ul

3 MgCl, (25mM) 2ul

4 dNTPs (10mM) 2.5l

5 | M6i xudi (10pmol/ul) 1pl

6 | Mbi nguoc (10pmol/ul) 1pl

7 Taq DNA polymerase ( 5 don vi/ pl) 1l

8 | DNA khudn (10 — 20 ng/pl) 2ul
Tong 25ul
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Bang 2.5. Chu ky nhiét cho phan &tng PCR

Buéc Phan &ng Nhiét d °C) | Theigian Chu ky
1 |Biéntinh 94 3 phat 1
2 | Biéntinh 94 1 phut
3 | Gan moi 56 1 phat 30
4 | Kéo dai chudi 72 1 phat
5 | Hoan tat kéo dai 72 10 phut 1
6 | Két thic phan ung 4 e

San pham PCR duoc dién di kiém tra trén gel agarose 0,8% va chup anh.
2.2.4. Phuwong phap xac dinh hiéu suat cay chuyén gen

Hiéu suat chuyén gen duoc tinh theo cong thuc:

S6 dong cdy chuyén gen duong tinh véi PCR

Hiéu suét chuyén gen = (%)

Tong s6 mau bién nap

Mdi mau bién nap la manh la mam duoc tai sinh chdi tir nach 14 mam
va qua hai 1an chon loc béng khang sinh. Cac choi séng sot sau chon loc duoc
chuyén sang méi truong ra ré va dua ra trong trén gia thé. S6 cdy sdng trén
gia thé cua m&i mau bién nap duong tinh véi PCR 14p thanh mét dong ciy

chuyén gen.
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Chuwong 3
KET QUA VA THAO LUAN

3.1. KET QUA CHUYEN CAU TRUC pCB301-GmEXP1 VAO CAY
PAU TUONG VA TAI SINH IN VITRO

Ching t6i tién hanh thi nghiém chuyén cau tric pCB301-GmEXP1 vao
gidng dau twong DT84 qua néch 14 mam hat chin bang phuong phap chuyén gen
gian tiép qua A. tumefaciens, dya trén phuong phéap caa Olhoft va cs (2001) va
Nguyén Thu Hién va cs (2011) [4], [23].

Hat d4u tuong chin ctia gibng DT84 duogc chon (hinh 3.1A) va loai bo
hat kém chét luong dem khir tring bang khi clo trong néi thay tinh day nap
kin duoc dit trong ta hat. Thoi gian tién hanh kha tring 1 14 gio (hinh 3.1B).

Hinh 3.1. Giai doan chuan bi dé cdy hat trén méi truong GM

(A: Lira chon hat; B: Kher tring hat bang khi clo)

Hat sau khi khir tring duoc cdy trén méi truong GM (hinh 3.2A) trong
phong nudi cay voi diéu kién chiéu sang theo quang chu ki 16 gid sang va
8gio toi, nhiét a6 phong 25°C + 2, cuong do chiéu sang 200 lux. Sau tir 5- 7
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ngay, kich thuéc mam dat khoang 5cm va 14 mam xanh (hinh 3.2B), cac manh

14 mam dugc thu dé phuc vu bién nap.

A B

Hinh 3.2. Hat ndy mam trén mdi truong GM

(A: Hat ddu tiwong méi cdy trén méi truong GM; B: Hat ddu tirong 6 ngay tudi)

Toan bo qua trinh bién nap duoc thao tac trong box khir tring. Ching
t6i tién hanh cat lay 14 mam, tach hai la mam, loai bo chdi chinh, ding mii
dao nhon gay ton thuong vao nach 14 mam tir 5- 7 l1an. L4 mam d3 gy ton
thwong dwoc ngadm trong ngam trong dich huyén phu chira vi khuan mang cau
trac pCB301-GmEXP1 c6 ODgyo dat 0,6-1 trong thoi gian 30 phut (hinh
3.3B). Sau thoi gian nhiém khuan, miu dugc chuyén sang méi trudng dong
nudi cady CCM dic. Qua trinh déng nudi ciy dién ra trong tdi, & 25°C trong

thoi gian 1a 5 ngay.
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Hinh 3.3. Manh la mam va bién nap cau tric chira gen chuyén qua nach
14 mam
A- Mdnh 14 mam, B- Mdnh 1& mam ngam trong dung dich huyén phu cheza vi
khudn mang cdu tric pCB301-GmEXP1

Sau thoi gian ddng nudi cay, mau bién nap duoc lic trong méi trudng
cam tng tao chdi (SIM) ¢6 bod sung 500 mg/l cefotaxim véi thoi gian 1a 10
phut, sau d6 tham khé bang giay tham khu tring. Cét bo chdi chinh trén cac
manh 14 mam va cdy mau 1én mdi truong tao cum chdi ¢d bd sung 500 mg/I
cefotaxim. Sau thoi gian 2 tuan, mau duoc chuyén sang mdi truong SIM dac

c6 b6 sung 500 mg/l cefotaxim va khang sinh thich hop.

Sau 2 tudn, c&c cum chdi sdng duogc trén méi trudng chon loc s& duoc
chuyén sang mdi truong phét trién chdi (SEM) ¢d bd sung 500 mg/1 cefotaxim

va khang sinh thich hop (Hinh 3.4).
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Hinh 3.4. Hinh anh da chdi va kéo dai chéi ¢ dau twong DT84
A, B: Cdm g tao da chéi trén SIM bé sung BAP 2mg/| va kanamycin;
C, D: Chuyén sang méi trwong kéo dai chéi SEM trong 2 tudn (bé sung GAs
0,5 mg/l + IAAQ,1 mg/l + kanamycin50 mg/l);
Khi cac choi phat trién dat kich thudc tir 3-5cm s& duoc chuyén sang
mdi trudng ra ré (RM) c6 b sung 250 mg/l cefotaxim dé tao cay hoan chinh
(Hinh 3.5).

Hinh 3.5. Két qua tai sinh va bién nap ¢ dau twong DT84

A, B: Ra ré trén méi truong RM (bé sung IBA 0,1 mg/l) trong 20 ngay; C: Ra cay

So hoa bai Trung tam Hoc ligu - BHTN 37 http://www.lrc-tnu.edu.vn/




Thi nghiém duoc l13p lai 3 1an va cing véi céc 16 thi nghiém 1a 2 16 doi
ching: BCO- 14 mam dau twong khong chuyén gen duoc cay trén moi truong
tai sinh ¢ bd sung khang sinh va PC1- 14 mam dau tuong khong chuyén gen
dugc cay trén méi trudong tai sinh khong bd sung khang sinh. Két qua duoc
trinh bang 3.1.

Bang 3.1. Két qua bién nap ciu tric pCB301-GmEXP1 nhd A.tumefaciens

qua nach 14 mam

L6 thi S6 miu (SO mAutao| SO chdi | SO choira | SO ciy trong
nghiém | bién nap | da chéi kéo dai ré trén gia thé
bCl1 100 45 30 22 12
bCO0 100 0 0 0 0
1 150 47 21 11 1
2 170 52 27 9 1
3 210 75 33 12 2
T 5ng
(1.2,3) 530 174 81 32 4

Két qua théng ké ¢ bang 3.1 cho thay, véi bién nap 530 mau, thu duoc
174 mau tao chdi va c6 81 chdi kéo dai trén moi truong chon loc SEM chira
50 mg/l kanamycin, trong d6 32 chdi ra ré, va thu dugc 4 cdy déu tuong
chuyén gen duoc trong trén gia thé trong nha ludi. Trong khi d6 ¢ 16 ddi
chting BCO- khong chuyén gen duoc nudi cdy trén moi trudng chon loc bing
khang sinh, v6i 100 mau thi nghiém khong xuat hién mau nao tao chdi trong
moi trudng chon loc khang sinh va két qua khéng thu duogc cy ra ré va trong
trén gia thé. Trong 100 miu & 16 dbi chimg PC1 ¢6 45 mau tao chdi, 30 chdi

duoc kéo dai va 22 chdi ra ré va 12 cdy duoc trong trén gia thé.
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Trong thi nghiém nay, chung t6i chon phwong phap chuyén gen gian
tiép. O phuong phap chuyén gen truc tiép, gen dugc chuyén truc tiép vao té
bao thyc vat thong qua nhiing thiét bi hodc thao tac nhit dinh ma khong can
nhd nhitng sinh vat trung gian. Tuy nhién, tit ca cdc phuong phap chuyén gen
truc tiép doi héi k¥ thuat cao, chinh xac va rat ton kém ma kha nang tai sinh
sau chuyén gen lai thdp, do vay trong thi nghiém nay ching t6i sir dung
phuong phap chuyén gen gian tiép thong qua vi khuan A.tumefaciens, vi

phuong phap nay mang lai hiéu qua cao va kinh té hon [2].

Trong nghién ctru chuyén gen gian tiép ¢ thuc vat, ching vi khuan
duogc st dung pho bién nhat 1a A. tumefaciens va A. rhizogens do hai loai nay
c¢6 kha ning xam nhiém qua vét thuong cta hau hét cac loai thuc vat hai 1a
mam va mot sd it cac loai thuc vat mot 14 mam. Két qua la gdy ra nhiing khdi
u hay hinh thanh 16ng ré theo co ché ty nhién. Trong d6 vi khudn A.
tumefaciens duogc str dung rong rai hon ca. Phuong phap chuyén gen gian tiép
nho A. tumefaciens, it ton kém nhung van mang lai hiéu qua, thuan loi cho

viéc phén tich cdy chuyén gen va khong gay ton thuong té bao [2].

3.2. KET QUA PHAN TiCH CAY PAU TUONG CHUYEN GEN O
THE HE T,

Trong 530 mAu bién nap da thu dugc 4 cay chuyén gen trong trén gia thé,

trong d6 ¢o 3 cdy séng sét (Bang 3.2).

Bang 3.2. Két qua tai sinh va s6 cdy chuyén gen song st & thé hé T,

SO0 mau bieén nap | SO cay chuyén gen trong | So cay chuyén gen song

trén gia thé sot

530 4 3
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Tir 6 mau 14 ctia 3 cdy dau tuong chuyén gen sdng sot trén gia thé trong
trong nha ludi duoc str dung dé tach chiét DNA tong sd theo phuwong phap
Saghai Maroof va cs (1984) [25]. Két qua tach chiét DNA tong sb tir cdc mau

14 d4u tuong chuyén gen duoc dién di trén gel agarose 0,8% (Hinh 3.6).

Hinh 3.6. Két qua dién di DNA tong s6 tach tir cic miu la diu twong

chuyén gen

1, 2- mdu DNA tdch tir ld clia cay s6 1: 3, 4- mdu DNA tdch tir ld cuia cay 56
2; 5, 6- mdu DNA tdch tir IG ciia cdy sé 3)

Hinh 3.6 cho thdy DNA tong s6 tach tir mau sb 2, 4 ¢6 ham luong it, con
cac mau 1, 3, 5, 6 ¢c6 ham luong nhiéu hon, nhung c6 thé ¢ nhiéu dat giy.
Nhin chung cdc miu DNA toéng s6 déu dam bao ham luong va chit luong cho
phan tmg PCR.

Xéc dinh su c6 mit cua gen chuyén GMEXP1 trong 3 dong cdy dau tuong
chuyén gen & thé hé T, duoc tién hanh bang phan tng PCR véi cip mbi dic
hiéu SoyExplF Ncol/ SoyExplR_Notl tir DNA tach tir 14 cac cdy dau tuong
chuyén gen, két qua dugc thé hién & hinh 3.7.
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1.50 kb <« 151kb

<+ 0,79kb
0.75 kb

Hinh 3.7. Két qua dién di kiém tra san phAm PCR nhéin gen GmEXP1 tir

ba dong ciy diu twong chuyén gen & thé hé T,

Hinh 3.7 cho thay ca ba dong cdy chuyén gen déu thu duoc bing DNA
co kich thudce khoang 1,51 kb, twong ing voi gen EXP1 trong cay dau tuong
va hai dong cay chuyén gen xuét hién bang DNA c6 kich thuéc khoang 0,79
kb tuong tng véi kich thude gen chuyén GMEXP1. Nhu vay trong ba dong
dau tuong chuyén gen sdng sét trén gia thé ¢ nha ludi dd c6 hai dong c6 phan

mg duong tinh véi PCR, d6 1a dong s 1 (Tol) va dong s6 3 (T,3).

Can ctr vao tong s6 mau bién nap va so cay duong tinh voi PCR hiéu

suat chuyén gen duoc xdc dinh va két qua duoc trinh bay ¢ bang 3.3.

Bang 3.3. Hiéu sut chuyén gen GMEXP1 & gidng déu twong DT84

S6 miu bién nap S6 cAy dwong tinh véi Hiéu suét chuyén gen
PCR
530 2 0,38%

Bang 3.3 cho thdy trong tong s6 530 mau bién nap c6 2 cdy duong
tinh voi PCR va hiéu suét chuyén gen & thé hé To1a 0,38%.

Nghién ctu chuyén gen & cdy dau tuong thong qua vi khuan A.

tumefaciens di duoc Tran Thi Cuc Hoa va cs (2007) tién hanh trén gidng déu
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tuong Wiliam [3]. Ciing bang phuong phap chuyén gen qua nach 14 mam hat
chin dau tuong nho A. tumefaciens, Nguyén Thi Thiy Huong (2011) trong
1262 mau bién nap ¢ gidng dau tuong DT84 thu duoc 3 dong cdy duong tinh
v6i PCR, hiéu suét 12 0,24% [5]; Nguyén Thu Hién (2011) bién nap ciu tric
chtra doan gen HA1 cua virus H5N1 vao 650 mau 14 mam cua gidng dau
tuong DT12 thu dugc 8§ dong cdy duong tinh véi PCR tuong ung véi hiéu
suat chuyén gen 1a 1,23% [4]; trong két qua nghién ctru ciia Lo Thi Mai Thu
(2014), hiéu suat chuyén gen dbi voi cu trac RNAi & gidng DT12 1a 1,35%,
& gibng DT2008 1a 2,24%; Két qua nghién ctru cia Lo Thanh Son (2015) trén
gidng dau twong DT84 x4c dinh hiéu suat chuyén gen 13 0,27% [10]. Két qua
nhién cru cua ching t6i budc dau xac dinh dugc hiu sudt chuyén gen & thé
hé To 13 0,38% phui hop véi cdc nghién ctru chuyén gen & cac gidng déu tuong

Viét Nam.

Muia vu gieo trong dau twong thich hop nhat 13 vu xuén, xuin heé va hé
thu [12], mat khac ddu tuong 13 loai cdy trong c6 hat chira ham luong protein
va lipid cao, kha ning tai sinh in vitro rat khé. K§ thuét chuyén gen gian tiép
nho 1ay nhiém A. tumefaciens qua néch 12 mam hat chin c6 thé di anh huong
dén hiéu sudt chuyén gen va 1am cho ty 18 cac cdy d4u twong mang gen
chuyén thp. Nhu vay c6 thé thiy ring hiéu suat chuyén gen & cdy dau tuong
chju anh huéng cua nhiéu yéu 6, trong d6 c6 dic diém vé thanh phan hoéa hoc
trong hat dau tuong. Hiéu suét chuyén gen & déu tuwong khoéng chi phu thudc
vao kha ning tiép nhan gen cua kiéu gen ciy ddu twong, ma con phu thudc
vao dic diém cua cdu tric gen duoc chuyén vao ciy dau twong. Tir nhiing
nguyén nhan nay co thé cho ring, dé nang cao hiéu suat chuyén gen gian tiép
qua A.tumefaciens & cdy dau tuong can ting sé mau bién nap, cai tién k§ thuat

bién nap, chon loc in vitro va chu y dén mua vu ra cdy & moi truong tu nhién.
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KET LUAN VA PE NGHI

1. KET LUAN

1.1. CAu tric pCB301-GmEXP1 d4 duoc bién nap thanh cong vao md nach 14
mam hat chin cia gong dau twong DT84 bang phuong phap chuyén gen gian

tiép qua chung vi khuan A. tumefaciens .

1.2. Cac mau bién nap da duoc tai sinh in vitro, chon loc va tao duoc ba dong
cay dau tuong chuyén gen sdng sét ¢ diéu kién nha luéi trong tong sé 530

mau bién nap, chiém ty 1¢ 0,57%.

1.3. Phan tich sy c6 mat caa gen chuyeén trong cac dong cdy chuyén gen ¢ thé

hé T, thu duoc 2 cdy duong tinh véi PCR va hiéu suat chuyén gen 13 0,38%.

2. PE NGHI

Can tiép tuc theo ddi, phan tich biéu hién cua gen chuyén Gm EXP1 & hai
dong cay chuyén gen (Tol va To3) o thé hé T1 va cac thé hé tiép theo phuc vu

cong tac chon giéng dau twong chiu han.
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