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MỞ ĐẦU 

 

1. Đặt vấn đề 

Biến đổi khí hậu đang diễn ra trên quy mô toàn cầu dẫn tới tình trạng hạn 

hán, đặc biệt là hạn mặn ngày càng kéo dài, gây khó khăn lớn cho ngành sản xuất 

nông nghiệp. Bên cạnh đó, biến đổi khí hậu cũng khiến diện tích đất sản suất nông 

nghiệp bị thu hẹp, gia tăng sự suy thoái đất, xói mòn rửa trôi, thường xuyên khan 

hiếm về nguồn nước. Stress hạn đã trở thành một trở ngại lớn đối với nền sản xuất 

nông nghiệp, gây ảnh hưởng nghiêm trọng đến năng suất và sản lượng nông nghiệp 

toàn cầu. Cường độ và mức độ nghiêm trọng của hạn hán được dự đoán sẽ còn gia 

tăng trong thời gian tới [109]. Vì vậy, việc chọn tạo giống các cây trồng có khả 

năng chịu hạn nhằm ứng phó với những tác động của biến đổi khí hậu là vấn đề 

mang tính cấp thiết và thời sự. 

Đậu tương là một trong những cây nông nghiệp quan trọng trên thế giới, là 

nguồn cung cấp protein bổ dưỡng với chi phí thấp, được sử dụng làm thức ăn cho 

con người và gia súc với các sản phẩm đa dạng từ sử dụng trực tiếp hạt thô đến chế 

biến thành phẩm… Ngoài ra, đậu tương còn giữ vai trò cải tạo đất nông nghiệp do 

khả năng cố định nitơ trong khí quyển. Tại Việt Nam, cây đậu tương giữ vị trí quan 

trọng trong cơ cấu cây trồng, tuy nhiên, năng suất đậu tương ở Việt Nam còn thấp, 

diện tích trồng trọt chưa được mở rộng nhiều. Nguyên nhân chính là chưa có giống 

đậu tương phù hợp, quy mô sản xuất nhỏ lẻ và điều kiện thời tiết không thuận lợi. 

Cây đậu tương tuy có thời gian sinh trưởng ngắn, khả năng thích ứng rộng, có thể 

bố trí phù hợp với nhiều cơ cấu cây trồng trong sản xuất, nhưng lại thuộc nhóm cây 

trồng chịu hạn kém. Đậu tương dễ bị tổn thương bởi các stress phi sinh học và hạn 

là một nguyên nhân chính làm giảm năng suất, sản lượng đậu tương. Những ảnh 

hưởng nổi bật nhất của hạn là giảm khả năng nảy mầm, cây sinh trưởng phát triển 

kém, còi cọc, giảm quang hợp, giảm khả năng hút khoáng. Trong bối cảnh hiện 

nay, vấn đề nâng cao khả năng chịu hạn ở cây đậu tương để giảm thiểu thiệt hại 
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năng suất trong điều kiện môi trường thiếu nước là nhiệm vụ cấp bách của các nhà 

chọn giống cây trồng nông nghiệp.  

Trên thế giới, việc cải thiện khả năng chịu hạn của cây đậu tương đã được 

quan tâm nghiên cứu với nhiều hướng tiếp cận khác nhau, như sử dụng kỹ thuật 

chọn lọc quần thể, lai giống hữu tính, đột biến thực nghiệm và ứng dụng công nghệ 

sinh học hiện đại. Trong đó, những hiểu biết và tiến bộ của các kỹ thuật chuyển gen 

hiện nay đã mở ra triển vọng lớn trong việc cải thiện đặc tính chịu hạn của cây đậu 

tương. Đối với thực vật, đặc tính chịu hạn là tính trạng số lượng phức tạp, chịu ảnh 

hưởng của một hệ thống các gen mục tiêu cũng như sự chi phối của các yếu tố môi 

trường, vật lý và hoá học. Sản phẩm của các gen này tác động trực tiếp đến sự biểu 

hiện của đặc tính chịu hạn hoặc điều hòa chức năng nhóm gen chịu hạn, như kiểm 

soát sự đóng mở khí khổng, giảm nồng độ ROS (reactive oxygen species), tăng 

cường phát triển bộ rễ, điều chỉnh thẩm thấu, bảo vệ tính toàn vẹn của màng, ổn 

định cấu trúc enzyme hoặc protein… [68]. 

Khi gặp điều kiện khô hạn, thực vật thường có xu hướng tăng cường tổng 

hợp, tích luỹ các chất chuyển hoá như các loại đường tan, amino acid… để điều 

chỉnh áp suất thẩm thấu cho tế bào. Vì vậy, một trong các hướng nghiên cứu tiếp 

cận cơ chế chống chịu hạn hiện nay chính là làm gia tăng các chất giúp bảo vệ áp 

suất thẩm thấu của tế bào khỏi sự mất cân bằng về nước. Trong đó, glycine betaine 

(GB) là một trong những chất bảo vệ thẩm thấu được nghiên cứu rộng rãi nhất. Các 

nghiên cứu gần đây cho thấy, GB là chất đóng vai trò quan trọng trong quá trình 

điều chỉnh áp suất thẩm thấu nội bào khi thực vật sống trong các điều kiện bất lợi. 

Nhiều loại gen đã được sử dụng để tạo ra cây chuyển gen có sự tăng tích lũy GB đã 

cho thấy sự hiệu quả trong việc tăng cường khả năng chịu đựng các stress phi sinh 

học và tăng năng suất. Một số cây trồng chuyển gen mã hoá enzyme liên quan đến 

sinh tổng hợp GB cũng thể hiện khả năng chống chịu với các điều kiện bất lợi của 

môi trường như chịu nóng [175]; chịu lạnh [134]; chịu hạn [171] và chịu mặn 

[160]. 
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Trong số các con đường sinh tổng hợp GB ở các đối tượng sinh vật khác 

nhau, con đường sinh tổng hợp GB từ tiền chất choline xúc tác bởi enzyme choline 

oxidase (COD) được mã hóa bởi gen codA là có hiệu quả và đơn giản nhất. Gen 

codA đã trở thành mục tiêu nghiên cứu ứng dụng công nghệ sinh học đối với kỹ 

thuật trao đổi chất của các loài thực vật quan trọng về mặt kinh tế để chống chịu 

stress thẩm thấu [133]. Phương pháp chuyển gen codA từ Arthrobacter globiformis 

vào các loại cây trồng không tích lũy GB tự nhiên như đậu xanh [21]; khoai tây 

[38]; cà chua [164]… để nâng cao khả năng chống chịu trong các điều kiện stress 

phi sinh học khác nhau đã chứng minh sự đơn giản và hiệu quả của phương pháp 

này. Tại Việt Nam, gen codA mã hoá sinh tổng hợp GB đã được chuyển thành công 

vào cây xoan [5], [9] và cây thuốc lá [78]; các cây chuyển gen này có khả năng 

chịu hạn, chịu mặn hơn so với các cây đối chứng không chuyển gen. Chính vì vậy, 

việc nghiên cứu tăng cường biểu hiện gen codA liên quan đến sinh tổng hợp GB 

nhằm nâng cao khả năng chịu hạn ở đậu tương giúp cây phát triển tốt hơn, cho 

năng suất và sản lượng cao hơn trong điều kiện môi trường bất lợi là nghiên cứu 

mang tính thực tiễn và cần thiết. 

Xuất phát từ cơ sở khoa học và nhu cầu thực tiễn về tạo giống đậu tương có 

khả năng chống chịu hạn bằng công nghệ chuyển gen, chúng tôi lựa chọn thực hiện 

đề tài luận án “Nghiên cứu chuyển gen codA nhằm nâng cao khả năng chịu hạn 

của cây đậu tương (Glycine max (L.) Merrill)”. 

2. Mục tiêu nghiên cứu 

Biến nạp được cấu trúc mang gen chuyển codA vào đậu tương và tạo được 

cây đậu tương chuyển gen codA mã hóa choline oxydase có khả năng chịu hạn cao 

hơn cây không chuyển gen.  

3. Nội dung nghiên cứu 

3.1. Nghiên cứu tạo cấu trúc chuyển gen mang gen codA trong vector biểu hiện 

thực vật 
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1) Thiết kế vector biểu hiện gen thực vật chứa cấu trúc mang gen codA. 

2) Biến nạp cấu trúc chuyển gen mang gen codA vào mô cây thuốc lá. Đánh giá 

hoạt động và biểu hiện gen chuyển codA trên các dòng thuốc lá chuyển gen. 

3.2. Nghiên cứu ảnh hưởng của một số yếu tố nhằm thăm dò hiệu quả chuyển gen 

codA ở cây đậu tương 

1) Nghiên cứu ảnh hưởng của nồng độ phosphinothricin (PPT) đến khả năng tạo 

chồi từ lá mầm đậu tương. 

2) Phân tích ảnh hưởng của nồng độ khuẩn và thời gian ủ khuẩn, đồng nuôi cấy đến 

khả năng cảm ứng tạo chồi đậu tương. 

3) Phân tích ảnh hưởng của nồng độ kháng sinh và thời gian diệt khuẩn đến sự phát 

sinh và sinh trưởng chồi đậu tương. 

3.3. Nghiên cứu biến nạp cấu trúc mang gen codA vào giống đậu tương ĐT22 và 

tạo cây đậu tương chuyển gen chịu hạn 

1) Biến nạp di truyền và tạo cây đậu tương chuyển gen codA. 

2) Phân tích cây đậu tương chuyển gen codA. 

3) Đánh giá khả năng chịu hạn của một số dòng đậu tương chuyển gen codA. 

4. Những đóng góp mới của luận án 

Luận án là công trình nghiên cứu đầu tiên ở Việt Nam tạo thành công cây đậu 

tương mang gen codA tăng khả năng chịu hạn so với cây đậu tương không biến 

nạp. Luận án là công trình có hệ thống với nội dung được trình bày từ thiết kế 

vector chuyển gen thực vật, phân tích biểu hiện gen và tạo dòng cây chuyển gen 

codA có hàm lượng GB tích luỹ cao. 

Cụ thể là: 

1) Đã xác định được các yếu tố thích hợp cho chuyển gen codA và tạo đa chồi ở 

giống đậu tương ĐT22. Nồng độ PPT 3 mg/l ở giai đoạn cảm ứng tạo chồi trong 

môi trường SIM và nồng độ PPT 1,5 mg/l ở giai đoạn kéo dài chồi trong môi 

trường SEM; dịch khuẩn có giá trị OD650= 0,6, thời gian ủ khuẩn 30 phút, đồng 



` 

 

5 

nuôi cấy 5 ngày trong tối và diệt khuẩn bằng cefotaxime 500 mg/l là thích hợp cho 

cảm ứng tạo chồi và kéo dài chồi trên môi trường chọn lọc. 

2) Lần đầu tiên gen codA được chuyển thành công và biểu hiện ở cây đậu tương Việt 

Nam. Sự biểu hiện của gen chuyển codA trong cây đậu tương chuyển gen đã làm tăng 

hàm lượng GB, proline, tăng hoạt độ của POD, giảm hàm lượng MDA so với cây 

cây đậu tương không chuyển gen. 

3) Bốn dòng đậu tương chuyển gen codA ở thế hệ T1 đã được đánh giá, hàm lượng 

GB ở dòng đậu tương chuyển gen tăng từ 248,9% - 288,3% so với cây không 

chuyển gen; hàm lượng proline tăng 1,5 - 2 lần, hoạt động của POD tăng lên gấp 4 

lần và hàm lượng MDA giảm 0,5 lần so với cây không chuyển gen. 

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

Kết quả nghiên cứu đạt được của luận án có giá trị khoa học và thực tiễn trong 

tiếp cận nghiên cứu nâng cao khả năng chống chịu các stress phi sinh học của cây 

đậu tương bằng kỹ thuật chuyển gen. 

Về mặt khoa học, kết quả của luận án đã chứng minh được sự tăng cường biểu 

hiện gen codA mã hóa enzyme chìa khóa trong con đường sinh tổng hợp GB đã làm 

tăng khả năng chống chịu hạn ở cây đậu tương. Kết quả nghiên cứu là cơ sở khoa 

học để cải thiện khả năng chống chịu các yếu tố bất lợi của ngoại cảnh ở thực vật 

nói chung và cây họ đậu nói riêng bằng kỹ thuật biểu hiện gen. Kết quả đăng tải 

trên các bài báo khoa học là tài liệu tham khảo có giá trị phục vụ nghiên cứu và 

giảng dạy sinh học. 

Về mặt thực tiễn, các dòng đậu tương chuyển gen codA có thể được sử dụng 

làm vật liệu phục vụ chọn giống đậu tương có khả năng chống chịu hạn, đáp ứng 

một phần nhu cầu đậu tương đang thiếu trong nước hiện nay. Kết quả nghiên cứu 

của luận án có thể áp dụng vào các giống cây họ đậu và các loài thực vật khác trong 

định hướng nghiên cứu nhằm nâng cao hàm lượng GB giúp tăng khả năng chống 

chịu với các điều kiện bất lợi của môi trường. 
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Chương 1. TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

 

1.1. TÁC ĐỘNG CỦA HẠN VÀ CƠ CHẾ CHỊU HẠN Ở THỰC VẬT 

1.1.1. Ảnh hưởng của stress hạn đến sự sinh trưởng, phát triển và đặc tính 

sinh lý, sinh hoá của thực vật 

1.1.1.1. Tác động của hạn đến sự sinh trưởng và phát triển 

Stress hạn được hiểu và định nghĩa dưới nhiều góc độ khác nhau. Trong nông 

nghiệp, stress hạn là hiện tượng xảy ra khi môi trường không đủ nước cho sự sinh 

trưởng và phát triển bình thường của cây trồng tại một thời điểm nhất định. Mức độ 

nghiêm trọng của stress hạn phụ thuộc vào thời gian và cường độ hạn, lượng mưa, 

khả năng giữ nước của đất, sự thoát hơi nước của lá và sức sống của thực vật [136]. 

Thực vật chịu áp lực của stress hạn khi độ ẩm trong đất thấp, lượng nước có 

sẵn cho rễ giảm hoặc/và khi tốc độ thoát hơi nước của lá cao hơn so với mức độ 

hấp thu nước của rễ. Các triệu chứng hạn ở thực vật khác nhau giữa các loài thực 

vật, tùy thuộc vào khả năng chống chịu, điều kiện sinh trưởng, giai đoạn phát triển 

và các yếu tố của môi trường. Các triệu chứng này bao gồm cả những thay đổi về 

mặt hình thái như héo rũ, rụng lá, già hoá sớm cũng như sự thay đổi ở cấp độ tế 

bào: giảm sức trương, đóng khí khổng, mất cân bằng áp suất thẩm thấu và tăng sản 

xuất ROS. 

Một số thực vật có khả năng chống chịu với điều kiện khô hạn. Khả năng chịu 

hạn là một đặc điểm phức tạp xảy ra thông qua một số cơ chế: (i) trốn hạn (tăng tốc 

giai đoạn sinh sản của cây trước khi bị stress có thể cản trở sự tồn tại của nó), (ii) 

tránh hạn (chịu đựng với lượng nước bên trong tăng lên và ngăn ngừa tổn thương 

mô) và (iii) chịu hạn (khả năng chịu đựng với hàm lượng nước bên trong thấp trong 

khi vẫn duy trì sự phát triển trong thời gian khô hạn) [24]. Sau một thời gian khô 

hạn, tỷ lệ cây sống sót khi được tưới lại được gọi là tỷ lệ sống sót trong hạn hán. 

Stress hạn là một yếu tố ảnh hưởng đến hình thái, sinh lý và sự phát triển của 
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cây từ giai đoạn hạt nảy mầm, phát triển chồi và rễ, thân và lá cho đến giai đoạn 

sinh sản [109]. Giai đoạn hạt nảy mầm là giai đoạn rất nhạy cảm với stress hạn. 

Trong điều kiện hạn hán, quá trình nảy mầm của hạt và sự phát triển của cây non có 

nhiều thay đổi đáng chú ý, như giảm số lượng và tỷ lệ nảy mầm của hạt; giảm chiều 

dài, khối lượng chất khô của rễ và chồi; giảm khả năng sống sót của cây con, kéo 

dài thời gian nảy mầm của hạt [128]. Độ ẩm đóng vai trò thiết yếu trong việc kích 

hoạt enzyme trong quá trình nảy mầm. Tỷ lệ nảy mầm bị giảm đáng kể ở cây đậu 

gà (Cicer arietinum L.) trong điều kiện thiếu nước [20]. 

Trong giai đoạn sinh trưởng của cây, ảnh hưởng sớm nhất khi gặp stress hạn 

là héo lá, giảm chiều cao cây, gián đoạn quá trình hình thành chồi và hoa. Chiều 

cao thực vật có liên quan chặt chẽ đến kích thước tế bào và sự già hoá của lá. Chiều 

cao cây giảm chủ yếu là do giảm khả năng hút, vận chuyển khoáng trong cây, giảm 

khả năng phân chia và kích thước tế bào, tăng rụng lá trong điều kiện khô hạn 

[169]. Nước có ảnh hưởng nhất định đến sự phân bố của rễ cây. Khi thiếu nước, 

thực vật có xu hướng tăng cường hút nước từ các tầng đất sâu hơn bằng cách phát 

triển cấu trúc bộ rễ thông qua sự tăng trưởng của chiều dài rễ cái và sự tăng số 

lượng, lan rộng của các rễ bên [135]. Ở đậu tương, sự ức chế sinh trưởng ở chồi 

mạnh hơn, sinh khối của chồi giảm nhiều hơn so với rễ, dẫn đến tỷ lệ rễ/ chồi cao 

hơn trong điều kiện thiếu nước [49]. Để chống lại hạn hán, đậu tương có xu hướng 

phát triển hệ thống rễ bên lớn hơn, số lượng lông rễ nhiều hơn và đường kính 

xylem to hơn. Sự thiếu hụt đạm sẽ có thể xảy ra khi stress hạn làm giảm số lượng 

và khối lượng khô của nốt sần cây đậu tương. Khi đậu tương bị thiếu đạm, rễ ít 

phân nhánh, cây thấp còi, ít quả và hạt hơn cây khỏe mạnh, ảnh hưởng tiêu cực đến 

năng suất [92]. 

Lá là bộ phận chính của cây, diện tích bề mặt lá có ảnh hưởng lớn đến quá 

trình quang hợp và sự phát triển của cây. Trong điều kiện khô hạn, hiện tượng giảm 

kích thước và số lượng lá, lá già hoá sớm đã được quan sát thấy ở nhiều loài thực 

vật [26]. Sự biến đổi hình thái, kích thước lá có vai trò quan trọng trong khả năng 
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chịu hạn của cây trồng. Đây là một cơ chế tránh hạn của cây vì giảm diện tích lá tác 

động tới sự thoát hơi nước khí khổng, giúp cân bằng lượng nước hấp thụ từ rễ và 

vận chuyển nước ở các bộ phận khác nhau của cây [22]. Tuy nhiên, stress hạn kéo 

dài dẫn tới khả năng quang hợp giảm, cây có ít năng lượng hơn để sinh trưởng và 

phát triển. Một hiện tượng hình thái lá khác dễ quan sát là hiện tượng cuốn lá do 

mất áp suất nước từ lớp biểu bì mặt trên của lá khi cây thiếu nước. Ở lúa mì, cây sẽ 

bị cuốn lá nặng nếu chịu tác động của hạn [166]. 

Giai đoạn phát triển của cây cũng rất dễ bị ảnh hưởng bởi sự khan hiếm nước. 

Stress hạn ảnh hưởng nghiêm trọng đến thời gian ra hoa, sự phát triển của hoa, quá 

trình thụ phấn, kết hạt và tạo quả [124]. Số hạt trên mỗi cây giảm nhiều nhất khi 

hạn xảy ra ở giai đoạn ra hoa. Khi đó, thời gian ra hoa bị rút ngắn, hoa tạo ra ít hơn, 

quả ít hơn và do đó, số lượng hạt trên mỗi cây ít hơn [147]. Trung bình một cây đậu 

tương cho 25- 40 quả, mỗi quả chứa trung bình 2,5 hạt. Khi khô hạn xảy ra ở giai 

đoạn làm đầy quả, số lượng quả có thể giảm tới 20% [98]. Những tác động của hạn 

có thể ảnh hưởng tiêu cực tới năng suất và có thể làm giảm 73–82% năng suất hạt 

trên mỗi cây đậu tương [165]. 

1.1.1.2. Tác động của hạn đến một số chỉ tiêu sinh lý, sinh hoá 

i) Tác động của hạn đến quang hợp 

Quang hợp là một trong những quá trình quan trọng cho sự sinh trưởng và 

phát triển ở thực vật. Tùy thuộc vào mức độ nghiêm trọng và thời gian stress hạn 

mà quang hợp chịu tác động ở các mức độ khác nhau. Stress hạn làm giảm nồng độ 

CO2 khuếch tán đến lục lạp, hạn chế sự trao đổi chất trong tế bào. Độ ẩm trong đất 

thấp làm tăng nồng độ muối, giảm thế năng của nước so với tế bào thực vật. Điều 

này dẫn đến giảm sức trương và ức chế sự phát triển của tế bào. Kết quả của sự mất 

nước ảnh hưởng đến hoạt động của các enzyme liên quan đến quá trình trao đổi 

chất và do đó làm rối loạn chức năng của bộ máy quang hợp [174]. Điều kiện stress 

hạn cấp tính cũng gây rối loạn hoạt động của enzyme Rubisco cùng các enzyme 

khác liên quan đến quá trình quang hợp và là nguyên nhân làm mất sắc tố quang 
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hợp [30].  

Hiệu suất quang hợp, độ mở khí khổng, tốc độ thoát hơi nước giảm đáng kể 

trong thời gian hạn hán. Sự suy giảm diệp lục gây mất hiệu suất của hệ thống quang 

hoá II, thay đổi độ mở khí khổng và rối loạn cân bằng nước ở thực vật, từ đó làm 

giảm năng suất cây trồng [167]. Ngoài ra, một nguyên nhân khác làm suy giảm 

lượng diệp lục là do lượng O2
- và H2O2 gia tăng khi thực vật chịu stress hạn, dẫn 

đến quá trình peroxy hóa lipid [85]. Theo Hao và cs (2013), hàm lượng diệp lục của 

cây đậu tương bị tác động stress hạn giảm 31% so với cây không bị stress [71]. 

Hạn hán gây rối loạn chuyển hóa, ức chế sản xuất các sản phẩm quang hợp, 

phá vỡ sự cân bằng cacbon trong đậu tương [49]. Sự suy giảm hiệu suất của quá 

trình quang hợp điều kiện khô hạn gây ra giảm tích lũy chất khô và tỷ lệ vỏ quả là 

nguyên nhân trực tiếp làm giảm năng suất của đậu tương [161]. 

ii) Tác động của hạn đến khả năng chống oxy hóa 

Đối với các sinh vật hô hấp hiếu khí, oxy rất cần thiết để duy trì các hoạt động 

sống. Tuy nhiên, trong quá trình trao đổi chất nếu oxy không được oxy hoá hoàn 

toàn sẽ tạo ra một loạt các loại ROS, bao gồm superoxide (O2
-), (H2O2), oxy 

đơn (1O2), hydroxyl (·OH) và gốc oxy hữu cơ (RO·, ROO·)… [104]. Ở điều kiện 

bình thường, thực vật luôn có sự duy trì sự cân bằng giữa ROS với hệ thống chống 

oxy hoá. Tuy nhiên, khi bị stress hạn, việc sản xuất và giải phóng ROS bị mất cân 

bằng. Stress hạn có thể gây ra sự gia tăng các ROS và làm cho các tế bào thực vật 

bị stress oxy hóa. Khi ROS vượt quá khả năng của hệ thống chống oxy hoá sẽ gây 

ra sự tích tụ ROS và phá hủy quá trình oxy hóa. Việc sản sinh ra các gốc tự do sẽ 

dẫn đến một loạt các tác động tế bào học có hại, như peroxy hóa lipid màng sinh 

học, biến tính protein, đứt gãy sợi DNA và cản trở quá trình quang hợp [169]. 

Hầu hết các hệ thống bảo vệ của tế bào thực vật được sử dụng để chống lại 

những tác động bất lợi của các gốc ROS do hạn hán gây ra. Trong trường hợp này, 

một hệ thống chống oxy hóa nhanh chóng, mạnh mẽ và hiệu quả đóng vai quan 
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trọng, then chốt, cung cấp khả năng chịu hạn cho thực vật [80]. Hệ thống này liên 

quan đến các hoạt động giải độc enzyme và phi enzyme, giúp giảm bớt và sửa chữa 

tổn thương do các gốc ROS gây ra. Việc tăng cường bộ máy chống oxy hóa giúp 

loại bỏ các gốc ROS, làm giảm sự rò rỉ điện giải và quá trình peroxy hóa lipid, từ 

đó duy trì sức sống và tính toàn vẹn của các bào quan và màng tế bào [62]. 

Khi hạn hán, các gốc ROS (O2
-, OH-, 1O2 và H2O2) được tạo ra gây nên stress 

oxy hóa. Tỷ lệ tạo gốc ROS và hoạt động của enzyme chống oxy hóa điều chỉnh 

trạng thái oxy hóa khử của tế bào. Điều này có thể dẫn đến việc kiểm soát các gốc 

ROS gây tổn thương tế bào hoặc chết tế bào khi các gốc ROS vượt quá mức sinh 

lý. Nhiều nghiên cứu thực hiện trong điều kiện thiếu nước cho thấy sự tăng cường 

hoạt động của các enzyme chống oxy hóa quan trọng như catalase (CAT), 

superoxide dismutase (SOD), peroxidase (POD) và ascorbate peroxidase (APX) 

[32], [145]. Trong điều kiện stress hạn, APX tăng cường hoạt tính, tham gia thu hồi 

các gốc ROS bằng cách sử dụng ascorbate làm chất nền để kích thích sự chuyển đổi 

H2O2 thành H2O [75]. Sự thay đổi hoạt động APX ở lá phổ biến hơn ở rễ vì APX 

hoạt động chủ yếu trong lục lạp, tế bào chất và là một enzyme quan trọng để loại bỏ 

H2O2 trong lục lạp [34]. Theo Wang và cs (2019), hoạt động của các enzyme SOD, 

POD, CAT và APX được thay đổi và đóng vai trò quan trọng trong việc bảo vệ cây 

hoa mẫu đơn chống lại tình trạng thiếu nước [159]. Ở cây đậu răng ngựa (Vicia 

faba L.), các enzyme SOD, CAT và POX cũng được kích thích hoạt động khi gặp 

stress hạn, giúp giảm mức độ ROS và giảm stress oxy hóa do hạn hán tạo ra [12]. 

Hàm lượng các enzyme CAT, POD và SOD trong lá tăng khi cây cam thảo 

(Glycyrrhiza glabra L.) gặp stress hạn giúp ngăn chặn tác hại của H2O2 [76]. 

iii) Tác động của hạn đến sự trao đổi khoáng 

Tình trạng thiếu nước thường làm giảm khả năng hấp thụ nguồn khoáng trong 

đất của rễ, giảm tốc độ vận chuyển chất khoáng ở thân, cuối cùng làm giảm hàm 

lượng ion trong các mô khác nhau của cơ thể thực vật [91]. Khả năng hấp thụ kali 

(K) của cây giảm khi gặp điều kiện stress hạn. Sự suy giảm K này là do giảm khả 
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năng khuếch tán của K, giảm tốc độ thoát hơi nước và suy yếu hoạt động của các 

chất vận chuyển qua màng rễ [77]. Lượng K giảm cũng được tìm thấy ở cây hoa 

hải đường (Malus hupehensis) khi bị stress hạn [126]. Các gen mã hóa chất vận 

chuyển K+ bị ức chế bởi sự thiếu hụt nước. Ở cây nho, các kênh K+ bên trong được 

kích thích bởi một protein kinase- CIPK23; kênh K+ này bị ức chế ở rễ nhưng được 

kích hoạt ở lá [41]. Về cơ bản, sự giảm lượng K+ xảy ra trong lá vì sự khan hiếm 

nước làm rối loạn hoạt động của khí khổng và sự xáo trộn của tế bào, dẫn đến giảm 

quang hợp và cuối cùng là sản xuất sinh khối của cây [140]. Mức giảm nitơ (N) lá 

được coi là nguyên nhân chính gây ra sự suy giảm quang hợp và sự già hoá của lá 

[44]. Điều kiện stress hạn làm tăng sự tích tụ mangan (Mn), molypden (Mo), P, K, 

đồng (Cu), canxi (Ca) và kẽm (Zn) trong đậu tương [139]. 

1.1.2. Phản ứng của thực vật trong điều kiện stress hạn 

Stress hạn có tác động mạnh tới cơ thể thực vật. Thiệt hại do hạn hán gây ra 

cho năng suất cây trồng hàng năm còn nhiều hơn thiệt hại do tất cả các mầm bệnh 

cộng lại [68]. Vì vậy, việc nghiên cứu làm sáng tỏ cơ chế chịu hạn và cải thiện khả 

năng chịu hạn ở thực vật có thể cung cấp các giải pháp mới cho an ninh lương thực 

trong tương lai. Hiểu được phản ứng của tín hiệu tế bào đối với tình trạng thiếu 

nước sẽ là chìa khóa để làm sáng tỏ các vấn đề nông nghiệp hiện đại. Trong các đợt 

hạn hán, thực vật thường chủ động duy trì cân bằng nước sinh lý bằng cách: (i) tăng 

khả năng hút nước của rễ từ đất đồng thời đóng khí khổng để giảm thất thoát nước 

và (ii) điều chỉnh áp suất thẩm thấu trong các mô [130]. 

1.1.2.1. Sự phát triển bộ rễ 

Ở nhiều loài cây trồng quan trọng trong nông nghiệp, hệ thống rễ là cơ quan 

cảm nhận đầu tiên với stress hạn. Mặc dù sự phát triển của chồi trên mặt đất bị ức 

chế, nhưng bộ rễ vẫn tiếp tục phát triển bên dưới đất và có sự thay đổi về hình thái, 

cấu trúc để tăng cường khả năng hấp thụ nước, muối khoáng. Rễ phản ứng với 

những thay đổi về độ ẩm của đất từ cấp độ tế bào đến toàn bộ hệ thống rễ chống lại 

sự khô hạn. Những thay đổi này có thể bắt nguồn đồng bộ từ việc phân chia tế bào 
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đến kéo dài và biệt hóa ở đỉnh rễ. Để hướng ẩm, hệ thống rễ phát triển và điều chỉnh 

cấu trúc theo các hướng khác nhau, có thể sâu hơn hoặc nông hơn về phía các mảng 

đất có độ ẩm cao hơn nhờ tín hiệu auxin [48]. 

Sự phân bố nước không đều trong đất cũng ảnh hưởng đến sự hình thành rễ 

bên. Do đó, các rễ bên sẽ được ưu tiên phát triển về phía nước có độ ẩm cao [23]. 

Ngược lại, nếu môi trường thiếu nước hoàn toàn sẽ ngăn cản sự hình thành rễ bên. 

Sự phát triển của rễ bên bị giảm chủ yếu là do ức chế sự hoạt hóa của các mô phân 

sinh của rễ bên. 

Ngoài ra, rễ phát triển thông qua các cơ chế tương đối đơn giản nhưng thể 

hiện độ nhạy nổi bật với một loạt các thông số môi trường [107]. Sự phát triển cấu 

trúc hệ thống rễ có thể được xem chủ yếu là kết quả của ba quá trình: phát triển mô, 

phân nhánh và định hướng phát triển theo trọng lực. Tốc độ phát triển của rễ một 

phần được quyết định bởi sự giãn nở dị hướng của tế bào làm kéo dài cơ quan và ép 

phần chóp xuyên qua nền đất [25]. Việc phân nhánh của rễ làm tăng số lượng chóp 

rễ, tăng sự tiếp xúc với đất để hút nước [170].  

Gao và Lynch (2016) khi nghiên cứu mối quan hệ tương quan giữa số lượng 

chóp rễ và áp lực hạn hán ở cây ngô nhận thấy, stress hạn đã ức chế sự phát triển số 

lượng rễ chùm. Các kiểu gen có ít rễ chùm thường phát triển hệ thống rễ dài hơn, 

có thể tiếp cận nước ở tầng đất sâu hơn [61]. Việc gia tăng chiều dài rễ được xem là 

cơ chế hữu hiệu nhằm tăng khả năng hút nước và chất khoáng từ đất, giúp cải thiện 

sinh khối trong cơ thể thực vật [180]. 

Sebastian và cs (2016) cho rằng, việc ức chế sự phát triển của rễ chùm sẽ hạn 

chế khả năng hút nước của hệ thống rễ, do đó nguồn tài nguyên này được bảo tồn 

trong đất lâu hơn. Điều này được chứng minh ở ngô trồng trong điều kiện hạn có 

kiểm soát; loại ngô đột biến rtcs thiếu rễ chùm duy trì trạng thái nước của lá và giữ 

được nhiều nước hơn trong đất so với loại hoang dại. Ở cây cỏ đuôi cáo (Setaria 

viridis), rễ phát triển sâu hơn do kết quả của sự thay đổi phát triển trong cấu trúc rễ, 

từ phát triển các nhánh có nguồn gốc rễ chính sang các nhánh có nguồn gốc rễ con 
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[141]. Việc tạm dừng sự phát triển rễ chùm trong đất khô có thể là kết quả của quá 

trình tiến hóa do đất khô cản trở sự xâm nhập của rễ [25]. 

1.1.2.2. Sự tích lũy các chất tan và tăng cường áp suất thẩm thấu  

Sự tích luỹ chất tan là cơ chế cơ bản để bảo vệ và điều chỉnh áp suất thẩm 

thấu trong điều kiện stress hạn. Các chất hòa tan được tích luỹ chủ yếu trong tế bào 

khi bị stress hạn mà không can thiệp vào hoạt động của các đại phân tử. Chúng là 

các hợp chất hydroxyl như oligosaccharide, polyhydric, sucrose hoặc các hợp chất 

chứa nitơ như proline, GB, polyamines và các hợp chất amoni [102]. Các chất này 

thường có khối lượng phân tử nhỏ, dễ hòa tan, ít độc với tế bào, có thể duy trì 

mức áp suất thẩm thấu bình thường, bảo vệ hoạt động của protein và cấu trúc 

màng tế bào,… Sự điều hòa thẩm thấu của các ion vô cơ có liên quan mật thiết 

đến bơm Na+, K+, H+, do đó làm thay đổi điện thế thẩm thấu của tế bào. Đồng 

thời, sự thay đổi nồng độ ion vô cơ sẽ gây ra sự thay đổi về hình thái và chức năng 

của tế bào [169]. 

Trong thời gian stress hạn, proline đóng một vai trò quan trọng và hoạt động 

như một hợp chất truyền tín hiệu để điều chỉnh hoạt động của ty thể. Proline ảnh 

hưởng đến sự tăng sinh của tế bào bằng cách kích hoạt các gen đặc biệt để chống 

lại các stress [148]. Proline có khả năng ngậm nước mạnh, vì vậy nó có thể đóng 

vai trò bảo vệ cấu trúc tế bào. Trong trường hợp cây bị tổn thương, proline tương 

tác với protein tạo thành khung kỵ nước nhằm ổn định và bảo vệ các đại phân tử 

sinh học và cấu trúc màng tế bào. Sự tích luỹ proline giúp duy trì tính toàn vẹn của 

màng và ổn định các enzyme hoặc protein bằng cách giảm quá trình oxy hóa lipid, 

bảo vệ tế bào chống oxy hóa khử và loại bỏ các gốc tự do [146]. Proline có thể liên 

kết với protein để tạo thành một lớp màng bảo vệ với các phân tử nước trên bề mặt 

của protein. Sự hình thành màng bảo vệ hạn chế sự mất nước ra bên ngoài tế bào. 

Hơn nữa, màng bảo vệ có tác dụng bảo vệ tốt đối với protein và các đại phân tử 

sinh học khác, duy trì cấu trúc và hoạt tính cao của các đại phân tử sinh học. Đối 

với các protein bị biến tính dưới tác động của hạn, proline có thể cải thiện tính ưa 
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nước của các protein bị biến tính bằng cách kết hợp và giữ trạng thái hòa tan của 

các protein biến tính. Kết quả là tránh được sự ngưng kết của các protein đã biến 

tính cản trở hoạt động trao đổi chất của tế bào [169]. 

GB là một chất điều hòa thẩm thấu hiệu quả, không độc hại, có thể liên kết với 

cả vùng ưa nước và kỵ nước của các đại phân tử sinh học. Việc tăng cường tổng hợp 

và tích luỹ GB trong điều kiện khô hạn giúp cải thiện khả năng chịu hạn của thực vật. 

Dưới áp lực hạn hán, GB có thể ổn định cấu trúc và tính chất của các đại phân tử sinh 

học, các enzyme quan trọng của chu trình dicarboxylic acid, các chất oxy hóa và hệ 

thống quang hóa…, có ý nghĩa sinh lý quan trọng trong việc duy trì quá trình hô hấp 

và quang hợp bình thường của thực vật [19]. 

Đường tan bao gồm glucose, fructose, sucrose và các loại carbohydrate khác 

là nguồn năng lượng và cacbon quan trọng, tham gia vào nhiều quá trình chuyển 

hóa trong cơ thể thực vật. Sự tích luỹ đường tan làm giảm thế nước của tế bào, cải 

thiện khả năng hút nước và giữ nước của cây. Ngoài ra, chỉ có đường tan mới có 

thể thay thế các phân tử nước, hình thành liên kết hydro với protein để duy trì cấu 

trúc và chức năng cụ thể của protein khi bị stress hạn nghiêm trọng. Hơn nữa, sự 

gia tăng cacbohydrat hòa tan giữa các màng sinh học có thể tránh được sự sụp đổ 

trực tiếp của hệ thống màng sinh học [169]. Đường không khử, đặc biệt là đường 

disaccharide, trisaccharide, tetrasaccharide có tác dụng hỗ trợ duy trì tính toàn vẹn 

của màng. Đường mannitol hỗ trợ ổn định cấu trúc của các đại phân tử như 

glutathione, ferredoxin, thioedoxin, phosphoribulokinase và loại bỏ các gốc 

hydroxyl [27]. Tương tự, trehalose giúp ổn định lipid màng, protein và cấu trúc 

sinh học, cải thiện hoạt động quang hợp trong điều kiện khô hạn [89]. Cơ chế bảo 

vệ này là kết quả của việc hình thành các liên kết hydro giữa các chất thẩm thấu và 

đại phân tử; từ đó, tránh được việc tạo ra các liên kết hydro nội phân tử làm thay 

đổi không thể đảo ngược cấu trúc không gian của các đại phân tử.  

1.1.2.3. Khả năng chống oxy hóa  

ROS là các phân tử hóa học trong cấu trúc chứa oxy nguyên tử có khả năng 
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tham gia phản ứng oxy hóa khử mạnh hơn O2, gồm các dạng chính là peroxit, 

superoxit, gốc hydroxyl, oxy đơn và alpha-oxy [162]. ROS có thể được tạo ra trong 

cơ thể thực vật cả trong điều kiện bình thường và trong điều kiện stress. Các bào 

quan khác nhau của tế bào thực vật như lục lạp, ty thể, peroxisome, màng sinh chất 

và thành tế bào đều có thể là nơi sản xuất ra ROS. Lục lạp và peroxisome tạo ROS 

chính trong điều kiện có ánh sáng, trong khi ở ti thể, ROS được sản xuất chính 

trong điều kiện tối [63]. 

Việc tạo ra các gốc oxy ROS có tính hai mặt, một mặt, ROS gây hại cho cây 

trồng. ROS có thể phá hủy hệ thống màng sinh học của thực vật dẫn đến một loạt 

các rối loạn chức năng sinh học; phân hủy các phân tử sinh học; làm mất hoạt tính 

của enzyme, gây gián đoạn quá trình sinh trưởng và phát triển của cây thông; tương 

tác với purin, pyrimidine và deoxyribose trong phân tử DNA gây đứt gãy DNA, 

làm hỏng vật liệu di truyền. Mặt khác, ROS khi được tạo ra trong tế bào thực vật lại 

tham gia vào quá trình chống lại stress bên ngoài và điều hòa sự sinh trưởng và 

phát triển của cây. ROS cũng đóng vai trò điều tiết quan trọng trong phản ứng với 

stress phi sinh học. Hiện nay, ROS còn được coi là những phân tử điều hòa chính 

trong cơ thể thực vật với vai trò tín hiệu ban đầu do rối loạn chuyển hóa tế bào và 

các kích thích môi trường [162]. 

 Để bảo vệ khỏi tác hại của ROS, thực vật cần có các hệ thống bảo vệ chống 

oxy hóa nội sinh, bao gồm các chất chống oxy hóa và các enzyme chống oxy hóa. 

Tác dụng hiệp đồng của chất chống oxy hóa và enzyme chống oxy hóa làm cho 

việc sản xuất và loại bỏ ROS trong tế bào ở trạng thái cân bằng động, giúp cây 

trồng thích nghi với stress hạn. Hệ thống chống oxy hoá phi enzyme trong thực vật 

chủ yếu bao gồm ascorbate, glutathione (GSH), vitamin E, mannitol, carotenoids và 

flavonoid. Những chất này có thể phản ứng trực tiếp với các gốc ROS hoặc xuất hiện 

dưới dạng chất nền của các enzyme trong cơ chế chống oxy hoá. Ngoài ra, một số 

phân tử nhỏ như vitamin cũng tham gia vào việc loại bỏ các gốc oxy tự do và ngăn 

chặn quá trình peroxy hóa lipid. Sự biểu hiện quá mức của các protein chống oxy hóa 
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này có thể làm giảm đáng kể hàm lượng H2O2 ở thực vật sau khi xử lý stress phi sinh 

học, từ đó cải thiện khả năng chống chịu stress của cây trồng chuyển gen [157]. 

Các enzyme liên quan đến bảo vệ chống oxy hóa trong thực vật chủ yếu bao 

gồm SOD, CAT, APX, DHAR, MDHAR và POD. Trong đó, SOD có chức năng 

chính loại bỏ O2
- và có thể chuyển đổi O2 thành H2O2 [63]; CAT, POD, APX và 

DHAR chịu trách nhiệm loại bỏ H2O2; guaiacol peroxidase (GPX) loại bỏ ROS của 

quá trình chuyển hóa lipid và alkyl peroxit [114]. 

Một vài năm trở lại đây, quan điểm về ROS đã thay đổi. Từ quan điểm bị coi 

sản phẩm độc hại phải loại bỏ để bảo vệ tế bào khỏi tác động bất lợi sang quan 

điểm là cơ chế trung tâm sinh học thực vật, một bộ truyền tín hiệu trung gian quan 

trọng kích hoạt các con đường thích nghi với stress phi sinh học. Nếu tế bào có đủ 

năng lượng, nồng độ ROS được cân bằng sẽ điều chỉnh sự trao đổi chất và xác định 

phản ứng thích nghi thích hợp trong điều kiện khô hạn. ABA, ROS, MAPK và Ca2+ 

có thể coi là yếu tố chính tham gia vào việc kích hoạt các dòng tín hiệu khác nhau, 

tạo nên khả năng chịu đựng với một loạt các stress phi sinh học [157].  

Trong số các ROS, H2O2 được sử dụng như một phân tử tín hiệu quan trọng 

giúp tế bào phản ứng với các áp lực khác nhau nhờ đặc tính ổn định, thời gian bán 

hủy dài và khả năng khuếch tán mạnh. Phương pháp chuyển gen nhắm mục tiêu sản 

xuất và loại bỏ ROS có thể giúp giải mã chức năng và vai trò sinh học của H2O2 

trong điều kiện stress hạn [157]. Việc chọn lọc các cây trồng nhằm nâng cao khả 

năng chống oxy hoá giúp tăng khả năng chống chịu trong điều kiện stress hạn. Cây 

mía có kiểu gen RB867515 có bộ máy chống oxy hóa mạnh biểu hiện khả năng 

chịu hạn kéo dài [158]. Gen BdWRKY36 kích thích phiên mã các gen liên quan đến 

stress, giảm thất thoát chất điện giải, loại bỏ ROS và tăng lượng diệp lục, thế nước 

của cây và các hoạt động của enzyme chống oxy hóa giúp tăng cường khả năng 

chịu hạn [151]. Ở ba loài thuộc họ hoa môi (Linderniaceae), việc biểu hiện gen 

LEA làm giảm hoạt động quang hợp, thúc đẩy hệ thống bảo vệ chống oxy hóa giúp 

cải thiện khả năng chống chịu với stress hạn [84]. 
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1.1.2.4. Sự điều hoà các hormone 

Các phytohormone (bao gồm gibberellins, cytokinin, auxin, ABA và ethylene) 

điều chỉnh và kiểm soát tất cả các khía cạnh của sự sinh trưởng và phát triển của 

thực vật. Các hormone thực vật này có liên quan đến khả năng chịu hạn [155]. Ở 

thực vật, nồng độ gibberellin, cytokinin và auxin giảm khi thiếu nước trong khi 

ethylene và ABA có xu hướng tăng lên. ABA kích hoạt các cơ chế tín hiệu đa dạng 

làm tăng khả năng chịu hạn của thực vật [31]. ABA thúc đẩy hiện tượng mao dẫn 

của rễ làm tăng khả năng hấp thụ và vận chuyển nước ở thực vật [119]. Bên cạnh 

việc kích thích sự đóng mở của khí khổng, cấu trúc rễ và điều hòa quang hợp, các 

gen cảm ứng ABA mã hóa các protein liên quan đến hạn hán như mất nước, 

enzyme chống oxy hoá, protein điều hòa và enzyme truyền tín hiệu phospholipid có 

thể cải thiện khả năng chịu hạn [50]. ABA làm tăng sản xuất các gốc superoxide và 

H2O2, tăng cường hoạt động của các enzyme chống oxy hóa. Do đó, sự tăng cường 

biểu hiện gen do ABA gây ra có thể đóng vai trò như một tín hiệu cải thiện khả 

năng chịu hạn. ABA giảm stress hạn và tăng khả năng chống chịu của lúa mì bằng 

cách cải thiện chiều dài thân và sinh khối thực vật, làm giảm hàm lượng H2O2 và 

malondialdehyde (MDA)- một dấu hiệu của stress oxy hóa [99]. 

Sức trương của tế bào kiểm soát độ mở của khí khổng, tạo điều kiện thuận lợi 

cho quá trình trao đổi khí và thoát nước từ lá. ABA có vai trò trung tâm trong việc 

điều chỉnh quá trình đóng khí khổng thông qua tổng hợp các loại ROS. Sự tổng hợp 

này phải được kiểm soát bằng các chất chống oxy hóa để giữ cho nồng độ ROS 

giảm đến mức không gây hại trong tế bào. Flavonol là chất chuyển hóa thực vật 

hoạt động như chất chống oxy hóa để loại bỏ ROS và do đó điều chỉnh quá trình 

đóng khí khổng; Ethylene gây ra sự tích luỹ flavonol bảo vệ các tế bào thông qua 

ethylene-insensitive protein 2 (EIN2). Sự tích luỹ flavonol dưới tác động của 

ethylene trong các tế bào bảo vệ có thể loại bỏ các loại ROS và điều chỉnh độ đóng 

mở khí khổng [163].  

Ngoài ra, jasmonic acid cũng rất cần thiết để giảm thiểu stress hạn. Tuy nhiên, 
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jasmonic acid thường kết hợp với các hormone khác để tăng cường khả năng sống 

sót của thực vật trong điều kiện thiếu nước. Jasmonic acid cải thiện khả năng chịu 

hạn ở thực vật bằng nhiều cách khác nhau, bao gồm kích thích sự phát triển của rễ, 

giảm tích luỹ ROS và thúc đẩy quá trình đóng khí khổng [155]. Điều này cũng 

được thể hiện trong nghiên cứu của Fang và cs (2016) về tăng cường biểu hiện gen 

VaNAC26 liên quan đến tổng hợp jasmonic acid làm tăng khả năng loại bỏ ROS, 

kích thích sự đóng khí khổng và tăng trưởng rễ, do đó nâng cao khả năng chịu hạn 

[54]. Trong đậu tương, methyl jasmonate (MeJA) giúp tăng cường khả năng chịu 

hạn và cải thiện sự phát triển của cây trồng [105]. 

Auxin là một phytohormone liên quan đến nhiều quá trình tăng trưởng thực 

vật và phản ứng với các điều kiện stress. Trong điều kiện stress hạn, auxin điều 

chỉnh đáng kể một số chất chuyển hóa cacbon bao gồm amino acid, acid hữu cơ, 

đường... Auxin có thể tham gia tích cực vào khả năng chống chịu stress do hạn hán, 

thông qua điều chỉnh cấu trúc rễ, biểu hiện gen đáp ứng ABA, chuyển hóa ROS và 

cân bằng nội môi [144]. 

1.2. GLYCINE BETAINE, CHOLINE OXIDASE 

1.2.1. Glycine betaine 

1.2.1.1. Cấu trúc và hoạt động của glycine betaine 

Glycine betaine (2-N, N, N-trimethylammonio axetat hoặc N, N′, N′′ - 

trimethylglycine) là một dẫn xuất được thay thế hoàn toàn N-metyl của glycine 

(Hình 1.1). GB là hợp chất amoni bậc bốn có khối lượng phân tử thấp, lưỡng cực 

và trung tính về điện ở pH sinh lý [43]. GB là hợp chất không độc, không màu, 

không mùi, không vị, có khả năng hòa tan cao và độ nhớt thấp. GB có trong nhiều 

loài thực vật, đặc biệt là các loài thực vật hoang dại trồng dưới các điều kiện stress. 

Chính vì thế, GB trở thành một trong những chất hòa tan tương thích được nghiên 

cứu nhiều nhất nhằm cải thiện khả năng chịu đựng với stress phi sinh học ở thực 

vật [36]. 
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Hình 1.1. Cấu trúc không gian (a) và cấu trúc phân tử (b) của GB [56] 

 

GB thường được gọi là chất thẩm thấu, chất bảo vệ thẩm thấu hoặc chất hòa 

tan tương thích. GB cũng có thể được coi là chất kích thích sinh học, được sử dụng 

ở nồng độ thấp để thúc đẩy sự phát triển của cây trồng, tăng khả năng chống chịu 

stress phi sinh học và nâng cao sản lượng cây trồng. Các loài khác nhau, các cơ 

quan khác nhau trong cơ thể thực vật có mức độ tích lũy GB không giống nhau. Ở 

nhiều loài thực vật, lượng GB được sản xuất ở mức độ thấp, nhưng cũng có thể tích 

lũy lượng GB lớn hơn khi bị stress phi sinh học; sự tích lũy tự nhiên đủ để cải thiện 

tác động tiêu cực của tình trạng mất nước gây ra bởi những vấn đề môi trường khác 

nhau (những loài thực vật này được gọi là sinh vật tích lũy GB tự nhiên). Tuy 

nhiên, ở nhiều loài khác như lúa, khoai tây, cà chua, thuốc lá…, GB không được phát 

hiện trong điều kiện trong điều kiện stress hoặc không stress (sinh vật không tích luỹ 

tự nhiên) [37].  

1.2.1.2. Các con đường sinh tổng hợp glycine betaine 

GB được tổng hợp thông qua hai con đường phổ biến, từ tiền chất choline 

hoặc glycine. Con đường tổng hợp thứ nhất ở thực vật, GB được tổng hợp bắt đầu 

từ choline. Quá trình sinh tổng hợp choline được xúc tác chủ yếu nhờ 

phosphoethanolamine N-methyltransferase (PEAMT). Sau đó, choline được đưa 

vào lục lạp và trải qua hai bước phản ứng oxy hóa. Đầu tiên, choline bị oxy hóa 
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thành betaine aldehyde, một chất trung gian độc hại, sau đó tiếp tục được oxy hóa 

thành GB nhờ xúc tác của choline monooxygenase (CMO), một protein hòa tan phụ 

thuộc ferredoxin có vị trí hoạt động kiểu Rieske [2Fe-2S] khu trú trong lục lạp hoặc 

các bào quan khác. Tiếp theo, ở bước oxy hóa thứ hai, betaine aldehyde sẽ được 

chuyển thành GB dưới tác dụng của betaine aldehyde dehydrogenase (BADH) 

(Hình 1.2A). BADH có thể phụ thuộc NAD+ hoặc NADP+. Ở thực vật, BADH có 

hoạt tính cao hơn với NAD+ [57]. BADH thuộc siêu họ của aldehyde 

dehydrogenase có tác dụng không đặc hiệu đối với các chất nền aldehyde khác. 

Điều này giải thích cho sự hiện diện của BADH trong thực vật không tích lũy GB 

hoặc trong các cơ quan của thực vật không chứa GB [129]. 

Khác với thực vật, động vật và nhiều vi khuẩn lại sử dụng choline 

dehydrogenase (CHDH) làm enzyme xúc tác cho bước đầu tiên của quá trình oxy 

hóa choline thành betaine aldehyde; trong khi ở bước oxy hoá thứ hai, enzyme tham 

gia chuyển betaine aldehyde thành GB vẫn là BADH (Hình 1.2B).  

 

 

Hình 1.2. Các con đường sinh tổng hợp GB  

(A) ở thực vật; (B) ở động vật và nhiều vi khuẩn;  

(C) ở Arthrobacter globiformis và Arthrobacter pascens [18] 
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Trong khi đó, vi khuẩn Arthrobacter globiformis và Arthrobacter pascens chỉ 

sử dụng một enzyme duy nhất là choline oxidase mã hóa bởi một gen đơn codA xúc 

tác quá trình oxy hóa trực tiếp bốn điện tử của choline thành GB (Hình 

1.2C). Choline oxidase chứa flavin adenine dinucleotide (FAD) được liên kết cộng 

hóa trị và hoạt động qua hai phản ứng chuyển hydrua, hai phản ứng giảm flavin và 

các bước giới hạn tốc độ [51]. 

Con đường tổng hợp thứ hai sử dụng glycine thay vì choline để tổng hợp GB. 

Con đường tổng hợp này chỉ được tìm thấy ở vi khuẩn quang dưỡng 

Actinopolyspora halophila và Ectothiorhodospira halochloris [14]. Các chiết xuất 

tế bào của cả E. halochloris và A. halophila đều có hoạt tính methyltransferase trên 

glycine và AdoMet (S-Adenosyl methionine) đóng vai trò tạo nhóm methyl. Quá 

trình tổng hợp betaine từ glycine gồm ba bước methyl hoá. Đầu tiên glycine được 

metyl hóa thành sarcosine, sau đó tiếp tục được metyl hóa thành dimethylglycine 

và betaine. 

Ngoài hai con đường trên, GB cũng có thể được tổng hợp từ serine thông qua, 

1) con đường glycerate không phosphoryl hóa, 2) con đường phosphoryl hóa 

phospho-hydroxypyruvate [81] hoặc 3) con đường glycolat phản ứng quang sinh 

nhiệt do muối gây ra [33]. Serine là tiền chất của phospho-ethanolamine qua 

ethanolamine. Sau đó, quá trình phosphoryl hóa ethanolamine được xúc tác bởi 

choline/ ethanolamine kinase (CEK). 

Từ các con đường sinh tổng hợp GB ở các đối tượng sinh vật khác nhau nêu 

trên nhận thấy, con đường sinh tổng hợp GB ở A. globiformis và A. panescens là 

đơn giản nhất. Từ tiền chất choline được chuyển hóa thành GB chỉ cần xúc tác bởi 

một enzyme duy nhất, choline oxidase được mã hóa bởi gen codA. Vì vậy, gen 

codA mã hoá enzyme choline oxidase đã trở thành mục tiêu nghiên cứu ứng dụng 

công nghệ sinh học nhằm cải thiện khả năng chống lại các stress thẩm thấu [133]; 

sản xuất các cảm biến để xác định choline và các dẫn xuất trong chất lỏng sinh 

học [138]. 
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1.2.1.3. Vai trò của glycine betaine đối với tính chống chịu của thực vật 

GB là một trong những chất hoà tan chính tham gia vào nhiều cơ chế bảo vệ 

khác nhau trong cơ thể thực vật để chống lại các rối loạn liên quan đến stress phi 

sinh học [19]. GB là một chất chuyển hóa lưỡng tính, tan nhiều trong nước, trung 

tính về điện ở nhiều độ pH [43]. GB không chỉ hoạt động như một chất điều hoà 

thẩm thấu, mà còn hoạt động như một ion lưỡng tính, có thể tương tác với cả vùng 

ưa nước và kỵ nước của phức hợp protein và màng. Điều này góp phần ổn định và 

duy trì tính toàn vẹn về cấu trúc, chức năng của đại phân tử và bảo vệ chúng trước 

những tác hại của ROS [69]. GB có thể làm giảm lưu lượng kali do muối tạo ra 

bằng cách điều chỉnh các kênh ion [164]; tăng cường hoạt động của enzyme màng 

sinh chất H+-ATPase, tăng sự hấp thu phosphate và điều chỉnh cân bằng nội môi 

[93]. Hơn nữa, GB còn có thể duy trì sự ổn định của các đại phân tử, đảo ngược sự 

tập hợp và tập hợp sai mà không làm ảnh hưởng đến các hoạt động chức năng cơ 

bản của protein [88]. 

GB tích lũy ở nồng độ cao không những không gây cản trở chức năng của tế 

bào chất mà còn có tác dụng đảm bảo tính ổn định cấu trúc và chức năng của các 

đại phân tử. Sự xuất hiện của GB như một yếu tố quyết định tới khả năng chống 

chịu với điều kiện bất lợi ở cây trồng. Dưới áp lực của nhiệt độ cao, cây trồng tích 

lũy GB để kích thích tổng hợp protein D1, hỗ trợ việc sửa chữa hệ thống quang hoá 

II bị ảnh hưởng bởi ánh sáng [37]. Hơn nữa, sự tích tụ của GB cải thiện tốc độ 

quang hợp trong điều kiện stress. Trong thời gian khô hạn, nồng độ GB khu trú 

trong lục lạp gia tăng đóng vai trò quan trọng trong việc điều chỉnh lục lạp, bảo vệ 

màng thylakoid, dẫn đến duy trì hiệu quả quang hợp và tính toàn vẹn của màng 

[14]. GB có tác dụng ổn định cấu trúc bậc bốn của các enzyme và protein phức tạp, 

phát triển các thành phần khác nhau của bộ máy quang hợp [143]; duy trì tính ổn 

định của màng ở nhiệt độ cực đoan [55]; giảm nhẹ tác hại do ROS [37]. 

Một số nghiên cứu đã giải thích mối quan hệ giữa GB với khả năng chống 
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chịu stress phi sinh học ở các cây trồng khác nhau thông qua việc sử dụng GB 

ngoại sinh hoặc tích lũy tự nhiên. Kỹ thuật sử dụng GB ngoại sinh có thể nâng cao 

khả năng chống chịu stress phi sinh học và tăng năng suất cây trồng. Một số loài 

cây trồng ít hoặc không tích lũy GB, khi bổ sung GB ngoại sinh qua mô lá sẽ được 

hấp thu và vận chuyển đến các cơ quan, góp phần giảm thiểu các tác động tiêu cực 

do stress phi sinh học, từ đó nâng cao năng suất và sự phát triển của cây trồng [55].  

Cây đậu tương có lượng GB tích lũy thấp, trung bình khoảng 5 μmol/g KLK, 

việc sử dụng GB trên lá ngoại sinh cho thấy sự tích lũy GB tăng gấp 12 lần (60 

μmol/g KLK). Điều này dẫn đến sự gia tăng tổng thể về diện tích lá, năng suất 

quang hợp, khả năng cố định nitơ và năng suất hạt. Cây đậu tương trồng ngoài 

đồng ruộng khi được bổ sung GB qua lá cho thấy, hiệu suất sinh sản và diện tích 

lá tăng lên, đi kèm với việc tăng tốc độ quang hợp và tăng cường cố định N2 

[131]. Tuy nhiên, vai trò chính xác của các chất hòa tan, bao gồm cả GB, trong 

khả năng chống chịu stress phi sinh học phần lớn vẫn chưa được biết hết [64].  

1.2.2. Choline oxidase 

1.2.2.1. Cấu trúc và hoạt động của choline oxidase 

Choline oxidase từ Arthrobacter globiformis lần đầu tiên được tinh chế bởi 

Ikuta năm 1977. Enzyme này là một flavoprotein, xúc tác quá trình oxy hóa bốn 

electron của choline thành GB (N, N, N-trimethylglycine, betaine) với sản phẩm 

trung gian là betaine aldehyde và chất nhận điện tử cuối cùng là oxy phân tử [82]. 

Choline oxidase xúc tác cho quá trình oxy hóa bốn điện tử qua hai bước trung 

gian flavin của choline thành GB (Hình 1.3). Trong bước đầu tiên, choline bị oxy 

hóa thành betaine aldehyde, O2 bị khử thành hydro peroxide (H2O2). Bước thứ hai, 

betaine aldehyde liên kết với enzyme được hydrat hóa tạo ra gem-diol choline, sau 

đó được oxy hóa thành GB [58]. 
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Hình 1.3. Quá trình oxy hóa choline thành GB xúc tác bởi choline oxidase [58] 

 

Choline oxidase trong dung dịch tồn tại dưới dạng homodimer, kích thước 

khoảng 120 kDa, không phụ thuộc vào nồng độ, được chứng minh bằng sắc ký và 

điện di trên gel polyacrylamide không biến tính [52]. Giao diện dimer bao gồm hai 

bộ sáu tiếp điểm giữa các tiểu đơn vị giống hệt nhau nằm giữa các gốc có điện tích 

trái dấu ở các cạnh bên ngoài của giao diện (Hình 1.4). Phần trung tâm của giao 

diện dimer gồm tập hợp các gốc không phân cực hoạt động như cổng cho phép tiếp 

cận cơ chất và ra sản phẩm đến và đi từ vị trí hoạt động của enzyme [138]. 

 

 

Hình 1.4. Cấu trúc không gian của choline oxidase độ phân giải 1,86 Å [59] 

Màu đỏ và xanh lục: cấu trúc phân tử hai tiểu đơn vị giống hệt nhau của enzyme;  

màu vàng: các phân tử FAD trong mỗi tiểu đơn vị. 

 

Nếp gấp protein ở mỗi tiểu đơn vị của choline oxidase tương tự như của các 

sản phẩm oxy hóa glucose-metanol-choline khác, với một nếp gấp p-
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hydroxybenzoate hydroxylase (PHBH). Enzyme có cấu trúc tổng thể hai miền điển 

hình với miền liên kết FAD, được hình thành bởi các gốc 1–159, 201–311, 464–

527 và một miền liên kết cơ chất được hình thành bởi các gốc 160–200, 312–463. 

Flavin được bao bọc kín trong protein và liên kết cộng hóa trị với nguyên tử H99 

Nε2 thông qua metyl C8. Gốc phosphat của FAD tiếp xúc gần với nếp gấp 

20GXGXXG25 Rossman ở đầu N tận cùng của protein. Trong miền liên kết với cơ 

chất, một tấm β sáu sợi đối song song tạo thành đáy của vị trí hoạt động, ở phía bên 

kia là ba xoắn α nhô ra. Khoang vị trí hoạt động của choline oxidase bao gồm các 

gốc của cả hai miền liên kết. Các gốc E312, W331, H351, F357 trong miền liên kết 

cơ chất và các gốc W61, S101, W331, V464, H466, N510 trong miền liên kết FAD 

(Hình 1.5) [138]. 

 

 

 

Hình 1.5. Vị trí hoạt động của choline oxidase kiểu dại với sản phẩm hoạt động  

liên kết với GB [150]  

Que màu vàng: các nguyên tử C của FAD; que màu nâu: các nguyên tử của các 

phần protein được chọn và của GB; màu xanh lam: nguyên tử N; màu đỏ: nguyên 

tử O. GB: glycine betaine; ngoại trừ W61 và W331, amino acid khác: đặc điểm đã 

đột biến trước đây. 
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Hình 1.6. Lối vào vị trí hoạt động của choline oxidase [137] 

(A) Cấu trúc mở vòng 250–255 của choline oxidase kết hợp với GB; (B) Dạng khép 

kín của choline oxidase trong phức hợp với dimethyl sulfoxide; Hình cầu xanh lục: 

các chuỗi bên M62, L65, V355, F357, M359 của tiểu đơn vị B; màu đỏ: bề mặt của 

tiểu đơn vị A tại mặt phân cách dimer; các que màu đỏ: chuỗi bên F253 của tiểu đơn 

vị A; bảng quy ước màu mô hình phân tử với cacbon màu vàng: FAD. 

 

Khoang vị trí hoạt động của choline oxidase không thể nhìn thấy từ bề mặt 

phân tử của protein, được tách biệt khỏi dung môi và isoalloxazine của FAD. Lối 

vào vị trí hoạt động của choline oxidase được kiểm soát bởi một số chất bám bề 

mặt nằm ở trung tâm giao diện của các tiểu đơn vị trong enzyme dimeric. Quá trình 

tạo cổng kết nối thông qua sự tương tác giữa các chuỗi bên M62, L65, V355, F357, 

M359 cho phép cơ chất choline tích điện dương trượt đến khoang vị trí hoạt động 

của choline oxidase tích điện âm (Hình 1.6) [59]. 

1.2.2.2. Vai trò của choline oxidase trong kỹ thuật di truyền sinh tổng hợp 

glycine betaine 

Vai trò sinh lý của choline oxidase là sinh tổng hợp GB, một trong số ít các 

chất hòa tan tương thích được tế bào sử dụng để duy trì áp suất thẩm thấu. Enzyme 

này đóng vai trò quan trọng bởi vì khi tích lũy hàm lượng cao GB trong tế bào sẽ 

giúp tế bào chống lại sự khử nước và hiện tượng co nguyên sinh trong điều kiện 

môi trường bất lợi [28]. 
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Cho đến nay, phần lớn các con đường tổng hợp GB đã công bố đều bắt đầu 

từ choline và tiến hành thông qua các phản ứng liên quan đến một hoặc hai enzyme 

để oxy hóa choline thành GB. Trong đó, con đường phản ứng một enzyme xảy ra 

trong vi khuẩn đất A. globiformis và A. pascens được xúc tác bởi choline oxidase 

(COD). Phản ứng hai enzyme trong lục lạp của thực vật bậc cao do xúc tác của 

choline monooxygenase (CMO) phụ thuộc ferredoxin và  BADH phụ thuộc NAD+. 

Và một phản ứng hai enzyme khác được xúc tác bởi choline dehydrogenase (CDH) 

phụ thuộc NAD+ và BADH trong tế bào động vật có vú và ở vi sinh vật (E. coli). 

Vì vậy, các nhà nghiên cứu cần chọn ra một con đường tổng hợp GB tối ưu nhất để 

đưa vào các sinh vật không tích lũy GB. Con đường COD rõ ràng có lợi thế hơn 

con đường CDH/ BADH và CMO/ BADH vì biến nạp đơn lẻ với một gen liên quan 

sẽ tạo ra con đường từ choline thành GB mà không cần bất kỳ một đồng yếu tố nào 

cho quá trình xúc tác. Trong thực tế, trong các nghiên cứu về vi khuẩn lam và thực 

vật khác nhau, kỹ thuật di truyền với codA của A. globiformis và cox gen s của A. 

pascens đã được chứng minh là thành công nhất [175]. 

Choline oxidase đã được sử dụng để tạo các cây trồng chuyển gen nhằm 

nâng cao khả năng chống chịu điều kiện bất lợi và tăng cường áp suất thẩm thấu ở 

các cây trồng quan trọng về kinh tế nhưng lại thiếu các con đường sinh tổng hợp 

hiệu quả GB. Các cây trồng chuyển gen codA mã hóa choline oxidase của vi khuẩn 

đã cho thấy khả năng chống chịu tốt đối với các loại stress phi sinh học khác nhau 

như, nhiệt độ thấp [72], nồng độ muối cao [160], ánh sáng mạnh [16], hạn hán 

[171], stress oxy hóa [121],… so với đối chứng. Các cây trồng như cà chua, lúa, 

khoai tây là đối tượng của những nghiên cứu này. Ngoài ra, một ứng dụng quan 

trọng khác của choline oxidase là trong kỹ thuật cảm biến sinh học nhằm phát hiện 

choline trong dịch huyết thanh học, thực phẩm và phát hiện các enzyme khác có 

liên quan đến y tế như acetylcholine và phospholipase D [39]. 

1.2.2.3. Đặc điểm của gen mã hoá codA 

Một trong những phương pháp tiếp cận công nghệ sinh học để tăng khả năng 
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chịu hạn ở thực vật là kỹ thuật chuyển gen nhằm tăng cường trao đổi chất của các 

chất thẩm thấu. Quá trình sinh tổng hợp các chất có hoạt tính thẩm thấu trong thực 

vật bằng kỹ thuật di truyền có nhiều cách, trong đó, việc đưa vào bộ gen của thực 

vật một gen ngoại lai codA mới từ vi khuẩn A. globiformis mã hóa choline oxydase 

(COD) không tồn tại trong cơ thể thực vật là cách đơn giản và hiệu quả. Gen codA 

mã hoá choline oxydase chịu trách nhiệm tổng hợp GB từ tiền chất choline bên 

trong lục lạp của tế bào thực vật. Vì vậy, người ta thường hướng enzyme này vào 

lục lạp, bằng cách bổ sung vào trình tự của gen vi khuẩn trình tự tín hiệu hướng 

protein vào lục lạp từ một trong các gen thực vật chịu trách nhiệm vận hành bộ máy 

quang điện [67].  

Tuy nhiên, trong các thí nghiệm biến nạp, các gen ngoại lai được tích hợp vào 

hệ gen thực vật thường biểu hiện yếu do một số nguyên nhân như nối bất thường, 

đa bội sớm. Vì vậy, cần phải sửa đổi vị trí kết hợp nucleotide của các gen ngoại lai 

(theo quy luật, với hàm lượng A + T dư thừa) để biểu hiện thành công. Các gen từ 

vi khuẩn thường có hàm lượng G + C rất cao, trong quá trình chuyển nạp vào hệ 

gen của thực vật có thể bị metyl hóa mạnh, làm giảm hoạt tính của chúng trong các 

thế hệ tiếp theo. Do đó, trình tự nucleotide nhân tạo phải được thiết kế sao cho hàm 

lượng A + T được tăng lên khi xem xét việc sử dụng các codon thường gặp nhất 

trong gen của cả cây hai lá mầm và cây một lá mầm [67]. 

Gen codA ở vi khuẩn A. globiformis dài 1641 bp và mã hóa chuỗi polypeptit 

547 amino acid. Trình tự nucleotide này được bão hòa bởi hàm lượng G + C cản trở 

đáng kể sự dẫn truyền của phản ứng chuỗi polymerase và trình tự tiếp theo do phần 

lớn cấu trúc kẹp tóc có khả năng chống nóng chảy [67]. Vì vậy, để thiết kế mã di 

truyền cho trình tự gen codA tổng hợp nhân tạo phù hợp với sự biểu hiện gen trong 

hệ thống tế bào thực vật cần dựa vào trình tự gen codA mã số AY304485 được 

công bố trên Genbank. Đồng thời, bổ sung vào đầu 5’ của trình tự gen nhân tạo 

codA một đoạn nucleotide dài 216 bp transit peptide- TP (mã hóa protein vận 

chuyển tiểu đơn vị Rubisco ở cây thuốc lá) để vận chuyển enzyme vào trong lục 
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lạp. Đầu 3’ của gen nhân tạo codA được bổ sung một đoạn nucleotide dài 30 bp mã 

hóa kháng nguyên cmyc được sử dụng để kiểm tra sự hiện diện của protein codA 

tái tổ hợp ở cây chuyển gen bằng kĩ thuật lai western blot. Như vậy, gen codA được 

tổng hợp nhân tạo có chiều dài 1887 bp (216 bp TP+ 1641 bp codA + 30 bp cmyc). 

Trình tự nucleotide của gen codA tổng hợp nhân tạo với trình tự nucleotide của gen 

codA gốc mã số AY304485 có độ tương đồng 72,6%. Trình tự amino acid của 

protein được mã hóa bởi gen codA tổng hợp nhân tạo và protein được mã hóa bởi 

gen codA gốc mã số AY304485 giống nhau (Phụ lục 1). Chính vì thế, chức năng 

của choline oxidase mã hóa bởi gen codA tổng hợp nhân tạo không bị thay đổi [79].  

1.3. NÂNG CAO KHẢ NĂNG CHỊU HẠN Ở ĐẬU TƯƠNG BẰNG KỸ THUẬT 

CHUYỂN GEN 

1.3.1. Cây đậu tương 

Đậu tương bắt nguồn từ Mãn Châu, Trung Quốc, từ một loại đậu tương dại, 

thân mảnh, dạng dây leo sau đó lan truyền ra khắp thế giới. Hiện nay, đậu tương 

được trồng nhiều nhất ở Châu Mỹ, tiếp đến là Châu Á. Đậu tương là loại cây thực 

phẩm quan trọng được trồng lấy hạt sau lúa mì, lúa nước và ngô. Ở Việt Nam, đậu 

tương được trồng ở các khu vực: Đông Nam Bộ (26,2%), miền núi Bắc Bộ 

(24,7%), đồng bằng Sông Hồng (17,5%), đồng bằng Sông Cửu Long (12,4%) và 

khu vực đồng bằng ven biển miền Trung, Tây Nguyên [3]. 

Cây đậu tương thuộc bộ Phaseoleae, họ đậu Fabaceae, họ phụ cánh bướm 

Papilionoideae, chi Glycine với tên khoa học là Glycine max. Dựa vào đặc điểm 

hình thái, sự phân bố địa lý và số lượng nhiễm sắc thể, chi Glycine còn có chi phụ 

Soja. Chi Glycine gồm 7 loài, chi Soja gồm 2 loài trong đó loài đậu tương trồng là 

Glycine max. Đậu tương trồng ở Việt Nam thuộc giống phụ G.Soja, chi Glycine có 

nguồn gốc địa phương hoặc nhập nội [4]. 

Đậu tương là cây hai lá mầm thân thảo, tự thụ phấn. Thân cây có nhiều lông 

nhỏ, chiều cao từ 0,3- 1m tùy theo giống. Thân cây lúc non có màu xanh hoặc tím, 
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khi về già chuyển màu nâu nhạt. Màu sắc của thân cây có thể cho biết màu của hoa, 

thân màu xanh sẽ ra hoa màu trắng, thân màu tím sẽ ra hoa màu tím đỏ. Rễ đậu 

tương là loại rễ cọc gồm rễ cái và các rễ bên, trên có nhiều nốt sần chứa vi khuẩn 

Rhizobium japonicum có khả năng cố định đạm từ N2 không khí. Nốt sần có thể dài 

1cm, đường kính 5- 6mm, khi mới hình thành có màu trắng sữa, khi phát triển tốt 

nhất nốt sần có màu hồng. Nốt sần tập trung nhiều ở tầng đất có độ sâu từ 0- 20cm, 

cố định N2 không khí thành đạm với lượng đạm khoảng 30 - 60 kg/ha. Cây đậu 

tương có ba loại lá: lá mầm, lá đơn, lá kép. Mỗi lá kép thường có 3 thuỳ (lá chét), lá 

kép mọc so le, trên phiến lá có nhiều lông tơ. Hình dạng của lá thay đổi theo giống, 

những giống có lá dài và nhỏ thường chịu hạn tốt nhưng cho năng suất thấp, những 

giống lá to cho năng suất cao hơn nhưng cũng chịu hạn kém hơn [4]. 

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

thành chùm, mỗi chùm thường có từ 3- 5 hoa. Hoa lưỡng tính nên tỷ lệ giao phấn 

rất thấp, ~0,5- 1%. Quả đậu tương dạng thẳng hoặc hơi cong, dài 2- 7cm. Mỗi quả 

thường có 2- 3 hạt. Hạt đậu tương có hình dạng và màu sắc của rốn hạt đặc trưng 

cho mỗi giống. Hạt có thể là hình tròn hoặc bầu dục với khối lượng 1000 hạt dao 

động từ 100- 200g. Những giống có hạt màu vàng có giá trị thương phẩm cao [4]. 

Thời kỳ cây ra hoa chịu ảnh hưởng cộng gộp của điều kiện ánh sáng và nhiệt 

độ. Cây ra hoa sớm hay muộn, thời gian dài hay ngắn sẽ phụ thuộc vào từng giống 

và thời vụ gieo trồng. Đậu tương là cây trồng ngắn ngày, thích hợp với nhiều loại 

đất và nhiều vụ trong năm nên có thể trồng xen canh, gối vụ rất thuận lợi cho phát 

triển sản xuất nông nghiệp để khai thác lợi thế của vùng khí hậu nhiệt đới. Trong 

suốt thời gian sinh trưởng, nhu cầu nước của cây không đồng đều qua các giai đoạn 

khác nhau. Yêu cầu về độ ẩm đồng ruộng trung bình là 50- 60%; trong đó giai đoạn 

ra hoa, hình thành quả độ ẩm phải đạt 70- 80% nên đậu tương được xếp vào nhóm 

cây trồng có nhu cầu cao về nước. Dựa vào thời gian sinh trưởng, đậu tương được 

chia thành nhiều loại. Loại chín rất sớm thu hoạch sau 80-90 ngày; chín sớm thu 

hoạch sau 90- 100 ngày; chín trung bình thu hoạch sau 100 - 110 ngày; chín muộn 
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trung bình thu hoạch sau 110- 120 ngày; chín muộn thu hoạch sau 130 - 140 ngày 

và chín rất muộn thu hoạch sau 140- 150 ngày [4]. 

1.3.2. Chuyển gen ở đậu tương thông qua vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens 

Đậu tương chuyển gen là một trong những cây trồng biến đổi gen được trồng 

đại trà sớm nhất, với diện tích trồng nhiều nhất trên thế giới. Thông thường, để 

chọn lọc được các giống cây trồng biến đổi gen mới có giá trị ứng dụng, các nhà 

nghiên cứu cần phải được chọn lọc từ hàng trăm, hàng nghìn, thậm chí hàng chục 

nghìn sự kiện biến đổi khác nhau. Bộ gen đậu tương tuy đã được giải trình tự 

nhưng hầu hết chức năng của các gen vẫn còn chưa được biết rõ. Vì vậy, việc 

nghiên cứu tìm ra một phương pháp chuyển gen hiệu quả và ổn định sẽ là tiền đề 

quan trọng để tìm hiểu chức năng của gen ở cây đậu tương và phát triển các giống 

đậu tương mới bằng kĩ thuật sinh học phân tử. 

Hiện nay, kỹ thuật chuyển gen gián tiếp thông qua vi khuẩn Agrobacterium 

được sử dụng rộng rãi. A. tumefaciens là một loại vi khuẩn gram âm, phổ biến trong 

đất và gây bệnh khối u ở thực vật. A. tumefaciens có khả năng lây nhiễm một cách 

tự nhiên giữa các loài thực vật. A. tumefaciens có thể lây nhiễm cho cây thông qua 

Ti plasmid, một phân tử DNA vòng tương đối lớn, kích thước khoảng 150-200kb. 

Tuy nhiên chỉ có một đoạn DNA nhỏ (T-DNA, 2- 3 kb) nằm trên Ti plasmid có khả 

năng thâm nhập vào hệ gen của tế bào chủ và được di truyền cho thế hệ sau. Các 

gen tạo khối u trên T- DNA khi xâm nhập hệ gen tế bào chủ tham gia vào quá trình 

sinh tổng hợp auxin và cytokinin, gây nên sự phân chia tế bào liên tục tạo ra các khối 

u trên cơ thể thực vật [8]. 

Xuất phát từ nguyên lý xâm nhập của Ti- plasmid và hoạt động của T- DNA, 

các nhà khoa học đã cải biến Ti- plasmid làm vector chuyển gen ở thực vật. Ti- 

plasmid được cắt bỏ các đoạn gen gây phát triển khối u, thay thế bằng các gen quan 

tâm có gắn thêm gen chỉ thị chọn lọc, để lại đoạn gen vir và T-DNA tối thiểu mang 

điểm có thể ghép gen ngoại lai. 
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Hiện nay, nhờ cải tiến và hoàn thiện của kĩ thuật chuyển gen, hiệu suất chuyển 

gen được nâng cao và rút ngắn thời gian chọn tạo giống cây trồng, đáp ứng nhu cầu 

ngày càng cao của sản xuất nông nghiệp. Sự biến nạp bằng vi khuẩn Agrobacterium 

là lựa chọn tốt nhất để chuyển đổi thực vật do hoạt động đơn giản, khả năng tái tạo 

cao, số lượng bản sao thấp và chi phí thí nghiệm thấp. Phương pháp này cũng có 

thể chuyển một đoạn lớn gen ngoại lai vào hệ gen của cây chủ. Khoảng 85% cây 

chuyển gen thu được bằng phương pháp biến nạp qua Agrobacterium [173]. 

Ở đậu tương, phương pháp chuyển gen thông qua A. tumefaciens là một 

phương pháp được ưu tiên. Kể từ khi Hinchee và cs (1988) sử dụng các nách lá 

mầm đậu tương làm mẫu cấy để thu được cây đậu tương chuyển gen đầu tiên bằng 

phương pháp biến nạp qua vi khuẩn Agrobacterium [74]. Đến nay, nhiều quy trình 

chuyển gen đã được áp dụng đối với cây đậu tương, nhưng phổ biến vẫn là biến nạp 

gen bằng lây nhiễm A. tumefaciens tái tổ hợp qua nách lá mầm. Tuy nhiên, phương 

pháp này vẫn còn một số hạn chế cần được khắc phục như thao tác tạo tổn thương 

cần có độ chính xác cao, nồng độ vi khuẩn sử dụng cho biến nạp cần tối ưu theo 

từng chủng, nồng độ chất chọn lọc sử dụng cho chọn lọc cây chuyển gen... Ngoài 

ra, hiệu quả chuyển gen còn phụ thuộc vào kiểu gen của từng giống đậu tương. Paz 

và cs (2006), đã cải tiến phương pháp chuyển gen bằng cách ngâm hạt trong môi 

trường 24 giờ và lấy “nửa hạt” làm mẫu cấy, kết quả biến nạp đạt hiệu suất 3,8% 

cao hơn 1,5 lần so với sử dụng các nách lá mầm từ cây con 5- 7 ngày tuổi, nhưng 

vẫn còn thấp so với hiệu quả chuyển đổi ở các cây trồng khác [122]. Li và cs 

(2017), nghiên cứu tối ưu hóa quy trình chuyển gen thông qua vi khuẩn 

Agrobacterium ở đậu tương bằng cách cải thiện hiệu quả lây nhiễm của vi khuẩn 

Agrobacterium và hiệu quả tái sinh của mẫu cấy. Kết quả cho thấy, hiệu quả lây 

nhiễm đạt trên 96% khi nồng độ vi khuẩn Agrobacterium ở OD 650 = 0,6; nồng độ 

dithiothreitol là 154,2 mg/l và đồng nuôi cấy trong 5 ngày. Nghiên cứu này cung 

cấp một quy trình cải tiến cho quá trình biến nạp qua vi khuẩn Agrobacterium ở 

đậu tương và là tài liệu tham khảo hữu ích để cải thiện hiệu quả chuyển nạp ở các 
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loài thực vật khác [95]. 

Quy trình chung để chuyển gen thông qua A. tumefaciens ở đậu tương gồm 

các bước sau: tạo nguyên liệu biến nạp gen và chuẩn bị vi khuẩn lây nhiễm; lây 

nhiễm và đồng nuôi cấy trong tối trên môi trường đồng nuôi cấy; các mẫu biến nạp 

được nuôi cấy trên môi trường tạo đa chồi có bổ sung kháng sinh; các lá mầm sống 

sót được loại bỏ khỏi chồi và nuôi cấy trên môi trường kéo dài chồi có bổ sung 

kháng sinh; khi các chồi phát triển đạt kích thước nhất định được chuyển sang môi 

trường tạo rễ có bổ sung kháng sinh; cuối cùng cây hoàn chỉnh, khoẻ mạnh được 

chuyển ra bầu để theo dõi phân tích [8]. Trong quá trình này, nhiều yếu tố như loại 

mẫu cấy, nồng độ vi khuẩn, thời gian đồng nuôi cấy và thành phần môi trường sẽ 

ảnh hưởng đến hiệu quả biến nạp. Hiệu quả tái sinh và biến nạp cũng khác nhau 

giữa các giống đậu tương khác nhau [168]. Chính vì vậy, việc tối ưu quy trình 

chuyển gen cho phù hợp với kiểu gen của từng giống đậu tương được nhiều nhà 

nghiên cứu đặc biệt quan tâm. 

1.3.3. Nâng cao khả năng chịu hạn ở đậu tương bằng kỹ thuật chuyển gen 

1.3.3.1. Chuyển gen nâng cao khả năng chịu hạn ở đậu tương trên thế giới  

Khả năng chịu hạn là một đặc điểm số lượng, khó nghiên cứu do nhiều gen 

đóng góp. Một trong những phương pháp để cải thiện khả năng chịu hạn của cây 

trồng có nhiều tiềm năng là sử dụng các gen chuyển- một gen “ngoại lai” được 

chuyển từ loài thực vật này sang loài thực vật khác [87]. Một gen chuyển có tên 

AtMYB44 từ cây Arabidopsis mã hóa yếu tố phiên mã gây ra sự đóng khí khổng 

bằng cách điều hòa tích cực tín hiệu ABA được chuyển vào đậu tương giúp tăng 

khả năng chịu hạn ở thực vật [142]. Gen P5CR từ cây Arabidopsis được sử dụng để 

chuyển vào cây đậu tương cũng có thể làm tăng khả năng chịu hạn của cây đậu 

tương chuyển gen. Gen P5CR mã hóa L-Δ1-pyrroline-5- carboxylate reductase, xúc 

tác cho bước cuối cùng trong quá trình sinh tổng hợp proline (NCBI, AT5G14800). 

Gen P5CR cũng có thể tăng cường quá trình thoái hóa proline, do đó giúp duy trì 

NADP+ và cho phép thực vật thích nghi với áp lực môi trường [45]. 
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Gen Hahb-4 từ hoa hướng dương (Helianthus annuus), mã hóa một yếu tố 

phiên mã có thể liên kết vùng điều hòa phiên mã mất nước của các gen liên quan 

đến phản ứng chống chịu hạn của cây trồng (ISAAA, 2019). Công ty Verdeca LLC 

đã tạo ra cây đậu tương chứa gen Hahb-4, để tạo ra “đặc điểm HB4”. Điều này đã 

được thực hiện bằng cách chèn gen Hahb-4 vào cây đậu tương bằng phương pháp 

biến nạp qua trung gian A. tumefaciens. Hiện nay, đặc điểm HB4 là đặc điểm biến 

đổi gen duy nhất được chấp thuận để tăng khả năng chịu hạn ở đậu tương [17]. 

Năm 2009, Valente và cs đã nghiên cứu chuyển gen BiP mã hoá chất môi 

giới phân tử giúp tăng khả năng chịu hạn ở đậu tương và làm chậm quá trình lão 

hóa của lá do khô hạn. Kết quả nghiên cứu cho thấy, các dòng chuyển gen BiP có 

lượng protein và mRNABiPD đậu tương cao hơn so với cây đối chứng, khả năng 

dẫn truyền và thoát hơi nước của khí khổng lớn hơn. Những kết quả này chứng 

minh rằng sự tăng cường biểu hiện gen BiP trong đậu tương cho phép chống chọi 

với stress hạn [156]. 

Gen GmFDL19 mã hoá cho một trong những yếu tố thuộc họ phiên mã bZIP 

(basic leucine zipper), là chất thúc đẩy ra hoa và đóng một vai trò quan trọng trong 

quá trình sinh trưởng, phát triển ở đậu tương. Cây đậu tương chuyển gen 

GmFDL19 có khả năng cải thiện khả năng chống chịu stress phi sinh học. Biểu 

hiện của gen GmFDL19 đậu tương giúp tăng cường khả năng chịu hạn và mặn ở 

giai đoạn cây con. Chiều cao tương đối của cây và khối lượng khô tương đối của 

chồi ở cây chuyển gen cao hơn đáng kể so với cây WT sau khi xử lý PEG và 

muối. Ngoài ra, tỷ lệ nảy mầm và chiều cao cây của cây đậu tương chuyển gen 

cũng cao hơn đáng kể so với cây WT sau khi xử lý muối khác nhau. Hơn nữa, 

GmFDL19 có thể làm giảm sự tích tụ hàm lượng ion Na+ và điều chỉnh sự biểu 

hiện của một số gen ABA/ đáp ứng với stress ở đậu tương chuyển gen [96]. 

Các yếu tố thuộc họ phiên mã WRKY có liên quan đến sự phát triển của thực 

vật và điều chỉnh các phản ứng với stress phi sinh học như hạn, mặn và tín hiệu 

ABA. Trong đó, protein GsWRKY20 có vai trò quan trọng trong việc tăng cường 
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khả năng chịu hạn và điều chỉnh tín hiệu ABA ở cây đậu tương. Ning và cs (2017), 

đã chuyển gen GsWRKY20 vào cây đậu tương dưới sự điều khiển của promoter 

35S. Kết quả cho thấy, khả năng chống chịu hạn ở cây chuyển gen GsWRKY20 

được cải thiện đáng kể so với cây không chuyển gen. Trong điều kiện stress hạn, 

cây chuyển gen có mức độ tổn thương màng ít hơn, hoạt động của enzyme chống 

oxy hóa cao hơn và hàm lượng proline tự do nhiều hơn giúp cây chống chịu với 

hạn hán. Cây đậu tương chuyển gen GsWRKY20 có mật độ khí khổng thấp hơn, khí 

khổng đóng nhanh hơn làm giảm sự mất nước trong điều kiện khô hạn. Ngoài ra, 

cây đậu tương GsWRKY20 còn có chiều cao cây cao hơn, rễ dài hơn và năng suất 

hạt cao hơn ở giai đoạn phát triển trong điều kiện stress hạn [113]. Stress hạn cũng 

làm tăng sản xuất các loại ROS và tổn thương tế bào. Để giảm sự tích tụ ROS quá 

mức trong đậu tương, gen AtYUCCA6 đã được biến nạp vào đậu tương thông qua vi 

khuẩn Agrobacterium, kết quả biểu hiện gen AtYUCCA6 trong cây đậu tương làm 

giảm sản lượng ROS và tăng khả năng chịu hạn [120]. 

Năng suất cây trồng bị thách thức bởi các áp lực phi sinh học, trong đó stress 

hạn là phổ biến nhất. Các gen NF-Y, đặc biệt là các gen NF-YA, quy định khả năng 

chống chịu với stress phi sinh học. NF-Y là protein cảm ứng nhiệt gồm ba tiểu đơn vị 

NF-YA, NF-YB và NF-YC chịu trách nhiệm điều khiển hoạt động của một nhóm gen 

điều hoà chu kỳ phân bào. Sự biểu hiện của protein NF-YA góp phần điều chỉnh hoạt 

động của NF-Y. Cây đậu tương chuyển gen và cây Arabidopsis chuyển gen 

GmNFYA5 thể hiện khả năng chịu hạn đáng kể xác định bởi các chỉ số sinh lý và 

mức độ phiên mã của các gen liên quan đến stress hạn. GmNFYA5 là một gen tích 

cực có thể tăng khả năng chống chịu hạn và có tiềm năng sử dụng trong tạo giống 

đậu tương chuyển gen [101]. 

1.3.3.2 Chuyển gen nâng cao khả năng chịu hạn ở đậu tương ở Việt Nam 

Nghiên cứu chuyển gen liên quan đến khả năng chịu hạn, chịu nóng của cây 

đậu tương ở Việt Nam đã có một số công trình nghiên cứu được công bố. Năm 

2010, Chu Hoàng Mậu và cs đã phân lập, tạo đột biến điểm ở gen P5CS liên quan 
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đến tính chịu hạn và thử nghiệm chuyển vào cây đậu tương Việt Nam. Tác giả 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/P5CS vào giống đậu 

tương DT84, tạo được cây đậu tượng mang gen đột biến loại bỏ ức chế phản hồi, 

làm tăng cường khả năng tổng hợp proline khi cây đậu tương bị hạn [103]. 

Gen EXP1 mã hóa expansin có khả năng nới lỏng thành tế bào thực vật. Ở 

đậu tương gen GmEXP1 được kích hoạt đặc biệt trong quá trình kéo dài rễ, đóng 

vai trò quan trọng trong sự phát triển của rễ. Trong thời kỳ khô hạn, sự thay đổi áp 

suất trong tế bào và sự phát triển nhanh của rễ cho phép cây hút nước từ tầng đất 

sâu, từ đó giúp cây sinh trưởng và phát triển. Lo và cs (2015) đã nhân bản thành 

công và tạo ra cấu trúc GmEXP1 biểu hiện protein expansin tái tổ hợp trong cây 

thuốc lá. GmEXP1 được biểu hiện trong cây thuốc lá chuyển gen và truyền cho thế 

hệ sau. Cây thuốc lá chuyển gen đã cải thiện khả năng chịu hạn, thể hiện ở cả chiều 

dài và khối lượng rễ [100]. 

Lê Thị Hồng Trang và cs (2019) đã chuyển gen Glycine max chalcone 

isomerase 1A (GmCHI1A) có nguồn gốc từ cây đậu tương vào cây thuốc lá thông 

qua vi khuẩn A. tumefaciens và tạo được cây thuốc lá chuyển gen. Từ 90 mẫu biến 

nạp đã tạo được 30 cây thuốc lá chuyển gen sinh trưởng phát triển bình thường 

trong điều kiện nhà lưới, hiệu suất chuyển gen đạt 33,33%. Kết quả phân tích PCR 

thu được 22 cây thuốc lá chuyển gen có gen chuyển GmCHI1A và hiệu suất chuyển 

gen ở giai đoạn này là 24,44%. Gen chuyển GmCHI1A được xác nhận đã biểu hiện 

ở cây thuốc lá bằng phân tích RT-PCR. Kết quả chuyển gen GmCHI1A vào cây 

thuốc lá là cơ sở để tiếp tục nghiên cứu tăng cường biểu hiện gen GmCHI1A trên 

cây đậu tương chuyển gen [10]. 

Đặc tính chịu hạn ở cây đậu tương là tính trạng đa gen, sản phẩm của các 

gen này liên quan trực tiếp đến sự biểu hiện của đặc tính chịu hạn hoặc có chức 

năng điều hòa nhóm gen chịu hạn. Nhân tố phiên mã (DREB) là một phân họ 
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protein thực vật được biểu hiện khi cây đậu tương gặp stress phi sinh học. Các 

protein DREB kích hoạt quá trình phiên mã của các gen chịu hạn. Tan và cs (2015), 

đã nghiên cứu thiết kế vector mang cấu trúc chứa gen GmDREB2 từ giống DT2008 

chịu hạn. Vector tái tổ hợp 35S- GmDREB2- c-myc được biểu hiện trong cây thuốc 

lá chuyển gen. Trong điều kiện khô hạn, sự tích lũy proline của các dòng thuốc lá 

chuyển gen cao hơn so với cây WT. Những kết quả này đã cung cấp cơ sở để tạo ra 

cây đậu tương chịu hạn nhờ tăng cường biểu hiện gen GmDREB2 [153]. Năm 

2020, Pham và cs đã nghiên cứu mối quan hệ giữa sự biểu hiện gen GmDREB2 với 

mức độ phiên mã của gen GmP5CS, sự tích lũy proline và khả năng chịu hạn của 

đậu tương chuyển gen cây làm cơ sở để chọn lọc các dòng chuyển gen có khả năng 

chịu hạn cao. Gen GmDREB2 đã được đưa vào vector chuyển gen thực vật và cấu 

trúc 35S-GmDREB2-cmyc đã được chuyển vào cây đậu tương thông qua vi khuẩn 

Agrobacterium. Protein GmDREB2 tái tổ hợp (~20 kDa) được biểu hiện trong bốn 

dòng đậu tương chuyển gen ở thế hệ T1. Gen GmP5CS được chứng minh là đã tăng 

biểu hiện đáng kể ở các dòng đậu tương chuyển gen T2 và cao hơn so với các cây 

không chuyển gen khi xem xét cả trong điều kiện tưới đủ nước và điều kiện hạn lần 

lượt từ 1,06- 1,31 lần và 1,37- 1,95 lần. Hàm lượng proline của bốn dòng đậu tương 

chuyển gen tăng 155,81% lên 187,42% sau 5 ngày gây hạn và tăng từ 180,52% lên 

233,74% sau 9 ngày gây hạn. Do đó, sự biểu hiện gen GmDREB2 đã làm tăng mức 

độ phiên mã của gen P5CS, tích lũy proline và khả năng chịu hạn của cây đậu 

tương chuyển gen. Việc chuyển gen GmDREB2 vào cây đậu tương được xác nhận 

bằng kết quả của các dòng biến đổi gen ở thế hệ T2 có khả năng chịu hạn cao hơn 

so với các dòng cây không chuyển gen [123]. 

Nguyen và cs (2019) đã nghiên cứu biểu hiện gen GmDREB6 được tổng hợp 

nhân tạo trong cây thuốc lá trước khi chuyển vào cây đậu tương. Gen chuyển 

GmDREB6 được xen cài vào trong hệ gen và biểu hiện trong cây thuốc lá chuyển 

gen ở mức độ phiên mã. Vector chuyển gen pBI121_GmDREB6 hoạt động tốt trên 

cây thuốc lá, và có thể được sử dụng để chuyển gen vào cây đậu tương giúp cải 
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thiện khả năng chống chịu stress phi sinh học [111]. Tiếp nối thành công trên, năm 

2021, Phutthakone Vaciaxa và cs đã nghiên cứu biến nạp gen GmDREB6 thông qua 

A. tumefaciens vào giống đậu tương ĐT22. Trong số 450 mảnh lá mầm của giống 

đậu tương ĐT22 mang vector chuyển gen pBI121_GmDREB6 được biến nạp thông 

qua A. tumefaciens có 185 mẫu tạo chồi và có 583 chồi được tạo ra. Sau chọn lọc 

bằng kanamycin trong môi trường SIM và SEM thu được 109 chồi chuyển sang 

môi trường ra rễ, kết quả có 53 cây được trồng trên giá thể và 12 cây sinh trưởng 

bình thường trong điều kiện nhà lưới. Kết quả phân tích phân tử của 12 dòng cây 

chuyển gen ở thế hệ T0 cho thấy, có 8 dòng dương tính với PCR, hiệu suất chuyển 

gen ở giai đoạn phân tích đạt 1,78% [11]. 

Như vậy, cho đến nay, những nghiên cứu ứng dụng kỹ thuật chuyển gen 

trong việc cải thiện khả năng chịu hạn ở cây đậu tương ở nước ta mới chỉ được thực 

hiện theo hướng chính là chuyển các gen chức năng liên quan trực tiếp đến tính 

chịu hạn vào cây đậu tương mà chưa thấy công bố kết quả chuyển gen mã hóa 

enzyme liên quan đến tổng hợp các chất duy trì áp suất thẩm thấu tăng cường khả 

năng chịu hạn ở cây đậu tương. Chính vì vậy, việc chọn tạo các giống đậu tương 

chuyển gen codA mã hoá choline oxydase tham gia vào quá trình sinh tổng hợp GB 

ở Việt Nam là hướng đi mới, có tính thời sự và cấp thiết. 

1.3.4. Tình hình nghiên cứu chuyển gen codA ở thực vật 

CodA là gen mã hóa choline oxidase, enzyme chìa khóa trong quá trình tổng 

hợp và tích lũy GB, duy trì áp suất thẩm thấu trong tế bào. Gen codA đã được 

chuyển vào một số loài cây trồng và chúng được tăng cường được khả năng chống 

chịu các điều kiện môi trường bất lợi. Việc chuyển gen codA của vi khuẩn 

Arthrobacter globiformis vào cây trồng có thể giúp cây chuyển gen chống chịu 

được các điều kiện bất lợi từ môi trường. Một số loài cây trồng chuyển gen codA 

mã hóa choline oxidase sinh tổng hợp GB tăng khả năng chống chịu với stress phi 

sinh học được thống kê trong bảng 1.1. Cho đến nay, không có báo cáo nào về cây 

chuyển gen tích lũy GB thể hiện các đặc điểm không mong muốn khi được trồng 
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trong điều kiện bình thường. Các cây chuyển gen tích lũy GB thực sự tốt hơn cây 

WT về các thành phần năng suất. Do đó, kỹ thuật chuyển gen tích lũy GB không 

chỉ tăng cường khả năng chống chịu với stress phi sinh học mà còn có thể tăng tiềm 

năng năng suất khi cây được trồng trong điều kiện bình thường, mang lại cơ hội 

cho ngành công nghệ sinh học nông nghiệp. Nhiều công trình nghiên cứu chuyển 

gen codA nhằm tăng khả năng chống chịu với điều kiện môi trường bất lợi vào các cây 

trồng khác nhau đã được công bố trong những năm gần đây. 

Năm 2011, Goel và cs đã chuyển gen codA vào cây cà chua cho thấy khả 

năng chịu mặn của cả cây và lá trong giai đoạn hạt nảy mầm và cây con. Lá của các 

cây chuyển gen codA có hàm lượng nước, diệp lục và GB đều cao hơn so với cây 

đối chứng khi chịu tác động của muối và nước. Kết quả nghiên cứu cho thấy sự 

biểu hiện của gen codA ở cây cà chua chuyển gen đã gây ra sự tổng hợp GB và cải 

thiện khả năng chống chịu của cây đối với các stress mặn và hạn [65]. 

Cheng và cs (2013) đã nghiên cứu ảnh hưởng của gen codA đối với khả năng 

chịu hạn và phục hồi ở một giống khoai tây chuyển gen codA và một giống đối 

chứng không chuyển gen trong điều kiện hạn hán vừa và hạn nặng. Kết quả xử lý 

hạn bằng phương pháp PEG 20% cho thấy sự biểu hiện của gen codA trong cây 

khoai tây chuyển gen và sự tích luỹ GB ; thế nước của lá cao hơn so với cây không 

chuyển gen. Trong giai đoạn phục hồi sau stress hạn, cây chuyển gen codA cho 

thấy khả năng chống oxy hoá mạnh hơn, hệ thống quang hợp hiệu quả hơn, hàm 

lượng chất diệp lục cao hơn, hàm lượng malondialdehyde thấp hơn và phục hồi tốt 

hơn so với cây đối chứng [38]. 

Năm 2014, Li và cs đã nghiên cứu biểu hiện gen codA dưới sự kiểm soát của 

promoter SWPA2 vào lục lạp của cây cỏ linh lăng (Medicago sativa L. cv. Xinjiang 

Daye) và tiến hành đánh giá cây chuyển gen trong các điều kiện stress phi sinh học 

khác nhau. Các cây chuyển gen codA cho thấy khả năng chống chịu tăng cường đối 

với NaCl và stress hạn trên toàn bộ cây. Khi cây được xử lý 250 mM NaCl trong 2 

tuần, cây chuyển gen codA duy trì hàm lượng diệp lục cao hơn và mức 
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malondialdehyde thấp hơn so với cây không chuyển gen. Trong điều kiện stress 

hạn, tất cả các cây chuyển gen đều cho thấy khả năng chống chịu với stress hạn 

được nâng cao hơn thông qua việc duy trì được hàm lượng nước tương đối cao và 

tăng hàm lượng GB và proline so với cây không chuyển gen [94]. 

Kết quả chuyển gen codA mã hoá choline oxidase vào lục lạp của cây khoai 

lang dưới sự điều khiển của promoter SWPA2 của Park và cs (2015) cho thấy, khả 

năng chống chịu đối với stress oxy hóa methyl viologen và stress hạn. Khi xử lý 

methyl viologen ở nồng độ 5 μM, tất cả các cây khoai lang chuyển gen codA đều có 

tăng khả năng chống chịu với stress oxy hóa thông qua việc duy trì ion thấp và tăng 

mức GB so với cây đối chứng. Khi cây trồng trong điều kiện khô hạn, cây chuyển 

gen codA đã cho thấy khả năng chống chịu và duy trì hàm lượng nước cao hơn so 

với cây đối chứng [121]. 

Cây dương (Populus alba× Populus glandulosa) là loài cây có giá trị kinh tế 

và chức năng sinh thái quan trọng. Việc nghiên cứu cơ chế phản ứng của cây dương 

chuyển gen biểu hiện gen codA đối với stress hạn có thể cung cấp cơ sở lý thuyết 

cho việc nhân giống và ứng dụng cây dương chịu hạn. Theo nghiên cứu của Ke và 

cs (2016), cây dương chuyển gen codA dưới sự điều khiển của promoter SWPA2 có 

khả năng tăng trưởng tốt hơn, tích lũy lượng GB cao hơn trong điều kiện stress oxy 

hóa so với cây không chuyển gen. Ngoài ra, các cây chuyển gen còn tăng cường 

khả năng chống chịu với hạn hán và stress mặn do tăng hiệu quả hoạt động của hệ 

thống quang hoá PSII [86]. Cũng nghiên cứu trên đối tượng cây dương chuyển gen 

codA, Sun và cs (2017) đã đánh giá ảnh hưởng của stress hạn lên sự phát triển của 

cây, hàm lượng hydrogen peroxide (H2O2), malondialdehyde (MDA), GB và các 

hoạt động của enzyme chống oxy hóa. Kết quả cho thấy, trong điều kiện khô hạn, 

cây dương chuyển gen sinh trưởng tốt và có khối lượng khô của chồi và rễ cao; 

hàm lượng H2O2 và MDA trong lá tăng lên rõ rệt nhưng giảm liên tục sau khi được 

bù nước; hàm lượng proline và GB tự do trong lá của cây dương chuyển gen cao 

hơn 2,38 lần so với ở cây không chuyển gen. Hoạt động của các enzyme SOD, 
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POD, CAT và APX trong lá tăng dần khi thời gian khô hạn kéo dài và sau đó giảm 

sau khi bù nước; ngoại trừ POD, ba hoạt tính enzyme chống oxy hóa khác trong 

dòng chuyển gen cao hơn đáng kể so với hoạt động của các cây đối chứng. Như 

vậy, việc tăng hàm lượng chất điều chỉnh thẩm thấu và tăng cường hoạt động của 

enzyme chống oxy hóa có thể là cơ chế sinh lý nội tại của việc tăng cường khả 

năng chống hạn và khả năng phục hồi của cây dương chuyển gen codA [152]. 

Để tăng khả năng chống chịu stress phi sinh học, Baloda và cs (2017) đã 

nghiên cứu chuyển gen codA vào cây đậu xanh. Kỹ thuật PCR, dot-blot, ELISA và 

Western blot được sử dụng để đánh giá sự biểu hiện ổn định của gen chuyển codA 

trong cây chuyển gen. Tiến hành kiểm tra độ nhạy cảm của cây chuyển gen với 

stress mặn thông qua sự héo của các mảnh lá kích thước 1cm được đặt trên dung 

dịch NaCl (50-200 mM) trong 4 ngày cho thấy, các mảnh lá đậu xanh từ cây không 

chuyển gen bị héo hoàn toàn trong khi mảnh lá từ cây chuyển gen vẫn còn xanh và 

tươi. Nghiên cứu đã cho thấy vai trò của con đường sinh tổng hợp GB được thực 

hiện bởi gen codA mã hoá enzyme choline oxidase để tăng cường khả năng chống 

chịu stress ở cây đậu xanh [21]. 

Kỹ thuật di truyền plastid là một phương pháp hiệu quả để tạo cây khoai tây 

chịu hạn tích lũy GB trong lục lạp. Gen codA từ A. globiformis đã được chuyển 

thành công vào bộ gen lục lạp của khoai tây bằng kỹ thuật di truyền plastid. Qua 

phân tích Southern blot, mức mRNA của codA trong cây khoai tây chuyển gen ở lá 

cao hơn nhiều so với ở củ. Hàm lượng GB được tích lũy ở mức độ cao ở trong cả lá 

và củ của cây khoai tây chuyển gen. Việc tăng hàm lượng GB ở cây chuyển gen 

mang lại khả năng chống chịu đáng kể trong điều kiện stress hạn. Hơn nữa, hàm 

lượng nước, hàm lượng chất diệp lục, hiệu suất quang hợp, hoạt động của enzyme 

chống oxy hóa khi xử lý stress hạn tăng đáng kể trong lá của cây chuyển gen. Kết 

quả nghiên cứu này cho thấy, sinh tổng hợp GB bằng kỹ thuật di truyền plastid là 

một phương pháp hiệu quả để tăng khả năng chịu hạn ở thực vật [171]. 

Betaine aldehyde dehydrogenase (BADH) và choline oxidase (COD) là những 
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enzyme quan trọng trong quá trình tổng hợp GB . Trong nghiên cứu của Zhang và 

cs (2020), hai loại cây cà chua chuyển gen BADH và gen codA được sử dụng để 

đánh giá khả năng chịu stress nhiệt. Kết quả cho thấy, hàm lượng GB trong lá của 

mười bốn dòng chuyển gen dao động từ 1,9- 3,4 μmol g-1 khối lượng tươi, trong khi 

GB hầu như không thể phát hiện được trong lá của cây WT. Quá trình đồng hóa 

CO2 và hoạt động của hệ thống quang hoá II ở cây chuyển gen có khả năng chịu 

nhiệt tốt hơn so với cây WT, đặc biệt là ở cây chuyển gen codA. Cây WT có sự tích 

lũy hydrogen peroxide (H2O2), superoxide (O2
-) và malondialdehyde (MDA) nhiều 

hơn cây chuyển gen; trong đó, cây chuyển gen codA tích luỹ ít nhất. Hơn nữa, sự 

biểu hiện của các protein sốc nhiệt HSP70 được tìm thấy ở cây chuyển gen nhiều 

hơn so với cây WT khi bị stress nhiệt, đặc biệt là ở cây chuyển gen codA. Kết quả 

nghiên cứu này chỉ rõ vai trò tích cực của GB trong phản ứng với stress nhiệt, giúp 

tăng cường khả năng chịu nhiệt ở thực vật chuyển gen. Cây cà chua chuyển gen 

codA có khả năng chịu nhiệt cao hơn cây cà chua chuyển gen BADH và H2O2, một 

sản phẩm phụ từ sự biểu hiện của gen chuyển codA, đóng một vai trò quan trọng 

như một phân tử tín hiệu trong khả năng chịu nhiệt của cây chuyển gen [175]. 

Ngoài ra, ở một số cây chuyển gen codA, người ta quan sát thấy lượng GB 

tích lũy không những mang lại khả năng chống chịu stress mà còn cải thiện khả 

năng sinh sản và tăng năng suất [118]. Cây cà chua chuyển gen tích lũy GB trong 

cơ quan sinh sản cao gấp 2,8- 3,8 lần so với trong lá. Hàm lượng GB tăng lên đã 

nâng cao khả năng chịu lạnh đồng thời tăng khả năng đậu trái từ 10-30% trong điều 

kiện stress lạnh [116]. Biểu hiện của gen codA dẫn đến cải thiện sự phát triển của 

hoa và quả. Cây chuyển gen tạo ra hoa to hơn và quả nặng hơn 54% so với đối 

chứng không chuyển gen. Những kết quả này chỉ ra rằng, việc sử dụng các gen sinh 

tổng hợp GB không có tác dụng phụ mà còn rất có lợi khi có tác động tích cực đến 

các cơ quan sinh sản cả trong điều kiện bình thường và stress. 

 Zang và cs (2019) nhận thấy, việc chuyển gen codA và BADH ở cây cà chua 

gây ra sự hình thành hoa và quả to hơn. Ngoài ra, cây cà chua chuyển gen có tốc độ 
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quang hợp cao hơn, hàm lượng các chất đồng hóa và hàm lượng diệp lục trong lá 

cao hơn cây không chuyển gen. Việc gia tăng kích thước quả có liên quan đến hàm 

lượng phytohormone, chẳng hạn như auxin, brassinolide, gibberellin và cytokinin 

được điều chỉnh bởi GB. Kết quả qPCR chỉ ra rằng mức độ biểu hiện của một số 

gen liên quan đến sự tăng trưởng và phát triển của quả cũng được nâng cao ở cây 

chuyển gen. Kết quả phân tích mức độ biểu hiện gen ở cây cà chua chuyển gen 

nhận thấy GB đã thúc đẩy phát triển hoa, quả cà chua thông qua nhiều con đường: 

quang hợp, tái bản DNA, truyền tín hiệu phytohormone và các quá trình sinh tổng 

hợp. Như vậy, kỹ thuật chuyển gen sinh tổng hợp GB có thể cung cấp một cách tiếp 

cận mới để nâng cao năng suất của cà chua và các cây trồng khác [176]. 

Ở Việt Nam, Bùi Văn Thắng và cs (2013) đã nghiên chuyển gen codA tổng 

hợp nhân tạo mã hóa cho choline oxidase tham gia vào sinh tổng hợp GB đã được 

chuyển thành công vào cây Xoan ta thông qua A. tumefaciens. Cây xoan ta chuyển 

gen codA thu được đã tăng cường khả năng chịu hạn và chịu mặn. Hàm lượng GB 

tích lũy trong lá của các dòng xoan ta chuyển gen từ 2,1- 4,5 mM/g lá tươi cao hơn 

nhiều so với dòng xoan ta đối chứng không chuyển gen (0,7 mMg lá tươi). Các 

dòng xoan ta chuyển gen đã cải thiện được khả năng chống chịu với điều kiện khô 

hạn [9]. Các dòng xoan ta chuyển gen codA thế hệ T0 tiếp tục được đánh giá ở điều 

kiện môi trường nhiễm mặn nhân tạo. Kết quả cho thấy, các dòng xoan ta chuyển 

gen tăng cường khả năng chịu mặn so với dòng không chuyển gen. Hàm lượng GB 

trong lá của các dòng xoan ta chuyển gen cao hơn so với dòng WT, dòng chuyển 

gen TX4 (3,94 - 4,50 mM/g lá tươi), TX12 (2,38 – 2,63 mM/g lá tươi), TX27 (3,29 

- 3,80 mM/g lá tươi), TX28 (3,25 - 4,27 mM/g lá tươi), TX54 (1,60 – 2,54 mM/g lá 

tươi) trong khi đó dòng WT hàm lượng GB trong lá tích lũy được chỉ từ 0,24- 0,81 

mM/g lá tươi. Như vậy, các dòng Xoan ta chuyển gen codA tăng cường sinh tổng 

hợp GB đã cải thiện được khả năng chống chịu với điều kiện môi trường bị nhiễm 

mặn [5]. 
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Bảng 1.1. Một số loài cây trồng chuyển gen codA mã hóa choline oxidase sinh tổng 

hợp GB tăng khả năng chống chịu các yếu tố bất lợi phi sinh học 

Đối tượng 

Hàm lượng 

GB tích luỹ, cơ 

quan 

Bào quan 

mục tiêu 

Khả năng 

chống chịu 

bất lợi 

Tác giả, 

năm công bố 

Arabidopsis 

thaliana 

1,0 µmol/g 

lá/hạt tươi 
Lục lạp 

Nhiệt độ 

thấp, mặn 

Hayashi và cs, 

1997 [72] 

Arabidopsis 

thaliana 

12,0-18,0 µmol/g 

hạt khô 
Lục lạp Nhiệt độ cao 

Alia và cs, 1998 

[15] 

Lúa 
5,3 µmol/g 

lá tươi 

Lục lạp/tế 

bào chất 

Nhiệt độ 

thấp, mặn 

Sakamoto và cs, 

1998 [132] 

Arabidopsis 

thaliana 

Chưa xác định 

chồi 
Lục lạp 

Ánh sáng 

mạnh 

Alia và cs, 1999 

[16] 

Arabidopsis 

thaliana 

0,7-0.9 µmol/g 

chồi khô 
Lục lạp Băng giá 

Sakamoto và cs, 

2000 [133] 

Lúa 
1,0-2,12 µmol/g 

lá khô 
Lục lạp Mặn 

Mohanty và cs, 

2002 [106] 

Cà chua 
0,1-0,3 µmol/g 

lá tươi 
Lục lạp 

Nhiệt độ 

thấp 

Park và cs, 2004 

[118] 

Cà chua 
2,0 µmol/g 

cơ quan sinh sản 

Lục lạp/ 

tế bào 

chất 

Nhiệt độ 

thấp, mặn, 

oxy hóa 

Park và cs, 2007 

[117] 

Cà chua 
0,9-1,43 µmol/g 

lá tươi 
Lục lạp 

oxy hóa, 

mặn, hạn 

Ahmad và cs, 

2008 [13] 

Bạch đàn 
0,17-0,29 mmol/g 

lá tươi 

Chưa xác 

định 
Mặn 

Yu và cs, 2009 

[172] 

Cà chua 
214-297 nmol/g 

lá tươi 
Lục lạp Mặn, hạn 

Goel và cs, 2011 

[65] 

Khoai tây 
12,0 µmol/g 

lá tươi 
Lục lạp Hạn 

Cheng và cs, 2013 

[38]  

Xoan ta 
2,1- 4,5 mmol/g 

lá tươi 
Lục lạp Hạn 

Bùi Văn Thắng và 

cs, 2013 [9] 
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Đối tượng 

Hàm lượng 

GB tích luỹ, cơ 

quan 

Bào quan 

mục tiêu 

Khả năng 

chống chịu 

bất lợi 

Tác giả, 

năm công bố 

Cỏ linh lăng 
9,6-15,5 mmol/g 

lá tươi 
Lục lạp 

oxy hoá, 

hạn, mặn 

Li và cs, 2014 

[94] 

Khoai lang 
0,58- 0,60 µmol/g  

lá tươi 
Lục lạp oxy hóa, hạn 

Park và cs, 2015 

[121] 

Cây dương 
1,13- 1,76 µmol/g 

lá tươi 
Lục lạp 

oxy hóa, 

mặn, hạn 

Ke và cs, 2016 

[86] 

Cây dương Chưa xác định Lục lạp oxy hóa, hạn 
Sun và cs, 2017 

[152] 

Đậu xanh Chưa xác định (lá) Lục lạp Mặn 
Baloda và cs, 

2017 [21] 

Xoan ta 
3,94 - 4,50 mmol/g 

lá tươi 
Lục lạp Mặn 

Chu Hoàng Hà và 

cs, 2017 [5] 

Cà chua 
1,0- 3,4 µmol/g 

lá tươi 
Lục lạp Nhiệt độ cao 

Zhang và cs, 2020 

[175] 
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Chương 2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU  

 

2.1. VẬT LIỆU NGHIÊN CỨU 

2.1.1. Vật liệu thực vật 

Giống thuốc lá K326 sử dụng làm cây mô hình trong thí nghiệm thiết kế 

vector và biểu hiện gen codA được cung cấp bởi Viện Nghiên cứu thuốc lá. 

Giống đậu tương ĐT22 được cung cấp bởi Trung tâm Nghiên cứu và Phát triển 

đậu đỗ, Viện Cây lương thực và Cây thực phẩm, Viện Khoa học Nông nghiệp Việt 

Nam. Giống ĐT22 có ưu điểm vượt trội như thời gian sinh trưởng ngắn, độ thuần 

cao, cho năng suất cao. Tuy nhiên, giống ĐT22 được đánh giá là giống đậu tương 

thuộc nhóm có khả năng chịu hạn sinh lý, chịu mặn kém [2]. 

2.1.2. Các chủng vi khuẩn và các loại vector  

Chủng vi khuẩn E. coli DH5α và Agrobacterim tumefaciens C58/pGV2206 

(IPK, Gatersleben, Đức) được cung cấp từ Viện Công nghệ Sinh học, Viện Hàn 

lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 

Vector pIBTII kích thước 11605 bp, pCAMBIA kích thước 13595 bp được 

thiết kế và sử dụng tại phòng Công nghệ tế bào thực vật, Viện Công nghệ Sinh học, 

Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 

Trình tự gen codA mã hóa cho choline oxidase từ Arthrobacter globiformis 

khai thác trên Genbank (Mã số AY304485) được tối ưu hóa nhằm tăng tính biểu 

hiện trên thực vật, được tổng hợp và cung cấp bởi công ty Epoch Life Science 

Inc, Mỹ (hình 2.1). 

2.1.3. Các cặp mồi sử dụng cho phản ứng PCR 

Các cặp mồi PCR đặc hiệu có trình tự nucleotide và sản phẩm khuếch đại 

đoạn DNA có kích thước dự kiến được trình bày ở bảng 2.1. Các cặp mồi được 

thiết kế và tổng hợp tại Phòng Công nghệ Tế bào thực vật, Viện Công nghệ sinh 

học, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam.  
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Bảng 2.1. Trình tự các cặp mồi đặc hiệu 

Tên Trình tự 2 cặp mồi (5’ - 3’) 
Kích thước gen 

(bp) 

codA-F/R 
GTGTTGCAGTTGGATCGTTG 

CCTACACCTGGAGAGTCAA 
~750 

Bar-F/R 
AAACCCACGTCATGCCAGTT 

GACAAGCACGGTCAACTTCC 
~400 

F/TP-XbaI 

R/cmyc-SacI 

GCTCTAGAATGGCACAAATTAACA 

CGAGCTCTCAATTCAGATCCTCTTC 
1904 

 

ATGGCACAAATTAACAACATGGCACAAGGGATACAAACCCTTAATCCCAATTCCAATTTCCAT

AAACCCCAAGTTCCTAAATCTTCAAGTTTTCTTGTTTTTGGATCTAAAAAACTGAAAAATTCA

GCAAATTCTATGTTGGTTTTGAAAAAAGATTCAATTTTTATGCAAAAGTTTTGTTCCTTTAGGA

TTTCAGCATCAGTGGCTACAGCCTGCATGCACATCGATAATATTGAAAATCTTAGTGACAGAGA

GTTCGACTACATTGTTGTTGGAGGTGGTTCAGCTGGAGCTGCAGTGGCTGCACGTCTTTCTGAAGAT

CCTGCAGTTAGTGTTGCCTTGGTTGAAGCCGGACCTGATGACAGAGAGGGGTGCCAGAGGTGTTGC

AGTTGGATCGTTGGATGGAATTGCTTGAATCTGGATACGATTGGGATTATCCAATAGAACCACAAG

AGAATGGCAATAGTTTTATGAGGCATGCACGTGCTAAAGTCATGGGCGGTTGTTCTTCACATAACA

GTTGCATTGCATTCTGGGCCCCAAGGGAGGATTTGGATGAGTGGGAAGCAAAATATGGTGCTACTG

GCTGGAATGCTGAGGCGCATGGCCTCTTTACAAAAGGCTTGAAACTAACGAAGATGCAGGACCAG

ATGCTCCACATCACGGAGATTCAGGGCCTGTCCACTTGATGAATGTGCCACCTAAAGATCCAACAG

GCGTAGCATTGTTGGATGCATGCGAACAGGCCGGCATTCCTAGAGAGCCAAGTTTAATACCGGCAC

AACAGTCGTTAATGGAGCCAACTTCTTTCAGATTAATAGAAGGGCTGACGGGACAGGTCATCTTCA

AGTGTCTCATATATCCATCCAATCGTCGAGCAAGAAAACTTTACTTTGTTGACTGGTCTTAGGGCAC

GTCAACTTGTTTTCGACGCTGATAGACGTTGCACTGGGTTGATATAGTCGACTCTGCCTTTGGACAT

ACACATAGGCTTACAGCTAGAAACGAAGTCGTACTTTCTACTGGTGCAATTGATACACCAAAGTTG

CTTATGTTGTCTGGAATCGGGCCTGCAGCACACCTTGCTGAACATGGAATCGAGGTGTTGGTTGAC

TCTCCAGGTGTAGGGGAACACCTTCAAGATCACCCTGAAGGAGTTGTCCAGTTCGAGGCTAAACAA

CCAATGGTCGCCGAATCAACCCAATGGTGGGAGATCGGTATCTTTACTCCTACTGAAGACGGCCTT

GATAGGCCAGACCTTATGATGCATTACGGTTCAGTCCCTTTCGATATGAATACTTTGAGACATGGGT

ATCCTACAACTGAGAATGGATTCTCATTGACCCCTAATGTTACACATGCCAGGTCTAGGGGTACTG

TGAGACTTAGAAGTAGGGACTTTAGAGACAAGCCTATGGTTGATCCTAGATATTTCACCGACCCAG

AAGGCCACGATATGAGAGTAATGGTGGCAGGTATTAGAAAGGCTAGAGAGATTGCAGCTCAACCT

GCTATGGCTGAATGGACCGGTAGAGAGAGCTTTCACCAGGAGTTGAGGCCCAAACCGATGAAGAA

TTGCAGGATTATATTCGTAAGACTCATAACACCGTTTACCACCCTGTGGGTACCGTGAGAATGGGC

GCTGTGGAAGACGAGATGAGTCCACTTGATCCTGAATTGAGAGTGAAAGGAGTGACAGGACTTAG

GGTCGCAGATGCTTCAGTGATGCCTGAACATGTAACAGTTAACCCTAATATCACCGTGATGATGAT

AGGTGAGCGTTGTGCTGATTTGATTAGATCAGCTAGAGAGCAGGGGAGACTACCACCGCTGATGCT

GAACTTTCTGCAGCTTTGGCACAGAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATTGA 

Hình 2.1. Trình tự gen codA được tổng hợp bởi Epoch Life Science Inc. 

Màu đỏ: trình tự nucleotide mã hóa protein vận chuyển tiểu đơn vị Rubisco ở cây 

thuốc lá; Màu xanh đậm: trình tự nucleotide mã hoá kháng nguyên c-myc để phát hiện 

protein codA tái tổ hợp. 
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2.2. HOÁ CHẤT, THIẾT BỊ 

2.2.1. Hoá chất 

Kit tinh sạch DNA (QIAquick Gel Extraction Kit) và tách chiết plasmid 

(QIAprep Spin Miniprep Kit) (QIAGEN); Các loại enzyme cắt giới hạn và các hoá 

chất thông dụng khác (X-gal, agarose…) của các hãng Merck, Sigma, Amersham 

Pharmacia Biotech; Taq polymerase, dNTPs, thang DNA 1 kb của hãng Fermentas 

(Mỹ). 

Các hóa chất yeast extract, bacto pepton, trypton, NaCl, agarose, sucrose, 

glycerol, DDT, L-Cystein, Na2S2O3, PPT; các chất điều hòa sinh trưởng BAP, IBA...; 

kháng sinh spectinomcine, rifamicine, cefotaxime... được cung cấp bởi các hãng: 

New England Biolabs (Anh), Amersham Pharmacia Biotech (Thụy Điển), Chemicals 

(Đức), Sigma (Mỹ), Duchefa (Hà Lan), Merck (Đức) và Wako (Nhật Bản). 

Quá trình tái sinh và chuyển gen vào cây đậu tương sử dụng các môi trường 

MS cơ bản (Murashige và Skoog, 1962) bổ sung B5 (Gamborg, 1968); GM, SIM, 

SEM, RM. Môi trường nuôi khuẩn và tạo huyền phù khuẩn: YEB, CCM.  

2.2.2. Thiết bị 

Các thiết bị sử dụng trong nuôi cấy mô tế bào thực vật và chuyển gen gồm 

box cấy, bình tam giác, dàn nuôi cấy, nồi khử trùng, máy nuôi lắc, máy đo pH, máy 

đo OD… 

Các thiết bị sử dụng trong sinh học phân tử gồm máy PCR system 9700 

(Applied Biosystem, Mỹ), máy điện di Powerpac 300 (Bio-Rad, Mỹ), máy soi 

DNA (Mini-transllumminatior, BioRad, Mỹ), máy chụp ảnh (Amersham Pharmacia 

Biotech, Thụy Điển), máy Vortex (Minishaker, IKA, Đức), máy hút chân không 

(Savant), máy li tâm (Eppendorf), máy ổn nhiệt, máy biến nạp bằng xung điện, máy 

voltex... và các trang thiết bị khác của Phòng Công nghệ tế bào thực vật và Phòng 

thí nghiệm trọng điểm Công nghệ gen, Viện Công nghệ Sinh học. 
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2.3. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 

 

Hình 2.2. Sơ đồ thí nghiệm tổng quát 

Thiết kế vector biểu hiện gen thực vật chứa cấu trúc mang gen codA và 

đánh giá hoạt động của vector mang gen chuyển codA trên cây mô hình  

Nghiên cứu ảnh hưởng của một số yếu tố nhằm thăm dò 

hiệu quả chuyển gen codA ở cây đậu tương  

Biến nạp cấu trúc mang gen codA vào giống đậu tương 

ĐT22 và tạo cây đậu tương chuyển gen chịu hạn  

Phân tích cây đậu tương chuyển gen codA ở thế hệ T
0
, T

1
  

Đánh giá khả năng chịu hạn của một số dòng đậu 

tương chuyển gen codA dưới điều kiện hạn nhân tạo 

Sàng lọc cây chuyển gen 

bằng chấy diệt cỏ và PCR 

Kiểm tra sự hợp nhất và sự biểu 

hiện của gen chuyển codA trong 

cây đậu tương chuyển gen 

Đánh giá sức nảy 

mầm của hạt dưới 

điều kiện hạn nhân 

tạo 

  

Đánh giá khả năng 

sinh trưởng và chịu 

hạn của cây đậu tương 

chuyển gen dưới điều 

kiện hạn nhân tạo 

Đánh giá các chỉ số 

hoá sinh của cây đậu 

tương chuyển gen 

dưới điều kiện hạn 

nhân tạo 

Chọn dòng đậu tương chuyển gen có khả năng chịu hạn cao 
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2.3.1. Nhóm phương pháp thiết kế vector chuyển gen codA và chuyển gen ở 

thuốc lá 

2.3.1.1. Phương pháp thiết kế vector chuyển gen codA 

Phương pháp tạo cấu trúc mang gen chuyển codA 

Thực hiện các phản ứng cắt enzyme giới hạn, lai tạo vector tái tổ hợp. 

Plasmid tái tổ hợp được biến nạp vào tế bào vi khuẩn theo phương pháp xung điện 

của Cohen và cs (1972) [40]. DNA tái tổ hợp được kiểm tra bằng phương pháp 

PCR với mồi codA-F/R. Cắt đồng thời plasmid vector pIBTII và pCAMBIA-HSP-

codA, pCAMBIA-35S-codA, pCAMBIA-rd29A-codA bằng cặp enzyme giới hạn 

HindIII và EcoRI để tạo các đầu dính tương ứng. 

Plasmid pIBTII và pCAMBIA-HSP-codA, pCAMBIA-35S-codA, pCAMBIA-

rd29A-codA sau khi tinh sạch được cắt với HindIII và EcoRI. Sản phẩm cắt được 

điện di trên gel agarose 0,8%. Các phân đoạn 8,8 Kb của pIBTII được tinh sạch và 

2,4 kb, 2,7 kb và 2,6 kb của pCAMBIA-HSP-codA, pCAMBIA-35S-codA, 

pCAMBIA-rd29A-codA được thu hồi bằng phương pháp thôi gel. 

Sản phẩm cắt được tinh sạch bằng GeneJET PCR Purification Kit của hãng 

Thermo Scientific như sau: Thêm vào 25 µl binding buffer, trộn đều. Cho toàn bộ 

dịch lên cột ly tâm. Ly tâm 13000 vòng/phút trong 1 phút, bỏ dịch qua cột. Thêm 

vào cột 500 Wash buffer. Ly tâm 13000 vòng/phút trong 1 phút, bỏ dịch qua cột. 

Ly tâm tiếp 13000 vòng/phút trong 1 phút. Chuyển cột ly tâm sang ống 1,5 ml. 

Thêm vào cột ly tâm 30 µl nước khử ion vô trùng, ủ ở nhiệt độ phòng trong 2 phút. 

Ly tâm 13000 vòng/phút trong 1 phút, thu lấy dịch. 

DNA trên gel agarose được thu hồi bằng cách ủ phân đoạn gel với binding 

buffer tỉ lệ 1:1 để hòa tan gel. Sau đó thực hiện tương tự các bước như bên trên. 

Phương pháp gắn cấu trúc mang gen chuyển codA vào vector chuyển gen pIBTII
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Hình 2.3. Sơ đồ các vector pIBTII-rd29A-codA, pIBTII-HSP-codA, pIBTII-35S-codA 

Tvsp: Terminator from soybean vegetative storage protein gene, Tnos: NOS terminator  

Bar: gen kháng phosphinothricin, Rd29A: promoter cảm ứng stress hạn, HSP: Heat shock 

promoter, 35S: promoter CaMV35S, codA: gen mã hóa cho choline oxidase; HindIII, 

XbaI, SacI, EcoRI...: vị trí các điểm cắt của enzyme giới hạn 

Phân đoạn của pIBTII và phân đoạn của 35S-codA-Nos, rd29A-codA-Nos, 

HSP-codA-Nos sau khi được tinh sạch được ghép nối với nhau bằng phản ứng 

ligase và được biến nạp vào E. coli để kiểm tra vector tái tổ hợp. Thành phần phản 

ứng nối với T4 ligase được trình bày trong bảng 2.2. Sơ đồ cấu trúc của các vector 

pIBTII-rd29A-codA, pIBTII-HSP-codA, pIBTII-35S-codA được mô tả trong hình 2.2. 

Hỗn hợp phản ứng được ủ ở 22oC trong 30 phút. Sau đó đặt hỗn hợp phản ứng 

lên đá lạnh và tiến hành biến nạp vào tế bào khả biến E. coli chủng DH5α. Dịch 

khuẩn sau biến nạp được trải trên đĩa thạch LB chứa spectinomycine 50 mg/l. 

Khuẩn lạc được kiểm tra bằng phương pháp clony-PCR với mồi codA-F/R. 

Các khuẩn lạc dương tính với phản ứng PCR được nuôi lỏng và tách plasmid. 

Kiểm tra plasmid bằng phản ứng cắt với HindIII và EcoRI. 
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Bảng 2.2. Thành phần phản ứng nối với T4 ligase 

STT Thành phần phản ứng Thể tích(µl) 

1 Phân đoạn của plasmid pIBTII 25 ng/µl 2 

2 Đoạn mang gen chuyển codA 10 ng/µl 2 

3 T4 DNA ligase Buffer 10X 2 

4 T4 DNA ligase (10U/µl) 1 

5 H2O deion 13 

Tổng 20 

 

Phương pháp tạo chủng A. tumefaciens C58 chứa vector chuyển gen codA  

Tế bào khả biến đặt trong đá 10 -15 phút. Bổ sung 1 µl vector chuyển gen vào 

ống tế bào khả biến và trộn nhẹ. Rửa cuvette bằng cồn 100o, rửa lại bằng nước khử 

ion, khử trùng rồi thấm khô. Chuyển tất cả hỗn hợp dịch A. tumefaciens C58 + 

vector chuyển gen vào cuvette. Xung điện: 2,5 kv, 25µF và điện trở 400. Đặt 

ngay vào đá. Sau 5- 10 phút bổ sung 300 µl LB và trộn nhẹ. Chuyển sang ống 

Eppendorf 2 ml. Ủ ở 28oC trong 1 giờ trên máy lắc 200 vòng/phút. Cấy trải dịch 

vào đĩa chọn lọc chứa kháng sinh spectinomycine 50 mg/l và rifamicine 50 mg/l. Ủ 

ở 28oC trong 48 giờ. 

Khuẩn lạc được sàng lọc bằng phương pháp clony-PCR. Dòng khuẩn lạc 

dương tính sẽ được giữ lại nuôi trong môi trường LB lỏng để sử dụng trong các thí 

nghiệm chuyển gen. 

2.3.1.2. Chuyển các cấu trúc vector sau thiết kế vào cây thuốc là và kiểm tra sự 

có mặt của gen chuyển 

Vector tái tổ hợp được chuyển vào thuốc lá giống K326 theo phương pháp 

của Topping (1998) [154]. Các dòng thuốc lá chuyển gen được phân tích PCR với 2 

cặp mồi codA F/R, bar F/R và được đánh giá khả năng tạo chồi và tạo rễ trong điều 

kiện hạn sinh lý bằng polyethylene glycol (PEG) 8000 2,5%. 
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2.3.1.3. Phân tích hàm lượng glycine betaine trong cây thuốc lá chuyển gen 

Lá của các cây thuốc lá chuyển gen sau khi gây hạn nhân tạo được thu thập 

và đánh giá hàm lượng GB tích lũy theo phương pháp của Grieve và Grattan (1983) 

[66]. Lấy 0,5 g mẫu lá thuốc lá đã sấy khô nghiền mịn, bổ sung 20 ml nước deion, 

lắc 200 vòng/phút ở 25 oC trong 24 giờ. Dịch chiết được loại bỏ cặn và pha loãng 

với H2SO4 2N theo tỷ lệ 1:1, đặt trên đá trong 1 giờ. 0,50 ml hỗn hợp được đưa vào 

ống chứa sẵn 0,20 ml thuốc thử KI-I2 lạnh sau đó lắc đều. Hỗn hợp phản ứng giữ ở 

4oC trong 16 giờ, sau đó ly tâm với tốc độ 10.000 vòng/ phút ở 0oC trong 10 phút. 

Loại bỏ dung dịch, cặn thu được được cho phản ứng với 9,0 ml thuốc thử 1,2-

dichloroethane. Sau 2- 2,5 giờ, tiến hành đo độ hấp thụ của hỗn hợp phản ứng ở 

bước sóng 365 nm bằng máy đo quang phổ. Nồng độ GB trong các mẫu thí nghiệm 

được xác định dựa trên đường chuẩn của dung dịch GB chuẩn. Các số liệu thu được 

trong nghiên cứu được xử lý bằng phần mềm GraphPad Prism (V7.04 của GraphPad 

software Inc, Mỹ). 

2.3.2. Nhóm phương pháp nghiên cứu điều kiện thích hợp cho chuyển gen ở 

giống đậu tương ĐT22 

2.3.2.1. Khử trùng hạt 

Hạt đậu tương ĐT22 to tròn đều, màu vàng sáng, vỏ hạt không bị nứt được 

chọn làm vật liệu chuyển gen. Hạt chín được khử trùng bằng khí Chlor (Cl2). Khí 

chlore được tạo ra bằng cách bổ sung 3 ml HCl đậm đặc vào 100 ml javen thương 

phẩm. Việc khử trùng được thực hiện trong một bình kín và đặt trong tủ hút 14- 16 

giờ. Sau khi khử trùng, hạt được gieo trên môi trường GM trong thời gian 5-7 ngày. 

2.3.2.2. Chuẩn bị khuẩn 

Các loại môi trường sử dụng trong quá trình nuôi cấy tạo dịch huyền phù vi 

khuẩn gồm: môi trường nuôi khuẩn đặc, môi trường nuôi khuẩn lỏng và môi trường 

tạo dịch huyền phù vi khuẩn (bảng 2.3). 
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Nuôi cấy tạo khuẩn lạc: cấy trải A. tumefaciens mang gen codA từ ống giữ 

chủng lên môi trường YEP đặc có bổ sung kháng sinh phù hợp, nuôi trong tủ ổn 

nhiệt 28oC trong thời gian 48 giờ. 

Nuôi lỏng khuẩn: dùng que cấy chọn một khuẩn lạc riêng biệt trên đĩa khuẩn 

cấy vào môi trường YEP lỏng bổ sung các loại kháng sinh như nuôi đặc. Bình nuôi 

lỏng được lắc 200 v/p ở 28oC trong 16 giờ trong điều kiện tối hoàn toàn. 

 

Bảng 2.3. Môi trường nuôi khuẩn 

Yeast extract peptone (YEB) đặc 
yeast extract (10 g/l) + NaCl (5 g/l) + 

tryptone (10 g/l) + 15g/l Bacto agar, pH = 7 

Yeast extract peptone (YEP) lỏng 
yeast extract (10 g/l) + NaCl (5 g/l) + 

tryptone (10 g/l), pH = 7 

 

Tạo dịch huyền phù vi khuẩn: Lấy 5ml dịch khuẩn thu từ quá trình nuôi lỏng 

bổ sung thêm vừa đủ 50ml và tiếp tục nuôi phục hồi 4- 6 giờ. Sau đó dịch khuẩn 

được ly tâm ở 5000 v/p trong 10 phút ở 4oC. Loại bỏ phần dịch nổi và hòa tan cặn 

khuẩn trong môi trường CCM lỏng có bổ sung acetosyrigone (AS) để đạt mật độ 

huyền phù vi khuẩn OD650 0,4– 1,0.  

2.3.2.3. Nghiên cứu ảnh hưởng của một số yếu tố đến hiệu quả chuyển gen codA 

Vector tái tổ hợp pIBTII/rd29A-codA được biến nạp vào chủng khuẩn A. 

tumefaciens C58/pGV2206 tạo A. tumefaciens tái tổ hợp. Chủng A. tumefaciens 

mang vector pIBTII/rd29A-codA được lây nhiễm vào giống đậu tương ĐT22 qua 

nách lá mầm theo phương pháp của Olhoft và cs [115]. Xác định hàm lượng PPT 

sử dụng chọn lọc các chồi chuyển gen thí nghiệm từ môi trường SIM2 có bổ sung 

PPT với 5 mức nồng độ (0; 1; 3; 5; 7) mg/l. Nghiên cứu ảnh hưởng nồng độ khuẩn 

Agrobacterium ở OD650 sử dụng cho chuyển gen vào đậu tương với dịch khuẩn có 

giá trị OD650 lần lượt là 0,4; 0,6; 0,8 và 1,0 với thời gian lây nhiễm 30 phút. Nghiên 
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cứu ảnh hưởng của thời gian ủ khuẩn Agrobacterium và đồng nuôi cấy đến hiệu 

quả chuyển gen ở giống đậu tương ĐT22 được thực hiện với các khoảng thời gian ủ 

lần lượt là: 15 phút; 30 phút; 45 phút; thời gian đồng nuôi cấy 2 ngày, 5 ngày và 8 

ngày. Xác định nồng độ kháng sinh cefotaxime bổ sung vào môi trường rửa khuẩn 

(SIM lỏng) và thời gian rửa khuẩn sau 5 ngày đồng nuôi cấy ở các ngưỡng nồng độ là: 

200 mg/l, 500 mg/l và 1000 mg/l với thời gian rửa khuẩn nghiên cứu là 5 phút, 10 

phút, và 15 phút. 

2.3.3. Nhóm phương pháp tạo cây đậu tương chuyển gen codA 

2.3.3.1. Biến nạp di truyền và tạo cây đậu tương chuyển gen 

Ba vector tái tổ hợp pIBTII-rd29A-codA, pIBTII-HSP-codA, pIBTII-35S-

codA được biến nạp vào giống đậu tương ĐT22 bằng phương pháp biến nạp thông 

qua nách lá mầm theo phương pháp của Olhoft và cs (2001), có cải tiến [115]. 

Thành phần môi trường sử dụng trong chuyển gen codA ở đậu tương được trình bày 

trong bảng 2.4.  

Các cụm đa chồi sau 2 tuần phát triển trên môi trường cảm ứng tạo chồi 

SIM1 (không chứa PPT) tiếp tục được chọn lọc lần lượt trên môi trường cảm ứng 

tạo chồi SIM2 (có bổ sung PPT 3 mg/l) và các môi trường kéo dài chồi SEM1, 

SEM2 (có bổ sung PPT 1,5 mg/l)... tương ứng với số lần cấy chuyển. Các chồi 

sống sót sau các lần chọn lọc được cắt tạo rễ trên môi trường RM có bổ sung IBA. 

Sau 7- 12 ngày, các chồi có bộ rễ hoàn chỉnh được trồng ra đất trong phòng thích 

nghi sinh trưởng và được kiểm tra sự có mặt của gen chọn lọc và gen đích bằng 

phương pháp phết chất diệt cỏ và kỹ thuật PCR. 

 Sàng lọc cây chuyển gen bằng chất diệt cỏ 

Các dòng đậu tương chuyển gen được sàng lọc và xác định bằng thử tính 

kháng chất diệt cỏ theo phương pháp của Brettschneider và cs (1997) [29]. Dung 

dịch thuốc diệt cỏ PPT 250mg/l bổ sung 0,1 % Tween 20 được thấm trên tăm bông, 

phết trực tiếp lên bề mặt trên của lá của cây đậu tương cách phần ngọn lá khoảng 

1,5 cm. Kết quả được ghi nhận sau 3-5 ngày tiến hành. 
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Bảng 2.4. Thành phần môi trường sử dụng trong chuyển gen codA ở đậu tương  

 

Môi trường Thành phần 

Hạt nảy mầm 

(germination 

medium – GM)  

Muối B5 3,052 g/l + sucrose 20 g/l + gellan 2,5 g/l, pH = 5,8 

có bổ sung vitamin B5 1000X 1 ml/l. 

Dịch huyền phù 

(co-cultivation 

medium - CCM 

lỏng) 

Muối B5 0,316g/l + MES 3,9g/l + sucrose 30 g/l pH = 5,4 có 

bổ sung acetosyringone 40 mg/l + dithiothreitol 154 mg/l + L-

cysteine 400 mg/l + sodium thiosulfate 158 mg/l + vitamin 

B5 1000X 1 ml/l + BAP 1,67 mg/l + GA3 0,25 mg/l. 

Đồng nuôi cấy 

(CCM đặc) 

Muối B5 0,316 g/l + MES 3,9 g/l + Sucrose 30 g/l + 6 agar g/l, 

pH = 5,4 có bổ sung acetosyringone 0,04 g/l + vitamin B5 

1000X 1 ml/l + BAP 1,67 mg/l + GA3 0,25 mg/l. 

Diệt khuẩn và 

tạo đa chồi (shoot 

induction 

medium- SIM) 

Muối B5 3,052 g/l + MES 0,59 g/l + sucrose 30 g/l + agar 8 

g/l, pH = 5,8, bổ sung BAP 1,67 mg/l + cefotaxime 500 mg/l 

+ vitamin B5 1000X 1 ml/l. 

Kéo dài chồi 

(shoot elongation 

medium- SEM) 

MS 4,3 g/l + MES 0,59 g/l + sucrose 30 g/l + nước dừa 200 

ml/l + gellan 2,5 g/l, pH = 5,8 có bổ sung cefotaxime 500 

mg/l + vitamin B5 1000X 1 ml/l + GA3 0,5 mg/l + IAA 100 

mg/l + L-asparagine monohydrate 50 mg/l. 

Ra rễ (rooting 

medium- RM) 

MS 4,3 g/l + sucrose 20 g/l + MES 0,59 g/l + gellan 2,5 g/l, 

pH = 5,8 có bổ sung cefotaxime 250 mg/l + IBA 0,1 mg/l + 

vitamin B5 1000X 1 ml/l + L-asparagine monohydrate 50 

mg/l. 
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2.3.3.2. Phân tích cây đậu tương chuyển gen 

Kỹ thuật PCR 

DNA tổng số của các dòng đậu tương chuyển gen được tách chiết từ lá bằng 

phương pháp sử dụng CTAB của Delllaporta và cs (1983) [46]. Sau đó, xác định sự 

có mặt của gen codA và gen bar bằng PCR thông qua cặp mồi đặc hiệu codA-F/R 

và gen bar-F/R (bảng 2.1). Sản phẩm của phản ứng PCR được kiểm tra bằng điện 

di gel agarose 0,8%. 

Kỹ thuật Southern blot 

Các dòng đậu tương chuyển gen codA lựa chọn từ các dòng chuyển gen đã 

sàng lọc bằng chất diệt cỏ và kỹ thuật PCR được sử dụng để đánh giá sự có mặt và 

số bản copy trong hệ gen đậu tương thông qua phương pháp lai southern blot. DNA 

tinh sạch từ mẫu lá được cắt bằng EcoRI. Sản phẩm cắt được điện di trên gel 

agarose 1%, sau đó được chuyển lên và cố định trên màng Zeta-Probe® GT (Bio-

Rad, Hercules, CA, Mỹ). DNA được cố định trên màng nylon bằng tia UV. Đoạn 

sản phẩm PCR kích thước 500 bp được nhân bằng cặp mồi của gen codA, được sử 

dụng làm mẫu dò cho phản ứng lai Southern. Bộ kit Prime-It® RmT Random Primer 

Labelling Kit (Stratagene, La Jolla, CA, Mỹ) được sử dụng để tạo mẫu dò bằng đồng 

vị 32P theo hướng dẫn của nhà sản xuất. Bước lai và rửa màng được thực hiện ở 65°C 

theo hướng dẫn của nhà sản xuất Bio-Rad, Hercules, CA, Mỹ. Các công đoạn trong 

phân tích Southern Blot được thực hiện tại Trung tâm chuyển gen thực vật thuộc Đại 

học Missouri, Hoa Kỳ. 

Kỹ thuật Western blot 

Các dòng đậu tương chuyển gen codA được kiểm tra với thuốc diệt cỏ để chọn 

các cây không mẫn cảm. Các cây này tiếp tục được xử lý hạn đối với cấu trúc 

rd29A-codA. Sau đó lá của các cây này được thu để tách và tiến hành kiểm tra biểu 

hiện protein bằng kỹ thuật Western blot với các bước cơ bản sau: (i) Protein tổng số 

từ mẫu lá được tách bằng dịch chiết PBS (phosphate-buffered saline) 0,05% Tween 
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20 theo tỉ lệ 1: 2 (gam mẫu: ml dịch chiết), ly tâm 13000 vòng/phút trong 15 phút; 

(ii) Điện di biến tính protein trên gel polyacrylamide- SDS 10%; (iii) Chuyển 

protein trên gel điện di lên màng lai nitrocellulose bằng máy Pierce G2 Fast Blotter 

(25V, 1,3 mA trong 20 phút); (iv) Màng chứa kháng nguyên c-myc được phủ bằng 

5% sữa tách béo pha trong dung dịch PBS + Tween 0,05% trong 16 giờ; (v) Lai 

kháng thể 1 (ngâm màng trong 15 ml dung dịch PBS 5% sữa tách béo có chứa 

kháng thể c-myc với độ pha loãng 700 lần, lắc ở nhiệt độ phòng trong 3 giờ); (vi) 

Lai kháng thể 2 (ngâm màng trong 15 ml dung dịch PBS + 5% sữa tách béo có 

chứa kháng thể anti-mouse IgG có gắn HRP (Horse Radish Peroxidase) trong 2 

giờ); (vii) Hiện màu trong dung dịch có chứa cơ chất TMB (3,3',5,5'- tetramethyl 

benzidine) hoặc DAB (3,3'- diaminobenzidine tetrahydrochloride), hiển thị kết quả 

dưới ánh sáng thường. 

2.3.3.3. Đánh giá khả năng chịu hạn của một số dòng cây chuyển gen trong điều 

kiện hạn nhân tạo 

Đánh giá khả năng chịu hạn của một số dòng cây chuyển gen 

Các hạt đậu tương chuyển gen được khử trùng bề mặt bằng khí Cl2 và được 

gieo trên môi trường MS có bổ sung vitamin, 2,5 g/l phytagel và các nồng độ 

PEG8000 khác nhau để đánh giá khả năng nảy mầm. Các đĩa hạt được đặt trong 

phòng nuôi có nhiệt độ 28°C và chu kỳ sáng/tối 16/8. Chiều dài rễ được ghi lại sau 

12 ngày gieo trên môi trường xử lý. 

Hạt của các dòng đậu tương chuyển gen thế hệ T1 và giống ĐT22 được trồng 

riêng biệt trong các chậu đất (115 x 85 x 105 cm). Tiến hành phết PPT để sàng lọc 

được các cây chuyển gen kháng chất diệt cỏ. Các cây chuyển gen kháng chất diệt 

cỏ của các dòng chuyển gen được chăm sóc đạt đến giai đoạn sinh trưởng V3 để 

đưa vào thí nghiệm chịu hạn nhân tạo. Điều kiện hạn nhân tạo được thiết đặt trong 

buồng sinh trưởng với nhiệt độ 30-33°C và độ ẩm tương đối đạt 60%. Điều kiện 

sinh trưởng đối chứng được thiết đặt song song trong buồng sinh trưởng độc lập 

khác ở nhiệt độ 28°C và độ ẩm tương đối đạt 80%; các cây trong điều kiện đối 
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chứng được chăm sóc bình thường trong suốt quá trình thí nghiệm. Các cây thí 

nghiệm được tưới đầy đủ một lần trước được đưa vào các điều kiện thí nghiệm. 

Phân tích các chỉ số hóa sinh ở cây đậu tương chuyển gen trong các thí nghiệm 

chịu hạn 

Hàm lượng GB tích lũy trong lá của các dòng đậu tương chuyển gen chịu hạn 

và không chịu hạn được xác định theo phương pháp của Grieve và Grattan (1983) 

[66]. Cụ thể: Nghiền mịn 0,5 g mẫu lá đã sấy khô, sau đó bổ sung 20 ml nước deion 

và lắc 200 vòng/phút trong 24 giờ ở 25 oC. Dịch chiết được loại bỏ cặn và pha 

loãng với H2SO4 2N theo tỷ lệ 1:1 và đặt trên đá trong 1 giờ. 0,50 ml hỗn hợp được 

đưa vào ống chứa sẵn 0,20 ml thuốc thử KI-I2 lạnh (bao gồm 15,7g I2 và 20,0 g KI 

hòa tan trong 100 ml nước deion) sau đó lắc đều. Hỗn hợp phản ứng được giữ ở 

4oC trong 16 giờ và sau đó được ly tâm với tốc độ 10.000 vòng/ phút trong 10 phút 

ở 0oC. Loại bỏ cẩn thận dung dịch bằng micropipet. Cặn thu được được cho phản 

ứng với 9,0 ml thuốc thử 1,2-dichloroethane. Sau 2- 2,5 giờ, tiến hành đo độ hấp 

thụ của hỗn hợp phản ứng ở bước sóng 365 nm bằng máy đo quang phổ. Nồng độ 

GB trong các mẫu thí nghiệm được xác định dựa trên đường chuẩn của dung dịch 

GB chuẩn. 

Chỉ số MDA, proline và hoạt độ POD theo phương pháp của Chen và Zhang 

(2016) [35]. Cụ thể: 

Tách chiết dịch protein/enzyme tổng số: 0,2 g lá tươi được nghiền bằng nitơ 

lỏng và chiết bằng 3 ml đệm chiết PBS pH7,8 lạnh trong 3-5 phút. Tiếp đó, ly tâm 

hỗn dịch ở 10000 vòng/ phút trong 20 phút ở 4°C. Dịch chiết được xác định nồng 

độ theo phương pháp Bradford và chia thành các phần nhỏ, bảo quản ở -80°C để sử 

dụng cho các phản ứng định lượng tiếp sau. 

Xác định hàm lượng proline: Hàm lượng proline trong các mẫu thí nghiệm 

được xác định bằng dung dịch phản ứng có chứa 2,5% ninhydrin acid, 3% 

sulphosalicylic acid. Cụ thể: Lấy 50 l mỗi dịch chiết protein/enzyme được cho vào 

ống phản ứng có chứa 1 ml dung dịch phản ứng. Hỗn hợp phản ứng được đun sôi 
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cách thủy trong 15 phút và hạ nhiệt ngay lập tức trên đá trong 5 phút để dừng phản 

ứng. Sản phẩm phản ứng được đo độ hấp thụ ở bước sóng 520 nm bằng máy đo 

quang phổ UV-Vis và nồng độ proline tích lũy (g/mg protein) được xác định dựa 

trên đường chuẩn của L-proline. 

Xác định hàm lượng malondialdehyde (MDA): Hàm lượng MDA sinh ra trong 

các mẫu lá thí nghiệm được xác định bằng dung dịch phản ứng có chứa 0,25% 

TBA, 9% TCA và 0,1M NaOH. Cụ thể: Lấy 100 μl mỗi dịch chiết protein/enzyme 

tổng số vào ống chứa 1 ml dung dịch phản ứng. Hỗn hợp phản ứng được đun sôi 

cách thủy trong 15 phút và hạ nhiệt ngay lập tức trên đá trong 5 phút để dừng phản 

ứng. Sản phẩm phản ứng được đo độ hấp thụ ở bước sóng 532nm và 600nm bằng 

máy đo quang phổ UV-Vis. Nồng độ MDA được xác định theo công thức: MDA 

(nmol/g) = 
(A532− A600).Vr.(V/ Vt)

155.1000/ Cp
 . Trong đó, A532: độ hấp thụ ở bước sóng 532 nm, 

A600: độ hấp thụ ở bước sóng 600 nm, Vr: thể tích hỗn hợp phản ứng, V: tổng thể 

tích dịch chiết thô, Vt: thể tích dịch chiết dùng phản ứng, Cp: nồng độ protein thô 

(mg/ ml), 155: hệ số của MDA xác định bằng TBA ở bước sóng 532 (mM-1 cm1). 

Kiểm tra hoạt động POD: Hoạt động của enzyme POD được xác định thông 

qua độ biến thiên hấp thụ ở bước sóng 470nm qua mỗi 15 giây trong vòng 1 phút 

của 50µl dịch chiết trong dung dịch phản ứng chứa 0,2% guaiacol được hòa tan 

trong đệm PBS 100mM pH 7,0 và H2O2. Chuẩn bị thuốc thử: 100 mM PBS (pH 

7,0) 0,2%, guaiacol 30% H2O2. Hoạt độ POD được xác định theo công thức: Hoạt 

độ POD (U/g protein) = ΔA470 x (V/Vt)/ (0,01 x t)/ Cp. Trong đó, ΔA470: là sự 

biến thiên độ hấp thụ ở bước sóng 470 nm qua mỗi 15 giây, V: tổng thể tích dịch 

chiết, Vt: thể tích dịch chiết dùng để phản ứng; t: thời gian phản ứng (phút), Cp: 

nồng độ protein xác định theo phương pháp Bradford (mg/ml), 0,01: Một đơn vị 

POD (được xác định là lượng enzyme làm tăng 0,01 độ hấp thụ ở bước sóng 470 

nm trong mỗi phút). 

2.3.4. Phân tích và xử lý dữ liệu 

Các số liệu thống kê được phân tích bằng phần mềm thống kê SPSS. Giá trị 
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trung bình và độ lệch chuẩn (SD) được tính toán sau ba lần lặp lại. Giá trị kiểm 

nghiệm t-test được so sánh với độ tin cậy 95%. 

2.4. THỜI GIAN VÀ ĐỊA ĐIỂM NGHIÊN CỨU  

Các thí nghiệm thiết kế vector chuyển gen, chuyển gen và phân tích biểu 

hiện gen được thực hiện tại Phòng Công nghệ tế bào thực vật và Phòng thí nghiệm 

trọng điểm Công nghệ gen, Viện Công nghệ sinh học, Viện Hàn lâm Khoa học và 

Công nghệ Việt Nam trong thời gian từ năm 2017 đến tháng 4 năm 2020. 

Luận án được hoàn thành tại Bộ môn Di truyền học và 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. THIẾT KẾ VÀ BIỂU HIỆN VECTOR CHUYỂN GEN MANG GEN codA 

Để chuyển gen codA vào cây đậu tương và có thể kiểm tra biểu hiện sản 

phẩm protein tái tổ hợp của gen, ba vector biểu hiện gen thực vật pBTII mang 

promoter 35S, rd29A và HSP tương ứng để điều khiển biểu hiện gen codA ở cây 

đậu tương đã được thiết kế. Vector chuyển gen codA được thiết kế theo sơ đồ cấu 

trúc hình 2.1 chương 2, gồm hai bước: tạo cấu trúc mang gen codA và gắn cấu trúc 

mang gen codA đã thiết kế vào vector chuyển gen. 

3.1.1. Tạo cấu trúc chuyển gen codA 

3.1.1.1. Mở vòng vector chuyển gen pIBTII và thu nhận cấu trúc mang gen chuyển 

codA với HindIII và EcoRI 

Sau khi tiến hành tách chiết và tinh sạch, các vector pIBTII và pCAMBIA-

HSP-codA, pCAMBIA-35S-codA, pCAMBIA-rd29A-codA được cắt bằng hai 

enzyme HindIII và EcoRI. Cấu trúc và kích thước của vector pIBTII và vector 

pCAMBIA mang gen chuyển codA được thể hiện trong hình 3.1. 

 

Hình 3.1. Ảnh điện di sản phẩm cắt vector pIBTII và pCAMBIA bằng enzyme HindIII 

và EcoRI (M: thang DNA  1kb) 
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Kết quả phân tích hình ảnh điện di ở hình 3.1 cho thấy, các plasmid đã bị cắt 

hoàn toàn thành hai băng đúng với kích thước lý thuyết. Vector pIBTII bị cắt thành 

hai băng 8,8 kb và 3 kb; các vector pCAMBIA-35S-codA, pCAMBIA-rd29A-codA, 

pCAMBIA-HSP-codA bị cắt thành các băng có kích thước khoảng 11 kb và 2,4 kb, 

2,7 kb và 2,6 kb tương ứng với kích thước của pCAMBIA và cấu trúc mang gen 

chuyển 35S-codA, Rd29A-codA, HSP-codA. 

3.1.1.2. Gắn cấu trúc mang gen chuyển codA vào vector chuyển gen pIBTII 

Phân đoạn của vector chuyển gen pIBTII và phân đoạn của cấu trúc mang gen 

chuyển 35S-codA, rd29A-codA, HSP-codA được ghép nối với nhau bằng phản ứng 

T4 ligase. Sản phẩm ligase được biến nạp vào tế bào vi khuẩn khả biến E. coli 

DH5α bằng sốc nhiệt. Sau 16h nuôi cấy trải dịch khuẩn trên đĩa thạch LB chứa 

kháng sinh spectinomycine 50 mg/l thu được các khuẩn lạc riêng rẽ. Một số khuẩn 

lạc được kiểm tra colony-PCR với cặp mồi đặc hiệu codA-F/codA-R để lựa chọn 

dòng E. coli DH5α mang vector chuyển gen codA. Kết quả điện di sản phẩm 

colony-PCR hình 3.2 cho thấy, 7 dòng khuẩn lạc được kiểm tra đều dương tính với 

colony-PCR, băng điện di thu được có kích thước 1,9 kb tương ứng với kích thước 

của vector chuyển gen codA đã tính toán lý thuyết ban đầu. Như vậy, vector chuyển 

gen codA đã được chuyển vào trong tế bào vi khuẩn E. coli.  

Để xác thực thêm độ chính xác của vector mới thiết kế, lấy ngẫu nhiên ba 

dòng khuẩn lạc dương tính chứa vector pIBTII-HSP-codA, pIBTII-35S-codA, 

pIBTII-rd29A-codA tương ứng nuôi lỏng và tách plasmid. Plasmid được cắt với 

enzyme HindIII và EcoRI. Kết quả phân tích điện di sản phẩm cắt trong hình 3.3 

cho thấy, xuất hiện hai băng gần với băng 8,8 kb của pIBTII và 2,4 kb, 2,7 kb và 

2,6 kb của pCAMBIA-35S-codA, pCAMBIA-rd29A-codA, pCAMBIA-HSP-codA 

chứng tỏ các dòng khuẩn lạc được kiểm tra đều mang vector cần thiết kế. Toàn bộ 7 

dòng khuẩn lạc dương tính này được nuôi trong môi trường LB lỏng bổ sung kháng 

sinh chọn lọc (spectinomycine) để nhân dòng vector tái tổ hợp cho biến nạp vào A. 

tumefaciens phục vụ chuyển gen. 
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Hình 3.2. Ảnh điện di sản phẩm PCR kiểm tra khuẩn E. coli chứa các vector thiết kế 

M: Marker 1Kb; (+): đối chứng dương; (-): đối chứng âm; 1,2: Khuẩn lạc pIBTII-35S-

codA; 3-5: Khuẩn lạc pIBTII-rd29A-codA; 6,7: Khuẩn lạc pIBTII-HSP-codA 

 

 

Hình 3.3. Ảnh điện di sản phẩm cắt kiểm tra plasmid pIBTII mang các cấu trúc gen 

thiết kế 
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3.1.1.3. Tạo chủng Agrobacterium tumefaciens C58 chứa vector chuyển gen codA  

Các plasmid chứa vector chuyển gen codA tách chiết từ các dòng vi khuẩn E. 

coli dương tính với colony-PCR được tinh sạch, sau đó được biến nạp vào chủng vi 

khuẩn Agrobacterium tumefaciens C58 bằng phương pháp xung điện. Sau khi biến 

nạp, dịch khuẩn được cấy trải trên môi trường LB đặc có bổ sung kháng sinh 

spectinomycine 50 mg/l và rifamicine 50 mg/l, nuôi ở ở 28oC trong 48 giờ. Kết quả 

biến nạp cho thấy, nhiều dòng khuẩn lạc mọc trên bề mặt môi trường có kháng sinh 

chọn lọc. Khuẩn lạc được sàng lọc, kiểm tra lại bằng phản ứng PCR sử dụng các 

cặp mồi đặc hiệu cho gen codA. Kết quả điện di sản phẩm PCR của 3 loại vector 

chuyển gen được thể hiện trong hình 3.4.  

Ảnh điện di hình 3.4 cho thấy, một băng duy nhất kích thước 1,9 kb tương 

ứng với băng đối chứng dương và đúng với tính toán lý thuyết. Như vậy, trên cơ sở 

sử dụng vector pIBTII, ba vector chuyển gen pIBTII-HSP-codA, pIBTII-35S-codA, 

pIBTII-rd29A-codA đã được biến nạp thành công vào vi khuẩn Agrobacterium 

tumefaciens C58. Các dòng khuẩn với ba cấu trúc chuyển gen khác nhau này được 

bảo quản sử dụng cho thí nghiệm chuyển gen tiếp theo. 

 

 

Hình 3.4. Ảnh điện di sản phẩm PCR kiểm tra khuẩn A. tumefaciens C58 mang các cấu 

trúc gen thiết kế 



 

 

66 

3.1.2. Đánh giá hoạt động của vector mang gen chuyển codA trên cây thuốc lá 

3.1.2.1. Tạo cây thuốc lá chuyển gen thông qua A. tumefaciens 

Nhằm mục đích kiểm tra hoạt động của vector chuyển gen codA, các cấu trúc 

mang gen codA tiếp tục được chuyển vào cây mô hình thuốc lá giống K326 và đánh 

giá hiệu quả chọn lọc của gen Bar. Kết quả thí nghiệm biến nạp trình bày ở bảng 

3.1 cho thấy, tỷ lệ số chồi tái sinh sau khi chuyển gen và chọn lọc cao ở cả ba cấu 

trúc pIBTII-HSP-codA, pIBTII-35S-codA, pIBTII-rd29A-codA đạt 88,0%, 90,0%, 

92,0% tương ứng và các chồi của 3 cấu trúc có tỷ lệ sống sót trên môi trường tạo rễ 

có bổ sung PPT từ 42,64- 54,23%. Ngược lại, các mảnh lá đối chứng có tỷ lệ phát 

sinh chồi chỉ đạt 27,0%, các chồi nhỏ và chết vàng sau 2 tuần biến nạp. Các dòng 

thuốc lá chuyển gen sống sót sau chọn lọc bằng PPT được ra cây bằng giá thể TN1 

trong điều kiện nhà lưới. Sau 30 ngày, lá non được thu mẫu, tách chiết DNA tổng 

số và kiểm tra sự có mặt của gen chuyển codA bằng phương pháp PCR với 2 cặp 

mồi codA F/R và bar F/R, kết quả được thể hiện ở hình 3.5. 

 

Bảng 3.1. Kết quả biến nạp gen codA vào giống thuốc lá K326 sử dụng PPT sàng lọc 

Cấu trúc 
Số mẫu biến 

nạp (mẫu) 

Tỷ lệ mẫu 

tạo chồi (%) 

Số chồi 

(chồi) 

Tỷ lệ chồi 

tạo rễ (%) 

Tỷ lệ 

sống sau 

khi ra 

cây (%) 

Hsp-codA 100 88,00 118 54,23 56,25 

rd29A-codA 100 92,00 136 42,64 65,51 

35S-codA 100 90,00 112 50,00 62,50 

ĐC 100 27,00 0 0 0 

 

Kết quả phân tích điện di hình 3.5 cho thấy, băng điện di có kích thước 

khoảng 750 bp và 400 bp phù hợp với kích thước của đoạn gen codA và gen bar. 
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Như vậy, 100% các cây thuốc lá kiểm tra đều mang gen chuyển.  

 

 

Hình 3.5. Hình ảnh kết quả điện di sản phẩm PCR các dòng thuốc lá chuyển gen 

M: marker 1 kb, giếng +: đối chứng dương, giếng 1 -5: các dòng chuyển gen cấu 

trúc rd29A-codA, giếng 6 - 9: các dòng chuyển gen cấu trúc 35S-codA, giếng 10-

12: các dòng chuyển gen cấu trúc HSP-codA giếng -: đối chứng âm. 

 

 

 Hình 3.6. Chồi thuốc lá chuyển gen chọn lọc trên môi trường bổ sung PPT 1,5 mg/l 

 

3.1.2.2. Kết quả đánh giá và phân tích các dòng thuốc lá chuyển gen 

Các dòng thuốc lá chuyển gen tiếp tục gây hạn sinh lý bằng PEG 8000 2,5% 

in vitro nhằm bước đầu đánh giá sự hoạt động của gen codA trong cây thuốc lá 

chuyển gen. Riêng đối với các chồi và các mảnh thuốc lá chứa vector chuyển gen 

HSP-codA được điều khiển bởi promoter HSP là promoter cảm ứng nhiệt nên các 

mảnh lá và chồi được tiến hành sốc nhiệt ở 37ºC trong thời gian 3 ngày. Ở giai 

đoạn gây hạn 7 ngày và 14 ngày, các mảnh lá của thuốc lá chuyển gen đều xanh và 
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tạo chồi còn các mảnh lá của cây đối chứng chuyển màu vàng và tạo chồi rất ít. Các 

chồi thuốc lá chuyển gen được chuyển sang môi trường chịu hạn sinh lý bằng PEG 

8000 2,5% và cho tỷ lệ tạo rễ trung bình trên 96% sau 10 ngày cấy chuyển và các 

chồi cây đối chứng tạo rễ ít hoặc không tạo rễ, cây còi cọc không phát triển được 

(hình 3.7). Kết quả trên nhận thấy, các cây thuốc lá chuyển gen ở trong môi trường 

hạn sinh lý bằng PEG 8000 2,5% có khả năng duy trì áp suất thẩm thấu, phát triển 

mạnh bộ rễ để tăng cường sức chống chịu, các cây đối chứng trong môi trường hạn 

nhân tạo bị mất cân bằng áp suất thẩm thấu dẫn đến còi cọc và chết. 

 

 

Hình 3.7. Kết quả gây hạn sinh lý bằng PEG 8000 2,5% các dòng thuốc lá chuyển gen 

A) chồi tạo rễ trên môi trường hạn sinh lý;  

B) các mảnh lá tạo chồi trên môi trường hạn sinh lý  

(ĐC: Đối chứng; CG: chuyển gen; HSPcodA, rd29AcodA, 35ScodA: các dòng chuyển gen) 

 

Tiến hành gây hạn nhân tạo cho các dòng cây chuyển gen trong nhà lưới, thí 

nghiệm được thực hiện trong buồng sinh trưởng ở 37°C, độ ẩm 55% và hoàn toàn 

không tưới nước trong suốt thời gian thí nghiệm. Sự tích lũy GB dưới điều kiện hạn 

được đánh giá vào ngày thứ 7 của thí nghiệm. Kết quả phân tích định lượng cho 

thấy các dòng chuyển gen tích lũy một lượng đáng kể hàm lượng GB thể hiện trong 

hình 3.8. Kết quả định lượng GB tích lũy trong điều kiện hạn ở hình 3.8 cho thấy, 

trong cùng điều kiện xử lý hạn, các cây chuyển gen codA mang các vector chuyển 

gen điều khiển bởi các promoter cảm ứng khác nhau sẽ cho kết quả tích lũy hàm 

lượng GB khác nhau. Cây chuyển gen có khả năng chịu hạn tốt hơn so với cây đối 

ĐCa 
ĐC 35S-codÁ 

rd29A-codA 
Hsp-codA 

CG 
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chứng cụ thể lượng GB tích lũy trung bình của các cây chuyển gen dòng rd29A-

codA, HSP-codA, 35S-codA lần lượt là 12,43 mg/g khối lượng khô (mg/g KLK), 

13,89 mg/g KLK, 12,89 mg/g KLK, so với hàm lượng GB tích lũy của cây đối 

chứng là 9,88 mg/g KLK. 

 

 

Hình 3.8. Kết quả định lượng hàm lượng GB trong các dòng thuốc lá chuyển gen 

(Các chữ cái khác nhau trên mỗi cột biểu thị khác biệt ở P<0,05) 

 

Như vậy, trong điều kiện hạn, sự biểu hiện của gen codA đã cải thiện khả năng 

chịu hạn của cây chuyển gen so với cây đối chứng nhờ việc tích lũy một lượng lớn 

GB. Kết quả này phù hợp với quan sát đánh giá kiểu hình của các dòng thuốc lá sau 

7 ngày gây hạn nhân tạo; trong đó, các dòng thuốc lá chuyển gen vẫn sinh trưởng 

tốt còn các cây đối chứng không chuyển gen bị héo sau ngày gây hạn thứ 3 và chết 

sau 7 ngày gây hạn. Như vây, từ kết quả phân tích trên cây thuốc lá có thể kết luận, 

ba vector chuyển gen pIBTII-HSP-codA, pIBTII-35S-codA, pIBTII-rd29A-codA 

thiết kế đều hoạt động tốt trong cây thuốc lá chuyển gen và có thể sử dụng làm vật 

liệu để chuyển gen vào cây đậu tương cũng như các cây trồng khác.  

3.1.3. Thảo luận kết quả thiết kế vector và hoạt động của vector biểu hiện trên 

cây thuốc lá 

Một trong những yếu tố ảnh hưởng đến sự thành công của kỹ thuật tạo cây 
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chuyển gen là khâu thiết kế vector biểu hiện với cấu trúc hoàn chỉnh và phù hợp 

với tế bào cây chủ. Sự biểu hiện của gen chuyển trong thực vật chuyển gen được 

kiểm soát thông qua hoạt động của promoter (trình tự khởi động) và terminator 

(yếu tố kết thúc). Promoter là một trình tự nucleotide phía đầu 5’ của điểm khởi đầu 

phiên mã có cấu trúc phức tạp, chứa nhiều yếu tố đặc trưng tham gia điều hòa sự 

biểu hiện gen ở mức độ phiên mã [6]. Trong quá trình hoạt động của gen, promoter 

đóng vai trò như một công tắc đóng mở gen. Promoter đóng vai trò then chốt trong 

việc biểu hiện gen đích, giúp xác định thời gian, vị trí các gen được hoạt động trong 

các mô, tế bào hoặc giai đoạn sinh trưởng và mức độ biểu hiện của gen đích [47].  

Hiện nay, có rất nhiều loại promoter được sử dụng trong việc điều khiển hoạt 

động của gen chuyển trong thực vật chuyển gen. Promoter 35S có nguồn gốc từ 

virus gây bệnh khảm lá súp lơ (CaMV), là một promoter mạnh được sử dụng khá 

phổ biến để khởi động phiên mã cho gen trong tất cả các loại mô bào thực vật 

[149]. Trong khi đó, để nâng cao khả năng chịu hạn và nhiệt độ cao, promoter HSP 

và rd29A cũng được ưu tiên sử dụng. Promoter HSP là promoter cảm ứng nhiệt 

được phân lập từ cây Arabidopsis hoạt động ở nhiệt độ cảm ứng tối ưu khác nhau 

tùy thuộc vào từng đối tượng thực vật và phương thức cảm ứng nhiệt [7]. Còn 

promoter rd29A là một promoter cảm ứng khô hạn được sử dụng điều chỉnh gen 

rd29A ở Arabidopsis để đáp ứng lại sự mất nước, nhiệt độ thấp, muối cao… Promoter 

rd29A có vai trò điều hòa hoạt động gen chuyển, nhằm mục đích tăng cường hoạt động 

gen từ đó tăng cường khả năng chống chịu với stress phi sinh học của cây trồng. Vì 

vậy, hiện nay, promoter rd29A thường được sử dụng trong thiết kế vector chuyển gen 

liên quan đến tính chịu hạn, nhằm tăng cường tính chống chịu của cây chuyển gen với 

các stress phi sinh học [108].  

Promoter là yếu tố đóng vai trò quan trọng trong việc kiểm soát quá trình 

biểu hiện của gen. Việc nghiên cứu cấu trúc, chức năng và các yếu tố liên quan của 

promoter cho thấy khả năng thay đổi kết quả biểu hiện gen trong sinh vật cũng như 

các gen quan tâm. Trong nghiên cứu này, promoter 35S, HSP, rd29A được lựa chọn 
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và là thành phần của cấu trúc mang gen chuyển 35S-codA, rd29A-codA, HSP-codA 

trong vector chuyển gen pIBTII. Trong điều kiện khô hạn, sự hoạt động mạnh của ba 

loại vector này sẽ giúp gen chuyển codA khởi động phiên mã tổng hợp choline 

oxidase, enzyme chìa khoá xúc tác cho quá trình sinh tổng hợp GB từ choline trong 

cây đậu tương chuyển gen. Sự tích luỹ hàm lượng GB trong cây đậu tương chuyển 

gen giúp điều chỉnh áp suất thẩm thấu nội bào, giảm stress oxy hoá, từ đó tăng cường 

khả năng chống chịu hạn ở cây đậu tương chuyển gen codA. 

Một quy trình biến nạp gen hiệu quả không thể thiếu sự lựa chọn tác nhân 

chọn lọc hiệu quả để phân biệt giữa tế bào chuyển gen và không chuyển gen. Các 

gen kháng thuốc kháng sinh hoặc kháng thuốc diệt cỏ thường được lựa chọn và sử 

dụng cho mục đích này. Ở thực vật, các gen kháng thuốc diệt cỏ thường được mã 

hoá cho một protein tái tổ hợp không mẫn cảm với thuốc diệt cỏ hoặc một loại 

enzyme có thể khử độc tố của chất diệt cỏ. PPT là một loại thuốc diệt cỏ không 

chọn lọc, ức chế hoạt động của glutamine synthetase cùng hai gốc L-alanin gây ra 

sự tích tụ quá mức amoniac ở thực vật bậc cao [42]. Gen chỉ thị chọn lọc bar có 

khả năng kháng thuốc diệt cỏ PPT [97]. Gen bar đã được sử dụng rộng rãi và là chỉ 

thị lý tưởng để xác định các mô chuyển gen đã được sử dụng trong vector chuyển gen 

codA. Gen bar mã hoá cho phosphinothricin acetyltransferase (PAT), chuyển đổi 

PPT thành dạng acetyl hóa không diệt cỏ bằng cách chuyển nhóm acetyl từ acetyl-

CoA trên nhóm amin tự do của PPT. Gen bar thường được sử dụng như một chỉ thị 

chọn lọc ở một số loài thực vật. Theo Bành Thị Mai Anh và cs (2014), sử dụng chất 

chọn lọc là kanamycin cho thấy tỷ lệ tạo chồi chuyển gen đạt 83% và tỷ lệ các chồi 

chuyển gen tạo rễ là khoảng 95%. Tuy nhiên, từ kết quả phân tích PCR, tác giả 

cũng báo cáo rằng, tỷ lệ cây chuyển gen thu được chỉ đạt 52% trên tổng số các cây 

được kiểm tra [1]. So với việc sử dụng kháng sinh làm chất chọn lọc, nghiên cứu 

của luận án cho thấy việc sử dụng PPT làm chất chọn lọc cho thấy hiệu quả chọn 

lọc cao hơn. Ở giai đoạn mô sẹo, kanamycin dường như kém hiệu quả hơn PPT 

trong việc ức chế sự phát triển của các mô sẹo không biến nạp [42]. 
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Thực vật chuyển gen bar có khả năng kháng lại chất diệt cỏ cả trong nhà 

kính và điều kiện đồng ruộng. Vì vậy, gen bar có thể được sử dụng để sàng lọc các 

thế hệ của dòng chuyển gen trong chọn tạo giống cây trồng. Khả năng kháng thuốc 

diệt cỏ của gen bar có thể được theo dõi bằng cách phun PPT trực tiếp lên cây con 

hoặc bôi PPT cục bộ lên lá [42]. Ngoài ra, để phát hiện và định lượng protein tái tổ 

hợp trong cây chuyển gen bằng kỹ thuật Western blot, cấu trúc mang gen chuyển 

codA còn được gắn thêm đoạn DNA mã hóa kháng nguyên cmyc - một lựa chọn 

phổ biến, kinh tế và hiệu quả của nhiều nghiên cứu hiện nay [177]. 

Thuốc lá (Nicotiana tabacum L.) đã trở thành một hệ thống mô hình cho 

nuôi cấy mô và kỹ thuật di truyền trong nhiều thập kỷ qua và được sử dụng để 

nghiên cứu chức năng gen mới. Ở cây thuốc lá, hệ thống tái sinh in vitro tương đối 

đơn giản, thời gian phân hóa từ mô đến cây hoàn chỉnh khá ngắn. Vì vậy, thuốc lá 

thường được sử dụng nhằm tối ưu hóa quy trình chuyển gen thông qua vi khuẩn A. 

tumefaciens [60]. Những năm gần đây, nhiều công trình nghiên cứu chuyển gen ở 

đậu tương sử dụng thuốc lá làm cây mô hình đã được công bố, như công trình 

chuyển gen codA của Bùi Thị Thu Hương và cs (2019) [78], gen GmCHI1A của Lê 

Thị Hồng Trang và cs (2019) [10]; gen GmEXP1 của Lo và cs (2015) [100]; 

GmDREB2 của Tan và cs (2015) [153]… Theo cách tiếp cận này, luận án đã sử 

dụng thuốc lá làm cây mô hình để đánh giá hoạt động của vector biểu hiện mang 

gen chuyển codA trước khi chuyển vào cây đậu tương nhằm nâng cao khả năng 

chịu hạn. Kết quả biểu hiện gen codA ở cây thuốc lá đạt hiệu suất chuyển gen 

42,64- 54,23% là cơ sở vững chắc để tiếp tục thực hiện biểu hiện gen codA vào cây 

đậu tương và các cây trồng khác. 

3.2. ẢNH HƯỞNG CỦA MỘT SỐ YẾU TỐ ĐẾN HIỆU QUẢ CHUYỂN GEN codA 

Ở GIỐNG ĐẬU TƯƠNG ĐT22 

Hiện nay, đối với cây đậu tương, nhiều quy trình chuyển gen đã được áp 

dụng. Tuy nhiên, hiệu suất chuyển gen khác nhau và phụ thuộc vào kiểu gen của 

từng giống; nhiều yếu tố ảnh hưởng đến hiệu quả chuyển gen như nồng độ khuẩn, 
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thời gian ủ khuẩn A. tumefaciens và đồng nuôi cấy, nồng độ chất chọn lọc…. Do 

đó, việc cần thiết là lựa chọn được các điều kiện chuyển gen phù hợp với kiểu gen 

của giống ĐT22. Trong quá trình thiết kế vector chuyển gen codA và thực hiện biến 

nạp cấu trúc mang gen chuyển codA vào cây thuốc lá mô hình nhận thấy, trong số 

ba vector chuyển gen đã thiết kế, cấu trúc chuyển gen rd29A-codA cho tỷ lệ ra cây 

chuyển gen cao nhất với biểu hiện mạnh của promoter cảm ứng hạn rd29A. Vì vậy, 

cấu trúc chuyển gen rd29A-codA đã được lựa chọn và sử dụng làm vật liệu nghiên 

cứu nhằm thăm dò các điều kiện chuyển gen thích hợp vào giống đậu tương ĐT22.  

3.2.1. Ảnh hưởng của nồng độ PPT đến khả năng tạo chồi đậu tương 

Để xác định hàm lượng PPT sử dụng chọn lọc các chồi chuyển gen thí 

nghiệm, hạt nảy mầm sau khi gieo 5 ngày thu lá mầm và tiến hành gây tổn thương 

tại nách lá mầm và không lây nhiễm khuẩn, đồng nuôi cấy 5 ngày trên môi trường 

CCM sau đó được cảm ứng tạo chồi trên các môi trường SIM: ở môi trường SIM 

không bổ sung chất chọn lọc PPT sau 2 tuần cảm ứng tạo chồi (SIM1). Sau đó các 

cụm chồi tiếp tục được chuyển sang môi trường SIM có bổ sung PPT (SIM2) với 5 

ngưỡng nồng độ (0; 1; 3; 5; 7) mg/l. Theo dõi sau hai tuần, kết quả được trình bày ở 

bảng 3.2 và hình 3.9. 

Sau 14 ngày nuôi cấy trên môi trường SIM2 có chứa PPT 0 mg/l và 1 mg/l, 

các cụm chồi xanh và phát triển bình thường, trong khi đó, lá của các cụm chồi bắt 

đầu có hiện tượng úa vàng và rụng từ ngày thứ 7 trên môi trường SIM2 có chứa 

PPT 3-5 mg/l; còn trên môi trường SIM2 có chứa PPT 7 mg/l, các cụm chồi chết 

khô hoàn toàn. Sau khoảng 30 ngày, cụm chồi trên môi trường bổ sung nồng độ 

PPT 3 mg/l sinh trưởng phát triển chậm, nhưng có hiện tương tạo cụm chồi mới và 

xanh. Ở nồng độ PPT 5 mg/l, chồi chết hoàn toàn. Từ các kết quả phân tích trên, 

môi trường SIM bổ sung PPT 3,0 mg/l đã được lựa chọn để chọn lọc cây đậu tương 

chuyển gen. 
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Bảng 3.2. Ảnh hưởng của nồng độ PPT đến khả năng tạo chồi 

 

 

Nồng độ 

PPT 

mg/l 

Số mảnh lá 

mầm thí 

nghiệm 

Môi trường chọn lọc 

Số mảnh lá trên 

môi trường 

SIM1 sau 14 

ngày 

Số cụm chồi trên 

môi trường SIM2 

sau 14 ngày 

Số cụm chồi trên 

môi trường SEM 

sau 14 ngày 

0 100 82 82 78 

1 100 83 45 38 

3 100 86 23 16 

5 100 79 16 0 

7 100 81 0 0 

 

 

Hình 3.9. Các mảnh lá mầm trên môi trường chọn lọc SIM2 với nồng độ PPT khác 

nhau sau 14 ngày nuôi cấy 

A: 1 mg/l; B: 3 mg/l; C: 5 mg/l; D: 7 mg/l 

 

3.2.2. Ảnh hưởng của nồng độ khuẩn và thời gian ủ khuẩn, đồng nuôi cấy đến 

khả năng cảm ứng tạo chồi đậu tương 

3.2.2.1. Ảnh hưởng của nồng độ khuẩn đến khả năng cảm ứng tạo chồi đậu tương 
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Để xác định nồng độ khuẩn Agrobacterium ở OD650 sử dụng cho chuyển gen 

vào đậu tương, các mảnh lá mầm hạt đậu tương đã được làm tổn thương tại nách lá 

mầm đã được lây nhiễm với dịch khuẩn có giá trị OD650 khác nhau, lần lượt là 0,4; 

0,6; 0,8 và 1,0 trong vòng 30 phút, sau đó tiến hành đồng nuôi cấy các mảnh lá 

mầm đã lây nhiễm trên môi trường CCM. Sau 5 ngày đồng nuôi cấy, các mảnh lá 

mầm được rửa khuẩn và được cấy chuyển lên môi trường cảm ứng tạo chồi SIM1 

không chứa chất chọn lọc trong vòng 14 ngày, sau đó được chuyển sang môi 

trường SIM2 có bổ sung PPT 3 mg/l. Sau 14 ngày, mảnh lá mầm tiếp tục được 

chuyển sang môi trường SEM có chứa PPT 1,5 mg/l, kết quả trình bày ở bảng 3.3. 

 

Bảng 3.3. Ảnh hưởng của nồng độ khuẩn đến khả năng cảm ứng tạo chồi 

Nồng độ 

Agrobacterium 

đo ở OD650 

Số 

mảnh  

lá mầm  

thí 

nghiệm 

Số mảnh lá 

mầm cảm ứng 

tạo chồi trên 

môi trường 

SIM1 không bổ 

sung PPT sau 

14 ngày  

Số mảnh lá mầm 

cảm ứng tạo 

chồi trên môi 

trường SIM2 bổ 

sung PPT 3,0 

mg/l sau 14 

ngày 

Số mảnh lá 

mầm cảm ứng 

tạo chồi trên 

môi trường 

SEM bổ sung 

PPT 1,5 mg/l 

sau 14 ngày  

0,4 60 48 12 5 

0,6 60 45 18 17 

0,8 60 29 11 6 

1,0 60 20 10 4 

Tổng 240 98 55 32 

 

Kết quả ở bảng 3.3 cho thấy, sau 14 ngày nuôi cấy trên môi trường SIM1 

không chứa PPT, không thấy sự sai khác nhiều về khả năng tạo chồi của mảnh lá 
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mầm khi được lây nhiễm với dịch khuẩn có giá trị OD650 là 0,4 và 0,6. Đối với các 

mảnh lá mầm được lây nhiễm với dịch khuẩn có giá trị OD650 là 0,8 và 1,0, tỷ lệ tái 

nhiễm khuẩn của các mảnh lá mầm rất cao, các mảnh lá mầm thường chết và không 

tạo đa chồi. Các mảnh lá mầm được lây nhiễm với dịch khuẩn có giá trị OD650 là 

0,4 và 0,6 tiếp tục được chọn lọc trên môi trường SIM2 và SEM có bổ sung PPT. 

Sau 14 ngày nuôi cấy chọn lọc, các mảnh lá mầm được lây nhiễm với dịch khuẩn 

có giá trị OD650 0,6 vẫn tiếp tục sinh trưởng và phát sinh chồi, trong khi các mảnh 

lá mầm được lây nhiễm với dịch khuẩn có giá trị OD650 0,4 gần như chết hoàn toàn 

trên môi trường chọn lọc. Vì vậy, dịch khuẩn có giá trị OD650 đạt 0,6 đã được lựa 

chọn để sử dụng cho biến nạp. 

3.2.2.2. Ảnh hưởng của thời gian ủ khuẩn A. tumefaciens và đồng nuôi cấy đến khả 

năng cảm ứng tạo chồi đậu tương 

Nghiên cứu ảnh hưởng của thời gian ủ khuẩn Agrobacterium và đồng nuôi 

cấy đến hiệu quả chuyển gen ở giống đậu tương ĐT22 được thực hiện với các 

khoảng thời gian ủ lần lượt là: 15 phút; 30 phút; 45 phút; thời gian đồng nuôi cấy 2 

ngày, 5 ngày và 8 ngày, kết quả được trình bày ở bảng 3.4.  

Kết quả bảng 3.4 cho thấy, với thời gian lây nhiễm 15 phút, các cụm mầm bị 

chết gần như hoàn toàn ở giai đoạn cuối của chọn lọc lần 1; thời gian lây nhiễm 45 

phút, tỷ lệ nhiễm lại khuẩn rất cao và loại bỏ nhiều ở giai đoạn cảm ứng tạo chồi 

SIM1. Ở thời gian đồng nuôi cấy 2 ngày, các mảnh lá mầm nhỏ hơn nhiều so với 

đồng nuôi cấy 5 ngày và 8 ngày, nhưng với thời gian đồng nuôi cấy 8 ngày khuẩn 

mọc lại rất cao đến ngày thứ 6 của đồng nuôi cấy khuẩn mọc lan ra ngoài của giấy 

lọc và đến ngày thứ 8 một số mảnh bị thối (Hình 3.10). Vì vậy, thời gian lây nhiễm 

30 phút và đồng nuôi cấy 5 ngày cho kết quả tốt nhất để sử dụng cho chuyển gen ở 

giống đậu tương ĐT22. 
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Bảng 3.4. Ảnh hưởng cuả thời gian ủ khuẩn, đồng nuôi cấy đến khả năng cảm ứng 

tạo chồi 

Thời gian 

ngâm mảnh 

lá mầm 

trong dịch 

khuẩn 

(phút) 

Thời 

gian 

đồng 

nuôi cấy 

(ngày) 

Số 

mảnh lá 

mầm 

làm thí 

nghiệm 

Số mảnh lá 

mầm cảm ứng 

tạo chồi trên 

môi trường 

SIM1 không 

bổ sung PPT 

sau 14 ngày 

Số mảnh lá 

mầm cảm ứng 

tạo chồi trên 

môi trường 

SIM2 bổ sung 

PPT 3,0 mg/l 

sau 14 ngày 

Số mảnh lá 

mầm cảm ứng 

tạo chồi trên 

môi trường 

SEM bổ sung 

PPT 1,5 mg/l 

sau 14 ngày 

15 

2 90 88 21 0 

5 90 86 26 4 

8 90 38 18 0 

30 

2 90 84 31 13 

5 90 76 68 38 

8 90 35 12 0 

45 

2 90 42 30 0 

5 90 31 13 0 

8 90 17 8 0 

 

 

Hình 3.10. Các mảnh lá mầm sau các thời gian đồng nuôi cấy khác nhau 

A: 2 ngày; B: 5 ngày; C: 8 ngày 
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3.2.3. Ảnh hưởng của nồng độ kháng sinh và thời gian diệt khuẩn đến sự phát 

sinh và sinh trưởng chồi đậu tương 

Xác định nồng độ kháng sinh và thời gian rửa khuẩn sau 5 ngày đồng nuôi 

cấy là yếu tố quan trọng đến khả năng diệt khuẩn và tạo đa chồi của các mảnh lá 

mầm sau khi được lây nhiễm A. tumeffaciens tái tổ hợp. Sử dụng kháng sinh diệt 

khuẩn phổ rộng cefotaxime với nồng độ lần lượt là 200 mg/l, 500 mg/l và 1000 

mg/l bổ sung vào môi trường rửa khuẩn (SIM lỏng) với thời gian rửa 5 phút, 10 

phút và 15 phút. 

Bảng 3.5. Ảnh hưởng của kháng sinh và thời gian diệt khuẩn đến khả năng diệt 

khuẩn và tạo chồi của các mảnh lá mầm sau chuyển gen 

Thời 

gian 

diệt 

khuẩn 

(phút) 

Kháng sinh 

diệt khuẩn) 

cefotaxime 

(mg/l) 

Số mảnh 

lá mầm 

thí 

nghiệm 

Số mảnh lá 

mầm cảm ứng 

tạo chồi trên 

môi trường 

SIM1 không 

bổ sung PPT 

sau 14 ngày  

Số mảnh lá 

mầm cảm ứng 

tạo chồi trên 

môi trường 

SIM2 bổ sung 

PPT 3,0 mg/l 

sau 14 ngày 

Số mảnh lá 

mầm cảm ứng 

tạo chồi trên 

môi trường 

SEM bổ sung 

PPT 1,5 mg/l 

sau 14 ngày 

5 

200 60 28 31 6 

500 60 36 46 8 

1000 60 18 18 3 

10 

200 60 38 26 13 

500 60 46 38 24 

1000 60 12 9 0 

15 

200 60 17 14 8 

500 60 17 13 0 

1000 60 8 5 0 
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Các mảnh lá mầm sau khi đồng nuôi cấy 5 ngày, gắp nhẹ vào bình tam giác 

250 ml rửa bằng nước cất khử trùng 3 lần thời gian 2 phút/lần, tiếp tục rửa 1 lần với 

môi trường SIM lỏng có bổ sung kháng sinh ở các nồng độ khác nhau và thời gian 

khác nhau. Sau đó, cấy chuyển trên môi trường cảm ứng tạo chồi SIM1 trong thời 

gian 14 ngày; tiếp tục chuyển sang môi trường SIM2 và SEM1 chứa chất chọn lọc 

PPT lần lượt trong thời gian 14 ngày.  

Kết quả qua từng giai đoạn cho thấy, nồng độ cefotaxime 500 mg/l được bổ 

sung vào môi trường diệt khuẩn rửa trong thời gian 10 phút cho kết quả tốt nhất. Ở 

nồng độ cefotaxime 1000 mg/l, các mảnh lá mầm tạo đa chồi kém, tại vị trí nách lá 

mầm sau khi tạo tổn thương bị đen và không tạo được cụm đa chồi. Ở nồng độ 

cefotaxime 200 mg/l, các mảnh lá mầm bị tái nhiễm khuẩn rất cao, chỉ sau tuần đầu 

cảm ứng tạo chồi, hầu hết các mảnh đều bị nhiễm lại khuẩn. 

3.2.4. Thảo luận kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của một số yếu tố đến hiệu quả 

chuyển gen codA ở giống đậu tương ĐT22 

Đậu tương là loại cây trồng nhạy cảm với các stress phi sinh học và được coi 

là cây chống chịu kém với các yếu tố bất lợi từ môi trường. Ứng dụng kỹ thuật 

chuyển gen để nâng cao khả năng chống chịu các stress phi sinh học ở đậu tương 

đang được quan tâm nghiên cứu. Hiện nay, nhiều quy trình chuyển gen đã được áp 

dụng đối với cây đậu tương, nhưng phổ biến là biến nạp gen bằng lây nhiễm A. 

tumefaciens tái tổ hợp qua nách lá mầm. Tuy nhiên, phương pháp này vẫn còn một 

số hạn chế cần được khắc phục như thao tác tạo tổn thương cần có độ chính xác 

cao, nồng độ vi khuẩn sử dụng cho biến nạp cần tối ưu theo từng chủng, nồng độ 

chất chọn lọc sử dụng cho chọn lọc cây chuyển gen. Ngoài ra, hiệu quả chuyển gen 

còn phụ thuộc vào kiểu gen của từng giống đậu tương. Cho đến nay, ở Việt Nam, 

một số nghiên cứu chuyển gen vào các giống đậu tương DT84, DT2008 nhằm tăng 

tích lũy proline và isoflavone với hiệu suất chuyển gen khác nhau giữa các giống 

đậu tương đã được công bố [110], [112]. Chính vì vậy, việc nghiên cứu điều kiện 

chuyển gen thích hợp với kiểu gen của mỗi giống được chú ý quan tâm bởi các nhà 
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nghiên cứu khi chuyển gen ở đậu tương. Kết quả nghiên cứu của luận án đã chỉ ra 

những ảnh hưởng của một số yếu tố đến hiệu quả chuyển gen codA vào giống đậu 

tương ĐT22 của Việt Nam, bao gồm nồng độ PPT, nồng độ khuẩn, thời gian ủ 

khuẩn A. tumefaciens, thời gian đồng nuôi cấy, nồng độ kháng sinh chọn lọc và 

thời gian diệt khuẩn. 

Lựa chọn tác nhân chọn lọc hiệu quả để nhận biết giữa tế bào chuyển gen và 

không chuyển gen bằng cách ức chế tăng sinh và tái tạo là một bước quan trọng 

trong một quy trình biến nạp gen. Hiện nay, gen chỉ thị chọn lọc thường được lựa 

chọn và sử dụng là các gen kháng kháng sinh hoặc kháng thuốc diệt cỏ. Trong số 

đó, gen bar hoặc gen pat được phân lập từ Streptomyces hygroscopicus mã hóa 

phosphinothricin acetyltransferase, có khả năng acetyl hóa nhóm NH2 của thuốc 

diệt cỏ PPT khiến thuốc trở nên vô hại là tác nhân chọn lọc có hiệu quả cao [97]. 

Thực vật mang gen chỉ thị chọn lọc bar hoặc pat có khả năng kháng thuốc diệt cỏ 

dựa trên PPT. Gen bar và pat đã được sử dụng rộng rãi như các chỉ thị trong thực 

vật chuyển gen và là công cụ lý tưởng để xác định các mô chuyển gen, thậm chí cả 

trong điều kiện nhà kính hoặc đồng ruộng. Mức độ nhạy cảm của vật liệu thực vật 

với PPT phụ thuộc vào kiểu gen và loại mẫu cấy, điều kiện chọn lọc hoặc thành phần 

của môi trường chọn lọc [90]. Ở phạm vi nồng độ từ 1- 10 mg/l, PPT phù hợp để lựa 

chọn tế bào được biến nạp với gen bar ở hầu hết các loài thực vật [97]. Kết quả của 

nghiên cứu này cho thấy, sử dụng PPT 3 mg/l ở giai đoạn cảm ứng tạo chồi trong 

môi trường SIM và PPT 1,5 mg/l ở giai đoạn kéo dài chồi trong môi trường SEM 

cho hiệu quả chọn lọc cao nhất. 

Bên cạnh đó, nồng độ khuẩn khi lây nhiễm, ủ khuẩn Agrobacterium và đồng 

nuôi cấy là yếu tố ảnh hưởng rất lớn đến hiệu quả chuyển gen thông qua A. 

tumefaciens. A. tumefaciens được xem là vi khuẩn tương đối nhạy cảm với điều 

kiện nuôi cấy, nếu lượng vi khuẩn quá thấp có thể làm giảm tần số tiếp xúc với các 

mẫu thực vật, ngược lại nếu nồng độ quá cao có thể gây ảnh hưởng xấu tới sự phát 

triển của mẫu, thậm chí gây chết mẫu trong quá trình nuôi cấy [125]. Ismael và 
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Antar (2014), khi nghiên cứu các yếu tố ảnh hưởng đến hiệu quả chuyển gen vào 

giống đậu tương Giza 21 của Ai Cập thông qua A. tumefaciens cho thấy, số lượng 

mô sẹo biểu hiện gen luc tăng lên theo thời gian cấy và mật độ vi khuẩn (OD600) và 

sau đó giảm đột ngột với sự gia tăng của cả hai yếu tố. Hiệu suất biến nạp cao nhất 

(90%) thu được khi cấy mẫu trong thời gian tối đa 40 phút ở OD600 là 1,0, tiếp theo 

là 87,5 và 82,5% ở OD600 là 0,8 và 1,2 tương ứng [83]. Hada và cs (2018), sau khi 

tối ưu hóa các điều kiện nuôi cấy với mật độ vi khuẩn A. tumefaciens là (OD600) là 

0,8, đồng nuôi cấy trong 3 ngày nhằm cải thiện khả năng biến nạp gen vào giống 

đậu tương DS-9712 cho thấy hiệu quả biến nạp tối đa 14% và hiệu suất tái sinh là 

45% [70]. 

Trong kết quả nghiên cứu của luận án, các mảnh lá mầm đậu tương đã được 

làm tổn thương tại nách lá mầm được lây nhiễm với dịch khuẩn có giá trị OD650 

khác nhau, dịch khuẩn có giá trị OD650 = 0,6 với thời gian ủ khuẩn 30 phút, đồng 

nuôi cấy 5 ngày trong tối là thích hợp cho cảm ứng tạo chồi và kéo dài chồi trên 

môi trường chọn lọc. Kết quả này hoàn toàn phù hợp với công bố của Li và cs 

(2017), khi nghiên cứu tối ưu quy trình chuyển gen ở đậu tương qua vi khuẩn 

Agrobacterium bằng cách cải thiện hiệu quả lây nhiễm của vi khuẩn và tái sinh của 

mẫu cấy; với hiệu quả lây nhiễm tốt nhất (>96%) khi nồng độ đạt OD650 = 0,6 và 

đồng nuôi cấy trong 5 ngày [95]. Ngoài ra, việc xác định kháng sinh và thời gian 

rửa khuẩn sau 5 ngày đồng nuôi cấy là yếu tố quan trọng đến khả năng diệt khuẩn 

và tạo đa chồi của các mảnh lá mầm sau khi được lây nhiễm A. tumeffaciens tái tổ 

hợp. Kết quả qua từng giai đoạn cho thấy, nồng độ cefotaxime 500 mg/l được bổ 

sung vào môi trường diệt khuẩn rửa trong thời gian 10 phút cho kết quả tốt nhất để 

sử dụng cho chuyển gen ở giống đậu tương ĐT22.  

Như vậy, từ kết quả đánh giá các tác động của các yếu tố lên khả năng biến 

nạp và tạo đa chồi ở giống đậu tương ĐT22, luận án đã được xác định các yếu tố 

thích hợp cho chuyển gen codA và tạo đa chồi ở giống đậu tương ĐT22. Nồng độ 

PPT 3,0 mg/l sử dụng chọn lọc ở giai đoạn cảm ứng tạo chồi và PPT 1,5 mg/l ở giai 
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đoạn kéo dài chồi cho hiệu quả chọn lọc cao nhất. Dịch khuẩn có giá trị OD650 bằng 

0,6 với thời gian ủ khuẩn 30 phút, đồng nuôi cấy 5 ngày trong tối và diệt khuẩn bằng 

cefotaxime 500 mg/l thích hợp cho cảm ứng tạo chồi và kéo dài chồi trên môi trường 

chọn lọc. Kết quả này là tiền đề để hoàn thiện quy trình chuyển gen codA vào giống 

đậu tương ĐT22 nhằm phục vụ cho các nghiên cứu tiếp theo (Phụ lục 2). 

3.3. BIẾN NẠP GEN codA VÀO GIỐNG ĐẬU TƯƠNG ĐT22 VÀ TẠO CÂY ĐẬU 

TƯƠNG CHUYỂN GEN CHỊU HẠN 

3.3.1. Kết quả chuyển gen codA vào giống đậu tương ĐT22  

Chủng A. tumefaciens C58 mang các plasmid tái tổ hợp pIBTII-rd29A-codA, 

pIBTII-35S-codA, pIBTII-HSP-codA được sử dụng để chuyển gen vào đậu tương 

thông qua nách lá mầm hạt giống đậu tương ĐT22 sau 5- 7 ngày gieo theo phương 

pháp Olhof và cs (2001) [115]. Kết quả biến nạp vector chuyển gen vào mảnh lá 

mầm đậu tương được trình bày trong bảng 3.6, các giai đoạn phát triển cụ thể của 

quá trình chuyển gen ở đậu tương được thể hiện trong hình 3.11. 

 

Bảng 3.6. Kết quả biến nạp vector chuyển gen vào mảnh lá mầm đậu tương 

Cấu trúc 
Số mẫu 

biến nạp 

Số mẫu tạo 

đa chồi 

Số chồi 

kéo dài 

Số chồi 

tạo rễ 

Số cây sống 

trên giá thể 

HSP-codA 3001 1935 128 61 18 

35S-codA 3012 1890 238 104 19 

rd29A-codA 3025 2225 140 69 23 

Tổng 9038 6050 506 234 60 

 

Bảng 3.6 cho thấy, số lượng mẫu biến nạp cho mỗi cấu trúc khoảng 3000 

mẫu, trong đó số mẫu tạo đa chồi dao động từ 1890- 2225 mẫu, tương đương tỉ lệ 

từ 62,75% đến 73,55%. Từ các cụm chồi này, sau 3 giai đoạn kéo dài chồi thu được 

lần lượt 128, 238, 140 chồi kéo dài tương ứng lần lượt với cấu trúc HSP-codA, 35S-
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codA, và rd29A-codA. Các chồi đạt chiều cao 2,5– 3,5 cm và có các lá chính được 

chuyển sang môi trường tạo rễ. Các chồi ra rễ tạo cây hoàn chỉnh được trồng trên 

giá thể TN1 bổ sung 25% tribat. Sau quá trình thích nghi sinh trưởng trong buồng 

sinh trưởng nhiệt độ 28oC, độ ẩm 80%, quang chu kỳ sáng/tối là 16/8, thu được 

tổng số 60 cây đậu tương của ba cấu trúc chuyển gen sinh trưởng và phát triển tốt. 

 

 

Hình 3.11. Hình ảnh mô tả quá trình biến nạp và tạo cây đậu tương chuyển gen  
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3.3.2. Phân tích cây đậu tương chuyển gen 

3.3.2.1. Sàng lọc cây chuyển gen bằng chất diệt cỏ và PCR 

Các cây đậu tương chuyển gen trong nhà lưới được sàng lọc bằng chất diệt cỏ 

và tiến hành lấy mẫu phân tích PCR để xác định sự có mặt của gen chuyển codA 

trong hệ gen cây đậu tương. 

 

 

Hình 3.12. Kết quả kiểm tra các dòng đậu tương T0 bằng PPT  

A) Cây T0 dương tính với PPT 250mg/l. B) Cây T0 âm tính với PPT 250mg/l. 

 C) Cây đối chứng 

 

 

Hình 3.13. Kết quả kiểm tra các dòng đậu tương T1 bằng PPT  

A: Cây T1 ở thời điểm sau 20 ngày gieo hạt 

B1: Lá cây T1 dương tính với PPT 250mg/l 

B2: Lá cây T1 có khả năng tự phục hồi với PPT 250mg/l 

B3: Lá cây T1 âm tính với PPT 250mg/l. 
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Các dòng đậu tương chuyển gen T0, T1 được phết trực tiếp PPT 250mg/l lên 

bề mặt lá. Sau 3 ngày phết chất diệt cỏ, phần lá tại vị trí phết của cây đối chứng và 

một số dòng chuyển gen co lại, mất dần sắc tố xanh lục của lá và chuyển vàng; sau 

5 ngày phết, vị trí lá thử chất diệt cỏ chuyển sang vàng nâu, cháy khô (Hình 3.12 và 

3.13). Bên cạnh đó, một số dòng chuyển gen không xuất hiện dấu hiệu gây hại của 

chất diệt cỏ tại vị trí thử, lá không bị mất màu màu sắc. 

Kết quả sau khi sàng lọc bằng chất diệt cỏ thu được các dòng đậu tương 

chuyển gen thế hệ T0, T1 không mẫn cảm với PPT 250mg/l thể hiện ở bảng 3.7 và 

phụ lục 3. Các dòng đậu tương chuyển gen thế hệ T0 và T1 của các cấu trúc không 

mẫn cảm với PPT sẽ được thu lá và tiến hành kiểm tra bằng phản ứng PCR với các 

cặp mồi đặc hiệu. 

 

Bảng 3.7. Kết quả biến nạp các cấu trúc chuyển gen codA 

Tên cấu trúc 

Thế hệ T0 Thế hệ T1 

Số dòng 

chuyển 

gen 

Số dòng 

dương 

tính sau 

khi thử 

PPT 

Số dòng 

dương 

tính sau 

khi PCR 

Hiệu 

suất 

chuyển 

gen (%) 

Số dòng 

dương 

tính sau 

khi thử 

PPT 

Số dòng 

dương 

tính sau 

khi 

PCR 

HSP-codA 18 10 8 0,267 2 2 

35S-codA 19 9 10 0,333 0 0 

rd29A-codA 23 10 9 0,297 6 4 

Tổng 60 29 27  8 6 

 

Bảng 3.7 cho thấy, từ 60 dòng T0 thu được đem sàng lọc bằng PPT 250mg/l 

thu được 29 dòng không mẫn cảm. Các dòng này được kiểm tra bằng phản ứng 

PCR với 2 cặp mồi codA F/R và Bar F/R. Kết quả PCR thu được 27 dòng cho kết 

quả dương tính trong đó có 8 dòng HSP-codA, 10 dòng 35S-codA và 9 dòng rd29A-

codA (hình 3.14). 
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Hình 3.14. Kết quả kiểm tra cây T0 bằng PCR  

M: thang DNA chuẩn 1kb; P: dòng khuẩn A. tumefaciens mang vector tái tổ hợp;  

WT: mẫu lá đậu tương ĐT22 

 

 

Hình 3.15. Kết quả kiểm tra cây T1 bằng PCR 

M: thang DNA chuẩn 1kb; P: dòng khuẩn A. tumefaciens mang vector tái tổ hợp;  

WT: mẫu lá đậu tương ĐT22 

 

Từ 27 dòng T0 thu hạt đem gieo sang thế hệ T1, tiến hành sàng lọc và kiểm tra 

bằng PPT 250mg/l, thu được 8 dòng không mẫn cảm PPT gồm có 6 dòng rd29A-

codA và 2 dòng HSP-codA. 8 dòng này được PCR với 2 cặp mồi đặc hiệu thu được 

4 dòng rd29A-codA và 2 dòng HSP-codA nhận được 2 băng có kích thước khoảng 

C 
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750bp và 400bp phù hợp với kích thước của đoạn gen codA và gen bar tương ứng 

được thể hiện trong hình 3.15. 

 

Bảng 3.8. Các dòng đậu tương thế hệ T1 có biểu hiện gen codA và có khả năng chống 

chịu hạn 

TT Tên dòng T1 

Kí 

hiệu 

mẫu 

Kết quả kiểm tra Khả 

năng 

kháng 

chất 

diệt cỏ 

Cách thức 

bảo quản hạt PCR 
Southern 

blot 

Western 

blot 

1 Rd29A-codA 2 D2 + + + + 
Bảo quản 

cùng silica gel 

2 Rd29A-codA 3 D3 + + + + 
Bảo quản 

cùng silica gel 

3 Rd29A-codA 4 D4 + + + + 
Bảo quản 

cùng silica gel 

4 Rd29A-codA 7 D7 + + + + 
Bảo quản 

cùng silica gel 

5 HSP-codA 3 H3 +   + 
Bảo quản 

cùng silica gel 

 

6 
HSP-codA 11 H11 +   + 

Bảo quản 

cùng silica gel 

+: Kết quả dương tính. 

 

Kết quả trên cho thấy, số lượng dòng cây chuyển gen giảm ở thế hệ T1 do 

lượng hạt thu từ cây in vitro T0 ít, chất lượng hạt không đồng đều ảnh hưởng đến 

sức nảy mầm của hạt ở thế hệ tiếp theo. Như vậy, nghiên cứu của luận án đã thu 

được 27 dòng đậu tương mang gen codA ở thế hệ T0 và 6 dòng ở thế hệ T1, hiệu 

suất chuyển gen đạt khoảng 0,3% ở thế hệ T0. Để kiểm tra các dòng đậu tương 

chuyển gen ở các thế hệ tiếp theo, 4 dòng T1 mang promoter cảm ứng chịu hạn 
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rd29A đã được sử dụng do sự biểu hiện hoạt động tích cực của promoter này, 2 

dòng T1 mang gen codA dưới sự hoạt động của promoter cảm ứng nhiệt HSP được 

thu hạt và bảo quản cùng silica gel (bảng 3.8). 

3.3.2.2. Kiểm tra sự sự hợp nhất và sự biểu hiện của gen chuyển codA trong các 

dòng đậu tương chuyển gen bằng kỹ thuật Southern blot và Western blot  

Bốn dòng đậu tương chuyển gen cấu trúc rd29A-codA thế hệ T1 (D2, D3, D4, 

D7) được kiểm tra bằng kỹ thuật Southern blot để chứng minh sự hợp nhất của gen 

chuyển codA vào hệ gen cây đậu tương biếp nạp và xác định số bản copy của gen 

chuyển. Kết quả phân tích Southern blot trong hình 3.16 cho thấy, các băng lai 

DNA xuất hiện ở cả bốn dòng đậu tương chuyển gen được kiểm tra. Các dòng D3, 

D4 và D7 có một băng lai xuất hiện; còn dòng D2 xuất hiện 2 băng lai. Điều này 

chỉ ra rằng gen codA có 1 bản copy trong các dòng D3, D4 và D7, và có 2 bản copy 

trong dòng D2. Băng lai của hai dòng D3 và D4 cho thấy rất có thể hai dòng này 

được tạo ra từ cùng một mô chuyển gen. Kết quả phân tích này đã chứng minh sự 

hợp nhất của gen chuyển codA vào hệ gen cây đậu tương chuyển gen. 

 

 

Hình 3.16. Kết quả phân tích Southern blot các dòng đậu tương chuyển gen thế hệ T1 

D2-D7: các dòng đậu tương chuyển gen cấu trúc rd29A-codA thế hệ T1;  

(-): đối chứng âm; P: Plassmid pIBTII-35S-codA làm đối chứng dương 
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Tiếp tục phân tích sự biểu hiện của gen chuyển codA trên 4 dòng chuyển gen 

D2, D3, D4, D7 thế hệ T1 thông qua xác định sự có mặt của protein tái tổ hợp bằng 

Western blot. Protein tái tổ hợp của cấu trúc chuyển gen codA có chứa kháng 

nguyên cmyc ở đầu C, do đó protein tái tổ hợp này có thể được phát hiện bằng kỹ 

thuật Western blot. Kết quả đánh giá sự biểu hiện của gen chuyển trong cây bằng 

kỹ thuật Western blot với mẫu lá non của các dòng đậu tương chuyển gen cấu trúc 

rd29A-codA được thể hiện trên hình 3.17.  

 

 

 

Hình 3.17. Kết quả phân tích Western blot các dòng đậu tương chuyển gen thế hệ T1 

D2-D7: các dòng đậu tương chuyển gen cấu trúc rd29A-codA thế hệ T1;  

M: Marker; WT: mẫu đậu tương không chuyển gen 

 

Kết quả phân tích Western blot cho thấy, các băng protein có kích thước ~60 

kDa tương đương với khối lượng phân tử choline oxidase được mã hóa bởi gen 

codA khi tra cứu trên ngân hàng NCBI. Trên hình 3.17, các cây chuyển gen đều cho 

băng vạch sáng rõ, trong khi cây WT không có băng vạch tương đương. Kết quả 

phân tích biểu hiện protein choline oxidase tái tổ hợp ở cây đậu tương chuyển gen 

codA đã chứng minh gen chuyển mang cấu trúc rd29A-codA đã di truyền từ thế hệ 

T0 sang thế hệ T1 và được biểu hiện thành protein tái tổ hợp choline oxidase. 
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3.3.3. Thử nghiệm đánh giá khả năng chịu hạn của một số dòng đậu tương 

chuyển gen 

3.3.3.1. Đánh giá sức nảy mầm của hạt dưới điều kiện hạn nhân tạo 

Giai đoạn hạt nảy mầm và thân mầm là các giai đoạn quan trọng đối với sự 

sinh trưởng và phát triển của thực vật đặc biệt nhạy cảm với các điều kiện thiếu 

nước. Vì thế, hạt của các dòng đậu tương chuyển gen ở thế hệ T1 đã được đánh giá 

trong điều kiện gây hạn nhân tạo bằng cách bổ sung 10% hoặc 15% PEG 8000 vào 

môi trường dinh dưỡng. Sau 5 ngày nuôi cấy trên môi trường không bổ sung PEG 

8000 (0% PEG 8000), không nhận thấy sự khác biệt trong chiều dài thân mầm giữa 

dòng ĐT22 và các dòng chuyển gen thể hiện trong hình 3.18.  

 

Hình 3.18. Khả năng nảy mầm của đậu tương sau 5 ngày nuôi cấy trên môi trường hạn 

nhân tạo 

D2-D7: các dòng đậu tương chuyển gen thế hệ T1, WT: dòng đậu tương ĐT22 

không chuyển gen 
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Kết quả đánh giá khả năng nảy mầm của các hạt đậu tương trên môi trường 

hạn nhân tạo trong hình 3.18 cho thấy, 100% các hạt của các dòng thí nghiệm đều 

nảy mầm tốt và có chiều dài thân mầm đạt xấp xỉ 5 cm ở môi trường GM không 

chứa PEG 8000. Ngược lại, trên môi trường nảy mầm có bổ sung 10% PEG8000, 

các hạt của dòng chuyển gen và ĐT22 đều nảy mầm, tuy nhiên chiều dài của thân 

mầm của các dòng đậu tương là khác nhau. Dòng ĐT22 không chuyển gen biểu 

hiện giảm chiều dài thân mầm còn dưới 4 cm, ngắn hơn hẳn so với các dòng 

chuyển gen, trong khi hạt của các dòng chuyển gen vẫn duy trì sự sinh trưởng bình 

thường. Trên môi trường chứa 15% PEG 8000, khả năng nảy mầm và sinh trưởng 

của cả dòng ĐT22 và dòng chuyển gen đều giảm đi đáng kể. Khả năng sinh trưởng 

của hạt trên môi trường bị ức chế. Tuy nhiên, các hạt của dòng đậu tương chuyển 

gen vẫn có tỷ lệ sinh trưởng cao hơn và có chiều dài thân mầm lớn hơn hẳn so với 

dòng đậu tương ĐT22 không chuyển gen thể hiện trong đồ thị hình 3.19.  

 

 

Hình 3.19. Chiều dài thân mầm của các dòng hạt đậu tương trên môi trường hạn nhân tạo 

D2-D7: các dòng đậu tương chuyển gen thế hệ T1, WT: dòng đậu tương ĐT22 không 

chuyển gen; (Các chữ cái khác nhau trên mỗi cột biểu thị khác biệt ở P<0,05) 

de

c

a

d d

b

d

e

b

d d

b

d d

b

0

1

2

3

4

5

6

7

0% PEG8000 10% PEG8000 15% PEG8000

C
h

iề
u

 d
à
i 

th
â
n

 m
ầ
m

 (
cm

)

WT

D2

D3

D4

D7



 

 

92 

Như vậy, nhờ biểu hiện của gen codA, hạt của các dòng đậu tương chuyển 

gen có khả năng nảy mầm và sinh trưởng tốt hơn so với dòng không chuyển gen 

(ĐT22) trong điều kiện hạn nhân tạo in vitro. 

3.3.3.2. Đánh giá khả năng sinh trưởng và chịu hạn của cây đậu tương chuyển 

gen dưới điều kiện hạn nhân tạo 

Để đánh giá sinh trưởng và phát triển của đậu tương trong môi trường hạn 

nhân tạo, hạt của các dòng đậu tương chuyển gen codA và đậu tương ĐT22 không 

chuyển gen được trồng riêng lẻ trong một chậu và được kiểm tra bằng phết chất 

diệt cỏ. Ở giai đoạn 2 của thí nghiệm, cây đậu tương được xử lý gây hạn nhân tạo 

trong buồng tăng trưởng. Trong suốt quá trình thí nghiệm, các cây đậu tương 

chuyển gen và ĐT22 được đặt trong điều kiện đối chứng đều sinh trưởng và phát 

triển bình thường ở điều kiện tưới đủ nước, không nhận thấy sự khác biệt về hình 

thái thực vật giữa các dòng.  

Ngược lại, trong điều kiện xử lý hạn nhân tạo, tốc độ sinh trưởng của dòng 

đậu tương ĐT22 có dấu hiệu chậm lại so với các dòng đậu tương chuyển gen. Hơn 

nữa, đến ngày thí nghiệm thứ 9, trong điều kiện hạn, các lá của dòng đậu tương 

ĐT22 cho thấy sinh trưởng có dấu hiệu bị úa vàng, khô lại và héo rụng. Trong khi 

đó, các lá đậu tương của các dòng chuyển gen mặc dù cũng có dấu hiệu suy giảm 

sinh trưởng như héo, nhưng vẫn có thể phục hồi sau khi được tưới nước trở lại 

(Hình 3.20). Khối lượng tươi trung bình của các dòng đậu tương thí nghiệm cũng 

được xác định nhằm đánh giá tốc độ tăng trưởng của các cây đậu tương chuyển gen 

trong điều kiện hạn nhân tạo. Sinh khối thu được vào ngày thứ 9 của các dòng đậu 

tương trong thí nghiệm chịu hạn nhân tạo được thể hiện trong hình 3.21. 

Kết quả phân tích biểu đồ cho thấy, trong điều kiện đối chứng, sinh khối đạt 

được của các dòng đậu tương (bao gồm dòng ĐT22 và các dòng chuyển gen) tương 

đương nhau, điều này cũng trùng khớp với kết quả đánh giá sinh trưởng của cây 

thông qua quan sát bên ngoài. Ngược lại, có sự chênh lệch đáng kể trong sinh khối 
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thu được giữa các dòng chuyển gen và dòng ĐT22 dưới điều kiện hạn. Cụ thể, đối 

với dòng ĐT22, sinh khối thu được trong điều kiện hạn giảm chỉ còn một nửa (đạt 

2,56 g) so với sinh khối thu được trong điều kiện đối chứng (đạt 6,32 g). Khối 

lượng tươi và tỷ lệ khối lượng khô/khối lượng tươi (KLK/KLT) của các dòng đậu 

tương thí nghiệm vào ngày thí nghiệm thứ 9 trong cả hai điều kiện đối chứng và xử 

lý hạn cho thấy, các dòng đậu tương chuyển gen cũng có sự giảm sinh khối trong 

điều kiện hạn so với trong điều kiện đối chứng, tuy nhiên lại cao hơn đáng kể so 

với sinh khối của dòng ĐT22. Như vậy, các dòng đậu tương chuyển gen codA đã 

duy trì được tốc độ tăng trưởng và sinh khối cao hơn hơn cây đậu tương không 

chuyển gen trong điều kiện gây hạn nhân tạo. 

 

 

 

Hình 3.20. Kiểu hình của các dòng đậu tương vào ngày thí nghiệm thứ 9 trong điều kiện 

hạn nhân tạo 
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Hình 3.21. Sinh khối thu được vào ngày thứ 9 của các dòng đậu tương trong thí nghiệm 

chịu hạn nhân tạo 

D2-D7: các dòng đậu tương chuyển gen thế hệ T1, WT: dòng ĐT22 không chuyển 

gen; (Các chữ cái khác nhau trên mỗi cột biểu thị khác biệt ở P<0,05) 

 

3.3.3.3. Đánh giá các chỉ số hóa sinh của cây đậu tương chuyển gen dưới điều 

kiện hạn nhân tạo 

Lá của các cây của 4 dòng đậu tương chuyển gen D2, D3, D4, D7 trong thí 

nghiệm chịu hạn và không chịu hạn được thu mẫu để phân tích các chỉ số hoá sinh 

bao gồm, chỉ số GB theo phương pháp của Grieve và Grattan (1983) [66]; chỉ số 

MDA, proline và hoạt độ POD theo phương pháp của Chen và Zhang (2016) [35]. 

Kết quả thu được từ các chỉ số hóa sinh cho thấy, có sự tích lũy đáng kể các hợp chất 

có vai trò bảo vệ tế bào trong trạng thái mất nước như GB, proline. Hàm lượng GB 

và proline tăng cao ở các dòng đậu tương chuyển gen codA. 
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Hình 3.22. Hàm lượng GB của các dòng đậu tương chịu hạn  

D2-D7: các dòng đậu tương chuyển gen thế hệ T1, WT: dòng không chuyển gen 

(Các chữ cái khác nhau trên mỗi cột biểu thị khác biệt ở P<0,05) 

 
Hình 3.23. Hàm lượng proline của các dòng đậu tương chịu hạn  

D2-D7: các dòng đậu tương chuyển gen thế hệ T1, WT: dòng không chuyển gen. 

(Các chữ cái khác nhau trên mỗi cột biểu thị khác biệt ở P<0,05) 
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Kết quả phân tích hình 3.22 cho thấy, trong tất cả các lá đậu tương chuyển 

gen, hàm lượng GB đều cao hơn so với ở lá cây ĐT22 không chuyển gen. Cụ thể, 

hàm lượng GB dao động trong khoảng từ 34,1 đến 39,5 µg/mg khối lượng khô 

(DW). Dòng đậu tương D2 có hàm lượng GB 39,5 µg/mg DW tích luỹ cao nhất và 

thấp nhất là dòng D4 là 34,1 µg/mg DW, trong khi đó trong lá dòng đậu tương 

không chuyển gen ĐT22 hàm lượng GB chỉ đạt 13,7 µg/mg DW. 

Hàm lượng proline của dòng không chuyển gen ĐT22 chỉ đạt 102,9 µg/g khối 

lượng tươi (FW), trong khi đó lại tăng cao ở cả 4 các dòng đậu tương chuyển gen 

và tăng tới 219,6 µg/g FW ở dòng D4 (hình 3.23). Sự tăng cường tích luỹ lượng 

GB và proline đã cho thấy sự biểu hiện tốt của gen chuyển codA trong cây đậu 

tương chuyển gen trong điều kiện thiếu nước, từ đó nâng cao khả năng chống chịu 

hạn của đậu tương. 

 

 

Hình 3.24. Hàm lượng MDA của các dòng đậu tương chịu hạn  

D2-D7: các dòng đậu tương chuyển gen thế hệ T1, WT: dòng không chuyển gen. 

(Các chữ cái khác nhau trên mỗi cột biểu thị khác biệt ở P<0,05) 
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Chỉ số đánh giá mức độ tổn thương của màng tế bào, MDA, sản phẩm từ quá 

trình oxy hóa các acid béo không bão hòa trên màng tế bào, và hoạt độ của POD, 

enzyme tham gia quá trình chống lại sự oxy hóa của tế bào, cũng được xác định. Để 

kiểm tra sự phá hủy oxy hóa trên màng sự ổn định của các dòng đậu tương, hàm 

lượng MDA của lá đậu tương sau khi bị stress hạn đã được xác định (Hình 3.24). 

Kết quả phân tích hình 3.24 cho thấy, trong tất cả các dòng đậu tương chuyển gen 

codA, hàm lượng MDA thấp hơn rõ ràng so với dòng cây đối chứng. Trong điều 

kiện khô hạn, hàm lượng MDA của lá kiểu dại cao, ở mức là 1,234 nmol/g FW, 

trong khi hàm lượng MDA trong đậu tương chuyển gen giảm từ 0,702 xuống 0,454 

nmol/g FW. Những kết quả này chỉ ra rằng cây đậu tương chuyển gen codA biểu 

hiện oxy hóa ít nghiêm trọng hơn và tổn thương ít hơn so với cây không chuyển gen. 

 

Hình 3.25. Hoạt độ POD của các dòng đậu tương chịu hạn  

D2-D7: các dòng đậu tương chuyển gen thế hệ T1, WT: dòng không chuyển gen. 

(Các chữ cái khác nhau trên mỗi cột biểu thị khác biệt ở P<0,05) 

Hoạt động của POD cũng được biết đến như một chỉ báo về khả năng chống 
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hoạt động của POD trong lá đậu tương sau khi bị stress hạn (Hình 3.25). Phân tích 

hoạt độ của POD trong hình 3.25 cho thấy trong tất cả các dòng đậu tương chuyển 

gen là cao hơn hẳn so với dòng đậu tương không chuyển gen ĐT22 chỉ đạt 2,08 

U/g FW, trong đó dòng đậu tương chuyển gen D2 cho thấy hoạt độ của POD cao 

nhất (đạt 8,4 U/g FW). Kết quả này rất phù hợp với dữ liệu MDA trong hình 3.24, 

trong đó hàm lượng MDA thấp nhất được quan sát thấy ở dòng chuyển gen D2 

(0,45 nmol/g FW). Sự tăng hoạt động của POD và giảm hàm lượng MDA trong cây 

đậu tương chuyển gen so với cây không chuyển gen có liên quan đến sự tăng khả 

năng chống chịu của cây đậu tương chuyển gen trong điều kiện hạn. Trong nghiên 

cứu chuyển gen codA trên đối tượng đậu tương, sự tăng hoạt động của POD lên gấp 

4 lần và hàm lượng MDA giảm 50% so với cây không chuyển gen đã được ghi 

nhận. Như vậy, sự hoạt động của gen codA dưới sự điều khiển của promoter cảm 

ứng chịu hạn đã làm tăng khả năng chống chịu của đậu tương. 

3.3.4. Thảo luận kết quả biến nạp gen codA vào giống đậu tương ĐT22 và thử 

nghiệm khả năng chịu hạn của một số dòng đậu tương chuyển gen 

Trong nghiên cứu này, gen codA từ vi khuẩn A. globiformis dưới sự điều 

khiển của promoter rd29A, HSP và 35S đã được biến nạp thành công vào cây đậu 

tương. Các kết quả phân tích cây chuyển gen bằng kỹ thuật PCR và Southern blot 

đã xác nhận sự hiện diện của codA trong cây đậu tương chuyển gen. Cây đậu tương 

chuyển gen cho thấy tốc độ tăng trưởng nhanh hơn, sản xuất sinh khối lớn hơn so 

với dòng đậu tương đối chứng không chuyển gen ở môi trường gây hạn nhân tạo. 

Ngoài ra, sự tích luỹ hàm lượng GB, proline và hoạt độ của POD cũng cho thấy sự 

tăng cao trong cây đậu tương chuyển gen dưới sự biểu hiện gen codA trong cây đậu 

tương chuyển gen. Kết quả này phù hợp với một số nghiên cứu được công bố gần 

đây về sự tăng cường biểu hiện gen codA thông qua sự tích luỹ hàm lượng GB, 

proline và hoạt độ của POD ở một số loài thực vật chuyển gen [13], [38], [118]. 

So với các gen tham gia sinh tổng hợp GB ở các đối tượng sinh vật khác, 

gen codA mã hoá choline oxidase có thể chuyển hoá tiền chất choline thành GB qua 



 

 

99 

một bước duy nhất mà không cần bất cứ chất xúc tác nào khác. Vì vậy, gen codA 

thường được sử dụng để biến nạp vào các loài thực vật quan trọng về mặt kinh tế 

nhằm nâng cao khả năng chống stress thẩm thấu [133]. Cây chuyển gen của một số 

các loài biểu hiện gen codA cho thấy sự cải thiện khả năng chịu đựng các stress phi 

sinh học khác nhau. Cây Arabidopsis chuyển gen codA cho thấy sự tích lũy GB 

trong lục lạp và khả năng chịu băng giá đáng kể [133]. Sự tích lũy GB tăng lên 

trong quá trình chuyển gen cây cà chua được bảo vệ cơ quan sinh sản dưới stress 

lạnh [118]. Theo nghiên cứu của luận án, hàm lượng GB tích lũy trong cây đậu 

tương chuyển gen codA cao hơn ở dòng cây đậu tương không biến đổi gen khi gặp 

stress hạn. Hàm lượng GB được tích luỹ ở mức độ cao hơn có thể tăng cường áp 

suất thẩm thấu, giảm sự mất nước do stress hạn của đậu tương chuyển gen và qua 

đó, duy trì tốc độ phát triển sinh dưỡng và sản xuất sinh khối cao hơn so với cây 

đậu tương không chuyển gen. Cây khoai tây chuyển gen codA cũng có các phản 

ứng tương tự trong điều kiện khô hạn [13]. Khả năng chịu mặn cũng được cải thiện 

ở khoai tây và cỏ linh lăng chuyển gen do sự biểu hiện quá mức của gen chuyển 

codA dưới sự kiểm soát của promoter cảm ứng hạn rd29A hoặc promoter SWPA2 

tương ứng [13], [94]. Do đó, các nghiên cứu sâu hơn cần được tiến hành để đánh 

giá các cây đậu tương chuyển gen trong các điều kiện stress.  

Ngoài GB, proline tự do cũng được tích lũy trong thực vật dưới áp lực môi 

trường. Sự biểu hiện quá mức của các gen liên quan đến con đường sinh tổng hợp 

proline ở thực vật chuyển gen biểu hiện ở hàm lượng proline tự do cao hơn giúp 

tăng cường khả năng chống chịu với stress hạn [178]. Theo nghiên cứu của Fan và 

cs (2016), hàm lượng proline và hàm lượng GB trong cây chuyển gen có mối liên hệ 

với nhau, tuy nhiên, các cơ chế phân tử GB trong thực vật và cách GB được kết hợp 

hoặc tương tác với chức năng proline trong thực vật vẫn còn cần được làm sáng tỏ 

[53]. Sự gia tăng hàm lượng proline cũng được tìm thấy trong cây cỏ linh lăng 

chuyển gen codA trong điều kiện thiếu nước [94]. Kết quả nghiên cứu này về cây 

đậu tương chuyển gen codA cho thấy, hàm lượng proline tự do tăng lên cũng như 

có sự gia tăng đáng kể hàm lượng GB tích lũy trong điều kiện thiếu nước. Sau 9 



 

 

100 

ngày xử lý hạn, hàm lượng proline trong cây đậu tương chuyển gen codA đã tăng 

gấp 1,5- 2 lần so với cây đậu tương ĐT22 không chuyển gen. Kết quả này cũng phù 

hợp với nghiên cứu của Li và cs (2014) và Zheng và cs (2017) về lượng proline 

tăng lên gấp 2 lần ở cỏ linh lăng chuyển gen codA hoặc EDT1 trong điều kiện khô 

hạn [94], [178]. Tuy nhiên, ở cây đậu tương chuyển gen BADH, hàm lượng proline 

tăng ít hơn 20% [127]. Như vậy, nghiên cứu của luận án góp phần khẳng định tầm 

quan trọng của gen codA trong khả năng chống chịu hạn của đậu tương.  

Hàm lượng MDA, một acid béo không bão hòa sản xuất peroxy hóa tăng 

lên được coi là một chỉ số của tổn thương màng tế bào [73]. Ngoài hàm lượng 

MDA, hoạt độ của POD cũng là là chỉ số quan trọng trong việc đánh giá khả năng 

chống chịu của các kiểu gen đậu tương ở điều kiện thiếu nước. Sự gia tăng hoạt độ 

POD có liên quan đến khả năng chịu hạn cao hơn của các giống đậu tương chuyển 

gen [179]. Trong nghiên cứu này, cây đậu tương chuyển gen codA có hàm lượng 

MDA thấp hơn và hoạt độ của POD cao hơn đáng kể so với cây đậu tương không 

chuyển gen trong điều kiện khô hạn. Điều này cho thấy, khả năng làm giảm oxy 

hóa và hạn chế các tác động làm hỏng màng tế bào của cây đậu tương chuyển gen 

codA. Trong cây đậu tương chuyển gen BADH, hàm lượng MDA giảm hơn 13% so 

với cây đậu tương WT không chuyển gen trong điều kiện khô hạn; ngược lại, hoạt 

độ của POD cũng tăng lên đến 7% [127]. Theo kết quả nghiên cứu của luận án, 

hoạt độ của POD trong cây chuyển gen tăng lên gấp 4 lần so với đậu tương ĐT22 

không chuyển gen, trong khi hàm lượng MDA giảm xuống một nửa. Những thay 

đổi lớn về hàm lượng MDA và POD có thể là do vai trò của gen chuyển codA và 

promoter rd29A trong cây đậu tương chuyển gen. 

Cấu trúc mang gen chuyển codA đã được biến nạp thành công vào cây đậu 

tương thông qua Agrobacterium. Cây đậu tương chuyển gen codA có tốc độ tăng 

trưởng nhanh hơn và sản xuất sinh khối cải thiện hơn so với cây đậu tương không 

biến nạp trong điều kiện khô hạn. Khả năng chịu stress hạn của cây đậu tương 

chuyển gen codA là kết quả của sự gia tăng hàm lượng GB cũng như hàm lượng 

proline trong cây đậu tương chuyển gen. 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUẬN 

1. Ba vector chuyển gen pIBTII-35S-codA, pIBTII-rd29A-codA, và pIBTII-HSP-

codA mang gen codA mã hóa choline oxidase, dưới sự điều khiển lần lượt bởi 3 

promoter cảm ứng khác nhau: 35S, rd29A và HSP đã được thiết kế và biến nạp 

thành công vào cây thuốc lá. Trong điều kiện bất lợi về nhiệt độ, độ ẩm và nước, 

các dòng thuốc lá chuyển gen đã sống sót và phát triển bằng cách tích luỹ hàm 

lượng glycine betain cao hơn so với cây thuốc lá không chuyển gen. 

2. Các yếu tố thích hợp cho chuyển gen codA trong cấu trúc pIBTII/rd29A-codA 

vào giống đậu tương ĐT22 đã được xác định. Nồng độ PPT 3 mg/l ở giai đoạn cảm 

ứng tạo chồi trong môi trường SIM và PPT 1,5 mg/l ở giai đoạn kéo dài chồi trong 

môi trường SEM cho hiệu quả chọn lọc cao nhất. Dịch A. tumefaciens có giá trị 

OD650= 0,6 với thời gian ủ khuẩn 30 phút, đồng nuôi cấy 5 ngày trong tối và diệt 

khuẩn bằng cefotaxime 500 mg/l thích hợp cho cảm ứng tạo chồi và kéo dài chồi 

trên môi trường chọn lọc. 

3. Cấu trúc pIBTII/rd29A-codA được biến nạp thành công vào giống đậu tương 

ĐT22 và tạo được 4 dòng đậu tương chuyển gen codA ở thế hệ T1. Các dòng đậu 

tương chuyển gen ở thế hệ T1 được kiểm tra bằng Southern blot, Western blot và 

được đánh giá khả năng chịu hạn trong điều kiện nhân tạo có khả năng sinh trưởng 

tốt trong điều kiện stress. Sự biểu hiện của gen chuyển codA dưới sự điều khiển của 

promoter rd29A làm tăng hoạt động phiên mã của gen codA và tăng sinh khối trong 

cây chuyển gen. Hàm lượng GB tăng cao ở các dòng đậu tương chuyển gen codA, 

dao động từ 34,1 đến 39,5 µg/mg khối lượng khô, tăng 248,9%- 288,3% so với cây 

không chuyển gen. Hàm lượng proline tăng 1,5- 2 lần, hoạt động của POD tăng lên 

gấp 4 lần so với cây không chuyển gen và hàm lượng MDA giảm 0,5 lần trong điều 

kiện khô hạn. 

KIẾN NGHỊ 

Các dòng đậu tương chuyển gen cần được tiếp tục theo dõi, đánh giá tính ổn 

định của gen chuyển qua các thế hệ và ứng dụng cho các nghiên cứu tiếp theo. 
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Phục lục 1. Gen codA tổng hợp nhân tạo và gen codA của A. globiformis  

 

P1.1. Trình tự gen codA tổng hợp nhân tạo và gen codA của A. globiformis [79] 

 

 



 

 

 

 



 

 

P1.2. So sánh trình tự amino acid của choline oxidase mã hóa bởi gen codA tổng hợp 

nhân tạo với gen codA của A. globiformis [79] 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Phục lục 2. Quy trình chuyển gen codA vào giống đậu tương ĐT22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bước 1: Chuẩn bị vật liệu chuyển gen 

- Hạt đậu tương được khử trùng bằng khí clo, sau đó được gieo trên môi 

trường GM. 

5 -7 ngày  

Bước 2: Tạo dịch huyền phù vi khuẩn A. tumefaciens 

- Nuôi cấy tạo khuẩn lạc từ khuẩn trừ ở -80°C 

- Nuôi lỏng khuẩn từ khuẩn lạc đơn  

- Tạo dịch huyền phù vi khuẩn A. tumefaciens C58 đến OD650 0,6  

2-3 ngày  

Bước 3: Gây nhiễm và đồng nuôi cấy 

- Loại bỏ thân mầm và rẻ mầm của hạt đậu tương  

- Tách dọc hai lá mầm, loại bỏ đỉnh sinh trường, tạo 3- 5 vết thương trên 

lá mầm tại vị trí đã loại bỏ định sinh trưởng  

- Ngâm lá mầm đã tổn thương trong dịch huyền phù vi khuẩn 30 phút  

- Đồng nuôi cấy 5 ngày trên môi trường CCM, trong tối hoàn toàn 25°C 

Bước 4: Diệt khuẩn, cảm ứng tạo đa chồi và chọn lọc 

- Diệt khuẩn bằng cefotaxime 500 mg/l trong 10 phút  

- Tạo chồi trên môi trường tạo chồi chứa cefotaxime 500mg/l  

- Chọn lọc chồi trên môi trường SIM có PPT 3 mg/l và cefotaxime 

500mg/l. 

28 ngày  

Bước 5: Tái sinh cây hoàn chỉnh  

- Các cụm chồi chọn lọc được kéo dài chồi trên môi trường SEM có PPT 

1,5 mg/l và cefotaxime 500 mg/l 

- Chồi dài 3-5 cm được cắt và cấy trên môi trường RM có cefotaxime 250 

mg/1 để tạo cây hoàn chỉnh 

60- 90 ngày  

Bước 6: Ra cây trong nhà lưới 

- Cây hoàn chỉnh in vitro được trồng trên giá thể TN1 trộn với Tribat theo 

tỷ lệ 3:1  

20 – 30 ngày  

120 – 160 ngày  

5 ngày  



 

 

Bước 1. Chuẩn bị vật liệu chuyển gen 

Hạt đậu tương (ĐT22) to tròn đều, màu vàng sáng, vỏ hạt không bị nứt được 

chọn làm vật liệu chuyển gen. Hạt chín được khử trùng bằng khí Chlore (Cl2) đây 

là chất độc cực mạnh và có khả năng khử trùng cao, khí clo được tạo ra bằng cách 

bổ sung 3 ml HCl đậm đặc vào 100 ml javen thương phẩm. Việc khử trùng được 

thực hiện trong một bình kín và đặt trong tủ hút 14- 16 giờ. Sau khi khử trùng, hạt 

được gieo trên môi trường GM trong các thời gian 5-7 ngày. 

Bước 2. Tạo dịch huyền phù vi khuẩn A. tumefaciens 

Nuôi cấy tạo khuẩn lạc: cấy trải A. tumefaciens mang gen codA từ ống giữ 

chủng lên môi trường YEP đặc, có bổ sung kháng sinh phù hợp, nuôi trong tủ ổn 

nhiệt 28oC trong thời gian 48 giờ. 

Nuôi lỏng khuẩn: dùng que cấy chọn một khuẩn lạc riêng biệt trên đĩa khuẩn 

cấy vào môi trường YEP lỏng bổ sung các loại kháng sinh như nuôi đặc. Bình nuôi 

lỏng được lắc 200 v/p ở 28oC trong 16 giờ ở điều kiện tối hoàn toàn. 

Tạo dịch huyền phù vi khuẩn: dịch khuẩn thu từ quá trình nuôi lỏng được hòa 

loãng 2 - 3 lần và tiếp tục nuôi phục hồi 2 - 4 giờ. Sau đó dịch khuẩn được ly tâm ở 

5000 v/p trong 10 phút ở 4oC. Loại bỏ phần dịch nổi và hòa tan cặn khuẩn trong 

môi trường CCM lỏng có bổ sung acetosyrigone để đạt mật độ huyền phù vi khuẩn 

OD650 0,6.  

Các loại môi trường sử dụng cho quá trình nuôi cấy tạo dịch huyền phù vi khuẩn 

gồm: môi trường nuôi khuẩn đặc, môi trường nuôi khuẩn lỏng và môi trường tạo 

dịch huyền phù vi khuẩn. 

Bước 3. Gây nhiễm và đồng nuôi cấy:  

Hạt đậu tương sau 5-7 ngày gieo, phần thân mầm và rễ mầm bị loại bỏ, hai lá 

mầm được tách ra, đỉnh sinh trưởng bị loại bỏ, tạo 3-5 vết thương trên lá mầm tại vị 

trí đã loại bỏ đỉnh sinh trưởng. Lá mầm sau khi tạo tổn thương được ngâm trong 



 

 

dịch huyền phù vi khuẩn trong thời gian 30 phút. Tiếp theo, mẫu được đặt trên môi 

trường đồng nuôi cấy đặt các mẫu ở 25oC trong điều kiện tối thời gian là 5 ngày. 

Bước 4. Diệt khuẩn, cảm ứng tạo đa chồi và chọn lọc:  

Mẫu biến nạp sau thời gian đồng nuôi cấy được lắc trong môi trường SIM 

lỏng có bổ sung cefotaxime 500 mg/l trong 10 phút, sau đó thấm khô bằng giấy 

thấm khử trùng và cấy mẫu lên môi trường tạo chồi có bổ sung cefotaxime 500 

mg/l. Sau 2 tuần, mẫu được chuyển sang môi trường chọn lọc SIM có bổ sung 

cefotaxime 500 mg/l, PPT 3 mg/l và nuôi trong 2 tuần. 

Bước 5. Tái sinh cây hoàn chỉnh:  

Các cụm chồi được tạo ra trên môi trường chọn lọc SIM được chuyển sang 

môi trường kéo dài chồi SEM có bổ sung 500 mg/l cefotaxime và 1,5 mg/l PPT. 

Các chồi phát triển đạt chiều cao từ 3 - 5 cm được cắt và cấy trên môi trường ra rễ 

RM có bổ sung cefotaxime 250 mg/l để tạo cây hoàn chỉnh. 

Bước 6. Ra cây trong nhà lưới:  

Khi cây in vitro có 3 lá, có bộ rễ đảm bảo (thường sau 2 tuần nuôi cấy) được 

lấy ra khỏi bình nuôi cấy, rửa sạch phần agar bám trên rễ và trồng trên giá thể TN1 

trộn với Tribat theo tỷ lệ 3:1. Cây sống sót trên giá thể được đưa ra chậu đất có bổ 

sung phân bón trong điều kiện nhà lưới. Khi cây xuất hiện các lá mới, PPT 250mg/l 

được phết lên lá nhằm đánh giá biểu hiện của gen chọn lọc (bar). Mẫu lá của cây 

chuyển gen cũng được thu thập và phân tích bằng các đánh giá ở mức độ phân tử. 

 

 

 

 

 

 



 

 

Phụ lục 3. Kết quả kiểm tra PPT 250mg/l và PCR các dòng T0, T1  

P3.1. Kết quả kiểm tra các dòng rd29A-codA T0, T1 bằng PPT 250mg/l và PCR 

T0 T1 

STT Tên dòng PCR PPT Tên dòng PPT PCR Số hạt thu 

1 rd29A-codA 1 - + + 
rd29A-codA 1.1 - - - -  

rd29A-codA 1.2 - - - -  

2 rd29A-codA 2 + + + + rd29A-codA 2.1 + + + + 100 - 150 

3 rd29A-codA 3 + - + + rd29A-codA 3 + + + + 100 - 150 

4 rd29A-codA 4 + + + 
rd29A-codA 4.1 - - - -  

rd29A-codA 4.2 + + + + 100 - 150 

5 rd29A-codA 5 + + + 

rd29A-codA 5.1 - + - -  

rd29A-codA 5.2 + - - -  

rd29A-codA 5.3 - - - -  

6 rd29A-codA 6 + + + + 

rd29A-codA 6.1 - - - -  

rd29A-codA 6.2 - - - -  

rd29A-codA 6.3 - - - -  

7 rd29A-codA 7 + + + + 
rd29A-codA 7.1 - - + + 100 - 150 

rd29A-codA 7.2 - - - -  

8 rd29A-codA 8 + + + + 
rd29A-codA 8.1 - - - -  

rd29A-codA 8.2 - - - -  

9 rd29A-codA 9 + + + + rd29A-codA 9 - - - -  

10 
rd29A-codA 

10 
+ + + 

rd29A-codA 10.1 - - - -  

rd29A-codA 10.2 - - - -  

-: Kết quả âm tính; +: Kết quả dương tính; 

 



 

 

P3.2. Kết quả kiểm tra các dòng 35S-codA T0, T1 bằng PPT 250mg/l và PCR 

T0 T1 

STT Tên dòng PCR PPT Tên dòng PPT PCR Số hạt thu 

1 35S-codA 2 + - + 

 35S-codA 2.1  - - -  -   

 35S-codA 2.2  - - -  -   

 35S-codA 2.3  - - -  -   

2 35S-codA 6 + + 

35S-codA 6.1  - - -  -   

35S-codA 6.2  - - -  -   

35S-codA 6.3  - - -  -   

3 35S-codA 7 + + + 

35S-codA 7.1  - - -  -   

35S-codA 7.2  - - -  -   

35S-codA 7.3  - - -  -   

4 35S-codA 8 + - + 

35S-codA 8.1  - - -  -   

35S-codA 8.2  - - -  -   

35S-codA 8.3  - - -  -   

35S-codA 8.4  - - -  -   

5 35S-codA 9 + - + 

35S-codA 9.1  - - -  -   

35S-codA 9.2  - - -  -   

35S-codA 9.3  - - -  -   

6 35S-codA 11 - + + 

35S-codA 11.1  - - -  -   

35S-codA 11.2  - - -  -   

35S-codA 11.3  - - -  -   

7 35S-codA 13 - + + 
35S-codA 13.1  - - -  -   

35S-codA 13.2  - - -  -   



 

 

T0 T1 

STT Tên dòng PCR PPT Tên dòng PPT PCR Số hạt thu 

35S-codA 13.3  - - -  -   

8 35S-codA 20 + + 

35S-codA 20.1  - - -  -   

35S-codA 20.2  - - -  -   

35S-codA 20.3  - - -  -   

9 35S-codA 23 - + + 

35S-codA 23.1  - - -  -   

35S-codA 23.2  - - -  -   

35S-codA 23.3  - - -  -   

35S-codA 23.4  - - -  -   

10 35S-codA 27 + - + 

35S-codA 27.1  - - -  -   

35S-codA 27.2  - - -  -   

35S-codA 27.3  - - -  -   

-: Kết quả âm tính; +: Kết quả dương tính; 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

P3.3. Kết quả kiểm tra các dòng HSP-codA T0, T1 bằng PPT 250mg/l và PCR 

T0 T1 

STT Tên dòng PCR PP

T 

Tên dòng PPT PCR Số hạt thu 

1 HSP-codA 1  + +  + 
HSP-codA 1.1 - - - - 

 

HSP-codA 1.2 - - - - 
 

2 HSP-codA 3  + +  + 

HSP-codA 3.1 - - - - 
 

HSP-codA 3.1 - - - - 
 

HSP-codA 3.2 + + + + 250 -300 

HSP-codA 3.3 - - - - 
 

3 HSP-codA 4  - + +  - 

HSP-codA 4.1 - - - - 
 

HSP-codA 4.2 - - - - 
 

HSP-codA 4.3 - - - - 
 

4 HSP-codA 5  + - + + HSP-codA 5 - - - - 
 

5 HSP-codA 6  + + + + HSP-codA 6 - - - - 
 

6 HSP-codA 8  -  + 

HSP-codA 8.1 - - - - 
 

HSP-codA 8.2 - - - - 
 

HSP-codA 8.3 - - - - 
 

7 HSP-codA 11  - + +  + HSP-codA 11 + + + + 4 

8  HSP-codA 12  +  + HSP-codA 12 - - - - 
 

9  HSP-codA 14  - +  + 
HSP-codA 14.1 - - - - 

 

HSP-codA 14.2 - - - - 
 

10 HSP-codA 17  - - +  - 

HSP-codA 17.1 - - - - 
 

HSP-codA 17.2 - - - - 
 

HSP-codA 17.3 - - - - 
 

HSP-codA 17.4 - - - - 
 

-: Kết quả âm tính; +: Kết quả dương tính; 
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