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DPBB Double Psi Beta-Barrel structure Vùng cấu trúc DPBB 

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent 

Assay 

Kỹ thuật ELISA sử dụng trong 

phân tích hàm lượng protein 

EST Expressed Sequence Tag Trình tự đánh dấu biểu hiện 

ETDA Ethylene Diamine Tetraacetic Acid  

EXP Expansin Protein expansin 

EXP1 Expansin 1 Gen expansin 1 

FAO Food and Agriculture  

   Organization 

Tổ chức Nông - Lương thế giới 

GFP Green Fluorescene Protein Protein phát xạ lưu huỳnh 

GM Germination Medium Môi trường nảy mần 
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GmDREB Glycine max DREB gene Gen mã hóa nhân tố phiên mã 

DREB ở đậu tương 

tương GmEXPl Glycine max expansin gene Gen mã hóa enzyme GmEXP1 

ở đậu tương 

GUS P-Glucuronidase  

IPTG IsoPropylThio - ß – Galaccto side  

LB Luria Bertami Môi trường dinh dưỡng cơ bản 
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MCS Multi Cloning Site Vùng cắt gắn đa vị 

MS Murashige và Skoog, 1962 Môi trường dinh dưỡng cơ bản 
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NtCLC Nicotiana tabacum Chloride 

channel gene  

Gen CLC mã hoá protein là 
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thuốc lá 

NtP5CS Nicotiana tabacum Pyrroline-5-

carboxylate synthetase gen 
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tham gia tổng hợp proline ở 

cây thuốc lá OD Optical Density Mật độ quang 

PCR Polymerase Chain Reaction Phản ứng chuỗi polymerase 

P5CR l-A1-Pyrroline-5-Carboxylate 

Reductase 

Enzyme tham gia chuỗi phản 

ứng tổng hợp proline 

P5CS l-A1-Pyrroline-5-Carboxylate 

Synthetase 

Enzyme tham gia chuỗi phản 

ứng tổng hợp proline 

RM Rooting Medium Môi trường tạo rễ 

rpm Revolution Per Minute Số vòng/phút 

RT-PCR Reverse Transcription Polymerase  

Chain Reaction 

Phản ứng chuỗi polymerase 

phiên mã ngược 

SEM Shoot Elongation Medium Môi trường kéo dài chồi 

SIM Shoot Induction Medium Môi trường cảm ứng tạo đa 

chồi T-DNA Transfer DNA Đoạn DNA được chuyển vào 

thực vật 
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MỞ ĐẦU 

 

1. Đặt vấn đề  

Đậu tương [Glycine max (L.) Merrill (2n=40)] thuộc họ Đậu (Fabaceae) 

là loại cây trồng có vị trí quan trọng trong cơ cấu cây nông nghiệp và trong 

đời sống của con người của nhiều quốc gia trên thế giới và ở Việt Nam. Đậu 

tương không chỉ có giá trị kinh tế và dinh dưỡng, mà còn giữ vai trò quan 

trọng trong việc cải thiện độ phì nhiêu của đất và sử dụng bền vững tài 

nguyên đất canh tác.  

Đậu tương được xem là cây trồng nhạy cảm với các tác động của các 

yếu tố bất lợi phi sinh học và thuộc nhóm cây chịu hạn, mặn kém. Hạn và 

mặn là các yếu tố phi sinh học nghiêm trọng nhất và có thể làm giảm năng 

suất đậu tương khoảng 40%, thậm chí đến 90%, đồng thời làm giảm chất 

lượng hạt. Hiện nay, do biến đổi khí hậu toàn cầu, đặc biệt là hạn kéo dài, 

lượng mưa không đều ở các thời điểm trong năm và giữa các vùng miền; 

nước biển dâng xâm lấn đất trồng trọt, gây thiệt hại lớn cho sản xuất nông 

nghiệp ở nhiều quốc gia, trong đó có Việt Nam. Do đó, giải pháp chọn tạo 

giống đậu tương có khả năng chịu hạn, chịu mặn ứng phó với biến đổi khí hậu 

là vấn đề cấp thiết, có tính thời sự ở Việt Nam cũng như đối với nhiều quốc 

gia trên thế giới.   

Đặc tính chịu hạn, chịu mặn của cây đậu tương do nhiều gen quy định. 

Sản phẩm của mỗi gen có thể liên quan trực tiếp đến sự biểu hiện khả năng 

chống chịu hạn, mặn như gen liên quan đến tổng hợp proline, sự kéo dài rễ 

hoặc các gen điều hòa nhóm gen chịu hạn. Nghiên cứu sự biểu hiện các gen 

điều hòa sự phiên mã của nhóm gen chống chịu các yếu tố bất lợi phi sinh học 

là cách tiếp cận đầy hứa hẹn trong chiến lược phát triển giống đậu tương có 
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khả năng chống chịu tốt các nhân tố phi sinh học, như hạn, mặn, khô, nhiệt… 

Một số gen mã hóa nhân tố phiên mã ở đậu tương đã được mô tả là có phản 

ứng với tác động của hạn, mặn ở mức phiên mã, trong đó có protein DREB 

(Dehydration responsive element binding protein). DREB là một phân họ của 

nhân tố phiên mã AP2/ERF (APETALA2/Ethylene-Responsive), có kiểu tác 

động trans và có thể liên kết với trình tự cis để kích hoạt biểu hiện gen mục 

tiêu khi có tín hiệu stress phi sinh học, do đó cải thiện khả năng chịu hạn ở 

nhiều đối tượng thực vật. Phân họ DREB ở cây đậu tương gồm các thành viên 

được xác định có trong hệ gen và một số sản phẩm dịch mã của các gen 

GmDREB đã được khẳng định có chức năng chịu hạn và chịu mặn. Tuy nhiên, 

một vài thành viên trong phân họ gen DREB chưa được nghiên cứu đầy đủ và 

làm rõ vai trò của chúng đối với tính chịu hạn, chịu mặn của cây đậu tương, 

trong đó có gen GmDREB6.  

Hướng tiếp cận ứng dụng kỹ thuật chuyển gen mã hóa nhân tố phiên mã 

DREB và làm rõ chức năng của một số gen GmDREB trong hệ gen cây đậu 

tương nhằm cải thiện đặc tính di truyền, tạo các dòng chuyển gen thích nghi 

với điều kiện hạn, mặn được đặc biệt quan tâm. Vì vậy, gen mã hóa nhân tố 

phiên mã DREB6 liên quan đến tính chống chịu các strees phi sinh học nói 

chung và tính chịu hạn, mặn nói riêng được lựa chọn làm gen chuyển trong 

mục đích cải thiện khả năng chịu hạn, chịu mặn của cây đậu tương. Xuất phát 

từ những lý do trên, chúng tôi đã chọn và tiến hành đề tài luận án: “Nghiên 

cứu biểu hiện gen GmDREB6 nhằm nâng cao khả năng chịu mặn ở cây 

chuyển gen”. 

2. Mục tiêu nghiên cứu 

2.1. Phân tích được đặc điểm của phân họ gen DREB trong hệ gen của cây đậu 

tương (Glycine max (L.) Merrill). 
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2.2. Biểu hiện được protein tái tổ hợp GmDREB6 và đánh giá được chức năng 

sinh học của gen chuyển GmDREB6 trên cây chuyển gen. 

2.3. Biến nạp được cấu trúc mang gen chuyển GmDREB6 vào đậu tương và 

tạo được cây đậu tương chuyển gen. 

3. Nội dung nghiên cứu 

3.1. Nghiên cứu đặc điểm của phân họ gen DREB ở cây đậu tương bằng Tin 

sinh học 

1) Sử dụng Tin sinh học để tìm kiếm các trình tự gen DREB của cây đậu 

tương trên ngân hàng dữ liệu NCBI. 

2) Xác định số lượng gen DREB, vị trí, số bản copy của mỗi gen DREB trong 

hệ gen cây đậu tương. 

3) Xây dựng cây phát sinh chủng loại của phân họ DREB ở đậu tương. 

3.2. Nghiên cứu thiết kế vector chuyển gen thực vật chứa gen GmDREB6 và 

phân tích biển hiện gen GmDREB6 trên cây thuốc lá. 

1) Nghiên cứu thông tin về gen DREB6 của đậu tương từ ngân hàng dữ liệu 

NCBI, thiết kế và tổng hợp nhân tạo GmDREB6. 

2) Thiết kế vector chuyển gen mang cấu trúc chứa gen GmDREB6. 

3) Phân tích biểu hiện của gen GmDREB6 từ đậu tương trên cây thuốc lá ở 

mức phiên mã 

3.3. Nghiên cứu mức độ biểu hiện của gen GmDREB6, NtP5CS, NtCLC trên 

cây thuốc lá chuyển gen bằng Real time qRT-PCR 

1) Phân tích biểu hiện gen GmDREB6 từ đậu tương trên cây thuốc lá chuyển 

gen. 
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2) Phân tích mức độ biểu hiện của gen NtP5CS và NtCLC trên cây thuốc lá 

chuyển gen GmDREB6. 

3.4. Nghiên cứu biến nạp cấu trúc mang gen GmDREB6 vào cây đậu tương 

1) Lây nhiễm Agrobacterium tumefaciens tái tổ hợp vào lá mầm đậu tương. 

Tái sinh đa chồi, ra rễ và tạo cây đậu tương chuyển gen. 

2) Xác định sự có mặt và sự phiên mã của gen chuyển GmDREB6 trên các 

cây đậu tương chuyển gen T0. 

4. Những đóng góp mới của luận án 

Luận án là công trình nghiên cứu đặc điểm của phân họ gen DREB 

trong hệ gen cây đậu tương và phân tích biểu hiện gen GmDREB6 trên cây 

thuốc lá chuyển gen. Những đóng góp mới của luận án được thể hiện cụ thể 

là: 

1) Đã xác định được 18 gen GmDREB thuộc phân họ DREB của cây đậu 

tương (Glycine max) nằm trên 17 nhiễm sắc thể. Gen GmDREB6 có 8 bản 

copy, các gen còn lại có từ 1-4 bản copy. Miền AP2 phổ biến có 59-60 amino 

acid và motif PTPEMAARAYDVAALALKGPSARLNFPEL có ở tất cả các 

protein DREB của đậu tương. AP2 chứa 11 điểm liên kết với promoter của 

các gen chức năng phổ biến là RGRRWKERRWT. Cây phát sinh chủng loại 

của các gen GmDREB và miền AP2 đã thể hiện sự tiến hóa của họ gen này. 

2) Sự biểu hiện của gen GmDREB6 từ đậu tương làm tăng mức độ phiên mã 

của các gen NtP5CS và NtCLC của cây thuốc lá chuyển gen trong điều kiện 

stress mặn đã được chứng minh bằng thực nghiệm. Trong điều kiện stress 

mặn, các dòng thuốc lá chuyển gen có mức phiên mã của gen GmDREB6 tăng 

từ 2,40 đến 3,22 (lần) so với điều kiện không xử lý mặn; mức độ phiên mã 
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của gen NtP5CS tăng từ 1,24 đến 3,60 (lần), của gen NtCLC tăng 3,65 - 4,54 

(lần) so với cây WT (P <0,05).  

3) Đã biến nạp thành công cấu trúc mang gen chuyển GmDREB6 vào giống 

đậu tương ĐT22 thông qua A. tumefaciens tạo được 8 cây đậu tương chuyển 

gen GmDREB6 dương tính với PCR và 5 cây cho kết quả phân tích RT-PCR. 

5. Ý nghĩa khoa học và thực tiễn của đề tài luận án  

Kết quả nghiên cứu phân họ gen DREB ở đậu tương đã làm rõ đặc điểm 

cũng như sự phát sinh của phân họ gen DREB ở cây đậu tương tạo cơ sở dữ liệu 

cho các nghiên cứu chức năng của các gen DREB trong hệ gen của cây đậu 

tương.  

Kết quả phân tích sự biểu hiện mạnh của gen GmDREB6 làm tăng mức 

độ phiên mã của gen NtP5CS và NtCLC của cây thuốc lá chuyển gen đã 

chứng minh vai trò của nhân tố phiên mã DREB6 đối với khả năng chịu mặn 

của cây đậu tương trong điều kiện stress mặn. 

Vector chuyển gen pBI121_GmDREB6 có thể sử dụng chuyển vào cây 

đậu tương hoặc các loại cây trồng khác trong mục đích tăng cường khả năng 

chịu mặn của cây chuyển gen, mở ra triển vọng ứng dụng công nghệ gen vào 

thực tiễn chọn giống cây trồng. Đồng thời, những kết quả bước đầu tạo cây 

chuyển gen GmDREB6 đã mở ra hướng nghiên cứu ứng dụng kỹ thuật chuyển 

gen tạo ra giống đậu tương chịu mặn góp phần ứng phó với biến đổi khí hậu 

và hạn mặn thường xuyên xảy ra hiện nay ở Việt Nam. 

Các bài báo công bố trên các tạp chí khoa học – Công nghệ quốc gia và 

quốc tế là những tư liệu tham khảo có giá trị trong nghiên cứu, giảng dạy sinh 

học và công nghệ sinh học. 

 



6 

 

 

 

Chương 1. TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

 

1.1. CÂY ĐẬU TƯƠNG VÀ ĐẶC TÍNH CHỊU HẠN, CHỊU MẶN  

1.1.1. Cây đậu tương 

Cây đậu tương (Glycine max (L.) Merrill) thuộc họ đậu Fabaceae, chi 

Glycine, là một loại cây trồng được biết đến từ rất lâu. Các bằng chứng về lịch 

sử, địa lý và khảo cổ học chỉ ra rằng đậu tương có nguồn gốc từ Trung Quốc 

xuất hiện vào khoảng thế kỷ XVII trước công nguyên, sau đó loại cây này 

được ở nhiều nước Châu Á Châu Âu và Hoa Kỳ. Hệ thống phân loại đậu 

tương dựa vào đặc điểm về hình thái, phân bố địa lý và số lượng nhiễm sắc 

thể. Chi Glycine được chia ra thành 7 loài hoang dại lâu năm, và chi phụ Soja 

được chia ra làm 2 loài: loài đậu tương trồng Glycine (L.) Merr và loài hoang 

dại hàng năm Glycine Soja Sieb và Zucc [2]. 

Về đặc điểm thực vật học, đậu tương là cây thân thảo, tự thụ phấn, cây 

trồng cạn thu hạt, gồm thân, rễ, lá, hoa, quả và hạt (Hình 1.1). Từ lúc nảy 

mầm đến khi cây có 5 lá thật (3 lá kép) khoảng 25-30 ngày sau khi gieo, thân 

sinh trưởng với tốc độ bình thường. Khi cây đã có 6-7 lá thật (4-5 lá kép) thân 

bắt đầu phát triển mạnh, tốc độ mạnh nhất vào lúc ra hoa rộ (Hình 1.2). Sự 

khác biệt của cây đậu tương với cây trồng khác là khi cây ra hoa rộ lại là lúc 

thân cành phát triển mạnh nhất. Đây là giai đoạn 2 quá trình sinh trưởng sinh 

dưỡng và sinh trưởng sinh thực cạnh tranh nhau dẫn đến khủng hoảng thiếu 

dinh dưỡng, cho nên cần phải cung cấp đầy đủ dinh dưỡng trước khi vào thời 

kỳ này và tạo điều kiện cho bộ rễ phát triển thuận lợi.  



7 

 

 

 

 

 

Hình 1.1. Một số đặc điểm hình thái cây đậu tương (Glycine max) 

A: Hình vẽ mô tả hình thái cây đậu tương [149]; B: Mẫu ép đậu tương [150]; 

C: Hoa đậu tương; D: Nốt sần đậu tương; E: Cây đậu tương, quả và hạt; F: 

Hạt đậu tương [151] 

Rễ đậu tương gồm có rễ cái và nhiều rễ con, rễ cái do phôi phát triển 

thành và có thể ăn sâu tới 150 cm, thông thường chỉ ăn sâu 20 – 30 cm. Từ rễ 

cái mọc ra nhiều rễ con. Trên rễ có rất nhiều nốt sần, đó là kết quả của sự 

cộng sinh giữa vi khuẩn Rhizobium japonicum với rễ. Nốt sần có thể dài 1cm, 

đường kính 5 – 6 mm, khi mới hình thành nó có màu trắng sữa, khi phát triển 

tốt nhất nốt sần có màu đỏ hồng thì có khả năng cố định nitơ mạnh, nếu nốt 

sần cắt ngang có màu đen là không còn khả năng cố định nitơ [2]. 
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Hình 1.2. Các giai đoạn sinh trưởng của cây đậu tương [151] 

Thân cây đậu tương có nhiều lông nhỏ và nhiều đốt, lá mọc từ các đốt, 

cành mọc từ nách lá. Thân cây có màu xanh, xanh nhạt, tím nhạt. Chiều cao 

thân dao động từ 20 – 50 cm, có thể lên tới 150 cm và được chia làm nhiều 

loại như thân đứng, bán đứng, leo. Dựa vào sự sinh trưởng của thân chia 

thành các loại là sinh trưởng hữu hạn (thân ngừng phát triển khi quả chín), 

sinh trưởng bán hữu hạn (quả sắp chín thân vẫn tiếp tục dài ra) và loại hình 

trung gian [2]. 

Lá đậu tương có 3 loại: lá mầm, lá đơn và lá kép có 3 lá chét. Lá có thể 

có hình quả xoan, ngọn giáo, trứng. Màu xanh của lá có ảnh hưởng đến sản 

lượng quả, lá nằm cạnh hoa nào thì có quyết định đến chính chùm hoa, quả 

đó. Độ góc sắp xếp lá trên cây có ý nghĩa quan trọng, độ góc hẹp lá sắp xếp 

thẳng góc với tia sáng thì có khả năng tận dụng được nhiều năng lượng mặt 

trời và có thể trồng dày để thu năng suất cao [2]. 

Cành trên thân thay đổi tùy theo giống, thời vụ và điều kiện canh tác. 

Cành mọc từ đốt thứ nhất tới đốt thứ 12, mọc khỏe từ đốt thứ 5 - 6. Giống 

chín sớm vụ xuân có thể không có cành hoặc chỉ có từ 1 - 2 cành, các giống 

chín muộn vụ hè có từ 4 - 6 cành. Trong chọn tạo giống mục tiêu chọn ra các 
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giống có số cành cấp 1 trên cây nhiều để tăng năng suất. Một số vùng trồng 

đậu tương áp dụng biện pháp ngắt ngọn khi cây có 4- 5 lá để tăng khả năng 

phân cành [2]. 

Hoa đậu tương được phát sinh từ nách lá, đầu cành hoặc đầu thân, hoa 

có màu tím, tím nhạt, trắng. Hoa đậu tương rất bé, có chiều dài 6 -7mm và 

mọc thành chùm. Hoa có cấu tạo dạng cánh bướm đặc trưng với ống đài 5 

cánh không bằng nhau và tràng hoa bao gồm cánh cờ phía sau, 2 cánh bên và 

2 cánh phía trước tiếp xúc nhau. Bộ nhị hoa gồm 10 nhị chia thành 2 nhóm, 

nhóm 1 gồm 9 nhị với cuống đính với nhau thành một khối và nhóm 2 nhị chỉ 

có 1 nhụy hoa, nhụy hoa có 1 lá noãn và từ 1 đến 4 lá noãn đính. Hoa ra nhiều 

nhưng tỷ lệ rụng rất cao khoảng 30% có khi lên tới 80% [2]. 

Quả đậu tương thuộc loại quả giáp, số quả trên cây tuỳ thuộc vào giống 

và điều kiện ngoại cảnh, số quả trên cây dao động từ 10 - 20 quả với các 

giống chín sớm, các giống chín trung bình và chín muộn thì số quả trên cây 

nhiều hơn, có thể lên tới 150 quả/cây. Mỗi quả có từ 1 - 4 hạt nhưng chủ yếu 

là 2 - 3 hạt. Hạt thường có dạng hình tròn, dẹt, bầu dục. Màu sắc hạt có thể là 

vàng, vàng rơm, xanh, hoặc màu đen như một số giống nhập nội. Giống có 

hạt màu vàng giá trị thương phẩm cao. Trong hạt, phôi thường chiếm 2%, 2 lá 

tử điệp chiếm 90% và vỏ hạt 8% tổng khối lượng hạt. Các giống có rốn hạt 

màu trắng được ưa chuộng hơn các giống có rốn hạt màu đen, nâu. Khối 

lượng 1000 hạt thay đổi tuỳ theo giống và điều kiện canh tác, có thể dao động 

từ 50 - 400g [2]. Khi các hạt đã rắn dần và đạt đến độ chín sinh lý vỏ hạt có 

màu sắc đặc trưng của giống, còn vỏ quả thì chuyển sang màu vàng, vàng tro, 

xám, lá cây cũng chuyển sang úa vàng và rụng dần. Hàm lượng dầu trong hạt 

được ổn định sớm lúc hạt đang phát triển nhưng hàm lượng protein thì vẫn 

còn chịu ảnh hưởng của điều kiện dinh dưỡng của cây cho đến cuối thời kì 

của quá trình chín [2]. 
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Các nhân tố sinh thái cũng ảnh hưởng không nhỏ đến sự sinh trưởng và 

phát triển của cây đậu tương. Đất trồng thích hợp nhất là đất thịt nhẹ, tơi xốp, 

sẫm màu, thoáng, thoát nước, pH từ 6,5- 7,2. Thời kỳ mọc nhiệt độ thích hợp 

nhất là 18- 22 oC, phạm vi nhiệt độ tối thiểu và tối đa cho thời kỳ mọc là 10 

oC và 40 oC. Nhiệt độ thích hợp nhất cho sự sinh trưởng cành lá là 20- 23 oC, 

thấp nhất là 15 oC, cao nhất là 37oC. Nhiệt độ dưới 10 oC ngăn cản sự phân 

hoá hoa, dưới 18oC đã có khả năng làm cho quả không đậu. Nhiệt độ thích 

hợp nhất cho thời kỳ ra hoa là 22- 25 oC. Nhiệt độ thích hợp nhất cho thời kỳ 

hình thành quả và hạt là 21- 23 oC, thấp nhất là 15 oC cao nhất là 35 oC. Thời 

kỳ chín nhiệt độ thích hợp nhất là 19- 20 oC. Nhiệt độ 25- 27 oC hoạt động 

của vi khuẩn nốt sần tốt nhất.   

1.1.2. Đặc tính chống chịu hạn, mặn của cây đậu tương 

Các tác động bất lợi từ ngoại cảnh hay những stress có thể là nhân tố 

sinh học hoặc phi sinh học. Các stress phi sinh học thường xuyên tác động 

đến thực vật nói chung, cây đậu tương nói riêng. Những yếu tố môi trường 

gây ra stress là úng nước, hạn, nhiệt độ quá cao hoặc quá thấp, đất mặn, thiếu 

chất dinh dưỡng trong đất; ánh sáng, gió, kim loại nặng và tổn thương cơ học. 

Sự chống chịu hoặc mẫn cảm đối với stress phụ thuộc vào đặc tính của loài, 

kiểu gen, các giai đoạn phát triển của thực vật. Những phản ứng của thực vật 

đối với các tác động của các stress thể hiện ở sự thay đổi biểu hiện gen, trao 

đổi chất trong tế bào cho đến những thay đổi tỉ lệ sinh trưởng và năng suất. 

Thời gian, mức độ khốc liệt của stress ảnh hưởng đến khả năng phản ứng của 

cây trồng. 

Tính chống chịu là khả năng của thực vật ngăn ngừa, kháng lại và chịu 

đựng được các tác động bất lợi từ ngoại cảnh. Có ba dạng chống chịu các 
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stress phi sinh học, đó là khả năng tránh stress (stress avoidance), khả năng 

kháng stress (stress tolerance) và khả năng chịu đựng được các stress. 

1.1.2.1. Tác động của hạn và cơ chế phân tử của tính chịu hạn 

Hạn là hiện tượng thường xuyên xảy ra trong tự nhiên và liên quan trực 

tiếp đến vấn đề nước trong cơ thể thực vật. Hạn cũng như những yếu tố ngoại 

cảnh khác khi tác động lên cơ thể, gây ra các phản ứng của cơ thể, tùy theo 

từng loài, giống mà mức độ phản ứng của cơ thể cũng như thiệt hại khô hạn 

gây ra khác nhau: một số bị chết, một số bị tổn thường, một số khác bị ảnh 

hưởng, còn số khác có thể không bị ảnh hưởng... 

Hiện tượng khô xảy ra khi mất một phần nước trong các cơ quan ở giai 

đoạn nhất định của chu kì sống ở thực vật (hạt, bào tử). Hiện tượng này không 

làm ảnh hưởng đến tế bào, mô của cây. Đây là quá trình biến đổi trạng thái 

trong tế bào có sự điều khiển của hệ thống thông tin di truyền. Trong giai 

đoạn hình thành hạt, tế bào bị mất nước, khả năng chịu hạn tăng lên. Khả 

năng này đạt cực đại ở thời kì hạt chín và có chiều hướng giảm dần khi hạt 

nảy mầm. Hạt khô còn có khả năng chống chịu với hàng loạt các điều kiện 

ngoại cảnh bất lợi khác như nhiệt độ, gió [9]. 

Hạn do tác động của môi trường gây ảnh hưởng đến đời sống của cây, 

có thể dẫn đến hủy hoại cây cối và mất mùa. Hiện tượng này xảy ra khi trong 

môi trường đất và không khí thiếu nước đến mức áp suất thẩm thấu của cây 

không cạnh tranh được để lấy nước vào tế bào. Những yếu tố bất lợi này 

chính là các thành phần như thổ nhưỡng, nhiệt độ, gió nóng hay thời tiết và 

khí hậu.  

Có thể phân biệt hai loại hạn do môi trường tác động, đó là hạn đất và 

hạn không khí. Hạn đất thường xảy ra những vùng có khí hậu hay thổ nhưỡng 

đặc thù, hạn đất tác động mạnh lên bộ rễ của cây. Sự tác động này được biểu 
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hiện qua sự điều tiết các hormon giúp cho cây chống chịu được điều kiện cực 

đoan [11]. Hạn không khí, nhiệt độ thường xảy ra ở những vùng gió, nhiệt độ 

cao. Hạn không khí thường tác động chủ yếu lên các bộ phận bên trên mặt đất 

như lá, hoa... Hạn do tác động của môi trường dẫn đến hiện tương mất nước 

trong cây ở các bộ phận mô, tế bào khác nhau [9]. 

Hạn tác động lên cây theo hai hướng chính: làm tăng nhiệt độ cây và 

gây mất nước trong cây. Nước là yếu tố giới hạn đối với cây trồng, vừa là sản 

phẩm khởi đầu vừa là sản phẩm trung gian và cuối cùng các quá trình chuyển 

hóa sinh học. Nước là môi trường để các phản ứng trao đổi chất xảy ra, do 

vậy việc cung cấp nước cho cây trồng là mục tiêu tạo giống chống chịu 

thường xuyên được quan tâm. Mức độ thiếu hụt nước càng lớn thì càng ảnh 

hưởng xấu đến quá trình sinh trưởng và phát triển của cây. Nếu thiếu nước 

nhẹ sẽ làm giảm tốc độ sinh trưởng, thiếu nước trầm trọng sẽ làm biến đổi hệ 

keo nguyên sinh chất làm tăng cường quá trình già hóa tế bào khi bị khô kiệt 

nước, nguyên sinh chất bị đứt vỡ cơ học dẫn đến tế bào, mô bị tổn thương và 

chết. Đối với thực vật nói chung và cây trồng nói riêng, hạn ảnh hưởng mạnh 

và gây hậu quả nghiệm trọng đến hai giai đoạn sinh trưởng, phát triển của 

cây, đó là giai đoạn cây non và giai đoạn ra hoa [9]. Như vậy, ảnh hưởng cực 

đoan của hạn ở bất cứ giai đoạn sinh trưởng nào của cây trồng cũng tác động 

đến các yếu tố cấu thành năng suất, làm giảm năng suất của cây trồng. 

Stress phi sinh học là nguyên nhân chính dẫn đến mất mùa trên toàn thế 

giới, gây ra thiệt hại đến năng suất bình quân hơn 50% ở nhiều loại cây trồng. 

Trong số các stress phi sinh học, hạn là yếu tố chính làm giảm năng suất cây 

trồng. Stress hạn phá vỡ sự cân bằng nội môi và phân bố ion trong tế bào 

[147]. Cây trồng phản ứng với các stress hạn thông qua các con đường truyền 

tin và phản ứng tế bào như tổng hợp các protein stress, tăng cường các chất 

chống oxy hóa, tích lũy các chất tan [37]. Các nghiên cứu gần đây cho thấy, 
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hạn gây ra những tác động tiêu cực ở tất cả các cấp độ và các giai đoạn phát 

triển của thực vật. Trong các loại hạn tác động đến thực vật, hạn sinh lý gây 

mất nước do độ mặn của đất là rất nghiệm trọng. Để kháng lại các stress hạn 

sinh lý, trong cơ thể thực vật diễn ra chuỗi các quá trình hóa sinh, với sự tham 

gia của rất nhiều yếu tố. Trong điều kiện hạn, các phản ứng sinh hóa khác 

nhau được kích hoạt trong cây, tích lũy nhiều loại chất dễ hòa tan, như đường, 

amnio acid, glycine betaine và polyamine. Các chất tan trong tế bào làm tang 

áp suất thẩm thấu này để giúp các cây trồng đối phó với hạn [50], tăng hàm 

lượng các chất chống oxy hóa, chẳng hạn như glutathione S-transferase, 

superoxide dismutase, guaiacol peroxidase và catalase [19]. 

Gần đây, những hiểu biết về biểu hiện gen, cơ chế phiên mã và cơ chế 

truyền tín hiệu phản ứng với stress hạn của cây trồng đã được công bố. Những 

phân tích sinh học phân tử và di truyền học đã tạo nền tảng cho những khám 

phá chức năng gen và ứng dụng trong kỹ thuật di truyền với việc sử dụng một 

số gen chức năng hoặc một số gen điều hòa liên quan đến tính chịu hạn, chịu 

mặn của cây trồng [124]. Vì vậy, cơ sở phân tử của đặc tính chịu hạn ở thực 

vật nói chung và cây đậu tương nói riêng cũng dần được sáng tỏ. Các gen 

phản ứng với stress hạn có thể chia thành 2 nhóm chính: Nhóm gen chức năng 

mà sản phẩm của chúng tham gia trực tiếp vào các phản ứng stress hạn như 

gen điều hòa áp suất thẩm thấu, gen mã hóa các protein chống oxy hóa, gen 

mã hóa protein LEA (Late embryogenesis abundant), gen mã hóa protein vận 

chuyển LTP (Lipid trasfer protein), aquaporin; nhóm gen điều khiển cho ra 

các sản phẩm bao gồm các nhân tố phiên mã và các protein kinase truyền tín 

hiệu. Các nhân tố phiên mã liên quan đến khả năng chịu hạn đang được quan 

tâm nghiên cứu bao gồm DREB, WRKY, bZIP, MYB, NCED và AP2ERF. 

Các protein kinase truyền tín hiệu bao gồm: Protein kinase phụ thuộc cao, 

MAPK (Mitogen activated protein kinase), RPK (Receptor-like protein 
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kinase), PIK (Phophatidyl inositol kinase) và protein kinase serine/threonine 

[78]. 

Sự biểu hiện của các gen cảm ứng với hạn liên quan chặt chẽ với quá 

trình phiên mã. Sự biểu hiện của các gen này chịu ảnh hưởng rất nhiều của 

môi trường trong và ngoài cơ thể và ở nhiều mức độ điều hòa. Các nhân tố 

phiên mã (Transcription factors - TF) đóng vai trò điều khiển quan trọng của 

những thay đổi trong biểu hiện gen và phản ứng với các stress môi trường. Có 

thể thấy rõ ở thực vật, các gen mã hóa nhân tố phiên mã chiếm phần lớn trong 

hệ gen. Ví dụ, cây Arabidopsis có đến 1500 TF trong hệ gen [108]. Nhân tố 

phiên mã có thể kích thích hoặc ức chế quá trình phiên mã của gen chức năng. 

Các nhân tố này đã được sử dụng để làm tăng cường khả năng chịu hạn cho 

cây trồng và hầu hết các gen này đã được xác định và phân tích ở cây 

Arabidopsis [29]. Hiện nay, protein DREB (một trong bốn phân họ lớn của họ 

AP2/ERF) là nhóm TF được nghiên cứu và thu được các kết quả khả quan 

trong điều kiện tress phi sinh học, bởi vì nó kích hoạt sự biểu hiện của nhiều 

gen mục tiêu chịu trách nhiệm kiểm soát các yếu tố liên quan [55]. Trong cây 

Arabidopsis, nhân tố phiên mã DREB tác động đến 474 gen mục tiêu. Trong 

số những gen này, 160 gen có đáp ứng với stress phi sinh học và 27 gen cảm 

ứng với tình trạng thiếu nước [80]. Như vậy nhân tố phiên mã trong phân họ 

DREB là đối tượng hấp dẫn cho nghiên cứu đặc tính chịu hạn và xây dựng 

biện pháp cải thiện khả năng chịu hạn của cây đậu tương. 

1.1.2.2. Tác động của mặn và cơ chế chịu mặn ở cây đậu tương  

Nồng độ chất hoà tan trong dung dịch càng cao thì khả năng thẩm thấu 

của nước càng nhỏ. Nếu không chứa muối thì nước dễ thấm qua màng bán 

thấm để đi vào tế bào chất, tuy nhiên, mức độ thấm còn phụ thuộc áp suất nội 

bào, tức là sức căng của tế bào. Đất không nhiễm mặn có tiềm năng thẩm thấu 
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thấp, ngược lại đất nhiễm mặn có tiềm năng thẩm thấu cao. Thực vật sống 

trên đất nhiễm mặn chịu hai tác động sinh lý, đó là hiện tượng hạn sinh lý, 

nước sẽ thẩm thấu từ tế bào ra ngoài môi trường; và tác dụng gây độc tế bào 

của các ion trong đất nhiễm mặn [38]. 

Hàm lượng muối cao có thể ảnh hưởng đến sự phát triển của cây trồng 

vì chúng làm thay đổi hệ vi sinh hoạt động trong đất và chúng trực tiếp làm 

suy giảm sự sinh trưởng và phát triển của cây trồng. Muối NaCl tác động đến  

thực vật ở hai phương diện, thẩm thấu và ino gây hại trao đổi chất. Về phương 

diện thẩm thấu, NaCl làm tang áp suất thẩm thấu ở môi trường ngoài, nên cản 

trở sử hút nước của cây; đồng thời làm mất nước của tế bào rẽ cây và tế bào 

khí khổng gây đóng khí khổng. Về mặt gây hại cho trao đổi chất, Na+ cạnh 

tranh K+ ở vị trí liên kết với các enzyme, trong khi K+ kính hoạt hơn 50 

enxyme trong tế bào, điều mà in on Na+ không có chức năng này. Bên cạnh 

đó, khi Na+ vào tế bào lại đòi hỏi tổng nhiều chất tan tương thích ở chất 

nguyên sinh tiêu tốn nhiều ATP và gây hại quá trình trao đổi chất. Sự cân 

bằng nội môi của các ion rất quan trọng bởi vì nồng độ ion rất cao hoặc rất 

thấp có thể ức chế hoạt động của enzyme trong tế bào. Hầu hết các enzyme có 

thể bị ức chế bởi nồng độ Na+ bắt đầu ở 100 mM. Các lá già đi cùng với sự 

giảm hàm lượng diệp lục và khả năng quang hợp [84]. Khi bị nhiễm mặn thực 

vật hạn chế khả năng thẩm thấu nước của màng tế bào [108]. Sự tích lũy và 

duy trì nồng độ cao các chất tan trong tế bào làm tang áp suất thẩm thấu 

chống lại hiện tượng hạn sinh lý [91]. 

Cây trồng có thể tránh được những tác động tiêu cực của điều kiện mặn 

là hạn chế sự xâm nhập của các ion. Ví dụ như cam quýt và nho có thể giữ 
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Na+ trong rễ và thân cây, không tích trữ ở chồi. Những nghiên cứu về tác 

động của NaCl lên sinh trưởng và phát triển của cây trồng như lúa mạch, 

dòng tế bào cam nuôi cấy in vitro, và trao đổi ion ở lúa… cho thấy thực vật có 

khả năng thích ứng trong một giới hạn nhất định với tác động của muối trong 

môi trường đất và nước. Tuy nhiên, mức độ chống chịu mặn còn phụ thuộc 

vào kiểu gen của thực vật (Hình 1.3). 

 

Hình 1.3. Sơ đồ con đường dẫn truyền tín hiệu trong tế bào khi bị stress mặn 

ở thực vật bậc cao. ABA: abscisic acid; bZIP: basic leucine-zipper; DRE và 

ABRE: yếu tố đáp ứng với hạn hán và yếu tố đáp ứng với ABA trong 

promoter rd29A; CIPK: protein kinases giống SOS2; GmAAPK, 

GmbZIP132, GmCaMs, GmNACs, GmSCA1, GmSTL, GmSTY1, GmTDF-
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5,: protein tham gia chịu mặn ở đậu tương; MYBRS: Vị trí nhận biết MYB 

trong promoter rd22; MYCRS: Vị trí nhận biết MYC trong promoter rd22; 

MYB, MYC, NAC, (NAM, ATAF1, ATAF2, CUC2): Các nhân tố phiên mã. 

Các thành phần trong ô đen đã được xác định trong đậu tương. Các đường 

chấm cho biết con đường phụ thuộc ABA. Các đường liền nét chỉ ra con 

đường không phụ thuộc ABA [102]. 

Các cơ chế sinh lý và sinh hóa khác nhau trong tế bào đã giúp thực vật 

tồn tại, sinh trưởng và phát triển trong môi trường có nồng độ muối cao. Các 

cơ chế bao gồm (1) cân bằng nội môi và ngăn ngừa ion, (2) vận chuyển và 

hấp thu ion (3) sinh tổng hợp các chất bảo vệ thẩm thấu và các chất hòa tan 

tương thích, (4) kích hoạt enzyme chống oxy hóa và tổng hợp các hợp chất 

chống oxy hóa, (5) tổng hợp polyamine, (6) tạo oxit nitric (NO), và (7) điều 

chế hormon [22].  

Protein vận chuyển clorua (Chloride channel-CLC) là chất vận chuyển 

anion quan trọng tồn tại ở vi khuẩn, nấm men, thực vật và động vật [127]. Các 

ion Cl- rất quan trọng đối với một số quá trình sinh học trong tế bào, như khử 

cực màng, điều chỉnh thể tích tế bào, khả năng chống lại stress mặn, khả năng 

chịu đựng với kim loại. Có thể suy đoán rằng protein CLC có thể tham gia 

vào quá trình sự di chuyển của Cl- qua các bào quan trong tế bào [148]. Sự 

biểu hiện của protein CLC đã làm tăng vận chuyển Cl- từ tế bào chất vào 

không bào và tạo khả năng chống chịu NaCl cho tế bào [71]. Ở lúa, xử lý 

bằng NaCl làm tăng quá trình phiên mã của gen CLC-1, điều này cho thấy gen 

CLC-1 đã tham gia vào quá trình vận chuyển Cl- [36], [86]. 

Thực vật sống trong điều kiện stress mặn biểu hiện các triệu chứng 

hoặc phản ứng sinh lý phổ biến do sự tích tụ mức độ độc hại của các ion (Na+, 

Cl− và SO2
−) trong tế bào của chúng, dẫn đến mất cân bằng dinh dưỡng và 
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thẩm thấu và mất nước [106], [122]. Hơn nữa, các loại phản ứng oxy hóa 

(ROS) đã tạo ra các gốc tự do, chẳng hạn như anion superoxide (O2-), gốc 

hydroxyl (OH-) và hydrogen peroxide (H2O2) tích tụ trong các cây bị stress do 

muối [18], [58]. Hiện tượng này có thể dẫn đến thành tế bào thực vật có thể bị 

phá vỡ, làm cho tế bào thực vật chết [106], [122]. Sự tích tụ các ion Na+ và Cl- 

trong dung dịch đất dẫn đến gây độc tế bào và tại đó các ion này gây trở ngại 

cho các nguyên tố thiết yếu khác, chẳng hạn như canxi và kali [54]. 

Ở các loài thực vật sống thường xuyên trên đất nhiễm mặn có khả năng 

thu nhận và tích tụ Na+ và Cl- cao hơn nhiều so với thực vật có khả năng chịu 

mặn kém [39]. Đây là cơ chế chính tạo nên tính chịu mặn của thực vật sống 

trên đất nhiễm [47]. Sự tích lũy betain và glycinebetain có tác dụng làm gia 

tăng tính chịu mặn [50]. Khi bị xử lý bằng muối hoặc KCl, tế bào thực vật đã 

xuất hiện các protein lạ và các protein nhóm này cũng đã được tìm thấy trong 

tế bào thuốc lá nuôi cấy in vitro, cà chua, đậu xanh và cây đinh lăng sau khi 

xử lý muối. Hoạt động của một số enzyme như polyphenol oxydase và 

catalase tăng lên ở hạt lúa nảy mầm trong điều kiện mặn. Mối liên quan giữa 

ABA, tính chịu muối và sự tổng hợp các protein đặc biệt là điểm mấu chốt 

khởi đầu cho những nghiên cứu sâu hơn về cơ chế chịu mặn của thực vật, bởi 

vì các loại protein này có mối liên hệ giữa stress của môi trường bên ngoài 

với những đặc điểm sinh lý và phân tử bên trong tế bào thực vật [125]. 

Claes và cs sử dụng phương pháp điện di hai chiều đã tìm thấy 8 protein 

mới ở rễ của giống lúa Tai chung native khi bị xử lý muối và xác định được 

một chuỗi protein có khối lượng phân tử là 15 kDa, điểm đẳng điện là 5,5 

[32]. Nhiều công trình đã nhận xét rằng hàm lượng proline đã tăng trong các 

dòng tế bào chịu NaCl [55]. Vai trò của proline đối với khả năng chịu mặn 

của thực vật được thể hiện ở hiện tượng tăng sự tích luỹ khi cây gặp mặn. 

Việc bổ sung proline ngoại sinh và glycine betain vào môi trường nuôi cấy 
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phôi cây Hordeum ougare đã làm tăng kích thước chồi khi xử lý bằng NaCl. 

Các đột biến làm tăng tổng hợp proline nhiều hơn bình thường thì thực vật có 

khả năng chịu mặn tốt hơn. Vấn đề hiện nay là nguyên nhân và hiệu quả của 

sự tổng hợp proline trong phản ứng đối với NaCl là vẫn chưa được biết cặn 

kẽ. Việc cây giữ lại NaCl trong không bào và proline trong tế bào chất có thể 

là để tăng khả năng chống chịu mặn [55]. Quá trình thẩm thấu chủ yếu được 

đáp ứng với sự tích tụ các chất hòa tan trong điều kiện hạn và mặn làm tăng 

khả năng giữ nước của tế bào [117]. Đường hòa tan, proline, glycine betaine, 

axit hữu cơ và đường trehalose là một số chất thẩm thấu chính. Báo cáo của 

Kaya và cs cho rằng sự tích lũy proline đã tăng lên ở cây ngô bị stress mặn 

[61]. Hơn nữa, các gen mã hóa các enzyme tổng hợp proline, arginine và một 

số gen khác có thể có vai trò quan trọng trong khả năng chịu mặn ở loài cà 

chua dại (Solanum chilense) [59]. 

Con đường sinh tổng hợp proline ở thực vật có sự tham gia của hai 

enzyme chính: ’-pyrroline-5-carboxylate reductase (P5CR) và ’-pyrroline-

5-carboxylate synthetase (P5CS). Sự biểu hiện quá mức của P5CS ở đậu 

tương làm tăng hàm lượng proline trong cây chuyển gen, dẫn đến một dòng 

chuyển gen có khả năng chịu mặn cao [55]. Sự tích tụ proline là một trong 

những nguyên nhân chính làm tăng áp suất thẩm thấu, do đó làm tăng khả 

năng giữ nước của cây [143]. Như vậy, P5CR và P5CS là hai enzyme xúc tác 

cho phản ứng cuối cùng để sản sinh ra proline. Tăng cường biểu hiện gen mã 

hóa hai loại enzyme P5CR và P5CS sẽ làm tăng hoạt tính enzyme và làm tăng 

khả năng chịu mặn của thực vật [145]. 

Các gen CLC thực vật đầu tiên được nhân bản trên cây thuốc lá [77], 

[50] và cho đến nay, hầu hết thông tin về gen CLC và protein của nó trong hệ 

thống thực vật đã được thông báo [148]. Ở đậu tương, Li và cs báo cáo rằng 

gen GmClC tương đồng 78% với AtClC-a ở cây Arabidopsis. Protein CLC 
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được phát hiện khi cây nhận được tín hiệu từ stress NaCl và stress hạn. Sự 

hiện diện của CLC làm tăng sự vận chuyển ion Cl- từ tế bào chất vào không 

bào và có khả năng chống lại NaCl cho tế bào BY-2 của thuốc lá [71]. 

Rễ cây đậu tương chịu mặn đóng một vai trò tích cực chính trong việc 

loại trừ ion và khả năng chịu hạn sinh lý. Nghiên cứu về đậu tương đã gợi ý 

một số gen mà sự biểu hiện của chúng được gây ra hoặc bị ức chế trong các 

dòng chịu mặn trong điều kiện mặn và do đó có thể tham gia vào phản ứng 

của cây và thích ứng với stress do muối như  GmNHX1, GmCLC1, GmCAX1, 

GmPAP3, CDPK,...[49], [102]. Việc xác nhận các nghiên cứu biểu hiện gen 

này là cần thiết cùng với mô tả đặc điểm vai trò của gen đối với stress muối 

thông qua các nghiên cứu biểu hiện quá mức và loại trực tiếp về các cây mẫu 

trước khi thông tin này có thể được sử dụng trong việc lai tạo các dòng đậu 

tương chịu mặn. 

1.2. NHÂN TỐ PHIÊN MÃ DREB Ở THỰC VẬT VÀ CÂY ĐẬU 

TƯƠNG 

1.2.1. Đặc điểm của phân họ DREB ở thực vật và cây đậu tương 

          Các nhân tố phiên mã (transcription factor-TF) có thể được phân chia 

thành nhiều loại khác nhau dựa trên cấu trúc vùng liên kết của chúng với sợi 

DNA. Các TF là nhân tố có tác động trans liên kết với trình tự cis đảm nhận 

vai trò trung tâm hoạt hóa promoter trong biểu hiện của các gen mục tiêu. Các 

công trình nghiên cứu về DREB đều khẳng định rằng, protein DREB là nhân 

tố phiên mã tham gia tích cực vào quá trình chống chịu với các điều kiện bất 

lợi của môi trường bằng cách kích hoạt hoạt động của các gen tham gia trực 

tiếp chống lại các điều kiện bất lợi như hạn, mặn và lạnh mà không cần thông 

qua sự tác động của ABA [8], [15], [9]. 
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Các protein DREB được tìm thấy trong tế bào thực vật, đặc biệt khi 

thực vật gặp các điều kiện ngoại cảnh bất lợi như hạn, mặn và lạnh. DREB 

thuộc họ AP2/ERF, đây là một nhóm lớn các nhân tố phiên mã ở thực vật, bao 

gồm bốn phân họ lớn: AP2 (APETALA 2), RAV (Relatedto ABI3/VP1), ERF 

(Ethylene-responsive element binding factor) và DREB [41]. Protein DREB 

chứa miền AP2 có trình tự bám đặc hiệu với yếu tố cis: DRE, A/GCCGAC. 

Miền AP2 có khoảng 59- 60 amino acid. Các amino acid của DNA bingding 

thuộc miền AP2 của DREB1 và DREB2 liên kết đặc hiệu với DRY, cho nên 

nhóm nhân tố DREB1 điều khiển tính chịu hạn, mặn và lạnh, trong khi nhóm 

DREB2 điều khiển tính chịu hạn, mặn [74]. Vì vậy, việc nghiên cứu về DREB 

đang được các nhà khoa học quan tâm bởi chúng không trực tiếp tham gia vào 

quá trình chống chịu hạn, mặn nhưng kích hoạt đồng thời sự biểu hiện của 

nhiều gen có chức năng chống chịu các stress phi sinh học. Nghiên cứu 

DREB sẽ giúp cải thiện khả năng chống chịu của thực vật đối với hạn và mặn 

thông qua chuyển gen. 

Protein thuộc họ AP2/ERF cũng được tìm thấy ở cả những thực vật bậc 

thấp như tảo xanh (Chlamydomonas reinhardtii) [45], tương đồng với các 

miền AP2/ERF ở vi khuẩn. Do đó, có giả thuyết cho rằng các miền AP2/ERF 

được chuyển từ một loài vi khuẩn Canobacterium cộng sinh hoặc từ một loại 

vi khuẩn hay virus bởi hiện tượng biến nạp gen. Ở đầu N và ở đầu C của vùng 

AP2/ERF có chứa một đoạn xoắn  có chức năng nhận biết điểm bám trên 

promoter [80]. 

Từ những năm 80 của thế kỷ XX, các nhà khoa học trên thế giới đã 

quan tâm nghiên cứu về DREB, giải trình tự nucleotide của gen DREB trên 

các loài họ cúc (Asteraceae), hướng dương (Helianthus annuus), lúa mì 

(Triticum aestivum L.)... và kết quả trình tự gen DREB giữa các loài cây trồng 

và hoang dại đã tìm thấy sự sai khác giữa chúng. Từ đó, phương án cải thiện 



22 

 

 

 

khả năng chống chịu  điều kiện môi trường sống bất lợi thông qua việc cải 

tiến ở mức phân tử đã được đề xuất, đó là chuyển gen mục tiêu từ loài chống 

chịu tốt vào loài chống chịu kém, hoặc biểu hiện quá mức gen mã hóa protein 

liên quan đến tính chống chịu của chính loài đó. Những gen này bao gồm cả 

các gen chức năng mã hóa các protein liên quan đến những chất chuyển hóa 

quan trọng đối với khả năng chịu hạn, chịu mặn hoặc mã hóa các nhân tố 

phiên mã. Đối với cây đậu tương, hướng nghiên cứu này bước đầu đã đạt 

được những thành công nhất định. 

Dubouzet và cs (2003) nghiên cứu chức năng gen DREB trên lúa cho 

rằng gen OsDREB1A, OsDREB1B, OsDREB1C, OsDREB1D, OsDREB2A 

được biểu hiện khi mất nước và nồng độ muối cao. Các OsDREB1A và 

OsDREB2A tạo protein liên quan đến yếu tố DRE và kích hoạt phiên mã của 

gen GUS tham gia vào quá trình chống chịu hạn [39]. Yang và cs (2007) đã 

phân lập được phân họ DREB trên đối tượng hoa cúc, theo đó phân họ gồm 

DmDREBa và DmDREBb, những gen này mã hoá cho hai protein có 191 

amino acid và 185 amino acid với dự đoán trọng lượng phân tử là 21,66 và 

20,99 kDa, các protein của 2 gen này được biểu hiện khi cây hoa cúc bị hạn, 

lạnh [140]. 

 Nhiều thành viên phân họ DREB phản ứng với điều kiện bất lợi đã 

được phân lập và mô tả. Những nghiên cứu đã khẳng định các gen trong phân 

họ DREB là những thành tố quan trọng, liên quan đến sự phản ứng với nhân 

tố bất lợi phi sinh học ở thực vật bằng cách điều khiển biểu hiện gen thông 

qua các trình tự DRE/CRT [146]. Cho đến nay, nhiều nhân tố phiên mã thuộc 

phân họ DREB từ các loài thực vật khác nhau đã được chứng minh có liên 

quan đến phản ứng của stress phi sinh học. Cụ thể, protein DREB1 và DREB2 

đóng vai trò quan trọng trong việc chống chịu stress bằng cách kích hoạt gen 

chức năng phiên mã thông qua liên kết với các trình tự DRE/CRT để hoạt hóa 

http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=vi&sl=en&u=http://www.omicsonline.com/ArchiveJCSB/Ft01/JCSB1.021.html&prev=/search%3Fq%3DDREB%2Banalysis%2Bby%2BRT-PCR%26start%3D10%26hl%3Dvi%26sa%3DN&rurl=translate.google.com.vn&usg=ALkJrhgpNiJjXInBD-h-G6r1hHv9vHbhOg#Yang
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promoter của chúng [79]. Đây chính là là cơ sở cho việc nghiên cứu tăng 

cường khả năng chịu hạn của cây đậu tương bằng kỹ thuật biểu hiện mạnh 

gen GmDREB. 

Một số thành viên của phân họ gen DREB được xác định có trong hệ 

gen của cây đậu tương. Mỗi gen trong họ DREB có trình tự, độ dài khác nhau 

nhưng đều được biểu hiện mạnh khi cây đậu tương gặp các stress phi sinh học 

[102]. Ở Việt Nam, vấn đề nghiên cứu về DREB ở cây trồng nói chung và cây 

đậu tương nói riêng vẫn còn rất mới mẻ, có một vài công trình công bố về gen 

DREB thuộc nhóm nghiên cứu của Chu Hoàng Mậu và cs từ năm 2010 đến 

nay. Đó là nghiên cứu đặc điểm cấu trúc gen DREB1 (2010), DREB5 (2011), 

DREB2 (2015), DREB6 (2019)... [10], [9], [55]. Chính vì vậy, việc nghiên 

cứu gen DREB sẽ tạo cơ sở cho các nghiên cứu ứng dụng và chuyển gen 

DREB ở cây đậu tương. 

 Trong số các gen GmDREB trong hệ gen của cây đậu tương, một số 

gen đã được làm rõ chức năng, như GmDREB1, GmDREB2, GmDREB3, 

GmDREB5. Trong đó, GmDREB1 có chức năng chịu nóng, hạn và lạnh [8]. 

GmDREB2 được xác nhận làm tăng khả năng chịu hạn, chịu mặn của cây 

chuyển gen [33], [130]. GmDREB3 làm tăng cường khả năng chịu lạnh, hạn 

và mặn ở cây Arabidopsis biến đổi gen [30]. GmDREB5 liên quan đến khả 

năng chịu mặn [105]. Tuy nhiên, ở phân họ gen này, thông tin về chức năng 

của một vài gen GmDREB còn chưa đầy đủ, ví dụ như gen GmDREB6, 

GmDREB7…; đồng thời, can thiệp tăng cường biểu hiện (overexpression) gen 

GmDREB để tăng sự kích hoạt phiên mã làm thay đổi mức độ biểu hiện của 

các gen chức năng, nhằm nâng cao khả năng chịu hạn của cây đậu tương là 

những vấn đề cần được giải quyết. 
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Phân họ DREB thuộc họ AP2/ ERF được phân loại thành 6 phân nhóm, 

A - 1 đến A - 6 [108]. DREB1A và DREB2A lần lượt là thành viên của phân 

nhóm A - 1 và A - 2. Hệ gen của Arabidopsis bao gồm sáu gen trong phân 

nhóm A ‐ 1: DREB1A/ CBF3, DREB1B/ CBF1, DREB1C/ CBF2, DREB1D/ 

CBF4, DREB1E/ DDF2, và DREB1F/ DDF1 [74], [78]. DREB1B, DREB1A 

và DREB1C được sắp xếp theo thứ tự đó trong vùng 8,7 kb của bộ gen 

Arabidopsis; sự biểu hiện của ba gen DREB1 này được gây ra bởi stress lạnh. 

Ba gen DREB1 này chủ yếu hoạt động trong biểu hiện gen cảm ứng với stress 

lạnh ở Arabidopsis [81]. Sự biểu hiện của DREB1D là do mất nước [48], 

trong khi DREB1F được gây ra bởi độ mặn cao [103]. Các gen chính thống 

của DREB1 đã được báo cáo ở nhiều loài thực vật một lá mầm, chẳng hạn như 

cây cải dầu (Brassica napus), bạch đàn (Eucalyptus), cà chua, lúa mạch, ngô, 

lúa, lúa mì và rừng ngập mặn [89], [100].  

Nhóm nhân tố phiên mã DREB2 ở cây Arabidopsis gồm có 8 thành viên 

[108] và ở cây lúa có 5 thành viên [80]. Phân tích sự phát sinh chủng loại các 

protein DREB2 từ cây Arabidopsis và cây lúa, cũng như các protein liên quan 

cho thấy, phân nhóm DREB2 liên quan chặt chẽ với phân nhóm A-3 và phân 

nhóm DREB2 trong cây Arabidopsis và lúa có thể đều được chia thành ba 

phân nhóm phụ [80]. Phân nhóm DREB2 cũng đã được phân tích ở một số 

loài thực vật hạt kín khác như hướng dương [35], lúa [39], lúa mì [40], lúa 

mạch (Hordeum vuigare) [137], ngô (Zea mays L) [100]. Hầu hết các gen 

DREB2 đã được công bố đều cảm ứng với sự mất nước hoặc nhiệt độ cao, 

nhưng các gen DREB2 từ thực vật thân cỏ còn cảm ứng với lạnh [35], [80]. 

Điều đáng chú ý là tất cả các DREB2 được phân lập có cảm ứng stress thuộc 

phân nhóm phụ 1, trong đó bao gồm DREB2A, DREB2B, DREB2C, DREB2E 

và DREB2H của cây Arabidopsis, cũng như OsDREB2A và OsDREB2B của 

cây lúa. Phân nhóm phụ 2 bao gồm DREB2D, DREB2G ở cây Arabidopsis và 
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OsDREB2C ở cây lúa, trong khi phân nhóm phụ 3 gồm DREB2F ở cây 

Arabidopsis và OsDREB2E ở cây lúa. Các gen DREB2 ở hai phân nhóm phụ 

này không có hoặc cảm ứng không đáng kể trước các stress và cũng chưa 

được phân lập từ các thực vật khác, mặc dù tất cả các loài thực vật hạt kín đều 

có các gen thuộc 2 phân nhóm phụ này, song vai trò của chúng còn ít được 

biết đến [80], [108]. Ở cây đậu tương, gen GmDREB1 được xác định gồm 

nhiều bản copy. Kidokoro và cs (2015) đã xác định được 14 yếu tố phiên mã 

kiểu DREB1 (GmDREB1) từ cơ sở dữ liệu bộ gen đậu tương. Sự biểu hiện 

của hầu hết các gen GmDREB1 trong đậu tương được gây ra bởi nhiều loại 

stress phi sinh học, chẳng hạn như lạnh, khô hạn, muối cao và nóng. Các 

protein GmDREB1 đã kích hoạt quá trình phiên mã thông qua DRE (yếu tố 

đáp ứng mất nước) ở cây Arabidopsis và đậu tương [63]. Sự biểu hiện của 

nhiều gen chức năng phản ứng với các stress phi sinh học cũng tăng lên khi 

biểu hiện quá mức GmDREB1B ở đậu tương. Gen GmDREB1 có mã số 

FJ965342 và ID 547622 trên GenBank, nằm trên nhiễm sắc thể số 9 có kích 

thước 705 bp, mã hóa 234 amino acid (Hình 1.4A), còn gen GmDREB1 (ID 

547642) có kích thước 525 bp, mã hóa 174 amino acid (Hình 1.4B). 

Chen và cs (2007) đã phân lập gen GmDREB2 từ đậu tương và dựa trên 

sự giống nhau về miền AP2/ERF, gen GmDREB2 được xếp vào phân nhóm 

A-5 trong phân họ DREB. Gen GmDREB2 được biểu hiện mạnh trong môi 

trường stress hạn, mặn, nhiệt độ thấp và có ABA [29]. Trong cây thuốc lá 

chuyển gen GmDREB2, sự biểu hiện của gen này đã làm tăng sự tích lũy hàm 

lượng proline [33]. Trong Ngân hàng gen, trình tự gen GmDREB2 phân lập từ 

DNA của cây đậu tương đã được công bố lần đầu tiên bởi Wang và cs (2006) 

có kích thước 480 bp, mã hóa 159 amino acid, miền AP2/ERF có 59 amino 

acid (từ vị trí amino acid 34 đến 92) [132]. 
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Hình 1.4. Vị trí của gen GmDREB1 có ID là 547622 trên NST số 9 (A) và 

GmDREB1 có ID là 547642 trên NST số 14 (B) của cây đậu tương [152] 

 

Gen GmDREB2 ở cây đậu tương có chức năng kích hoạt sự phiên mã 

của nhóm gen chịu hạn. Sản phẩm biểu hiện của gen GmDREB2 được tìm 

thấy khi cây đậu tương gặp hạn, lạnh và mặn. Như vậy, gen GmDREB2 đã 

được chứng minh là tích cực tham gia vào việc chống chịu với stress hạn ở 

cây đậu tương [29], [64]. 

 

 

 

Hình 1.5. Vị trí của gen GmDREB2 trên NST số 6 của cây đậu tương [153] 

 Gen GmDREB6 ở cây đậu tương thuộc nhiễm sắc thể số 15 (Hình 

1.5). Một số báo cáo bước đầu về cấu trúc gen GmDREB6 đã được công bố. 
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Nghiên cứu của Lò Thị Mai Thu và cs (2018) cho thấy, gen GmDREB6 

(cDNA) đã được khuếch đại và tách dòng từ mRNA của giống đậu tương 

DT2008 với kích thước là 693 bp, mã hóa 230 amino acid. Trình tự 

nucleotide của gen GmDREB6 có sự sai khác ở 16 vị trí nucleotide và 8 vị trí 

amino acid suy diễn so với trình tự gen GmDREB6 mang mã số EF551166, 

NM_001248412 trên GenBank [13]. Miền AP2 có 59 amino acid và có 11 

amino acid liên kết với sợi DNA (ở vị trí 60, 61, 63, 65, 67, 69, 73, 75, 82, 84, 

87). Gen GmDREB6 trong hệ gen của cây đậu tương được xác định có chức 

năng chống chịu hạn và mặn [55]. 

 

 

 

Hình 1.6. Vị trí của gen GmDREB6 trên NST số 5 của cây đậu tương [152] 

 

1.2.2. Vai trò của DREB trong việc điều chỉnh phản ứng với stress phi 

sinh học ở thực vật 

Phân nhóm DREB1 ở cây Arabidopsis bao gồm sáu gen [109]. 

DREB1A/ CBF3, DREB1B/ CBF1 và DREB1C/ CBF2 có khả năng cảm ứng 

và biểu hiện mạnh bởi nhiệt độ thấp [43]. Điều thú vị là sự hoạt hóa của các 

gen CBF1- CBF3 để đáp ứng với nhiệt độ thấp cho thấy sự điều hòa của 

chúng có những điểm chung với sự điều hòa của các gen liên kết a/b (CAB) 

của diệp lục ở cây Arabidopsis [42]. Một số gen như OsDREB1A, 
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OsDREB1B, OsDREB1C, OsDREB1D phân lập từ cây lúa [57], DREB1/ 

CBF, ZmDREB1A từ cây ngô [100] đã được công bố. 

Các thử nghiệm liên kết với DNA của promoter cho thấy TF 

AtDREB1A có thể liên kết với cả ACCGAC và GCCGAC, nhưng 

OsDREB1A lại có sự liên kết ưu tiên với GCCGAC so với ACCGAC [39], 

[108]. TF DREB1 có thể liên kết hiệu quả với yếu tố cis và có thể hoạt động 

cảm ứng các stress lạnh trong một con đường dẫn truyền tín hiệu mới [134]; 

một kết quả tương tự cũng được quan sát thấy đối với TF OsDREBL ở lúa 

[26]. 

            Tuy nhiên, các nghiên cứu biểu hiện gen bằng phương pháp phân tích 

Real time qRT-PCR  của gen DREB/ CBF trong các loại cây trồng khác nhau 

đã cho thấy chúng được gây ra bởi các stress phi sinh học, đặc biệt là nhiệt độ 

thấp, tại các khoảng thời gian khác nhau. Ví dụ, gen AtDREB1 biểu hiện trong 

vòng 10 phút ở 4oC [81]. Các bản sao mRNA của gen CBF có thể được phát 

hiện sau 30 phút tiếp xúc với 4oC với biểu hiện tối đa trong thời gian 1 giờ. 

Các gen CBF1/ DREB1B và CBF3/ DREB1A đã biểu hiện sau 15 phút xử lý 

lạnh, trong khi đó CBF2/ DREB1C có tốc độ biểu hiện chậm hơn và biểu hiện 

ở mức tối đa sau 2,5 giờ tiếp xúc với lạnh và sau đó giảm dần [94]. TF CBF4 

ở cây Arabidopsis nhanh chóng được tổng hợp khi có tín hiệu hạn, nhưng 

không có phản ứng với stress lạnh [48]. OsDREB1A và OsDREB1B được tạo 

ra ngay sau khi tiếp xúc với lạnh (trong vòng 40 phút) nhưng không đáp ứng 

với ABA. OsDREB1A được tạo ra trong vòng 5 giờ khi bị stress mặn. Biểu 

hiện OsDREB1D không được phát hiện khi cây lúa sống trong điều kiện stress 

[39], [17]. OsDREBL cũng tích lũy nhanh chóng trong vòng 30 phút khi phản 

ứng với nhiệt độ thấp, nhưng không đáp ứng với ABA, NaCl và mất nước 

[26]. Sự biểu hiện của gen WCBF2 từ lúa mì được hoạt hóa nhanh chóng ở 

nhiệt độ thấp và khô hạn nhưng không phải bởi ABA [66]. Ở cây lạc (Arachis 
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hypogaea), PNDREB1 được điều hòa mạnh mẽ bằng cách xử lý ở nhiệt độ 

thấp, và cũng phản ứng với tình trạng mất nước [82]. Tuy nhiên, 

CaDREBLP1 từ cây ớt cay có hiện tượng biểu hiện nhanh chóng do mất nước 

và độ mặn cao, nhưng hoàn toàn không bị ảnh hưởng bởi stress lạnh [51]. Sự 

biểu hiện của PpDRF1 cũng được gây ra khi xử lý NaCl, lạnh và ABA trong 

cây Physcomitrella patens [73]. 

Cảm ứng của các gen DREB/ CBF là đặc trưng ở các cơ quan và tỷ lệ 

thuận với thời gian xử lý stress. AhDREB1 được biểu hiện nhiều ở rễ nhưng 

biểu hiện ít hơn ở thân và lá trong phản ứng với mặn [120]. OsDREB1F được 

biểu hiện trong hầu hết các mô và cơ quan, bao gồm lá non, rễ non, lá trưởng 

thành, rễ trưởng thành và mô sẹo, trong đó biểu hiện ở hoa và mô sẹo cao hơn 

ở các mô khác [133]. Sự biểu hiện của gen HvDREB1 trong lá lúa mạch chủ 

yếu được gây ra bởi muối, hạn hán và nhiệt độ thấp [137]. GmDREBa và 

GmDREBb cũng được gây ra bởi lạnh, khô hạn và muối trong lá của cây đậu 

tương, trong khi sự biểu hiện của GmDREBc ở rễ cao sau khi xử lý khô hạn, 

muối và ABA [70]. 

Trong số các protein liên kết DRE, phân họ DREB2 được gây ra bởi 

stress do hạn và độ mặn cao đã cho thấy vai trò quan trọng của chúng trong 

việc biểu hiện gen phản ứng với stress. DREB2A và DREB2B lần đầu tiên 

được phân lập dưới dạng cDNA mã hóa protein liên kết DRE/ CRT từ cây 

Arabidopsis. Tuy nhiên, trong số 8 protein loại DREB2, DREB2A và 

DREB2B được cho là những yếu tố phiên mã chính hoạt động dưới áp lực 

thẩm thấu [109]. Các gen DREB2 đã được phân lập từ các cây ngũ cốc quan 

trọng về kinh tế như lúa [39], lúa mì, lúa mạch [40], ngô [103], kê ngọc trai 

và kê đuôi chồn [16], [68]. Các bản sao DREB2 đã phân lập được điều chỉnh 

bằng cách ghép nối thay thế ở lúa mạch, lúa mì, ngô và gạo, hầu hết chúng có 

khả năng chuyển hóa trong tế bào nấm men hoặc thực vật [16], [40], [103]. 
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PgDREB2 từ cây kê ngọc trai được phosphoryl hóa bởi toàn bộ dịch chiết tế 

bào và không thể liên kết với trình tự DRE/ CRT [16].  

           Sự biểu hiện của Arabidopsis DREB2A và DREB2B được gây ra bởi sự 

mất nước và stress mặn cao, nhưng không phải do stress lạnh và ABA ngoại 

sinh [88]. Khi xử lý ABA, mannitol và lạnh ít có ảnh hưởng đến sự biểu hiện 

DREB2C nhưng mức độ tăng cao của mRNA DREB2C được phát hiện sau 

khi xử lý muối 250 mM [69]. Bản sao OsDREB2A được tạo ra trong vòng 24 

giờ sau khi mất nước và stress muối 250 mM nhưng phản ứng yếu với ABA 

và stress lạnh [39]. Một phân tích toàn diện về tất cả OsDREB2s từ lúa cho 

thấy, OsDREB2A biểu hiện tăng lên khi xử lý nhiệt độ cao, hạn hán và độ 

mặn cao, nhưng không phải do nhiệt độ thấp [80]. Mức độ phiên mã của gen 

OsDREB2B đã tăng lên rõ rệt, đặc biệt là sau 20 phút ở nhiệt độ cao và 24 giờ 

ở nhiệt độ thấp. Mức độ phiên mã của OsDREB2C và OsDREB2E thấp ở đối 

chứng và không biểu hiện ở điều kiện stress phi sinh học [80]. Các gen 

TaDREB1 và WDREB2 (ở lúa mì) [40], ZmDREB2A (ở ngô) [103] và 

PgDREB2 (ở kê ngọc trai) cũng đáp ứng với stress lạnh, trong khi SiDREB2 

(ở kê đuôi chồn) thì không [16], [68], [80]. ZmDREB2A cũng phản ứng với 

nhiệt độ cao [103]. Gen SbDREB2 (Cây Sorghum) được cảm ứng khi tiếp xúc 

với khô hạn sau 1 giờ, sau đó biểu hiện giảm dần xuống mức cơ bản sau 24 

giờ ở cây lúa chuyển gen [24]. Mức độ phiên mã của gen CAP2 ở đậu xanh 

tăng lên trong điều kiện hạn, NaCl, ABA, và bổ sung auxin [123]. 

DvDREB2A (Hoa cúc) hầu như không bị ảnh hưởng bởi nhiệt độ cao, lạnh, 

hạn hán, ABA và các phương pháp xử lý muối cao [72]. Sự biểu hiện của 

PeDREB2 (Populus euphratica) được gây ra bởi lạnh, hạn và độ mặn cao, 

nhưng không phải bởi ABA [27]. Sự tăng biểu hiện phiên mã của gen 

SbDREB2A từ loài cây chịu mặn Salicornia Brachiata trên cây Arabidopsis 

được gây ra bởi NaCl, hạn hán và stress nhiệt cũng được chứng minh [45]. 
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AtDREB2A tích lũy trong rễ, thân và lá trong điều kiện sinh trưởng 

bình thường [74]. Sự biểu hiện DREB2C được quan sát thấy trong phôi 

trưởng thành và các lá mầm của cây con đang nảy mầm [69]. Almoguera và 

cs (2009) báo cáo rằng HaDREB2 biểu hiện trong tất cả các mô sinh dưỡng. 

DvDREB2A của hoa cúc được biểu hiện ở tất cả các cơ quan trong điều kiện 

tự nhiên với sự tích lũy bản mã sao cao nhất trong khi sự tích lũy ít hơn được 

phát hiện ở rễ, thân và lá non [72]. Gen SiDREB2 thuộc họ DREB loại A-2 

biểu hiện mạnh trong lá, rễ và các cành non và trưởng thành của cây Kê đuôi 

chồn đã cho thấy vai trò của nó trong quá trình phát triển cũng như khả năng 

chống chịu với các stress phi sinh học [67]. 

1.2.3. Khả năng chống chịu stress thông qua việc biểu hiệu mạnh nhân tố 

phiên mã DREB 

            Phân tích chức năng in vivo rất quan trọng để hiểu cơ chế phân tử của 

khả năng chống chịu các stress ở thực vật và cũng để cung cấp các công cụ có 

thể cải thiện năng suất cây trồng. Một cách quan trọng để đạt được khả năng 

chống chịu với nhiều điều kiện stress là biểu hiện quá mức các nhân tố phiên 

mã kiểm soát nhiều gen từ các con đường khác nhau. Trên thực tế, sự biểu 

hiện quá mức của một số nhân tố phiên mã DREB ở cây trồng chuyển gen đã 

làm tăng khả năng chịu hạn, mặn, nóng và chịu lạnh (Bảng 1.1). 

Các cây Arabidopsis chuyển gen biểu hiện DREB1B/CBF1 hoặc 

DREB1A/CBF3 dưới sự kiểm soát của promoter CaMV35S cho thấy khả năng 

chống chịu mạnh với áp lực lạnh, hạn hán, độ mặn cao [58], [73]. Các con 

đường biểu hiện quá mức DREB1A/CBF3 đã tăng tích lũy các chất bảo vệ 

thẩm thấu, chẳng hạn như proline và các loại đường khác nhau trong điều 

kiện không có stress [42].  
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Bảng 1.1. Sự biểu hiện quá mức của gen DREB phản ứng với các stress phi 

sinh học ở các cây chuyển gen 

Gen DREB 
Cây chuyển 

gen 
Phản ứng với/chịu stress  

Tài liệu tham 

khảo 

AtDREB1A Arabidopsis Hạn hán [74] 

AtDREB1A Thuốc lá Lạnh và hạn hán [60] 

AtDREB1A Lúa mì Hạn hán [99] 

AtDREB1A Lúa (Rice) Hạn hán và mặn [95] 

AtDREB2A Arabidopsis Chưa xác định [74] 

AtDREB1A Khoai tây Mặn [21] 

AtDREB1A Đậu phộng Hạn hán [23] 

AtDREB2A-

CA 

Arabidopsis Hạn hán [109] 

AtCBF1 Arabidopsis Mặn [57] 

AtCBF1 Cà chua Khô hạn và lạnh [52] 

AtCBF1 Brassica 

napus 

Lạnh [57] 

AtCBF1 Cải dầu Lạnh [100] 

AtCBF3 Arabidopsis Lạnh [44] 

AtCBF4 Arabidopsis Lạnh [48] 

AtDREB2C Arabidopsis Nhiệt độ cao [70] 

OsDREB1A Arabidopsis Hạn hán, mặn và lạnh [39] 

OsDREB2A Arabidopsis Chưa xác định [39] 

OsDREB2B Arabidopsis Khô hạn và khả năng chịu 

nhiệt 

[80] 

OsDREB1F Lúa, Hạn hán, mặn và lạnh [129] 
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Arabidopsis 

OsDREB1G Lúa (Rice) Hạn hán [28] 

ZmDREB2A Arabidopsis Khô hạn và khả năng chịu 

nhiệt 

[104] 

PgDREB2A Thuốc lá Hyperionic and 

hyperosmotic stresses 

[15] 

BNCBF5 Brassica 

napus 

Lạnh [114] 

BNCBF17 Brassica 

napus 

Lạnh [115] 

AhDREB1 Lúa mì Hạn hán và mặn [120] 

GmDREB Arabidopsis Lạnh [121] 

LeCBF1-3 Arabidopsis Lạnh [144] 

LeCBF1 Thuốc lá Lạnh [144] 

GhDREB1 Thuốc lá Hạn hán, mặn và lạnh [118] 

PpDBF1 Thuốc lá Hạn hán và mặn [73] 

CAP2 Thuốc lá Mặn [123] 

PeDREB2 Arabidopsis Mặn [27] 

HvDREB1 Arabidopsis Hạn hán [137] 

Cây Arabidopsis chuyển gen và cây lúa biểu hiện quá mức gen 

OsDREB1A đã tăng cường khả năng chịu được nhiệt độ thấp, độ mặn cao và 

hạn hán [39], [100]. Tuy nhiên, sự biểu hiện quá mức của cả AtDREB1A và 

OsDREB1A ở cây Arabidopsis gây ra sự chậm phát triển nghiêm trọng trong 

điều kiện tăng trưởng tối ưu. Mức độ chống chịu stress và chậm phát triển ở 

cây Arabidopsis chuyển gen biểu hiện quá mức gen OsDREB1A thấp hơn so 
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với gen AtDREB1A, đây có thể do sự khác biệt về số lượng gen đích phản ứng 

với các stress gây ra [17]. 

Sự biểu hiện quá mức của các gen DREB1/CBF từ cây Arabidopsis ở 

cây Brassica napus chuyển gen hoặc cây thuốc lá đã gây ra sự biểu hiện của 

các gen mục tiêu và làm tăng khả năng chịu lạnh của cây chuyển gen [60], 

[100]. Gen LeCBF1-3 (tương đồng DREB1/CBF) đã được báo cáo là có trong 

hệ gen cà chua (Lycopersicon esculentum) và có khả năng cảm ứng với điều 

kiện lạnh và sự biểu hiện quá mức ở cây Arabidopsis chuyển gen gây ra sự 

biểu hiện của các gen mục tiêu và tăng khả năng chịu lạnh [144]. Mặt khác, 

sự tăng cường biểu hiện của CBF1/DREB1B trong cà chua đã được chứng 

minh là làm tăng khả năng chịu lạnh và chịu hạn của cây cà chua chuyển gen 

[52], [53]. Tuy nhiên, sự tăng cường biểu hiện của LeCBF1 hoặc DREB1A ở 

cây cà chua chuyển gen lại không làm tăng khả năng chịu lạnh [144]. 

Sự biểu hiện quá mức của DREB1A/CBF3 được kích hoạt bởi promoter 

rd29A trong cây lúa mì chuyển gen đã cải thiện khả năng chống chịu với hạn 

[99]. Tương tự, sự biểu hiện quá mức CBF3/DREB1A bằng cách sử dụng 

promoter 35S trong cây lúa chuyển gen đã dẫn đến tăng khả năng chống chịu 

hạn và độ mặn cao mà không có bất kỳ sự ức chế sinh trưởng hoặc sai lệch về 

kiểu hình [95]. Sự biểu hiện quá mức của BF4 dẫn đến cảm ứng gen có ở cây 

Arabidopsis cho thấy khả năng chống chịu băng giá và hạn cao hơn [48]. Cây 

chuyển gen 35S-TaDREB1 cho kiểu hình lùn, mặc dù điều này không được 

quan sát thấy ở các cây Arabidopsis chuyển gen tương ứng. Do đó, có thể một 

gen ở cây một lá mầm được chuyển sang các cây hai lá mầm có thể không 

hoạt động hiệu quả như ở cây một lá mầm [111]. 

Sự biểu hiện quá mức gen PpDBF1 ở cây thuốc lá chuyển gen cho thấy 

khả năng chống chịu mặn, hạn và lạnh cao hơn cây không chuyển gen [73]. 
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Sự biểu hiện quá mức của gen AhDREB1 dẫn đến sự tích lũy các sản phẩm 

của gen mục tiêu và cho tỷ lệ sống sót tốt hơn cho cây thuốc lá chuyển gen 

trong điều kiện stress mặn so với cây wild-type (WT) [120]. Các kết quả này 

cũng nhất quán với sự biểu hiện quá mức  của OsDREB1F trong việc nâng 

cao khả năng chống chịu với độ mặn cao, hạn hán và nhiệt độ thấp ở cả cây 

lúa và cây chuyển gen Arabidopsis [133].  

         Sự biểu hiện quá mức của DREB2A không dẫn đến bất kỳ thay đổi kiểu 

hình nào ở cây Arabidopsis chuyển gen cũng như không cải thiện khả năng 

chống chịu [74]. Busk và Page cũng báo cáo rằng quá trình phosphoryl hóa có 

thể cần thiết cho sự hoạt hóa của các protein trong điều kiện khô hạn, do đó 

tăng cường hoạt động liên kết với DNA của một số protein điều hòa phiên 

mã. Vùng trung tâm của nhan tố phiên mã DREB2A chứa miền điều hòa âm 

được biết đến thông qua phân tích bằng cách sử dụng nguyên bào Arabidopsis 

và sự loại bỏ các amnio acid 136 đến 165 làm cho DREB2A hoạt động mạnh 

mẽ. Sự biểu hiện quá mức của gen DREB2A-CA dẫn đến sự chậm phát triển ở 

cây Arabidopsis chuyển gen, không có khả năng chống chịu hạn, nhưng chịu 

được điều kiện lạnh ở mức thấp [109]. Protein tái tổ hợp DREB2A-CA-GFP 

chứng minh sự biểu hiện gen ổn định trong nhân, tuy nhiên, điều tương tự 

không xảy ra với protein tái tổ hợp DREB2A-FL-GFP, điều này cho thấy rằng 

vùng trung tâm của DREB2A là cần thiết để điều chỉnh sự ổn định của gen 

[87].  

Mặc dù DREB2A và DREB1A được phân lập cùng nhau [74], người ta 

thấy rằng một số gen mục tiêu của DREB2A khác với gen của DREB1A [87]. 

Lý do cho điều này có thể là do cả DREB2A và DREB1A hơi khác nhau về vị 

trí đặc trưng liên kết với DNA. Trong khi DREB2A ưu tiên liên kết với các 

motif ACCGAC, DREB1A lại liên kết với các motif có trình tự 

A/GCCGACNT [109]. Kết quả phân tích microarray ở cây Arabidopsis 



36 

 

 

 

chuyển gen cho thấy sự biểu hiện quá mức DREB2A-CA kích hoạt sự biểu 

hiện của các gen chịu hạn và gen liên quan đến sốc nhiệt (Heat shock- HS) và 

những cây chuyển gen được cải thiện khả năng chịu nhiệt [110]. Người ta 

cũng quan sát thấy rằng các gen quy định DREB2A được điều chỉnh giảm ở 

các đột biến loại trực tiếp DREB2A trong điều kiện stress [139]. Sự biểu hiện 

quá mức của DREB2C cũng được phát hiện là gây ra sự biểu hiện của nhiều 

gen sốc nhiệt, đảm bảo khả năng chịu nhiệt của cây Arabidopsis chuyển gen 

[70]. Gần đây, người ta đã chỉ ra rằng HsfA3 điều hòa sự biểu hiện của nhiều 

gen cảm ứng nhiệt của DREB2A và có chức năng tăng khả năng chịu nhiệt 

dưới sự kiểm soát của nhân tố phiên mã DREB2A [115], [141]. Các phân tích 

gần đây về các phản ứng di truyền liên quan đến sự thích nghi của thực vật 

với nhiệt độ cao cũng chỉ ra rằng AtDREB2B và AtHSFA3 là hai TF duy nhất 

được tạo ra đặc biệt trong các dòng cây Arabidopsis chịu nhiệt [115], tuy 

nhiên, cây đột biến DREB2A-1 cho thấy khả năng chịu nhiệt cơ bản giảm khi 

được xử lý trực tiếp ở 46oC trong 45 phút [67]. Tổng hợp lại, có thể nhận xét 

rằng nhân tố phiên mã DREB2 hoạt động trong điều kiện mất cân bằng thẩm 

thấu và phản ứng với nhiệt độ môi trường. 

Về sự ảnh hưởng đến kiểu hình, các nghiên cứu cho rằng tùy thuộc vào 

gen DREB2 và từng loài mà có thể làm thay đổi hay không thay đổi về kiểu 

hình. Sự biểu hiện quá mức của OsDREB2A ở lúa không dẫn đến bất kỳ thay 

đổi kiểu hình nào ở cây Arabidopsis chuyển gen, nhưng sự biểu hiện quá mức 

của WDREB2 (lúa mì) và ZmDREB2A (ngô) đã gây ra những thay đổi ở cây 

Arabidopsis chuyển gen và thuốc lá [39], [64], [103]. Gần đây, Bihani và cs 

(2011) báo cáo rằng sự biểu hiện SbDREB2 được kích hoạt bởi promoter 

CaMV35S đã dẫn đến các hiệu ứng toàn thân ở cây lúa và những cây chuyển 

gen này không tạo ra hạt. Tuy nhiên, cây lúa mang cấu trúc rd29A:SbDREB2 

lại làm đòng và có số bông lúa cao hơn đáng kể so với cây lúa wild-type. Các 
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đặc điểm hình thái học và nông học cũng không bị ảnh hưởng ở lúa chuyển 

gen rd29A:SbDREB2 [24]. Sự biểu hiện quá mức của HaDREB2 trong hạt 

không kéo dài thời gian sinh trưởng ở thuốc lá chuyển gen. HaDREB2 thể 

hiện quá mức không làm tăng khả năng chịu nhiệt ở cây con hoặc dẫn đến sự 

tích tụ các protein HSP ở nhiệt độ bình thường [20].  

         Từ các nghiên cứu trên cho thấy rằng các protein DREB là nhân tố 

phiên mã quan trọng trong việc điều hòa các gen liên quan đến các stress phi 

sinh học. Do đó, các gen DREB có thể được sử dụng để cải thiện khả năng 

chống chịu của các loại cây trồng quan trọng trong nông nghiệp đối với các 

điều kiện bất lợi như hạn hán, độ mặn cao bằng kỹ thuật chuyển gen. 

1.3. KỸ THUẬT CHUYỂN GEN TRONG NGHIÊN CỨU CẢI THIỆN 

ĐẶC TÍNH CHỐNG CHỊU CỦA CÂY ĐẬU TƯƠNG 

1.3.1. Ứng dụng kỹ thuật chuyển gen thông qua A. tumefaciens 

Ngày nay, các nhà khoa học đã và đang sử dụng nhiều hệ thống biểu 

hiện sinh học bao gồm vi khuẩn, nấm, các dòng tế bào côn trùng, thực vật, 

động vật có vú, virus để tạo protein tái tổ hợp. So với các hệ thống truyền 

thống, thực vật có nhiều lợi thế trong việc sản xuất protein tái tổ hợp, bởi vì: 

(1) Khả năng glycosid hoá các protein, bởi các glycoprotein là nhóm protein 

có vai trò quan trọng trong các phản ứng miễn dịch; (2) Protein từ thực vật 

tương đối an toàn so với protein có nguồn gốc động vật bậc cao; (3) Thực vật 

có thể trồng trên diện tích lớn với chi phí thấp về phân bón, công chăm sóc và 

nguyên liệu đầu vào, nên giá thành thấp. 

Gần đây dữ liệu hệ gen học được phát triển dựa trên những thông tin về 

trình tự các gen trong hệ gen của cây đậu tương và một khối lượng lớn thông tin 

về giải mã hệ gen cây đậu tương có thể tìm thấy ở Ngân hàng gen quốc tế. Ngoài 

ra, nguồn thông tin khác cũng được phát triển, như dữ liệu EST (expressed 
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sequence tag), thư viện cDNA, microarray. Đây là cơ sở dữ liệu của việc ứng 

dụng các tiến bộ chọn giống đậu tương bằng chỉ thị phân tử và kỹ thuật chuyển 

gen, là cơ sở của những hiểu biết về chức năng gen thông qua tách dòng gen và 

phương pháp di truyền ngược. Trên cơ sở đó, nghiên cứu xây dựng một hệ thống 

chuyển gen ổn định và có hiệu quả ở cây đậu tương là điều cần thiết đi tới thành 

công trong chiến lược chọn giống đậu tương bằng kỹ thuật chuyển gen.  

Hai nhóm phương pháp được ứng dụng trong nghiên cứu chuyển gen ở 

thực vật là chuyển gen trực tiếp và chuyển gen gián tiếp. Trong đó, phương 

pháp gián tiếp thông qua A. tumefaciens được sử dụng rộng rãi trong nghiên 

cứu chuyển gen ở cây đậu tương. Khác với các phương pháp chuyển gen trực 

tiếp ở thực vật, phương pháp chuyển gen gián tiếp được thực hiện thông qua 

vi khuẩn đất A. tumefaciens. Đối với cây đậu tương, phương pháp chuyển gen 

nhờ A. tumefaciens được ứng dụng từ năm 1993 và hiện nay đã đạt được 

những thành tựu rất đáng khích lệ [25]. 

Chuyển gen gián tiếp ở đậu tương thông qua vi khuẩn Agrobacterium là 

kỹ thuật bao gồm các bước: (i) Nghiên cứu thu thập thông tin về gen liên 

quan đến đặc tính, tính trạng quan tâm và phân lập gen; (ii) Thiết kế vector 

chuyển gen; (iii) Tạo vi khuẩn mang cấu trúc gen chuyển; (iv) Lây nhiễm vào 

mô tế bào thực vật; (v) Chọn lọc các thể biến nạp và tái sinh cây biến nạp; (vi) 

Phân tích cây chuyển gen. 

Agrobacterium là loài vi khuẩn đất Gram âm gây bệnh khối u ở thực vật 

và có khả năng lây nhiễm một cách tự nhiên giữa các loài thực vật khác nhau. 

Agrobacterium có thể gây ra bệnh khối u (A. tumefaciens) và gây bệnh rễ tơ 

(A. rhizogenes) phổ biến trên nhiều loài thực vật. A. tumefaciens chủ yếu lây 

nhiễm vào thực vật qua các vết thương và do vậy có thể coi A. tumefaciens là 

một công cụ sử dụng để chuyển các gen mong muốn vào cây đậu tương [48]. 
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Ưu điểm của phương pháp chuyển gen thông qua A. tumefaciens là đơn giản, 

quen thuộc và yêu cầu tối thiểu về dụng cụ, dễ dàng chuyển một gen đơn lẻ 

vào cây chủ hoặc chỉ cần số bản copy thấp. Chuyển gen thông qua A. 

tumefaciens ở đậu tương trong môi trường đồng nuôi cấy được tiến hành trên 

nách lá mầm [96] mà khởi nguồn phương pháp này dựa vào kiểu gen đậu 

tương mẫm cảm với A. tumefaciens và khả năng tái sinh cây từ nách lá mầm. 

Nách lá mầm là phần nối giữa lá mầm và thân chứa các tế bào mầm có khả 

năng phát sinh chồi và tăng sinh trong môi trường nuôi cấy chứa cytokinin. 

Mức độ hình thành chồi ở nách lá mầm phụ thuộc vào loại cây sử dụng chuyển 

gen.  

 Những cây đậu tương chuyển gen đầu tiên mang cấu trúc gen npII đã 

sử dụng kháng sinh kanamycin làm chất chọn lọc và đến nay các dòng tế bào 

chuyển gen đã sử dụng các chất chọn lọc bởi sự kết hợp gen bar và 

glufosinate. Nồng độ chất chọn lọc có ảnh hưởng lớn đối với tần suất chuyển 

gen [138], vì thế phương pháp lựa chọn chất chọn lọc là khác nhau giữa các 

kiểu gen đậu tương. Các giống có thời gian sinh trưởng ngắn có thể sử dụng 

để phát triển các dòng đậu tương chuyển gen. Zeng và cs (2004) cho rằng, 

hiệu suất chuyển gen có thể đạt từ 0,2% đến khoảng 10% và hiệu quả chuyển 

gen phụ thuộc vào kỹ thuật và kiểu gen của đậu tương [142].  

Kỹ thuật chuyển gen ở thực vật nói chung và chuyển gen ở cây đậu 

tương nói riêng được hiểu đầy đủ là: (i) gen ngoại lai (gen chuyển) phải được 

hợp nhất vào hệ gen tế bào chủ; (ii) gen chuyển phải được biểu hiện ở tế bào 

chủ; (iii) gen chuyển phải được di truyền cho các thế hệ sau; (iv) trong mỗi 

thế hệ sản phẩm của gen chuyển phải được biểu hiện, và (v) sản phẩm của gen 

chuyển biểu hiện được chức năng sinh học [9]. Chính vì vậy quá trình chọn 

lọc, phân tích cây chuyển gen trong mỗi thế hệ được thực hiện bằng hệ thống 

chọn lọc tế bào và mô chuyển gen, xác định sự có mặt của gen chuyển trong 
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tế bào cây chủ, kiểm tra sự biểu hiện của gen chuyển thông qua xác định sản 

phẩm biểu hiện là mRNA, protein và phân tích sự biểu hiện chức năng sinh 

học của gen chuyển. 

Trên nguyên tắc, gen chuyển khi được biến nạp có thể tồn tại trong tế 

bào chủ ở ba trạng thái: (1) tạm thời ở dạng DNA tự do; (2) lâu dài dưới dạng 

một thể plasmid độc lập và (3) ổn định như một đoạn DNA của hệ gen tế bào 

chủ và được nhân lên trong tế bào chủ. Phương pháp sinh học phân tử đã 

được ứng dụng nhằm xác định sự có mặt, sự di truyền và sự biểu hiện của gen 

chuyển trong tế bào chủ. Có thể sử dụng PCR để phân tích cây chuyển gen, 

tuy nhiên phương pháp lai Southern blot xác định số bản sao trong cây 

chuyển gen là phương pháp tin cậy và thông dụng nhất, xác định được sự hợp 

nhất của gen chuyển vào hệ gen của tế bào chủ. Gần đây, một kỹ thuật thường 

được sử dụng để hỗ trợ cho lai Southern blot trong việc phân tích cây chuyển 

gen là quantitive real-time PCR (qPCR) hoặc phân tích mức độ phiên mã 

bằng quantitive real-time RT-PCR (qRT-PCR). qPCR và qRT-PCR có thể 

tiến hành với số lượng cây cần phân tích nhiều, dễ thực hiện, tiết kiệm nguyên 

liệu chi phí và công sức. 

Biểu hiện gen là quá trình hoạt động của gen để tạo ra sản phẩm cuối 

cùng là protein. Quá trình biểu hiện gen được thể hiện qua hai giai đoạn: (1) 

Phiên mã từ DNA sang mRNA và (2) Dịch mã từ mRNA tổng hợp các phân 

tử protein thông qua bộ máy ribosome. Để xác định sự có mặt của sản phẩm 

phiên mã có thể sử dụng kỹ thuật RT-PCR, real-time RT-PCR, lai Northern 

blot. Đối với các bệnh do virus ở thực vật, người ta có thể sử dụng kỹ thuật 

real-time RT-PCR để đánh giá cây chuyển gen kháng virus thông qua phiên 

mã để phát hiện và định lượng virus trên cây nhiễm bệnh [112]. Để đánh giá 

sự có mặt của protein tái tổ hợp do gen chuyển tạo ra có thể thực hiện một số 
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kỹ thuật khác nhau như kỹ thuật Western blot, ELISA và các kỹ thuật phát 

hiện hoạt động của protein (hoặc enzyme). 

1.3.2. Nghiên cứu cải thiện khả năng chống chịu các điều kiện bất lợi của 

ngoại cảnh ở cây đậu tương bằng kỹ thuật chuyển gen  

Hạn hán và nhiễm mặn là yếu tố ngoại cảnh bất lợi làm giảm năng suất 

và sản lượng cây trồng. Hướng tiếp cận chủ yếu hiện nay trong việc cải thiện 

tính chống chịu các yếu tố bất lợi từ ngoại cảnh thông qua việc chuyển các 

gen chức năng liên quan trực tiếp đến tính chống chịu hoặc chuyển gen mã 

hóa protein là nhân tố kích hoạt quá trình phiên mã từ các giống cây chống 

chịu tốt sang giống chống chịu kém.  

Bảng 1.2. Một số gen DREB được sử dụng trong chuyển gen trong mục đích 

nâng cao khả năng chống chịu các yếu tố bất lợi phi sinh học của một số cây 

trồng và đậu tương 

Gen Đối tượng Kiểu hình 
Tài liệu tham 

khảo 

DREB2/DREB3 
Lúa mì, lúa 

mạch 
 Chịu hạn và băng giá [83] 

DREB1A 
 Lúa, thuốc 

lá 
Chịu hạn, mặn, lạnh [60], [95] 

DREB1/OsDRE

B1 
 Lúa 

 Chịu hạn, mặn và lạnh 

với  

 tốc độ tăng trưởng giảm 

[56] 

ZmDREB1A Arabidopsis  Chịu hạn [103] 

OsDREB1A Arabidopsis  Chịu hạn, mặn, băng giá [39] 

DREB Arabidopsis Chịu hạn, lạnh  [60] 
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OsDREB2A Đậu tương Chịu mặn [146] 

GmDREB1 Lúa mì Chịu hạn [141] 

GmDREB2 
Thuốc lá, đậu 

tương 
Chịu hạn, mặn [130] 

GmDREB6 Đậu tương Chịu mặn [55] 

GmDREB5 Thuốc lá Chịu hạn [136] 

Tăng cường biểu hiện gen điều hoà quá trình phiên mã của các gen chức 

năng có khả năng đáp ứng hạn và mặn là một cách tiếp cận đầy hứa hẹn trong 

sự phát triển cây trồng chống chịu và ưu việt hơn kỹ thuật chuyển gen chức 

năng đơn lẻ. Nhóm gen mã hóa nhân tố phiên mã liên quan đến các stress phi 

sinh học, đặc biệt là hạn, mặn và lạnh được nhận thấy rõ nhất là các gen 

DREB [46], [106]. Nhiều báo cáo về sự biểu hiện mạnh của nhân tố phiên mã 

DREB cảm ứng với stress phi sinh học đã kích hoạt sự biểu hiện của các gen 

mục tiêu có trình tự DRE trong các promoter của chúng và kết quả cho thấy 

cây chuyển gen có khả năng chống chịu stress tốt hơn cây không chuyển gen 

(Bảng 1.2).  

Cây đậu tương chuyển gen mã hóa P5CR L-Δ1-pyrroline-5-carboxylate 

reductase xúc tác cho phản ứng tổng hợp proline, dưới sự điều khiển của 

promoter sốc nhiệt đã làm tăng khả năng chịu hạn và chịu nóng cao hơn cây 

đối chứng [34], [143].  

Cũng hướng nghiên cứu này, một số nhóm nghiên cứu đã thành công 

trong tạo dòng đậu tương chuyển gen có khả năng chống chịu hạn và mặn cao 

hơn cây không chuyển gen [5], [55], [129], [130]. Hướng nghiên cứu biểu 

hiện mạnh những gen điều hoà phiên mã các gen chức năng có khả năng đáp 

ứng hạn, mặn là một cách tiếp cận đầy hứa hẹn trong sự phát triển các giống 

cây trồng chống chịu hạn, mặn và ưu việt hơn kỹ thuật chuyển gen chức năng 
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đơn lẻ. Vì vậy, việc tăng cường khả năng điều tiết của một nhân tố phiên mã 

quan trọng kích thích sự biểu hiện của nhiều gen mục tiêu kiểm soát các đặc 

tính tương quan là rất quan trọng. Nhiều gen giữ vai trò quan trọng đã được 

xác định có liên quan đến mạng lưới điều hòa trong điều kiện stress phi sinh 

học [116]. Có thể nói rằng, nhóm gen TF liên quan đến stress phi sinh học, 

đặc biệt là hạn và mặn được nhận thấy rõ nhất là ở các gen DREB [46], [100]. 

Nghiên cứu chuyển gen ở cây đậu tương qua Agrobacterium được Trần 

Thị Cúc Hòa (2007) tiến hành thử nghiệm trên 4 phương pháp lây nhiễm khác 

nhau, trong đó tạo vết thương tại mặt trong của nách lá mầm với dung dịch có 

chứa vi khuẩn được nuôi cấy ở nhiệt độ 21°C là có hiệu quả, với tỷ lệ chuyển 

gen đạt hiệu suất cao [4]. Nguyễn Thị Thúy Hường (2009) đã tối ưu quy trình 

tái sinh và chuyển gen thông qua nách lá mầm đậu tương và nhận xét rằng, 

giống đậu tương DT84 là đối tượng phù hợp để tiến hành các thí nghiệm 

chuyển gen và đã chuyển thành công cấu trúc gen RD29A/P5CSm vào giống 

đậu tương DT84, tạo được cây đậu tương mang gen đột biến loại bỏ ức chế 

phản hồi làm tăng cường khả năng tổng hợp proline khi cây đậu tương bị hạn 

[5], [6], [7]. Nguyễn Thu Hiền (2011) đã thành công tái sinh đa chồi từ nách 

lá mầm hạt chín của 2 giống đậu tương ĐT12 và DT84 và thử nghiệm chuyển 

được gen gus, hiệu suất chuyển gen kiểm tra ở giai đoạn hạt khoảng 7,6% ở 

giống ĐT12 và 4,0 % với giống DT84. Kết quả đã tạo được 8 dòng đậu tương 

ở thế hệ T1 mang cấu trúc vector biểu hiện đặc trưng trong hạt SLHEP-HAI, 

dương tính với phản ứng PCR sang thế hệ T2 dòng đậu tương H11 mang đoạn 

gen HA1 nhận được đã biểu hiện thành công protein tái tổ hợp HAI trong hạt 

của dòng đậu tương này [3]. Tiếp theo là những nghiên cứu tạo cây đậu tương 

chuyển gen kháng virus SMV, BYMV của Lò Thị Mai Thu và cs (2014) [13], 

nghiên cứu ứng dụng kỹ thuật chuyển gen trong tạo dòng đậu tương chuyển 

gen có bộ rễ phát triển của Lò Thanh Sơn và cs (2015) [11]. 
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Tính di truyền của khả năng chịu mặn ở đậu tương trước đây được phân 

tích như một tính trạng chất lượng bằng cách sử dụng phương pháp di truyền 

học cổ điển, và các ký hiệu gen Ncl và ncl được đề xuất là gen trội và gen lặn 

cho tính chống chịu mặn. Rễ đậu tương của các cây chống chịu và nhạy cảm 

hấp thụ các ion clorua với số lượng tương đương, nhưng sự chuyển vị sau đó 

của clorua cao hơn trong cây được kiểm soát về mặt di truyền. Abel đã thực 

hiện phép lai giữa các cặp bố mẹ có khả năng tích lũy clorua tương tự nhau, 

và nhận thấy rằng các thế hệ F2 và F3 tương tự như bố mẹ về hàm lượng 

clorua. Kết quả là, các cây F2 đã phân ly từ tám phép lai với tỷ lệ 3 : 1. 

Những kết quả này cho thấy rằng sự tích tụ clorua ở phần trên của đậu tương 

được kiểm soát bởi một locus duy nhất với loại trừ là trội (Ncl) và loại trừ là 

lặn (ncl) [14]. Theo cách tiếp cận biểu hiện quá mức gen mã hóa nhân tố 

phiên mã DREB ở đậu tương, Dao Xuan Tan và cs (2015), Pham và cs (2020) 

đã chứng minh rằng sự biểu hiện quá mức gen GmDREB2 từ đậu tương đã 

làm tăng tích lũy hàm lượng proline và khả năng chịu hạn, chịu mặn của cây 

thuốc lá và cây đậu tương được cải thiện [33], [101]. Nghiên cứu của Nguyen 

và cs (2019) về chuyển gen GmDREB6 vào giống đậu tương DT84 đã chỉ ra 

rằng, mức độ biểu hiện của gen GmDREB6 và sự tích lũy proline của cây đậu 

tương chuyển gen tăng lên ở thế hệ T2 và cao hơn so với ở cây dại (WT) 

trong điều kiện bình thường và stress mặn. Kết quả nghiên cứu đã chứng 

minh tính hiệu quả của sự biểu hiện quá mức của gen GmDREB6 trong việc 

tăng tích lũy proline ở cây đậu tương biến đổi gen và gợi ý rằng GmDREB6 

có thể hoạt động như một ứng cử viên tiềm năng cho công nghệ gen để cải 

thiện khả năng chịu mặn của đậu tương [93]. 

Stress do muối là một trong những stress phi sinh học ảnh hưởng đến sự 

sinh trưởng và phát triển của cây đậu tương. Việc cải thiện đặc tính di truyền 

để tăng khả năng chống chịu mặn là một cách hiệu quả để bảo vệ năng suất 



45 

 

 

 

đậu tương trong điều kiện stress mặn. Tính đa dạng di truyền và di truyền tính 

chịu mặn ở đậu tương, đồng thời phân tích nghiên cứu liên kết toàn bộ bộ gen 

ở đậu tương đã được tổng kết [31]. Nghiên cứu khả năng chịu mặn ở đậu 

tương theo cách tiếp cận tìm kiếm các locus mới chịu mặn ở đậu tương bằng 

lập bản đồ liên kết toàn bộ gen có độ phân giải cao cũng đã được báo cáo 

[37]. Công nghệ chỉnh sửa hệ gen CRISPR/Cas9 và công nghệ chọn lọc bộ 

gen để nhân giống phân tử chịu mặn ở đậu tương cũng được thảo luận cho 

hướng nghiên cứu trong tương lai [31]. 

Các DREB ở đậu tương thuộc họ AP2 là một yếu tố phiên mã hoạt động 

liên kết với trình tự cis của promoter để kích hoạt sự biểu hiện của gen mục 

tiêu trong đậu tương khi có tín hiệu stress phi sinh học từ ngoại cảnh [29], 

[116]. Miền AP2 có khoảng 58 hoặc 59 amino acid, bao gồm một số amnio 

acid liên kết với yếu tố phản ứng mất nước (DRE) hoặc hộp GCC [128]. Gần 

đây, nghiên cứu đã chỉ ra rằng sự biểu hiện mạnh protein DREB đã tăng khả 

năng chịu đựng áp lực phi sinh học trong điều kiện stress phi sinh học. Đánh 

giá khả năng chịu hạn của các cây đậu tương biến đổi gen DREB1A và 

DREB2A đã rút ra nhận xét rằng cây biến đổi gen DREB có tỷ lệ sống cao hơn 

so với cây không biến đổi gen trong điều kiện thiếu nước nghiêm trọng ở cả 

điều kiện nhà kính và đồng ruộng  [90]. Tuy nhiên, cho đến nay các báo cáo 

về phân tích biểu hiện mạnh của gen GmDREB6 làm tăng hàm lượng proline 

và tăng khả năng chống chịu các stress hạn và stress muối ở cây chuyển gen 

còn ít được công bố. 
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Chương 2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 

2.1. VẬT LIỆU, HÓA CHẤT VÀ THIẾT BỊ NGHIÊN CỨU 

2.1.1. Vật liệu  

Hạt của giống đậu tương ĐT22 do Trung tâm Nghiên cứu và Phát triển 

Đậu đỗ, Viện Cây lương thực và Cây thực phẩm cung cấp. Hạt đậu tương 

được gieo trồng tại vườn thí nghiệm khoa Sinh học, Trường Đại học Sư phạm 

Thái Nguyên để thu hạt làm nguyên liệu chuyển gen (Hình 2.1).  

 

Hình 2.1. Hình ảnh của một số giai đoạn phát triển ở giống đậu tương ĐT22 

được sử dụng trong thí nghiệm chuyển gen  

A, B: Giai đoạn ra hoa; C: Giai đoạn quả chắc; D: Rễ cây đậu tương giai 

đoạn ra hoa; E: quả 3 hạt; G: Hạt đậu tương (Ảnh chụp của tác giả). 
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Giống ĐT22 do trung tâm Nghiên cứu và Phát triển Đậu đỗ chọn tạo từ 

dòng đột biến của hạt lai (DT95 x ĐT12). Thời gian sinh trưởng của cây trung 

bình 85- 90 ngày. Chiều cao cây đạt từ 45- 70 cm và chống đổ tốt. Giống 

ĐT22 có hoa màu trắng, phân cành trung bình, số quả chắc trung bình đạt từ 

25- 45 quả/cây, có khoảng 16- 20% số quả có 3 hạt. Hạt màu vàng sáng, rốn 

hạt màu nâu đậm, nâu đen. Khối lượng 1000 hạt dao động từ 155- 160g, thời 

gian sinh trưởng trung bình 85- 90 ngày. Giống có thể trồng được 3 vụ trong 

năm, chống chịu đất ướt và nhiễm bệnh mức nhẹ đến trung bình đối với một 

số bệnh hại chính, giống ĐT22 kháng bệnh phấn trắng. Giống ĐT22 sinh 

trưởng, phát triển tốt trên đất phù xa, cát pha, đất màu, đất sau lúa mùa ở các 

tỉnh phía Bắc, Duyên Hải Nam trung bộ như Hà Nội, Hà Nam, Thái Bình, 

Vĩnh phúc, Cao bằng, Sơn La, Bắc Cạn, Điện biên… Năng suất trung bình từ 

18-27 tạ/ha, tùy thuộc vào mùa vụ và điều kiện thâm canh. Giống đậu tương 

ĐT22 được đánh giá có khả năng chịu mặn thấp [1], do vậy giống ĐT22 được 

chọn làm vật liệu nghiên cứu chuyển gen GmDREB6. 

Cây thuốc lá (Nicotinana tabacum) giống K326 được sử dụng làm cây 

mô hình để phân tích hoạt động và biểu hiện của cấu trúc mang gen chuyển 

GmDREB6. Giống K326 là giống thuốc lá được Công ty Novatis lai tạo tờ tổ 

hợp lai Mc Nair 225 (coker 139 x coker 319) x (NC nair 30 x NC 95), sản 

xuất và đưa ra từ năm 1982, ở trên thế giới giống này đang được trồng rất phổ 

biến. Giống này có ưu điểm lớn nhất là sinh trưởng tốt và ra hoa sớm. Giống 

K326 được nuôi cấy in vitro và lưu giữ tại phòng thí nghiệm Công nghệ tế 

bào thực vật, Khoa Sinh học, Trường Đại học Sư phạm, Đại học Thái 

Nguyên. 

Chủng Agrobacterium tumefaciens AGL1 được lưu giữ tại Phòng thí 

nghiệm Công nghệ tế bào thực vật, Khoa Sinh học, Trường Đại học Sư phạm, 

Đại học Thái Nguyên. 
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2.1.2. Hóa chất, thiết bị nghiên cứu 

Môi trường cơ bản MS có bổ sung vitamin B5 [85], các chất điều hòa 

sinh trưởng như Benzyl amino purine (BAP), Indol - 3 - butiric acid (IBA)...; 

kháng sinh kanamycin, cefotaxim; Các hóa chất khác như yeast extract, bacto 

pepton, trypton, NaCl, agar, sucrose, glycerol, acetosyringone, L- cystein, 

Na2S2O3 phosphinothricin được cung cấp bởi các hãng, như New England 

Biolabs (Anh), Amersham Pharmacia Biotech (Thụy Điển), Chemicals (Đức), 

Sigma (Mỹ), Duchefa (Hà Lan), Merck (Đức) và Wako (Nhật Bản), bột MS 

(BioWorld, USA).  

Các loại Kit được sử dụng trong thao tác phân tử được mua từ các hãng 

Fermentas, Bio-Neer như: Kit Trizol Reagents – tách chiết RNA tổng số; kit 

Maxima® First Strand cDNA Synthesis – tổng hợp cDNA; kit Gene JEP PCR 

Purification – tinh sạch sản phẩm PCR; kit Plasmid Extraction – tách chiết 

plasmid từ vi khuẩn. 

Tủ cấy, máy PCR System 9700 (Appied Biosystem, Mỹ), máy điện di 

Powerpac 300 (Bio-Rad, Mỹ), máy soi DNA (Mini-transllumminatior, Bio-

Rad, Mỹ), máy Voltex (Mimishaker, IKA, Đức), máy ly tâm, máy xung điện 

Plulser, máy xác định hàm lượng nucleic acid Nano Drop, cùng với các thiết 

bị hiện đại khác. 

2.2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.2.1. Nhóm phương pháp phân tích phân họ gen DREB ở đậu tương 

Phân tích phân họ gen DREB ở đậu tương được thực hiện bằng công cụ 

Tin sinh học. Dữ liệu trình tự gen GmDREB và vùng AP2 của protein DREB 

được khai thác từ Ngân hàng dữ liệu NCBI [152], trong đó có các trình tự gen 

GmDREB1, GmDREB2, GmDREB5, GmDREB6 được phân lập từ các giống 

đậu tương Việt Nam [153], [154]. 
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Xác định các gen DREB trong hệ gen đậu tương 

Các protein thành viên phân họ DREB chỉ chứa một miền AP2, do vậy 

xác định các thành viên của phân họ gen DREB trong hệ gen đậu tương được 

tra cứu trên Ngân hàng dữ liệu gen NCBI [152], kết hợp kiểm tra vùng AP2 

của protein DREB trên cơ sở dữ liệu họ protein Pfam. 

Phân tích phát sinh phân họ gen DREB ở đậu tương 

Phân tích phát sinh chủng loại phân tử thực hiện bằng phần mềm 

MEGAX theo phương pháp Maximum Likelihood và mô hình Tamura-Nei 

[65] với bootstrap được lặp lại 1000 lần [119]. Các trình tự gen DREB đã xác 

định được phân tích bằng ClustalW và một cây phát sinh được thiết lập thể 

hiện sự tiến hóa của phân họ gen DREB ở đậu tương. 

Phân tích phát sinh miền AP2 trong phân họ protein DREB ở đậu tương 

Lịch sử tiến hóa của miền AP2 trong phân họ nhân tố phiên mã DREB 

ở đậu tương được suy luận theo phương pháp Maximum Likelihood và mô 

hình JTT matrix-based [58] với bootstrap được lặp lại 1000 lần trong 

MEGAX [65]. Trình tự amnio acid của miền AP2 được phân tích bằng 

ClustalW và sơ đồ cây được thiết lập dựa trên 69 trình tự amino acid của miền 

AP2 [65]. 

2.2.2. Nhóm phương pháp thiết kế vector chuyển gen thực vật và phân 

tích hoạt động của vector biển hiện gen GmDREB6 trên cây thuốc lá 

2.2.2.1. Thiết kế vector chứa cấu trúc mang gen chuyển GmDREB6 và tạo 

vi khuẩn A. tumefaciens tái tổ hợp 

Vector chuyển gen mang gen GmDREB6 được thiết kế theo hai bước 

cơ bản: (1) Thiết kế cấu trúc độc lập bao gồm gen GmDREB6, đoạn cmyc và 

vị trí cắt của cặp enzyme Xbal/ Sacl (GmDREB6_cmyc); (2) Chèn cấu trúc 
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vào vector chuyển gen thực vật pBI121 để tạo thành vector tái tổ hợp 

pBI121_GmDREB6. 

Vector tái tổ hợp được chuyển vào vi khuẩn A. tumefaciens bằng xung 

điện (2,5 kV, 25 μF, 200 Ω) để tạo ra vi khuẩn A. tumefaciens tái tổ hợp. 

Dòng vi khuẩn cho sản phẩm colony-PCR được nuôi trong LB lỏng, giữ 

chủng trong LB đặc và dùng cho lây nhiễm trong chuyển gen. 

2.2.2.2. Chuẩn bị vi khuẩn lây nhiễm 

Vi khuẩn A.tumefaciens mang gen chuyển GmDREB6 được nuôi chọn 

lọc trong 15ml môi trường LB lỏng bổ sung kháng sinh kanamycin 50 mg/l và 

rifamycin 50 mg/l ở 28oC lắc 200 rpm, 48 giờ. Chuyển 10ml dịch huyền phù tế 

bào trên vào 50 ml LB lỏng không kháng sinh để nuôi phục hồi 28oC, lắc 200 

rpm đến khi OD600nm = 0,8 là đạt số lượng tế bào tối ưu để biến nạp. Ly tâm 

toàn bộ dịch tế bào ở 4oC, 5000 rpm, 15 phút. Hoà tan tế bào lắng vào 40ml 

dung dịch ½MS + AS 50 μl đặt trong nước đá lạnh. 

Bảng 2.1.Thành phần môi trường nuôi cấy vi khuẩn 

Môi trường Thành phần 

LB lỏng Bacto pepton 10 g/l + Nacl 10 g/l + Yeast Extract 5 g/l, pH = 7 

LB đặc  LB lỏng + agar 16g/l 

 

2.2.2.3. Chuyển gen gián tiếp thông qua vi khuẩn A. tumefaciens vào thuốc lá 

Biến nạp cấu trúc mang gen GmDREB6 thông qua A.tumefaciens vào 

giống thuốc lá K326 được thực hiện theo phương pháp của Topping (1998) 

[131]. Lá cây thuốc lá được cắt thành từng mảnh mô có kích thước 1,0 x 1,0 

cm, ngâm các mảnh lá trong dung dịch huyền phù tế bào vi khuẩn 
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A.tumefaciens tái tổ hợp trong thời gian 10 phút. Sau khi nhiễm khuẩn, các 

mẫu biến nạp được chuyển sang môi trường đồng nuôi cấy và tái sinh in vitro 

(Bảng 2.2). 

Bảng 2.2. Thành phần môi trường tái sinh cây thuốc lá chuyển gen 

Hỗn hợp Thành phần môi trường 

Stock I KNO3 1,9 g + KH2PO4 0,17 g + NH4NO3 1,65 g + MgSO4 0,37 g 

(Thể tích: 1000 ml) 

Stock II CaCl2 0,44 g (Thể tích: 1000 ml) 

Stock III H3BO3 6,2 mg + MnSO4.4H2O 22,3 mg + CoCl2.6H2O 0,025 mg 

+ CuSO4.7H2O 0,025 mg + ZnSO4.7H2O 8,6 mg + 

Na2MoO4.2H2O 0,25 mg + KI 0,83 mg (Thể tích: 1000 ml) 

Stock IV FeSO4 27,8 mg + Na2EDTA 37,3 mg (Thể tích: 1000 ml) 

Stock V Myo-Inositol 100 mg + Thiamine HCl 0,1 mg + Pyridoxine HCl 

0,5 mg + Nicotic acid 0,5 mg + Glycine 2 mg (Thể tích: 1000 ml) 

MS 20 ml/l stock I + 10 ml/l stock (II, III, IV, V) 

½MS 10 ml/l stock I + 5 ml/l stock (II, III, IV, V) 

Môi 

trường tái 

sinh chồi 

MS + BAP 1,0 mg/l + sucrose 30 g/l + agar 9 g/l + kanamycin 50 

mg/l + cefotaxime 500 mg/l 

Môi 

trường ra 

rễ 

MS + IBA 0,5 mg/l + MES 1.0 g/l + sucrose 30 g/l + agar 9 g/l+ 

nước dừa 100 ml/l + kanamycin 50 mg/l + cefotaxime 500 mg/l 

* Ghi chú: Môi trường MS ở dạng dung dịch. Các môi trường đều được 

chuẩn pH = 5,8 và khử trùng. Thí nghiệm được tiến hành ở nhiệt độ 25 ± 2oC, 

thời gian chiếu sáng 16 giờ sáng/ ngày.  



52 

 

 

 

Các mẫu sau lây nhiễm được đồng nuôi cấy trong tối 2 ngày, sau đó 

mẫu được rửa sạch khuẩn bằng cefotaxime 500 mg/ml và được thấm khô trên 

giấy thấm khử trùng. Các mẫu tiếp tục được nuôi cấy trên môi trường tái sinh 

tạo đa chồi (môi trường MS có bổ sung BAP và kanamycin để chọn lọc cây 

chuyển gen), các mẫu được đều đặn cấy chuyển sang môi trường mới sau 

khoảng hai tuần. Các chồi sống sót được chuyển sang môi trường tạo rễ có bổ 

sung kanamycin. Các cây con được huấn luyện và trồng trong nhà lưới. 

2.2.2.4. Phương pháp xác định sự có mặt của gen chuyển GmDREB6 trong 

cây thuốc lá chuyển gen 

DNA tổng số tách chiết từ lá cây thuốc lá chuyển gen và cây WT theo 

phương pháp của Saghai-Maroof và cs (1984) [107]. Sự có mặt và sự phiên 

mã của gen chuyển GmDREB6 trong cây thuốc lá chuyển gen được xác định 

bằng phản ứng PCR với cặp mồi XbaI-DREB6-F/ DREB6-SacI-R (Bảng 2.3). 

Bảng 2.3. Trình tự nucleotide của các cặp mồi PCR sử dụng để xác định sự 

có mặt của gen chuyển GmDREB6 trong cây thuốc lá chuyển gen 

Tên mồi Trình tự nucleotide (5’ – 3’) 

Nhiệt độ 

tiếp hợp 

mồi (°C) 

Kích 

thước 

XbaI-DREB6-

F/ 

 DREB6-

SacI-R 

ATGAAGTTCAACCAACCACTTCA

T 

58 741 bp 

ATTCAGATCCTCTTCTGAGATGAG

T 

 

Thành phần của phản ứng PCR được trình bày ở bảng 2.4. Chu trình 

nhiệt của phản ứng PCR gen GmDREB6 là 94˚C/3 phút 30 giây; (94˚C/30 
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giây; 58˚C/50 giây; 72˚C/1 phút 20 giây) lặp lại 30 chu kỳ; 72˚C/10 phút; 

4˚C: ∞. 

Bảng 2.4. Thành phần phản ứng PCR 

Thành phần Nồng độ Thể tích (µl) 

Nước deion - 8,5 

Master mix 2 X 12,5 

Primer ( F+ R) 10 pmol/𝜇l 2,0 

DNA/cDNA 100 ng/𝜇l 2,0 

Tổng thể tích  25 

 

Sản phẩm của phản ứng PCR được kiểm tra bằng phương pháp điện di 

trên gel agarose 1% và nhuộm bằng EtBr, sau 10 phút tiến hành chụp ảnh 

dưới ánh sáng cực tím và phân tích kết quả. 

Sự hợp nhất của gen chuyển GmDREB6 vào hệ gen của cây thuốc lá 

chuyển gen được xác định bằng kỹ thuật phân tích Southern blot (1975) 

[126]. Trình tự DNA của mẫu dò được đánh dấu bằng Biotin DNA 

DecaLabel, sử dụng biotin-11-dUTP. Gen GmDREB6 được khuếch đại bằng 

cách sử dụng PCR với cặp mồi XbaI-DREB6-F/ DREB6SacI-R. Các mẫu 

DNA tổng số từ cây thuốc lá chuyển gen dương tính với PCR ở thế hệ T0 

được cắt bằng enzyme giới hạn SacI ở 37°C. Các phân đoạn DNA thu được 

được kiểm tra, đánh giá bằng phương pháp điện di trên gel agarose và sau đó 

các đoạn DNA được chuyển từ gel điện di sang màng lai và thực hiện lai với 

DNA mẫu dò. Màng được lai ở 44°C. Kết quả lai được hiển thị trên phim X-

quang. 
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2.2.2.5. Phương pháp tách chiết RNA tổng số 

RNA tổng số được tách từ lá cây chuyển gene bằng Trizol™ Reagent 

(Invitrogen) [155].  

cDNA được tổng hợp từ RNA bằng bộ Kit tổng hợp cDNA Maxima® 

First Strand (Fermantas). Các bước thực hiện: 

(1)  Nghiền mịn mẫu lá của các dòng cây thuốc lá, đậu tương trong nitơ lỏng, 

lấy 300 mg bột mẫu vào eppendorf 2ml đã khử DEPC. 

(2)  Bổ sung 1ml Trizol, trộn đều mẫu, ủ ở nhiệt độ phòng 5 phút. 

(3)  Bổ sung 1ml hỗn hợp chloroform: isoamylalcohol (24:1), lắc mạnh trong 

15 giây, ủ ở nhiệt độ phòng 15 phút. 

(4)  Li tâm 13000vòng/phút trong 10 phút, hút 600𝜇l dịch phía trên chuyển 

sang Eppendorf 1,5ml đã khử DEPC. 

(5)  Bổ sung 500 μl  isopropanol, lắc nhẹ, đặt mẫu trong tủ -20oC trong 30 

phút để tủa RNA. Li tâm 13000vòng/phút trong 10 phút, bỏ dịch thu cặn. 

(6)  Bổ sung 500 μl cồn 70o để rửa. Li tâm 13000vòng/phút trong 10 phút, bỏ 

dịch thu cặn (bước này thực hiện 2 lần). 

(7)  Làm khô mẫu trong box bật quạt 5 phút, hòa tan cặn bằng 50 μl nước khử 

ion có DEPC và DNase, bảo quản mẫu ở -86oC. 

2.2.2.6. Xác định sự phiên mã của gen chuyển GmDREB6 trong cây chuyển 

gen 

           Sự biểu hiện của gen GmDREB6 ở mức phiên mã được phân tích bằng 

phản ứng RT-PCR với cặp mồi XbaI-DREB6-F/DREB6-SacI-R. Phản ứng 

RT-PCR được thực hiện qua hai giai đoạn: 
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(1)   Giai đoạn RT: Đây là giai đoạn tổng hợp cDNA từ mRNA. Phản ứng 

được thực hiện theo hướng dẫn của hãng sản xuất Fermentas. Tổng hợp 

cDNA từ 1,5 µg RNA theo hướng dẫn của bộ kit RevertAid First Strand 

cDNA Synthesis Kit [156].  

Bước 1: Trộn hỗn hợp gồm 3𝜇l RNA, 1µl mồi Oligo(dT)18
, 8𝜇l nước khử ion 

khử DEPC, li tâm nhanh mẫu, ủ ở 65oC trong 5 phút. 

Bước 2: Bổ sung 2 μl dung dịch đệm cho enzyme phiên mã ngược, 1µl dNTPs, 

1µl Inhibitor, li tâm nhanh mẫu, đặt mẫu ở nhiệt độ phòng trong 5 phút. 

Bước 3: Bổ sung 1μl reverse transcriptase. Sau đó đặt mẫu vào máy PCR với 

chu trình nhiệt 42oC trong 1 giờ và 70oC trong 10 phút. 

(2) Giai đoạn PCR: cDNA được sử dụng làm khuôn để khuếch đại gen 

GmDREB6. Thành phần của phản ứng được trình bày trong bảng 2.3. Chu 

trình nhiệt cho phản ứng PCR gen GmDREB6 là 94˚C/3 phút 30 giây; 

(94˚C/30 giây; 58˚C/50 giây; 72˚C/1 phút 20 giây) lặp lại 30 chu kỳ; 72˚C/10 

phút; 4˚C: ∞. 

2.2.3 Nhóm phương pháp phân tích mức độ biểu hiện của gen 

GmDREB6, NtP5CS, NtCLC trên cây thuốc lá chuyển gen  

2.2.3.1. Phương pháp xử lý và phân tích khả năng chịu mặn của cây chuyển 

gen 

Thí nghiệm được thực hiện trong phòng nuôi cấy với nhiệt độ duy trì ở 

mức 25°C và độ ẩm 80% với chu kỳ sáng và tối là 16h/ 20h. Cây thuốc lá 

kiểu dại (WT) và chuyển gen GmDREB6 in vitro được huấn luyện và đưa ra 

trồng trong chậu có kích thước 115 x 85 x 105 mm chứa hỗn hợp phân trộn 

Tribat, bao gồm đất hữu cơ, đất phù sa, hỗn hợp xốp, than hoạt tính và vi sinh 

vật. Các cây thí nghiệm được tưới 50 ml NaCl 200 mM hàng ngày trong 3 
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tuần. Các cây đối chứng được tưới với lượng H2O bằng nhau. Các mẫu lá 

được thu thập vào ngày cuối cùng của thí nghiệm để phân tích biểu hiện gen. 

2.2.3.2. Phương pháp phân tích sự biểu hiện gen bằng phản ứng Real time 

quantitative reverse transcription PCR (qRT-PCR) 

Các cặp mồi của gen tham chiếu Actin và gen đích GmDREB6 được 

thiết kế và tổng hợp theo đơn đặt hàng với Công ty Phù Sa (Việt Nam) để sử 

dụng cho phản ứng qRT-PCR nhằm phân tích mức độ phiên mã và hoạt động 

của cấu trúc vector chuyển gen trong cây chuyển gen.  

Phản ứng qRT- PCR được thực hiện với thể tích 20 µl gồm các thành 

phần như sau: 10 µl SYBR Premix Ex Taq II; 0,75 μl của mồi xuôi (F) 10 

mM; 0,75 µl sơn ngược (R) 10 mM; 7,5 µl nước khử ion không có DNase và 

1,0 μl cDNA. Thông tin về các mồi được sử dụng trong phản ứng qRT-PCR 

được trình bày ở bảng 2.5.  
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Bảng 2.5. Trình tự nucleotide của các cặp mồi được sử dụng trong phản ứng 

Realtime RT-PCR 

Tên mồi Trình tự nucleotide (5'-3') 

Nhiệt độ 

tiếp hợp 

mồi (°C) 

GmDREB6-F/ 

GmDREB6-R 

ATGGTCATGGAAGAATCTAACCCA 58 

TTAATTATGATTCCCATAGA 58 

ActNF/ ActNR 
GATCTTGCTGGTCGTGATCTT 58 

GTCTCCAACTCTTGCTCATAGTC 60 

qRT-DREB-F/ 

qRT-DREB6-R 

TAATGAAGGCAAGCACCCTAC 60 

CGTCGGCTAATTCTGGGAAA 60 

qRT-P5CS-F/ 

qRT-P5CS-R 

TGCTCGTGAGATGGCAGTTGC 60 

AGCCTGTTGAGCAGCAACCAC 60 

qRT-CLC-F/ 

qRT-CLC-R 

CTTGGAGGCCTTCTCGGAAGC 60 

AGCCTACAGGACATGGTGTGC 60 

 

Chu trình nhiệt của phản ứng qRT-PCR như sau: 95°C trong 3 phút, 

thực hiện khuếch đại trong 40 chu kỳ (95°C trong 10 giây, tiếp hợp mồi ở 

60°C trong 20 giây và kéo dài ở 72°C trong 20 giây). Các phản ứng được lặp 

lại 3 lần. Kết quả được tổng hợp và phân tích bằng phần mềm Q-Rex phiên 

bản 1.0.0 (QIAGEN, Đức), và phương pháp Livak’s -ΔΔ Ct của Livak được 

sử dụng để phân tích dữ liệu biểu hiện gen [76]. 

 

 

 



58 

 

 

 

2.2.4. Nhóm phương pháp chuyển gen GmDREB6 vào cây đậu tương 

2.2.4.1. Phương pháp biến nạp cấu trúc vector mang gen chuyển 

GmDREB6 vào giống đậu tương ĐT22 thông qua A. tumefaciens 

Phương pháp chuyển gen gián tiếp nhờ A. tumefaciens lây nhiễm qua 

nách lá mầm được tiến hành dựa trên nghiên cứu của Olhoft và cs (2006) [97] 

và Nguyễn Thu Hiền và cs (2014) [3]. Quy trình cụ thể như sau: 

Tạo nguyên liệu biến nạp: Hạt đậu tương sau khi khử trùng bằng khí 

clo từ hỗn hợp 100 ml javen + 3 ml HCl đậm đặc được nuôi cấy và nảy mầm 

trên môi trường RM (Bảng 2.6). Sau 5 ngày, lá mầm được tách đôi và loại bỏ 

đỉnh sinh trưởng để sử dụng làm nguyên liệu nhận gen và nuôi cấy in vitro. 

Vi khuẩn A.tumefaciens chứa vector chuyển gen pBI121_GmDREB6  

được nuôi trong môi trường LB lỏng có kháng sinh chọn lọc, sau đó nuôi 

phục hồi trong LB lỏng không kháng sinh, li tâm thu dịch. Tạo dịch huyền 

phù A.tumefaciens trong môi trường ½ MS.  

Thành phần của các môi trường được dùng trong nghiên cứu này như 

môi trường mầm, đồng nuôi cấy, cảm ứng tạo chồi, kéo dài chồi và tạo cây 

đậu tương chuyển gen in vitro hoàn chỉnh ở giống đậu tương ĐT22 được thể 

hiện ở bảng 2.6. Các môi trường đều sử dụng MS cơ bản là chế phẩm pha sẵn 

ở dạng bột hỗn hợp có đầy đủ dinh dưỡng, khoáng cần thiết. 

Lây nhiễm và đồng nuôi cấy: Gây tổn thương các mảnh lá mầm đậu 

tương bằng mũi dao và kim nhọn ở phần nách lá mầm. Các mảnh lá mầm đã 

tổn thương được ngâm trong dịch huyền phù A. tumefaciens mang vector 

pBI121_GmDREB6 trong thời gian 30 phút. Sau đó, các mẫu biến nạp được 

chuyển sang môi trường đồng nuôi cấy CCM đặc, không kháng sinh. Quá 

trình đồng nuôi cấy diễn ra trong tối, ở 25oC trong thời gian 3 ngày. 
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Bảng 2.6. Môi trường nảy mầm, đồng nuôi cấy, cảm ứng tạo chồi, tái sinh 

cây chuyển gen ở giống đậu tương ĐT22 

Môi trường Thành phần 

Hạt nảy mầm 

(germination 

medium -GM) 

MS 4,3 g/l + Muối B5 3,052 g/l + sucrose 20 g/l + gellan 

2,5 g/l, pH = 5,8 có bổ sung vitamin B5 1000X 1ml/l. 

Đồng nuôi cấy 

(co-cultivation 

medium- CCM) 

MS 4,3 g/l + Muối B5 0,316g/l + MES 3,9 g/l + Sucrose 

30 g/l + agar 6 g/l có bổ sung acetosyringone 0,04 g/l + 

vitamin B5 1000X 1ml/l + BAP 1,67 mg/l + GA3 

0,25mg/l, pH = 5,4. 

Tạo đa chồi 

(shoot 

induction 

medium-SIM) 

MS 4,3g/l + Muối B5 3,052g/l + MES 0,59g/l + sucrose 

30 g/l + agar 8g/l, pH = 5,8, bổ sung BAP 1,67 mg/l + 

cefotaxim 500mg/l + vitamin B5 1000X 1ml/l + 

kanamycin 50 mg/l (lần 1) và kanamycin 75 mg/l (lần 2). 

Kéo dài chồi 

(shoot 

elongation 

medium-SEM) 

MS 4,3 g/l + MES 0,59g/l + sucrose 30 g/l + nước dừa 

200ml/l + gellan 2,5 g/l, pH = 5,8; bổ sung cefotaxim 

500mg/l + vitamin B5 1000X 1ml/l + GA3 500mg/l + 

IAA 100mg/l + L-asparagine monohydrate 50mg/l + 

kanamycin 50 mg/l. 

Ra rễ (rooting 

medium-RM) 

MS 4,3 g/l + sucrose 20 g/l + MES 0,59g/l + gellan 2,5 

g/l, pH = 5,8 có bổ sung cefotaxim 250mg/l + IBA 

0,1mg/l + vitamin B5 1000X 1ml/l + L-asparagine 

monohydrate 50mg/l + kanamycin 50 mg/l. 

Cảm ứng tạo chồi trên môi trường SIM: Sau thời gian đồng nuôi cấy, 

mẫu biến nạp được rửa trong môi trường cảm ứng tạo chồi SIM, bổ sung 

cefotaxim 500 mg/l với thời gian là 10 phút, sau đó thấm khô bằng giấy thấm 

khử trùng. Đặt mẫu lên môi trường tạo chồi SIM 1, bổ sung cefotaxim 500 
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mg/l và kanamycin 50 mg/l (lần 1). Sau thời gian 2 tuần, mẫu được chuyển 

sang môi trường SIM 2 đặc, bổ sung cefotaxim 500 mg/l và kanamycin 75 

mg/l (lần 2). 

Kéo dài chồi: Sau 3 tuần, các cụm chồi sống sót trên môi trường chọn 

lọc bằng kháng sinh được loại bỏ lá mầm và chuyển sang môi trường phát triển 

kéo dài chồi (SEM), bổ sung cefotaxim 500 mg/l và kanamycin 50 mg/l. 

Tạo rễ và cây hoàn chỉnh: Khi các chồi phát triển đạt kích thước từ 3 – 

4cm sẽ được chuyển sang môi trường tạo rễ RM, bổ sung cefotaxim 250 mg/l 

và kanamycin 50 mg/l để tạo cây hoàn chỉnh. 

Cây ra giá thể: Những cây khoẻ mạnh, có bộ rễ phát triển được đưa ra 

bầu trên giá thể có tỷ lệ 2 đất thịt: 1 trấu hun : 2 sơ dừa. Sau khoảng 2 tuần, các 

cây sống sót được đưa trồng trong nhà lưới. 

2.2.4.2. Xác định sự có mặt và sự phiên mã của gen chuyển GmDREB6 

trong cây đậu tương chuyển gen 

Tách chiết DNA tổng số từ lá cây đậu tương chuyển gen theo Saghai-

Maroof và cs (1984) [103]. Phản ứng PCR với cặp mồi đặc hiệu 

GmDREB6_XbaI-F/GmDREB6_c-myc-SacI-R [93] để xác định sự có mặt của 

gen GmDREB6 trong cây chuyển gen (Bảng 2.2). Đoạn DNA được nhân bản 

dự kiến có kích thước là 741 bp. Sản phẩm PCR được kiểm tra bằng phương 

pháp điện di trên gel agarose 1,0%. 

RNA tổng số được tách chiết từ lá cây đậu tương chuyển gen và cây 

WT theo quy trình mục 2.2.2.5. Chất lượng của RNA tổng số được kiểm tra 

bằng phương pháp điện di trên gel agarose 1% và đo quang phổ hấp thụ trên 

máy Nano Drop. Dịch chiết RNA tổng số có chất lượng tốt được sử dụng để 

tổng hợp cDNA bằng Bộ Kit cDNA RevertAid First Strand (Thermo 

Scientific, Hoa Kỳ).  
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Phân tích sự có mặt và sự phiên mã của gen chuyển GmDREB6 trong cây 

đậu tương chuyển gen bằng phản ứng PCR và RT-PCR được mô tả ở mục 

2.2.2.2 và 2.2.2.6 với các mồi PCR đặc hiệu được trình bày ở bảng 2.2 và bảng 

2.4.  

2.2.5. Phương pháp phân tích và xử lý dữ liệu  

Các thí nghiệm được lặp lại ba lần. Các số liệu được phân tích bằng 

phần mềm SPSS theo phương pháp thống kê sinh học ở mức ý nghĩa α = 

0,05; 0,01 và 0,001. 

2.3. ĐỊA ĐIỂM NGHIÊN CỨU VÀ HOÀN THÀNH LUẬN ÁN 

Các thí nghiệm chuyển gen được thực hiện tại Phòng thí nghiệm Công 

nghệ tế bào thực vật, Khoa Sinh học, Trường Đại học Sư phạm – Đại học 

Thái Nguyên. Thí nghiệm chuyển gen thực hiện từ năm 10/2019 đến tháng 

4/2021. 

Thí nghiệm thiết kế vector chuyển gen và phân tích sự biểu hiện gen ở 

cây chuyển gen được tiến hành tại phòng Công nghệ tế bào thực vật và Phòng 

thí nghiệm trọng điểm Công nghệ gen thuộc Viện Công nghệ sinh học – Viện 

Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 

         Luận án được hoàn thành tại Bộ môn Di truyền học &Công nghệ sinh 

học, Khoa Sinh học, Trường Đại học Sư phạm – Đại học Thái Nguyên. 
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Chương 3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU VÀ THẢO LUẬN 

 

3.1. ĐẶC ĐIỂM VÀ SỰ PHÁT SINH CỦA PHÂN HỌ GEN DREB Ở 

CÂY ĐẬU TƯƠNG  

3.1.1. Kết quả xác định các gen trong phân họ gen DREB ở cây đậu tương 

Trong hệ gen cây đậu tương, hai nhóm gen chi phối khả năng chống 

chịu các yếu tố bất lợi phi sinh học, đó là nhóm gen mà sản phẩm của mỗi gen 

liên quan trực tiếp đến tính chống chịu (gen chức năng), nhóm gen thứ hai có 

vai trò điều hòa nhóm gen chức năng (gen điều hòa). Nhóm gen DREB trong 

hệ gen đậu tương được mô tả là có phản ứng với các stress phi sinh học ở 

mức phiên mã. Các nhân tố phiên mã DREB tham gia vào quá trình phản ứng 

với stress phi sinh học như hạn, mặn, lạnh, nóng… Đến nay, một số gen 

GmDREB đã được xác định có trong hệ gen đậu tương, như GmDREB1, 

GmDREB2, GmDREB3, GmDREB5 [102]. Một số gen GmDREB đã được 

tách dòng từ đậu tương, phân tích biểu hiện và các sản phẩm dịch mã của các 

gen GmDREB này được khẳng định tham gia vào quá trình kháng hạn và 

kháng mặn [33], [92], [101]. Vấn đề đặt ra là trong hệ gen đậu tương có bao 

nhiêu thành viên thuộc phân họ gen DREB và những gen GmDREB nào chưa 

được nghiên cứu cần làm rõ chức năng? Cách tiếp cận phân tích dữ liệu gen 

GmDREB bằng công cụ Tin sinh học đã cung cấp thông tin về số lượng gen 

và một số thành viên của phân họ DREB trong hệ gen đậu tương còn chưa rõ 

chức năng cần được nghiên cứu và chứng minh bằng thực nghiệm. Dữ liệu 

gen và sự khai thác các gen GmDREB trên toàn bộ hệ gen đậu tương không 

những cung cấp cơ sở cho phân tích tiến hóa phân tử mà còn tạo cơ sở cho 

nghiên cứu tìm kiếm chức năng sinh học của một số gen GmDREB liên quan 

đến khả năng chống chịu các yếu tố bất lợi phi sinh học của cây đậu tương. 
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Nghiên cứu này trình bày kết quả xác định và phân tích sự tiến hóa của các 

thành viên trong phân họ gen DREB ở đậu tương nhằm tạo cơ sở cho thực 

nghiệm chứng minh chức năng gen GmDREB và ứng dụng vào việc cải thiện 

tính chống chịu các stress phi sinh học. 

Khai thác từ cơ sở dữ liệu NCBI [152] đã xác định được 41 gen DREB 

của đậu tương, phân tích mở rộng những bản copy gen DREB và những trình 

tự gen GmDREB đã phân lập từ một số giống đậu tương Việt Nam đã xác 

định 69 trình tự gen GmDREB khác nhau trên GenBank (Phụ lục 1).  

Phang và cs (2008) cho rằng có hơn 10 gen DREB trong hệ gen đậu 

tương [102]. Tuy nhiên, trong nghiên cứu này chúng tôi xác định được 18 gen 

GmDREB có trong hệ gen đậu tương (Phụ lục 1). Từ các kết quả nghiên cứu 

chức năng gen DREB rất có thể sẽ phát hiện thêm các gen GmDREB mới và 

các bản copy của chúng. Trong kết quả này, các gen GmDREB có từ 1 đến 8 

copy (Bảng 3.1) phân bố trên 17 nhiễm sắc thể, tại các nhiễm sắc thể số 1, 2, 

3, 4, 5, 6, 7, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 19, 20. Gen GmDREB3 có 8 copy 

phân bố trên các nhiễm sắc thể 1, 3, 4, 7, 9, 11, 13, 17; hai gen GmDREB1F 

và GmDREB2F có 4 copy; gen GmDREB1E có 3 copy; các gen còn lại có từ 

1- 2 copy. 

Trong số 18 gen GmDREB ở bảng 3.1, một số gen đã được làm rõ chức 

năng, như gen GmDREB1, GmDREB2, GmDREB3, GmDREB6. GmDREB1 

có chức năng tăng cường khả năng chịu nóng, hạn và lạnh [63], GmDREB2 

được xác nhận làm tăng khả năng chịu hạn, chịu muối của cây chuyển gen 

[29], [33], [130], GmDREB3 đã làm tăng cường khả năng chịu lạnh, hạn và 

muối ở cây Arabidopsis biến đổi gen [30], GmDREB5 liên quan đến khả năng 

chịu muối [105]. Tăng cường biểu hiện gen GmDREB6 đã làm tăng sự tích 
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lũy proline và khả năng chịu muối của cây đậu tương biến đổi gen đã được 

bào cáo [55]. 

Mặc dù đã xác định được chức năng của số ít gen DREB của đậu tương, 

nhưng một số thành viên của phân họ gen DREB ở đậu tương chưa rõ chức 

năng chống chịu các stress phi sinh học cần tiếp tục nghiên cứu làm sáng tỏ. 

Bảng 3.1. Số bản copy và vị trí của mỗi gen GmDREB trong hệ gen cây đậu 

tương 

TT Tên gen Số bản 

copy 

Vị trí của gen trên 

nhiễm sắc thể số 

1 GmDREB 1 13 

2 GmDREB1 2 9, 10 

3 GmDREB1B 1 10 

4 GmDREB1D 1 13 

5 GmDREB1E 3 1,10, 17 

6 GmDREB1F 4 5, 11, 12, 13 

7 GmDREB2 2 4,6 

8 GmDREB2A2 1 14 

9 GmDREB2C-like 2 2, 6 

10 GmDREB2D 2 4,6 

11 GmDREB2F 4 2, 3, 10, 19 

12 GmDREB3 8 1, 3, 4, 7, 9, 11, 13, 17 

13 GmDREB5 2 12, 13 

14 GmDREB6 1 5 

15 GmDREB7 1 20 

16 GmDREBa 1 12 

17 GmAP2-2 1 4 

18 GmAP2-Ile-DBDP 1 16 
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3.1.2. Sự phát sinh của các thành viên trong phân họ gen GmDREB ở cây 

đậu tương 

Kết quả phân tích sự phát sinh gen thuộc phân họ DREB ở hình 3.1 cho 

thấy 69 trình tự gen GmDREB được chia thành hai nhánh A, B với 6 nhóm 

được ký hiệu là I, II, III, IV, V, VI. Nhóm I gồm các gen GmDREB1 (B, D, E, 

F), nhóm II gồm các gen GmDREB1 và GmDREB7, nhóm III gồm các gen 

GmDREB3 và GmDREB6, nhóm IV có các gen GmDREB2 và một gen 

GmDREB1, nhóm V gồm các gen GmDREB5, nhóm VI gồm các gen 

GmDREB và GmDREB2. 

Như vậy, có 4 nhóm chứa các cặp gen GmDREB1-GmDREB7 (nhóm 

II), GmDREB3-GmDREB6 (nhóm III), GmDREB2-GmDREB1 (nhóm IV) và 

GmDREB-GmDREB2 (nhóm VI). Điểm chú ý là một số trình tự GmDREB3 

phân bố ở những nhánh riêng trong sơ đồ cây. Trình tự GmDREB3 mang mã 

số XM_003534380 là một nhánh phụ của nhánh A, GmDREB3 

(NM_001251571) là một nhánh tách riêng khỏi nhóm IV, hai gen GmDREB3 

(DQ055133 và NM_001250024) phân bố trong một nhánh, tách khỏi nhóm 

IV. Gen GmDREB3 có 8 copy trên các nhiễm sắc thể khác nhau (Bảng 2), 

trong đó gen GmDREB3 (XM_003534380) có vị trí trên nhiễm sắc thể số 9, 

GmDREB3 (NM_001251571) trên nhiễm sắc thể 17 và GmDREB3 

(DQ055133 và NM_001250024) trên nhiễm sắc thể số 4 (Phụ lục 1). Trong 

quá trình tiến hóa, các nhiễm sắc thể khác nhau có tốc độ đột biến phân tử 

khác nhau, cho nên có thể các bản copy của gen GmDREB3 đã dần tách xa 

nhau trong cây phát sinh của phân họ gen DREB ở đậu tương.  
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Hình 3.1. Cây phát sinh và quan hệ tiến hóa giữa các thành viên của phân họ gen 

DREB ở đậu tương được thiết lập dựa trên các trình tự gen GmDREB theo 

phương pháp Maximum Likelihood và JTT matrix-based model trong MEGAX. 
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Đặc điểm của miền AP2 trong phân họ DREB ở đậu tương 

Trên hình 3.2 thể hiện sự khác nhau cơ bản về trình tự amino acid miền 

AP2 ở protein DREB suy diễn từ 18 gen GmDREB của đậu tương. Sự sai 

khác giữa các trình tự amino acid miền AP2 biểu hiện ở thành phần và số 

lượng amino acid. Miền AP2 trong các protein thuộc phân họ nhân tố phiên 

mã DREB phổ biến từ 59-60 amino acid, tuy nhiên một số protein DREB 

chứa miền AP2 có tới 62 amino acid (DREB5), có 63 (DREBA), có 53 amino 

acid (DREB3-like), hoặc chỉ có 43 amino acid (DREB2C-like) (Hình 3.2).  

Motif PTPEMAARAYDVAALALKGPSARLNFPEL của miền AP2 

có ở tất cả các protein DREB của đậu tương. Miền AP2 của các thành viên 

trong phân họ protein DREB có các điểm liên kết với promoter của gen chức 

năng mà nhân tố phiên mã DREB kích hoạt phiên mã. Kết quả so sánh ở bảng 

3.2 cho thấy trong miền AP2 của 18 protein DREB ở đậu tương đều có 11 

amino acid liên kết với sợi DNA ở vùng promoter (DNA binding site) với 4 

dạng và phổ biến là RGRRWKERRWT, tìm thấy ở 13/18 protein DREB. 

Ngoài ra còn hai dạng KGRRNKERRWT và KGRRWKERRWT (có ở 2/18 

protein DREB) và dạng RGRRTKERRWT chỉ có ở một loại protein DREB 

(Bảng 3.2). 

3.1.3. Cây phát sinh miền AP2 ở đậu tương 

Phân tích tiến hóa của phân họ protein DREB dựa trên trình tự amino 

acid của miền AP2 trong 69 protein DREB của cây đậu tương bằng phương 

pháp Maximum Likelihood và mô hình JTT matrix-based trong MEGAX 

[65]. Sơ đồ cây được thiết lập dựa trên 69 trình tự amino acid của miền AP2 

theo tỷ lệ và chiều dài nhánh được đo bằng số lần thay thế trên mỗi vị trí 

amino acid. Tất cả các vị trí chứa khoảng trống và dữ liệu bị thiếu đã được 

loại bỏ. Bộ dữ liệu cuối cùng có tổng cộng 38 vị trí amino acid.  
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Hình 3.2. So sánh trình tự amino acid miền AP2 của các protein trong phân 

họ DREB ở đậu tương 
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Bảng 3.2. So sánh các điểm liên kết trong miền AP2 với sợi DNA vùng 

promoter của 18 thành viên trong phân họ nhân tố phiên mã DREB ở cây đậu 

tương 

STT Tên gen 
Các dạng amino acid liên kết với sợi DNA 

của promoter (DNA binding site) 

1 GmDREB RGRRWKERRWT 

2 GmDREB1 RGRRWKERRWT 

3 GmDREB1E RGRRWKERRWT 

4 GmDREB1F RGRRWKERRWT 

5 GmDREB2 RGRRWKERRWT 

6 GmDREB2A2 RGRRWKERRWT 

7 GmDREB2C RGRRWKERRWT 

8 GmDREB3 RGRRWKERRWT 

9 GmDREB5 RGRRWKERRWT 

10 GmDREB6 RGRRWKERRWT 

11 GmDREBa RGRRWKERRWT 

12 GmAP2-2 RGRRWKERRWT 

13 GmDREB7 RGRRWKERRWT 

14 GmAP2-Ile RGRRTKERRWT 

15 GmDREB1B KGRRNKERRWT 

16 GmDREB1D KGRRNKERRWT 

17 GmDREB2D KGRRWKERRWT 

18 GmDREB2F KGRRWKERRWT 
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Hình 3.3. Cây phát sinh miền AP2 của phân họ protein DREB ở đậu tương 

được thiết lập dựa trên 69 trình tự amino acid miền AP2 theo phương pháp 

Maximum Likelihood trong MEGAX [65] và JTT matrix-based model với 

bootstrap được lặp lại 1000 lần. 

Kết quả phân tích sự tiến hóa miền AP2 của protein DREB ở đậu tương 

bằng phần mềm MEGAX [65] cho thấy cây phát sinh thiết lập từ 69 trình tự 

amino acid của miền AP2 phân thành 4 nhánh, trong đó có một nhánh chỉ có 

một trình tự AP2 của protein DREB2 (AAY89658) và ba nhánh còn lại, mỗi 

nhánh có một nhóm ký hiệu là I, II, III (Hình 3.3). Nhóm I gồm 29 trình tự 
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AP2 của các loại protein DREB1, DREB1B, DREB1D, DREB1E, DREB1F, 

DREB3, DREB6, AP2-2, AP2-Ile-DBDP; nhóm II gồm 25 trình tự AP2 của 

các loại protein DREB, DREBA, DREB2A2, DREB2C-like, DREB3, 

DREB5; nhóm III gồm 14 trình tự AP2 của các loại protein DREB2 (13 trình 

tự) và DREB1 (1 trình tự). 

 Như vậy, có 18 gen GmDREB trong hệ gen đậu tương đã được xác định 

và các bản copy phân bố trên 17 nhiễm sắc thể, trong đó GmDREB3 có 8 

copy, còn lại các gen GmDREB khác có 1- 4 copy. Nghiên cứu này đã cung 

cấp thông tin toàn diện về phân họ gen DREB, tạo cơ sở cho các phân tích 

thực nghiệm tiếp theo để làm rõ chức năng của một số thành viên trong phân 

họ gen DREB trong hệ gen đậu tương. 

3.2. THIẾT KẾ VECTOR CHUYỂN GEN GmDREB6 VÀ PHÂN TÍCH 

HOẠT ĐỘNG CỦA VECTOR TRÊN CÂY THUỐC LÁ 

3.2.1. Thiết kết vector chứa cấu trúc mang gen chuyển GmDREB6 

Tổng hợp GmDREB nhân tạo 

Dựa trên thông tin của gen GmDREB6 có mã số EF551166 trên 

GenBank (Liu và cs 2007) [75], gen GmDREB6 nhân tạo được thiết kế với 

kích thước 741 bp (Hình 3.4). Trong đó, trình tự mã hóa củagen GmDREB6 

nhân tạo có 693 nucleotide, bổ sung 15 nucleotide là vị trí cắt của cặp enzyme 

XbaI/SacI và 33 nucleotide mã hóa đuôi cmyc, tổng cộng là 741 nucleotide. 

Gen GmDREB6 được chèn vào vector pUC18 (pUC18_GmDREB6). 
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Hình 3.4. Trình tự nucleotide của gen GmDREB6 nhân tạo. 

Đầu 5’- gctctaga là trình tự chứa vị trí cắt của XbaI và đầu gagctcg – 3’ là 

trình tự chứa vị trí cắt của enzyme Sacl. 

Trên hình 3.4, gen GmDREB6 được cấu trúc bởi vùng mã hóa gồm 693 

bp, bổ sung 8 bp (5’-gctctaga) ở đầu 5’ (vị trí cắt của Xbal) và 7 bp (gagctcg-

3’) ở đầu 3’ (vị trí cắt của enzyme Sacl). Một đoạn 33 bp mã hóa peptid 

kháng nguyên c-myc ở đầu 3’ đã được thêm vào so với trình tự GmDREB6 có 

mã EF551166 trên GenBank, trình tự GmDREB6 nhân tạo có G thay thế bằng 

T ở vị trí 417. 

Tạo vector chuyển gen mang gen GmDREB6 

         Vector chuyển gen pBI121 chứa gen GUS (pBI121_GUS). Cặp enzyme 

Xbal/Sacl được sử dụng để cắt và loại bỏ gen GUS khỏi vector pBI121_GUS 

(Hình 3.5A) sau đó chèn gen chuyển GmDREB6 vào vector chuyển gen 

pBI121, tạo ra cấu trúc mang gen chuyển pBI121_GmDREB6 (Hình 3.5C).  



73 

 

 

 

 

Hình 3.5. Sơ đồ thiết kế vector chuyển gen pBI121_GmDREB6 

A: Vector pBI121_GUS; B: Vector pUC18_GmDREB6; C: 

pBI121_GmDREB6;  

nptII: neomycin-phospo-transferase II; 35S: Virus khảm súp lơ 35S 

Promoter;  

GmDREB6-cmyc: Gen GmDREB6 chứa cmyc và vị trí cắt của cặp enzyme 

Xbal/Sacl 

Kết quả cắt vector pUC18_GmDREB6 bằng cặp enzyme giới hạn 

XbaI/SacI thu được gen GmDREB6 (Hình 3.6A), đồng thời cắt vector 

pBI121_GUS cũng bằng cặp enzyme giới hạn XbaI/SacI đã loại bỏ được gen 

GUS (Hình 3.6B). Vector chuyển gen pBI121_GmDREB6 được biến nạp vào 

E.coli DH5α, được nhân bản và kiểm tra bằng colony-PCR (Hình 3.6). 

Plasmid pBI121_GmDREB6 tách chiết từ E.coli DH5α đã được biến 

nạp vào A.tumefaciens. Sau đó A.tumefaciens tái tổ hợp được nhân dòng, chọn 

lọc và kiểm tra. Chọn ngẫu nhiên 4 dòng khuẩn lạc và đem phân tích bằng 

colony-PCR nhân bản gen GmDREB6, kết quả thu được một băng DNA ứng 

với kích thước của gen chuyển GmDREB6 (Hình 3.7). Các khuẩn lạc 
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A.tumefacines dương tính được lưu giữ và sử dụng để lây nhiễm vào thuốc lá 

và đậu tương để tạo cây chuyển gen. 

 

 

Hình 3.6. A- Hình ảnh điện di kiểm tra sản phẩm cắt từ vector 

pUC18_GmDREB6, pBI121_GUS bằng cặp enzyme SacI/XbaI;                      

1: pUC18_GmDREB6; M: Thang DNA 1kb; 2: pBI121_GUS. 

B- Hình ảnh điện di kiểm tra gen GmDREB6 trong cấu trúc 

pBI121_GmDREB6 từ khuẩn lạc E.coli DH5α tái tổ hợp E.coli DH5α sau 

biến nạp. M: Thang DNA 1kb; (+): Gen GmDREB6 được khuếch đại từ 

pUC18_GmDREB6; 1, 2, 3, 4: Gen GmDREB6 được khuếch đại từ các khuẩn 

lạc E.coli DH5α. 

Như vậy, cấu trúc 35S-GmDREB6-cmyc trong vector chuyển gen 

pBI121 được thiết kế thành công và tạo được các dòng vi khuẩn A. 

tumefaciens AGL1 tái tổ hợp mang cấu trúc gen chuyển pBI121_GmDREB6. 

Đặc điểm của vector chuyển gen pBI21_GmDREB6 được thể hiện ở hình 3.8. 

Dòng khuẩn A. tumefaciens AGL1 tái tổ hợp được sử dụng trong biến nạp vào 

cây thuốc lá và cây đậu tương. 
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Hình 3.7. Hình ảnh điện di kiểm tra gen chuyển GmDREB6 bằng colony-

PCR từ các khuẩn lạc A. tumefaciens AGL1. M: Thang DNA 1 kb; 1, 2, 3, 4: 

Các dòng khuẩn lạc của chủng A. tumefaciens AGL1. 

 

 

Hình 3.8. Sơ đồ cấu trúc vector pBI121_GmDREB6 được sử dụng để chuyển 

gen thông qua vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens [93]. 

LB và RB: bờ trái và bờ phải của T-DNA; nptII: neomycin-phospho-

transferase II; CaMV35S: promoter 35S của virus khảm súp lơ; 

GmDREB6_cmyc: Gen DREB6 của đậu tương được gắn một trình tự 

nucleotide mã hóa peptide cmyc; XbaI và SacI: Vị trí nhận biết và cắt của 

enzyme giới hạn XbaI và SacI 
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3.2.2. Biến nạp cấu trúc pBI121_GmDREB6 vào mô cây thuốc lá 

Các mảnh lá thuốc lá in vitro có kích thước khoảng 1cm2 được ngâm 

trong dịch huyền phù A. tumefaciens. Sau đó các mảnh lá được nuôi cấy trên 

môi trường đồng nuôi cấy trong tối. Các mẫu này tiếp tục được rửa sạch 

khuẩn bằng kháng sinh cefotaxime 500 mg/ml và thấm khô trên giấy thấm vô 

trùng. Chúng tiếp tục được cấy chuyển sang môi trường tái sinh đa chồi, môi 

trường ra rễ để tạo ra cây thuốc lá chuyển gen (Hình 3.9). 

 

Hình 3.9. Hình ảnh mô tả quá trình biến nạp cấu trúc mang gen GmDREB6 

và tạo cây thuốc lá chuyển gen thông qua A.tumefaciens. 

 A: Các mảnh lá ngâm trong dịch huyền phù A. tumefaciens; B: Các mẫu biến 

nạp được chuyển sang môi trường đồng nuôi cây; C,D: Tái sinh đa chồi và 

kéo dài chồi; E : Các chồi sống sót sau chọn lọc được chuyển sang môi trường 

tạo rễ; G: Cây thuốc lá chuyển gen được trồng trên giá thể. 

Kết quả biến nạp cấu trúc mang gen chuyển GmDREB6 vào cây thuốc 

lá được trình bày ở bảng 3.3. Bảng 3.3 cho thấy, từ 180 mẫu trong ba lần biến 

nạp có 539 chồi được tạo ra trong môi trường tái sinh đa chồi và môi trường 

kéo dài chồi có bổ sung kháng sinh chọn lọc kanamycin, trong đó có 309 chồi 
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sinh trưởng tốt chuyển sang môi trường ra rễ. Kết quả có 101 cây con đã được 

trồng trên chậu, trong đó 48 cây được chuyển đến nhà lưới chăm sóc. 

Chọn 13 cây chuyển gen sinh trưởng, phát triển tốt đem phân tích sự 

hiện diện của gen chuyển GmDREB6 trong cây chuyển gen. Kết quả phân tích 

PCR với cặp mồi XbaI-DREB6-F/DREB6-SacI-R thu được 9 cây dương tính 

với sự xuất hiện của một băng DNA có cùng kích thước với gen chuyển 

GmDREB6 (741 bp) (Hình 3.10). Cây chuyển gen dương tính PCR trong thế 

hệ T0 được ký hiệu là T0-4, T0-5, T0-6, T0-7, T0-8, T0-9, T0-11, T0-12, T0-

13. 

Bảng 3.3. Kết quả biến nạp cấu trúc pBI121-GmDREB6 vào mô cây thuốc lá 

Thí nghiệm và 

đối chứng 

Số 

mẫu  

 

Số mẫu 

tạo 

cụm 

chồi 

Số chồi 

được 

tái sinh 

Số 

cây 

ra rễ 

Số cây 

chuyển 

sang trồng 

trong chậu 

Số cây 

chuyển 

sang trồng 

trong nhà 

lưới 

ĐC0* 30 23 85 63 20 10 

ĐC1* 30 0 0 0 0 0 

Thí 

nghiệm 

Lần 1 60 42 165 65 34 13 

Lần 2 60 39 158 72 31 17 

Lần 3 60 51 216 69 36 18 

Tổng thí 

nghiệm 
180 132 539 309 101 48 

Ghi chú:ĐC0*: Mẫu lá thuốc lá không biến nạp được cấy trên môi trường tái 

sinh không có kháng sinh; ĐC1*:  Mẫu lá thuốc lá không biến nạp được cấy 

trên môi trường tái sinh có bổ sung kháng sinh. 
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Hình 3.10. Hình ảnh kết quả điện di kiểm tra sản phẩm PCR nhân bản gen 

chuyển GmDREB6 từ các cây thuốc lá chuyển gen ở thế hệ T0. 

 M: thang DNA 1 kb; (+): plasmid pBI121-GmDREB6; WT: cây không biến 

nạp; 1-13: Các cây chuyển gen thế hệ T0 (T0-1, T0-2, T03, T0-4, T0-5, T0-6, 

T0-7, T0-8, T0-9, T0-11, T0-12 , T0-13). 

 

Tiến hành phân tích Southern blot 9 cây dương tính với PCR để xác 

nhận sự hợp nhất của gen chuyển GmDREB6 vào hệ gen cây thuốc lá biến 

nạp, kết quả thể hiện ở hình 3.11. Hình 3.11 cho thấy có 8 cây T0 (T0-4, T0-

5, T0-6, T0-7, T0-9, T0-11, T0-12, T0-13) cho kết quả dương tính với phản 

ứng lai Southern, cây T0-8 không xuất hiện băng DNA. Trong các cây cho kết 

quả lai Southern, cây T0-7 có hai bản copy, còn lại các cây chuyển gen T0 

đều có một bản copy. Từ kết quả này có thể kết luận rằng, gen chuyển 

GmDREB6 đã được hợp nhất vào hệ gen của cây thuốc lá chuyển gen. 

Tiếp tục phân tích sự biểu hiện của gen GmDREB6 trên 8 cây thuốc lá 

chuyển gen ở mức phiên mã dương tính với Southern blot bằng phản ứng RT-

PCR, kết quả cho thấy có 5 cây T0 được phiên mã để tạo ra mRNA, đó là các 

cây T0-5, T0-7, T0-9, T0-12, T0-13 (Hình 3.12). Như vậy, gen chuyển 

GmDREB6 đã được biểu hiện trong cây thuốc lá chuyển gen. 
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Hình 3.11. Hình ảnh kết quả phân tích Southern blot kiểm tra sự hợp nhất của 

gen chuyển GmDREB6  vào hệ gen các cây thuốc lá chuyển gen ở thế hệ T0. 

M: thang DNA 1 kb; (+): plasmid pBI121-GmDREB6; WT: cây không biến 

nạp; Các làn 4, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 13:Các cây chuyển gen thế hệ T0 (T0-4, 

T0-5, T0-6, T0-7, T0-8, T0-9, T0-11, T0-12, T0-13) 

 

 

 

Hình 3.12. Hình ảnh kết quả điện di kiểm tra sản phẩm RT-PCR khuếch đại 

cDNA của gen chuyển GmDREB6 từ mRNA của các cây chuyển gen thế hệ T0. 

M: thang DNA 1 kb;(+):  plasmid pBI121-GmDREB6; WT: Cây không biến 

nạp; Các làn điện di 4, 5, 6, 7, 9, 11, 12, 13: Các cây thuốc lá chuyển gen 

dương tính với Southern blot tương ứng là T0-4, T0-5, T0-6, T0-7, T0-9, T0-11, 

T0-12, T0-13. 
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Cấu trúc 35S-GmDREB6-cmyc trong vector tái tổ hợp pBI121 đã được 

biến nạp thành công vào cây thuốc lá qua trung gian A.tumefaciens. Gen 

chuyển GmDREB6 được chứng minh là đã hợp nhất vào hệ gen và được biểu 

hiện ở cây thuốc lá chuyển gen ở mức độ phiên mã. Như vậy, có thể thấy 

vector chuyển gen pBI121_GmDREB6 hoạt động tốt trên các cây thuốc lá mô 

hình. Do đó, cấu trúc mang gen GmDREB6 có thể sử dụng để chuyển vào cây 

đậu tương như mục tiêu là tạo cây chuyển gen có khả năng chống chịu các 

stress phi sinh học. 

3.3. PHÂN TÍCH SỰ BIỂU HIỆN CỦA GEN GmDREB6, NtP5CS, 

NtCLC TRÊN CÂY THUỐC LÁ CHUYỂN GEN BẰNG REAL TIME 

qRT-PCR 

Ảnh hưởng của stress muối có thể được quan sát thấy ở cấp độ tế bào, 

cơ quan và toàn bộ cây trồng. Các quá trình sinh học trong tế bào chịu tác 

động rất lớn, như sự cân bằng thẩm thấu bị phá vỡ, giảm hiệu suất tổng hợp 

protein, quang hợp và các quá trình chuyển hóa khác. Khả năng chống lại 

stress do muối của thực vật liên quan đến các quá trình sinh lý phức tạp, các 

con đường trao đổi chất và sự biểu hiện của các gen liên quan. Một số gen đậu 

tương đã được mô tả là có khả năng đáp ứng với các căng thẳng phi sinh học 

như, gen mã hóa yếu tố phiên mã DREB kích hoạt phiên mã nhóm gen chức 

năng; gen P5CS mã hóa enzyme chìa khóa trong quá trình sinh tổng hợp 

proline; gen CLC có chức năng làm tăng sự vận chuyển Cl- từ tế bào chất vào 

không bào và nâng cao khả năng chống chịu NaCl, Nghiên cứu này tiếp cận 

phân tích sự biểu hiện của gen chuyển GmDREB6 từ đậu tương và làm rõ mối 

liên quan giữa sự biểu hiện gen GmDREB6 và mức độ phiên mã của gen 

NtP5CS và NtCLC trên cây thuốc lá trong điều kiện stress mặn. 
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3.3.1. Xử lý mặn các dòng thuốc lá chuyển gen GmDREB6 và cây WT 

Trong 5 cây T0 (T0-5, T0-7, T0-9, T0-12, T0-13) cho kết quả phiên mã 

tổng hợp mRNA, chọn 3 cây sinh trưởng phát triển tốt là T0-5, T0-9 và T0-13 

để tiếp tục phân tích biểu hiện gen trong điều kiện stress muối bằng Real time 

RT-PCR. Các dòng chuyển gen T0-5, T0-9 và T0-13 lần lượt được ký hiệu là 

L1, L3 và L9. Các dòng WT và ba dòng chuyển gen L1, L3, L9 có sự sinh 

trưởng, phát triển bình thường và hình thái đồng đều đã được chọn để xử lý 

stress mặn trong buồng trồng cây. Các chậu cây thuốc lá được tưới 50 ml 

NaCl 200 mM hàng ngày trong 3 tuần, sau đó mức độ biểu hiện gen được 

phân tích bằng phản ứng qRT-PCR. Đối chứng là các dòng chuyển gen 

GmDREB6 và cây không chuyển gen được tưới 50 ml H2O hàng ngày (Hình 

3.13). Quan sát hình thái thí nghiệm và đối chứng sau 3 tuần cho thấy, ở lô 

tưới nước (Hình 3.13A) các cây chuyển gen L1, L3, L9 có hình thái và màu 

sắc lá, chiều cao cây tương tự nhau; nhưng ở lô thí nghiệm (Hình 3.13B) tưới 

50 ml NaCl 200 mM thấy cây L1 biểu hiện sinh trưởng mạnh hơn các cây L3, 

L9 và WT. Cây WT sinh trưởng kém hơn và có lá nhỏ, vàng ở những lá gần 

gốc, trong khi các cây chuyển gen L1, L3, L9 sinh trưởng bình thường, lá 

xanh, to tương tự ở lô đối chứng tưới nước. Sự biểu hiện này cũng cho thấy sự 

phát triển bình thường của các dòng thuốc lá chuyển gen khi bị stress mặn, 

trong khi các cây WT bị vàng lá, sinh trưởng kém và ngừng sinh trưởng. 

3.3.2. Phân tích mức độ biểu hiện của các gen GmDREB6, NtP5CS và 

NtCLC phản ứng với stress mặn ở các dòng thuốc lá chuyển gen 

Các dòng thuốc lá chuyển gen L1, L3 và L9 được sử dụng để phân tích 

mức độ biểu hiện của các gen GmDREB6, NtP5CS và NtCLC bằng phản ứng 

qRT-PCR để xác định vai trò của gen GmDREB6 từ đậu tương đối với sự biểu 

hiện của các gen NtP5CS và NtCLC nội sinh ở cây thuốc lá. 
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Trong điều kiện bình thường, gen chuyển GmDREB6 của các dòng cây 

chuyển gen được biểu hiện quá mức trong khi không quan sát thấy sự biểu 

hiện ở cây WT. Kết quả này xác nhận rằng gen chuyển GmDREB6 đã được 

hợp nhất vào hệ gen của cây thuốc lá và quá trình phiên mã của gen 

GmDREB6 đã được thực hiện. Khi xử lý mặn, mức độ biểu hiện gen 

GmDREB6 trong các dòng thuốc lá chuyển gen L1, L3, L9 đều tăng lên so với 

trong điều kiện tưới nước bình thường (Hình 3.14).  

 

 

 

Hình 3.13. Hình thái cây thuốc lá chuyển gen GmDREB6 và cây không 

chuyển gen khi tưới H2O và NaCl trong buồng sinh trưởng sau 3 tuần.  

A: tưới 50 mL H2O hàng ngày; B: tưới 50 mL NaCl 200 mM hàng ngày. Dòng 

thuốc lá chuyển gen L1, L3, L9: GmDREB6; WT: cây thuốc lá không chuyển 

gen. 
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Hình 3.14. Mức độ biểu hiện của gen GmDREB6 ở các dòng thuốc lá chuyển 

gen trong điều kiện stress mặn bằng phản ứng qRT-PCR sử dụng Actin làm 

gen tham chiếu.  

WT: cây thuốc lá không biến nạp; L1, L3 và L9: dòng thuốc lá chuyển gen. Dấu 

(*) trên mỗi cột thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (P <0,05). 

 

Đặc biệt, các dòng chuyển gen L1 và L9 có mức độ biểu hiện của gen 

GmDREB6 cao, tăng 2,40 lần (L1) đến 3,22 lần (L9) so với điều kiện không 

xử lý muối. Như vậy, những kết quả này chỉ ra rằng sự biểu hiện của gen 

GmDREB6 có liên quan trực tiếp đến phản ứng với stress mặn của cây thuốc 

lá. 

Trong điều kiện stress muối, gen P5CS mã hóa enzyme P5CS và gen 

CLC mã hóa protein vận chuyển Cl− trong không bào cũng đã được chứng 

minh là có vai trò trong việc tăng cường khả năng chống chịu của cây trồng 

[135], [138], [145]. Trong nghiên cứu này, đối với gen NtP5CS của cây thuốc 

lá chuyển gen (gen nội sinh), kết quả trên hình 3.14 cho thấy, trong điều kiện 

tưới nước bình thường (không xử lý NaCl), không có sự khác biệt về mức độ 
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phiên mã giữa các dòng thuốc lá chuyển gen so với cây WT. Tuy nhiên, trong 

điều kiện stress mặn, ở các dòng chuyển gen L1 và L9 có mức độ phiên mã 

của gen P5CS tăng từ 1,24 đến 3,60 (lần) so với ở cây WT. Trong số 3 dòng 

thuốc lá chuyển gen, dòng L1 có mức phiên mã của gen P5CS tăng 1,9 lần so 

với dòng L1 không xử lý, trong khi dòng L3 và L9 không cho thấy sự thay 

đổi biểu hiện này (Hình 3.15). 

 

Hình 3.15. Mức độ biểu hiện của gen NtP5CS ở các dòng thuốc lá chuyển gen 

GmDREB6 trong điều kiện stress mặn bằng phản ứng qRT-PCR sử dụng Actin 

làm gen tham chiếu. 

WT: cây thuốc lá không biến nạp; L1, L3 và L9: dòng thuốc lá chuyển gen. Dấu (*) 

trên mỗi cột thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (P <0,05). 

Tiếp tục phân tích biểu hiện của gen NtCLC trên các dòng thuốc lá 

chuyển gen GmDREB6 L1, L3, L9 kết quả cho thấy, trong điều kiện không xử 

lý NaCl, chỉ có dòng thuốc lá chuyển gen L1 có mức phiên mã cao hơn so với 

cây WT; còn khi xử lý bằng NaCl, các dòng chuyển gen đều có mức phiên mã 

tăng lên, dao động từ 3,65 đến 4,54 (lần) so với với cây WT (P <0,05) (Hình 

3.16). 
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Hình 3.16. Mức độ biểu hiện của các gen NtCLC ở các dòng thuốc lá chuyển 

gen GmDREB6 trong điều kiện stress mặn bằng phản ứng qRT-PCR sử dụng 

Actin làm gen tham chiếu. 

WT: cây thuốc lá không biến nạp; L1, L3 và L9: dòng thuốc lá chuyển gen. Dấu (*) 

trên mỗi cột thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (P <0,05). 

 

3.3.3. Thảo luận kết quả biểu hiện gen GmDREB6, NtP5CS, NtCLC ở các 

dòng thuốc lá chuyển gen  

Nước biển xâm thực vào đất liền gây nhiễm mặn đất trồng ngày càng 

gia tăng ở nhiều quốc gia ven biển, trong đó có Việt Nam, do đó, cải tiến cây 

trồng theo hướng tăng khả năng chống chịu mặn là mối quan tâm đặc biệt 

hiện nay. Việc tăng cường sự biểu hiện gen mã hóa nhân tố phiên mã được 

thực hiện để đánh giá tác động lên các gen có chức năng chống chịu các stress 

phi sinh học. DREB thuộc họ nhân tố phiên mã AP2/ERF có thể liên kết với 

các yếu tố DRE / CRT trong vùng promoter của một số lượng lớn các gen liên 

quan sự phản ứng các stress phi sinh học ở thực vật. Trong những năm gần 
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đây, đã có nhiều tiến bộ đáng kể trong việc làm rõ vai trò điều tiết của DREB 

trong phản ứng của cây trồng đối với các stress phi sinh học. Gen DREB được 

đưa vào một số cây trồng chuyển gen đã thể hiện tăng cường khả năng chống 

chịu đối với nhiều loại stress phi sinh học [62]. Các nghiên cứu trước đây 

cũng đã chứng minh rằng phân họ DREB đóng một vai trò quan trọng trong 

phản ứng chống chịu mặn của thực vật thông qua con đường không phụ thuộc 

ABA. Sự biểu hiện tăng cường của gen DREB đã kích hoạt sự biểu hiện của 

các gen đáp ứng chống chịu trong điều kiện stress phi sinh học [62], [83], 

[113]. GmDREB6 trong phân họ gen DREB của đậu tương đã được chứng 

minh là làm tăng tích lũy proline và nâng cao khả năng chống chịu mặn ở đậu 

tương biến đổi gen [92]. Trong kết quả nghiên cứu trên cây thuốc lá chuyển 

gen của chúng tôi ở điều kiện tưới 50 ml NaCl 200 mM hàng ngày trong 3 

tuần, các dòng thuốc lá chuyển gen đã biểu hiện mức độ phiên mã của gen 

GmDREB6 tăng từ 108,03% đến 321,95% so với cây chuyển gen trong điều 

kiện tưới nước bình thường (P <0,05). Kết quả này khẳng định sự phản ứng 

mạnh mẽ của gen GmDREB6 khi cây thuốc lá chuyển gen nhận được tín hiệu 

stress mặn từ môi trường [101]. 

 Gen GmDREB6 trong hệ gen đậu tương (gen có ID là 100101914) nằm 

trên nhiễm sắc thể số 5. Vùng mã hóa của gen GmDREB6, có kích thước 693 

bp, mã hóa protein DREB6 gồm 230 amino acid. Protein DREB6 chứa miền 

AP2 có 59 amino acid và trình tự amino acid liên kết với sợi DNA của 

promoter có 11 amino acid [73]. Promoter khởi động phiên mã của gen 

GmDREB6 chứa các yếu tố cis GT-1 và DRE (DRE (−1113), GT-1 (−133, 

−1398, −1488, −1560, −1993) và nhân tố phiên mã DREB6 có thể được liên 

kết với miền GT-1 hoặc DRE trong vùng khởi động của các gen chức năng. 

Các yếu tố cis trong trình tự khởi động của gen GmP5CS ở đậu tương là GT-1 

(−56, −1243, -1641) và GCC (−1899) [146] và như vậy nhân tố phiên mã 
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GmDREB6 của đậu tương có thể liên kết với GT-1 trong vùng promoter của 

gen P5CS. Nguyễn và cs (2019) đã chứng minh rằng sự biểu hiện quá mức 

của gen GmDREB6 đã tăng cường hoạt động phiên mã của gen GmP5CS ở 

cây đậu tương chuyển gen. Trong nghiên cứu này, kết quả phân tích biểu hiện 

gen GmDREB6 trên cây thuốc lá chuyển gen đã cho thấy, khi cây thuốc lá 

nhận được tín hiệu về độ mặn của môi trường, mức độ phiên mã của gen 

GmDREB6 tăng lên 321,95% so với ở cây không được xử lý bằng NaCl. 

 Proline là chất thẩm thấu, hàm lượng proline cao trong tế bào sẽ làm 

tăng khả năng giữ nước của tế bào. Trong cây thuốc lá và thực vật nói chung 

có 2 loại enzyme quan trọng là P5CS và P5CR tham gia vào quá trình tổng 

hợp proline trong tế bào. Sự biểu hiện quá mức của gen NtP5CS (gen nội sinh 

trong cây thuốc lá) sẽ làm tăng hàm lượng enzyme P5CS trong tế bào thuốc 

lá, tăng tổng hợp và tích lũy proline, đồng thời dẫn đến tăng áp suất thẩm 

thấu, do đó làm tăng khả năng giữ nước của cây [143]. Protein chloride 

channel (CLC) là anion chất mang quan trọng tồn tại trong vi khuẩn, nấm 

men, thực vật và động vật [127]. Các ion Cl- rất quan trọng đối với một số quá 

trình sinh học trong tế bào, chẳng hạn như khử cực màng, điều chỉnh thể tích 

tế bào, khả năng chống lại stress muối và khả năng chịu đựng kim loại. Người 

ta suy đoán rằng protein CLC có thể tham gia vào quá trình vận chuyển Cl- 

qua các bào quan trong tế bào [148]. Sự biểu hiện của protein CLC làm tăng 

sự vận chuyển Cl- từ tế bào chất vào không bào và tạo ra khả năng chống chịu 

NaCl trong tế bào [72]. 

 Khi khảo sát mức độ phiên mã của gen nội sinh NtP5CS và NtCLC 

trong cây thuốc lá chuyển gen và cây WT, chúng tôi nhận thấy các dòng thuốc 

lá chuyển gen L1 có sự biểu hiện gen NtP5CS tăng đáng kể so với cây WT và 

so với hai dòng chuyển gen L3 và L9. Đồng thời, dòng chuyển gen L1 cũng 

được chứng minh là có sự biểu hiện của gen NtCLC tăng lên so với cây WT. 
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Trong khi các dòng thuốc lá chuyển gen L3 và L9 chỉ ghi nhận các phản ứng 

tăng cường biểu hiện gen NtCLC trong điều kiện stress muối, thì dòng chuyển 

gen L1 đã ghi nhận các cải tiến trong sự biểu hiện đồng thời của gen chuyển 

GmDREB6, NtP5CS và NtCLC của cây thuốc lá chuyển gen (Hình 3.14, 3.15, 

3.16). Những kết quả này cho thấy vai trò của gen GmDREB6 từ đậu tương và 

mối quan hệ của nó với sự biểu hiện của gen NtP5CS và NtCLC ở thuốc lá. 

Kết quả phân tích vai trò gen GmDREB6 cho thấy khả năng chống chịu với 

stress mặn ở cây trồng có thể được cải thiện bằng cách kiểm soát sự biểu hiện 

của gen DREB. Tuy nhiên, đánh giá thêm vai trò của gen GmDREB6 là cần 

thiết để xác định mối liên quan giữa nhân tố phiên mã DREB6 với các gen 

chức năng khác đáp ứng với stress mặn. 

Kết quả phân tích biểu hiện của các gen GmDREB6, NtP5CS và 

NtCLC trên cây thuốc lá có thể thấy gen GmDREB6 là một ứng cử viên tiềm 

năng có thể sử dụng để cải thiện khả năng chịu mặn của cây trồng, mở ra 

hướng nghiên cứu phát triển cây trồng chịu mặn trong bối cảnh biến đổi khí 

hậu ngày càng gia tăng mực nước biển. 

3.4. BIẾN NẠP CẤU TRÚC MANG GEN GmDREB6 THÔNG QUA 

A.tumefaciens Ở GIỐNG ĐẬU TƯƠNG ĐT22 

3.4.1. Biến nạp và tạo cây đậu tương chuyển gen GmDREB6 từ giống đậu 

tương ĐT22 

Đậu tương là cây thực phẩm quan trọng mang lại nhiều giá trị về kinh 

tế, dinh dưỡng và cải tạo đất, nhưng thuộc nhóm cây chống chịu kém các yếu 

tố bất lợi phi sinh học, như hạn, mặn, nóng, lạnh,… Nhiều cách tiếp cận 

nghiên cứu cải thiện khả năng chống chịu của cây đậu tương đã được thực 

hiện và mang lại kết quả khả quan, trong đó có kỹ thuật biểu hiện mạnh gen 

mã hóa nhân tố phiên mã và gen GmDREB6 là một lựa chọn. 
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Giống đậu tương ĐT22 được trồng phổ biến ở miền Bắc Việt Nam, có 

thời gian sinh trưởng ngắn và có khả năng kháng bệnh phấn trắng, tuy nhiên, 

giống đậu tương ĐT22 cùng với các giống DT12,  DT94, W82, DT2003, 

DT2001, DT51, D2101, DT22, DT96, DT95, D8, DT90, DT83, DT84, DT30 

được đánh giá có khả năng chịu mặn thấp [1]. Trong nghiên cứu này, giống 

đậu tương Việt Nam ĐT22 được chọn làm đối tượng nhận gen để thực hiện 

thí nghiệm chuyển gen GmDREB6 trong mục đích nâng cao khả năng chịu 

mặn của giống đậu tương này. 

Hạt của giống đậu tương ĐT22 được khử trùng và cho nảy mầm trên 

môi trương GM để thu lá mầm làm nguyên liệu biến nạp. Kết quả biến nạp 

cấu trúc mang gen chuyển GmDREB6 thông qua lây nhiễm A.tumefaciens qua 

nách lá mầm được thể hiện ở hình 3.17 và bảng 3.4. 

Kết quả ở bảng 3.4 cho thấy các mẫu đối chứng không chuyển gen 

(ĐC1) không có khả năng tạo chồi trong môi trường chứa kháng sinh chọn 

lọc kanamycin; còn trong môi trường không chứa kháng sinh, lô ĐC0 đã có 

21/30 mẫu tạo chồi với 53 chồi, trong đó có 42 được chuyển sang môi trường 

kéo dài và 34 chồi ra rễ trên môi trưởng RM. Chuyển 30 cây trồng trên giá thể 

và kết quả có 11 cây sống trong điều kiện nhà lưới. 

Trong lô thí nghiệm, với 450 mẫu biến nạp, lặp lại 3 lần đã có 185 mẫu 

tạo chồi và tổng số chồi được tạo thành là 583 chồi. Chuyển 174 chồi sang 

môi trường SEM, kết quả chọn lọc bằng kháng sinh thu 152 chồi sinh trưởng 

phát triển tốt. Các chồi đã qua chọn lọc bằng kháng sinh được nhân lên để tạo 

các dòng chuyển gen T0 và chọn 109 chồi chuyển sang môi trường ra rễ. Kết 

quả chuyển 53 dòng cây T0 ra trồng trên giá thể và thu được 12 dòng cây T0 

sống sót trong điều kiện nhà lưới. 
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Hình 3.17. Hình ảnh quá trình biến nạp và tái sinh cây đậu tương chuyển gen.  

A: Hạt đậu tương ĐT22 được khử trùng bằng khí clo từ hỗn hợp javen 100 ml 

và HCl 3 ml; B: Hạt nảy mầm trên môi trường GM; C: Lá mầm thu từ hạt 

nảy mầm; D: Lá mầm đã gây tổn thương ngâm trong dịch A. tumefaciens 

chứa vector chuyển gen pBI121_GmDREB6 trong 30 phút. E: Các lá mầm 

biến nạp được chuyển sang môi trường đồng nuôi cấy CCM trong tối, ở 25oC 

trong thời gian 5 ngày; G: Các lá mầm được đặt trên môi trường cảm ứng tạo 

đa chồi SIM1, bổ sung cefotaxim 400mg/l và kanamycin 50mg/l trong 2 tuần 

(lần 1). Sau đó các lá mầm được chuyển sang môi trường SIM2 đặc, bổ sung 

cefotaxim 400mg/l và kanamycin 75mg/l trong 3 tuần (lần 2); H: Các chồi 

sống sót trong môi trường chọn lọc bằng kanamycin được chuyển sang môi 

trường kéo dài chồi SEM, bổ sung cefotaxim 400mg/l và kanamycin 50mg/l; K, 

M: Các chồi sống sót sau chọn lọc được chuyển sang môi trường tạo rễ RM, 

bổ sung cefotaxim 400mg/l và kanamycin 50mg/l để tạo cây hoàn chỉnh; N: 

Các cây có bộ rễ phát triển được chuyển ra trồng trên giá thể có tỷ lệ 2 đất 

thịt: 1 trấu hun : 2 sơ dừa trong nhà lưới. 
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Bảng 3.4. Kết quả biến nạp gen GmDREB6 vào giống đậu tương ĐT22 

Đối chứng 

và thí 

nghiệm 

Tổng 

số 

mẫu 

Số 

mẫu 

tạo 

chồi 

Tổng 

số chồi 

trên 

môi 

trường 

SIM 

Số chồi 

chuyển 

sang 

môi 

trường 

SEM 

Số chồi 

ra rễ 

trên 

môi 

trường 

RM 

Số 

cây 

trồn

g 

trên 

giá 

thể 

Số cây 

sống sót và 

phát triển 

bình 

thường 

trong nhà 

lưới 

ĐC0 30 21 53 42 34 30 11 

ĐC1 30 0 0 0 0 0 0 

Thí 

nghiệ

m 

chuyển 

gen 

Lần 

1 

150 65 208 62 45 17 4 

Lần 

2 

150 51 173 41 19 15 3 

Lần 

3 

150 69 202 71 45 21 5 

Tổng 450 185 583 174 109 53 12 

Ghi chú: ĐC0: mảnh lá mầm đậu tương không biến nạp được cấy trên môi 

trường tái sinh không chứa kháng sinh; ĐC1: mảnh lá mầm đậu tương không 

chuyển gen được cấy trên môi trường tái sinh có bổ sung kháng sinh. 
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3.4.2. Phân tích sự hiện diện và sự phiên mã của gen chuyển GmDREB6 

trên cây đậu tương chuyển gen  

Lá các dòng cây đậu tương biến nạp ở thế hệ T0 trong nhà lưới được sử 

dụng để phân tích sự có mặt của gen chuyển GmDREB6 trong hệ gen của cây 

đậu tương chuyển gen. DNA tổng số tách từ lá non của 12 cây T0 được sử 

dụng cho phân tích PCR với căp mồi GmDREB6_XbaI-F/GmDREB6_c-myc-

SacI-R, kết quả kiểm tra sản phẩm PCR nhân đoạn DNA GmDREB6_c-myc 

được thể hiện ở hình 3.18.  

Kết quả phân tích điện di ở hình 3.18 cho thấy băng DNA có kích 

thước khoảng gần 750 bp xuất hiện ở 8 dòng đậu tương chuyển gen số 1, 3, 4, 

6, 8, 9, 11, 12, trong khi các dòng số 2, 5, 7, 10 không xuất hiện băng DNA. 

Như vậy, bước đầu có thể xác nhận gen chuyển GmDREB6 đã hiện diện trong 

hệ gen của 8 dòng đậu tương chuyển gen ở thế hệ T0, ký hiệu là T0-1, T0-3, 

T0-4, T0-6; T0-8, T0-9, T0-11, T0-12. 

 

Hình 3.18. Hình ảnh điện di kiểm tra sản phẩm PCR khuếch đại gen chuyển 

GmDREB6 trong hệ gen các cây đậu tương chuyển gen. M: thang DNA 1 kb; 

WT; cây đậu tương không biến nạp; (+) plasmid pBI121_GmDREB6 làm đối 

chứng dương; 1-12: các dòng cây đậu tương chuyển gen GmDREB6. 
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Tiếp tục phân tích biểu hiện phiên mã của 8 cây dương tính với PCR 

bằng phản ứng RT-PCR với cặp mồi GmDREB6_XbaI-F/GmDREB6_c-myc-

SacI-R, kết quả thể hiện ở hình 3.19. Trên hình 3.19, trong 8 cây T0 mang 

phân tích RT-PCR có 7 cây dương tính, đó là các cây T0 =1, T0-3, T0-6, T0-

8, T0-9, T0-11, T0-12. Như vậy, gen chuyển GmDREB6 đã biểu hiện phiên 

mã tổng hợp mRNA. 

 

 

Hình 3.19. Hình ảnh điện di kiểm tra sản phẩm RT- PCR khuếch đại cấu trúc 

chứa gen GmDREB6 trong hệ gen các cây đậu tương chuyển gen. 

 M: thang DNA 1 kb; WT; cây đậu tương không biến nạp; (+) plassmid 

pBI121_GmDREB6 làm đối chứng dương; 1, 3, 4, 6, 8, 9, 11, 12: các dòng 

cây đậu tương chuyển gen GmDREB6. 

 

3.4.3. Thảo luận kết quả chuyển gen GmDREB6 ở cây đậu tương  

Nghiên cứu chuyển gen ở đậu tương nhờ A. tumefaciens chứa cấu trúc 

mang gen chuyển qua nách lá mầm đã tổn thương được công bố bởi nhiều tác 

giả. Việc gây tổn thương nách lá mầm cần phải có các thao tác kỹ thuật phù 

hợp thì mới tạo đủ mô đích cho sự xâm nhiễm của vi khuẩn [97], [138]. Tuy 

nhiên, mức độ hình thành chồi ở nách lá mầm không những phụ thuộc vào kỹ 

thuật gây tổn thương mà còn phụ thuộc vào đặc điểm của kiểu gen cây đậu 
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tương [98]. Ở Việt Nam, Trần Thị Cúc Hòa (2007) [4], Nguyễn Thị Thúy 

Hường (2011) [5], Nguyễn Thu Hiền (2011) [3],  Lò Thị Mai Thu (2014) [12] , 

Lò Thanh Sơn (2015) [11], Nguyen HQ và cs (2019) [92], Phạm và cs (2020) 

[101], cũng đã thành công trong chuyển gen ở đậu tương bằng cách lây nhiễm 

A. tumefaciens mang cấu trúc gen chuyển qua nách lá mầm tổn thương. Bằng 

phương pháp này, chúng tôi cũng đã thành công biến nạp vector 

pBI121_GmDREB6 vào giống đậu tương Việt Nam ĐT22 với số chồi tái sinh 

đạt trung bình 3,15 chồi/mẫu. Kết quả 3 lần chọn lọc bằng kháng sinh 

kanamycin ở các giai đoạn tạo chồi, kéo dài chồi và ra rễ, đã chọn được 53 

cây đậu tương trồng trên giá thể. Sử dụng PCR với cặp mồi GmDREB6_XbaI-

F/GmDREB6_c-myc-SacI-R đã xác nhận gen chuyển GmDREB6 đã có mặt 

trong hệ gen của 8 cây chuyển gen T0. 

Trong hệ gen của cây đậu tương chuyển gen có gen GmDREB6 nội tại 

và gen chuyển GmDREB6. Vùng mã hóa của gen nội tại và gen chuyển 

GmDREB6 đều có kích thước 693 bp, mã hóa 230 amino acid. Nếu sử dụng 

PCR với cặp mồi được thiết kế để khuếch đại vùng mã hóa thì kết quả duy 

nhất chỉ có đoạn DNA khoảng 0,7 kb và không thể xác định được gen chuyển 

GmDREB6 có được hợp nhất vào hệ gen của cây đậu tương được chuyển gen 

hay không. Do vậy, để phân tích cây đậu tương chuyển gen, chúng tôi thiết kế 

cặp mồi PCR nhằm nhân bản đoạn DNA bao gồm gen GmDREB6, các trình 

tự chứa điểm cắt của enzyme giới hạn XbaI và SacI. Trong vector chuyển gen 

pBI121_GmDREB6, cấu trúc GmDREB6-c-myc bao gồm đoạn gen 

GmDREB6, chứa vùng mã hóa 693 bp, đoạn 8 bp (GCTCTAGA) ở đầu 5 

'chứa vị trí cắt cho XbaI, trình tự có kích thước 33 bp mã hóa cho kháng 

nguyên c-myc và đoạn 7 bp (GAGCTCG) ở 3' cuối chứa vị trí cắt cho SacI. 

Như vậy, cấu trúc pBI121_GmDREB6_cmyc có kích thước là 741 bp. Cặp 

mồi PCR GmDREB6_XbaI-F/GmDREB6_c-myc-SacI-R được thiết kế để 
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khuếch đại cấu trúc GmDREB6-c-myc và kết quả kiểm tra bằng điện di trên 

gel agarose đã xuất hiện băng DNA duy nhất với kích thước khoảng 0,75 bp 

(Hình 3.18). Đồng thời, kết quả phân tích RT-PCR đã xác định được gen 

chuyển GmDREB6 đã biểu hiện ở 7 cây đậu tương T0 . 

Ở Việt Nam, hiệu suất chuyển gen ở đậu tương ở giai đoạn phân tích 

PCR đã được báo cáo. Hiệu suất chuyển gen P5CSm vào giống đậu tương 

DT84 đạt 0,24% [5], chuyển gen HA1 vào giống ĐT12 đạt 1,23% [3], biến 

nạp cấu trúc RNAi vào giống ĐT12 là 1,35%, vào giống DT2008 là 2,24% 

[11], chuyển gen GmEXP1 vào giống DT84 đạt 0,53% [11], chuyển gen 

GmDREB2 vào giống DT84 đạt 2,64% [101], chuyển gen GmCHI vào giống 

DT2008 đạt 2,05% [92]. Trong nghiên cứu của chúng tôi, hiệu suất chuyển 

gen GmDREB6 ở giai đoạn phân tích PCR đạt 1,78% và giai đoạn phân tích 

RT-PCR đạt 1,56%. Như vậy, có thể thấy rằng hiệu suất chuyển gen gián tiếp 

nhờ A.tumefaciens ở cây đậu tương không chỉ phụ thuộc vào đặc điểm kiểu 

gen và khả năng tiếp nhận gen của giống, mà còn phụ thuộc vào đặc điểm của 

cấu trúc gen được chuyển vào cây đậu tương. 
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KẾT LUẬN VÀ ĐỀ NGHỊ 

 

1. Kết luận  

1.1. Mười tám gen GmDREB thuộc phân họ DREB trong hệ gen đậu tương đã 

xác định được từ cơ sở dữ liệu NCBI. Các bản copy của các gen GmDREB 

phân bố trên 17 nhiễm sắc thể, trong đó GmDREB3 có 8 copy, còn lại các 

gen GmDREB khác có 1-4 copy. Miền AP2 của protein DREB phổ biến có 

59-60 amino acid và motif PTPEMAARAYDVAALALKGPSARLNFPEL 

có ở tất cả các protein DREB của đậu tương. AP2 chứa 11 điểm liên kết với 

promoter của các gen chức năng, với 4 dạng và phổ biến là 

RGRRWKERRWT (có ở 13/18 protein DREB).  

1.2.Vector chuyển gen thực vật pBI121_GmDREB6 chứa cấu trúc 35S-

GmDREB6-cmyc được thiết kế và biến nạp vào cây thuốc lá. Sự hợp nhất và 

sự biểu hiện của gen chuyển GmDREB6 trong hệ gen cây thuốc lá chuyển 

gen đã được xác định bằng phân tích Southern blot và RT-PCR. 

1.3. Bằng phân tích qRT-PCR đã chứng minh được sự biểu hiện của gen 

GmDREB6 từ đậu tương đã làm tăng mức độ phiên mã các gen NtP5CS và 

NtCLC của cây thuốc lá chuyển gen trong điều kiện xử lý mặn. Các dòng 

thuốc lá chuyển gen L1 và L9 có mức phiên mã của gen GmDREB6 tăng từ 

2,40 đến 3,22 (lần) so với điều kiện không xử lý mặn. So với cây WT, mức 

độ phiên mã của gen NtP5CS ở các dòng chuyển gen tăng từ 1,24 - 3,60 lần 

và của gen NtCLC tăng 3,65 - 4,54 (lần) (P <0,05). Sự tăng cường biểu hiện 

đồng thời ở cả gen chuyển GmDREB6 và hai gen nội sinh, NtP5CS và 

NtCLC, đã được xác nhận ở các dòng thuốc lá chuyển gen L1.  

1.4. Cấu trúc mang gen GmDREB6  đã biến nạp thành công vào giống đậu 

tương ĐT22 qua nách lá mầm nhờ A.tumefaciens, tái sinh được 583 chồi từ 
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450 mẫu biến nạp. Sau 3 lần chọn lọc bằng kanamycin đã thu được 53 cây 

được trồng trên giá thể và 12 cây sinh trưởng bình thường trong điều kiện 

nhà lưới. Phân tích phân tử các dòng chuyển gen GmDREB6 ở thế hệ T0 xác 

định được 8/12 dòng dương tính với PCR và gen chuyển GmDREB6 ở 7 

dòng cây cho kết quả biểu hiện ở mức phiên mã. Hiệu suất chuyển gen 

GmDREB6 ở giai đoạn phân tích PCR đạt 1,78% và giai đoạn phân tích RT-

PCR đạt 1,56%. 

 

2. Đề nghị 

Trong số 18 gen GmDREB có trong hệ gen đậu tương còn nhiều gen 

chưa có thông tin về chức năng cần được tiếp tục nghiên cứu để làm rõ bằng 

thực nghiệm. 

Tiếp tục phân tích sự biểu hiện protein tái tổ hợp của 7 dòng đậu tương 

chuyển gen GmDREB6 có kết quả phân tích RT-PCR ở các thế hệ T0, T1, T2 

để  chọn tạo dược dòng đậu tương có sự sinh trưởng, phát triển bình thường 

và khả năng chịu mặn cao. 
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PHỤ LỤC 

 

Phụ lục 1. Dữ liệu trình tự gen GmDREB và protein thuộc phân họ DREB 

của đậu tương sử dụng trong phân tích (cập nhật ngày 9 tháng 5 năm 2020) 

T

T 
Gene/Gene ID 

Tên gen 

DREB của 

đậu tương 

Vị 

trí 

trê

n 

NS

T 

Mã số của gen 

trên GenBank 

Mã số của 

protein trên 

GenBank 

1.  DREB/ 

100499747 

GmDREB 13 BT089389 ACU13469 

2.  DREB/ 

100527471 

GmDREB 13 BT092314 ACU16563 

3.  DREB/ 

100499747 

GmDREB 13 AY244760 AAP83131 

4.  DREB/ 

100499747 

GmDREB 13 NM_00124853

7 

NP_001235466 

5.  GmDREB* GmDREB 13 GmDREB; 

DT2008 

DREB_DT200

8 

6.  AP2-2/ 

100813069 

GmAP2-2 4 NM_00125276

5 

NP_001239694 

7.  AP2-Ile-DBDP/ 

100819565 

GmAP2-Ile-

DBDP 

16 NM_00128057

5 

NP_001267504 

8.  DREB1/ 

547622* 

GmDREB1 9 HE647687; PB CCF23018_PB 

9.  DREB1/ 547622 GmDREB1 9 FJ965342 ACR44232 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/255626249
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/255632426
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/32480821
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/351722835
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/358248846
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/525507429
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/365189121
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238535499
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10.  DREB1/547622* GmDREB1 9 FR822736; 

XBB 

CBZ41764_X

BB 

11.  DREB1/547622* GmDREB1 9 HE647688; 

VNS 

CCF23019_V

NS 

12.  DREB1/547622* GmDREB1 9 HE647689; YS CCF23020_YS 

13.  DREB1/547622 GmDREB1 14 NM_00124885

0 

NP_001235779 

14.  DREB1B/100813

230 

GmDREB1B 10 XM_00353699

7 

XP_003537045 

15.  DREB1D/100778

541 

GmDREB1D 13 XM_00659413

5 

XP_006594198 

16.  DREB1E/100789

097 

GmDREB1E 1 XM_00351740

7 

XP_003517455 

17.  DREB1E/100797

582 

GmDREB1E 10 XM_00353643

5 

XP_003536483 

18.  DREB1E/100779

318 

GmDREB1E 17 XM_00355083

2 

XP_003550880 

19.  DREB1F/100810

401 

GmDREB1F 12 XM_00354073

8 

XP_003540786 

20.  DREB1F/100795

696 

GmDREB1F 5 XM_00352549

2 

XP_003525540 

21.  DREB1F/100793

751 

GmDREB1F 11 XM_00353913

1 

XP_003539179 

22.  DREB1F/100815

039 

GmDREB1F 12 XM_00353941

2 

XP_003539460 

23.  DREB1F/100803 GmDREB1F 13 XM_00354192 XP_003541976 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/323669525
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/365189123
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/365189125
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/351724471
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/356537053
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/571498368
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/356497210
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/356535906
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/356565301
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/356544702
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/356513683
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/356541428
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/955353804
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/955361323
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317 8 

24.  DREB2/ 732579 GmDREB2 6 DQ208968 ABB36645 

25.  DREB2/732579 GmDREB2 6 FJ965341 ACR44231 

26.  DREB2/732579* GmDREB2 6 HG965097; CB CDO19437_C

B 

27.  DREB2/ 732579 GmDREB2 6 DQ054363 AAY89658 

28.  DREB2/ 

732579* 

GmDREB2 6 LK936508; 

DT51 

CDU32446_D

T51 

29.  DREB2/ 

732579* 

GmDREB2 6 LK936509; 

DT26 

CDU32447_D

T26 

30.  DREB2/ 

732579* 

GmDREB2 6 HG965098; 

DVN5 

CDO19438_D

VN5 

31.  DREB2/ 

732579* 

GmDREB2 6 HG965099; 

CBD 

CDO19439_C

BD 

32.  DREB2/ 

732579* 

GmDREB2 6 HG965100; BG CDO19440_B

G 

33.  DREB2/ 

732579* 

GmDREB2 6 HG965101; BS CDO19441_B

S 

34.  DREB2/ 

100801528 

GmDREB2 4 JF946769 AEQ61581 

35.  DREB2/1008015

28* 

GmDREB2 4 LK936507;DT2

008 

CDU32445_DT

2008 

36.  DREB2/ 

100801528 

GmDREB2 4 XM_02612816

5 

XP_025983950 

37.  DREB2/ 732579 GmDREB2 6 NM_00125032

5 

NP_001237254 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/78216278
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238535496
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/597954839
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/68303944
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/664641318
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/664641320
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/597954841
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/597954843
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/597954845
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/597954847
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/351738969
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/664641316
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1448257053
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1279855160
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38.  DREB2A2/1008

00134 

GmDREB2A

2 

14 NM_00125401

3 

NP_001240942 

39.  AP2-8/ 

100798277 

GmDREB2C

-like 

2 NM_00125307

6 

NP_001240005 

40.  DREB2C-like/ 

100783729 

GmDREB2C

-like 

6 XM_00658092

3 

XP_006580986 

41.  DREB2D/ 

10079005 

GmDREB2D 4 XM_00352351

5 

XP_003523563 

42.  DREB2D/100797

850 

GmDREB2D 6 XM_00352783

1 

XP_003527879 

43.  DREB2F/100808

363 

GmDREB2F 2 XM_00351806

2 

XP_003518110 

44.  DREB2F/100819

966 

GmDREB2F 3 XM_00352047

6 

XP_003520524 

45.  DREB2F/100808

719 

GmDREB2F 10 XM_00352511

6 

XP_003525164 

46.  DREB2F/100801

311 

GmDREB2F 19 XM_00355337

2 

XP_003553420 

47.  DREB3/ 732559 GmDREB3 4 NM_00125002

4 

NP_001236953 

48.  DREB3/ 732559 GmDREB3 4 DQ055133 AAZ03388 

49.  DREB3/ 732656 GmDREB3 17 NM_00125157

1 

NP_001238500 

50.  DREB3(AP2-1)/ 

100794316 

GmDREB3-

like 

3 NM_00125442

7 

NP_001241356 

 

51.  DREB3/ GmDREB3 1 XM_00351702 XP_003517069 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1384072009
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/358249174
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/571457995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/356509658
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/356518425
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/356498543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/356503456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/356512924
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/356570494
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1151099563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/69111452
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/351721764
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/359807173
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/356496426
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100804801 1 

52.  DREB3/ 

100804056 

GmDREB3 7 XM_00352971

1 

XP_003529759 

53.  DREB3/ 

100783790 

GmDREB3 9 XM_00353438

0 

XP_003534428 

54.  DREB3/ 

100817503 

GmDREB3 11 XM_00353870

0 

XP_003538748 

55.  DREB3/ 

100784419 

GmDREB3 13 XM_00354204

2 

XP_003542090 

56.  DREB3-like/ 

100786075 

GmDREB3-

like 

1 XM_00351641

3 

XP_003516461 

 

57.  DREB5/1001018

98* 

GmDREB5 12 HE648567; 

XBB 

CCF23312_XB

B 

58.  DREB5/1001018

98* 

GmDREB5 12 HE648568; 

BGi 

CCF23313_BG

i 

59.  DREB5/ 

100101898 

GmDREB5 12 EF583447 ABQ53928 

60.  DREB5/1008098

87* 

GmDREB5 13 FR822737; 

XTD 

CBZ41765_XT

D 

61.  DREB5/1008098

87* 

GmDREB5 13 HE598783; PB CCD42020_PB 

62.  DREB5/1008098

87* 

GmDREB5 13 HE647690: NS CCF23021_NS 

63.  DREB5/ 

100101898 

GmDREB5 12 NM_00124817

1 

NP_001235100 

64.  DREB6/ GmDREB6 5 EF551166 ABQ42205 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/356522248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/571480552
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/356540544
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/356547379
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/356495187
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/371570516
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/371570518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/148278091
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/323669527
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/347630191
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/365189127
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1189438270
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/146552062
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100101914 

65.  DREB6/ 

100101914 

GmDREB6 5 NM_00124841

2 

NP_001235341 

66.  DREB6* GmDREB6 5 GmDREB6; 

DT2008 

DREB6_DT20

08 

67.  DREB7/ 

100101894 

GmDREB7 20 NM_00124810

8 

NP_001235037 

68.  DREBa/ 

100788110 

GmDREBa 12 NM_00135834

7 

NP_001345276 

69.  DREBa/ 

100788110 

GmDREBa 12 AY542886 AAT12423 

Ghi chú: Dấu * chú thích cho gen GmDREB được phân lập từ các giống đậu 

tương Việt Nam của nhóm tác giả [142],[143]; NST: nhiễm sắc thể. 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/351726616
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1239290962
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1279855165
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/47157142

