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(2018), “Đặc điểm c   gen GmDREB6 ph n  ập từ giống đậu tƣơng ch u hạn 
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DT2008”  Tạp chí Khoa học và Công nghệ, Đại học Thái Nguyên 187(11), 

tr.163-168. 

3. Phạm Th  Th nh Nh n  Phạm Minh Hảo  Ngu  n Th  Ngọc L n  Chu Hoàng 

Mậu (2018)  “Nghiên c u chu ển gen GmDREB v o giống đậu tƣơng ĐT12”  

Tạp chí Khoa học-Công nghệ, Đại học Thái Nguyên 180(04), tr. 81 – 86. 

4. Đỗ Th nh  im Hƣờng  Ngu  n Th  Hải   n  Ngu  n Th  Thơm  Phạm Th  

Th nh Nh n  V  Th  Thu Th    Lê Văn Sơn  Chu Ho ng Mậu (2018)  “Đặc điểm 

c   tr nh tự mã hó  nh n tố phiên mã deh dr tion responsive e ement binding 

ph n  ập từ c   đậu tƣơng”  Proceedings Hội nghị nghiên cứu&giảng dạy sinh 

học toàn quốc, Quy Nhơn 5-2018, tr. 107-114. ISBN 978-604-913-695-5. 

5.2. Sản phẩm đào tạo 

Đào tạo thạc sĩ: 03 học viên c o học đã bảo v  

1. Phạm Minh Hảo (2017), Nghiên cứu chuy n gen  m R   vào giống   u 

tương ĐT12. Luận văn thạc sĩ sinh học  chu ên ng nh Di tru  n học  Trƣờng Đại 

học Sƣ phạm-ĐH Thái Ngu ên  

2. Ngu  n Vi t Ng  (2018), Phân l p gen mã hóa nhân tố phiên mã  R  6 

từ cây   u tương phục vụ thiết kế vector chuy n gen thực v t, Luận văn thạc sĩ sinh 

học  chu ên ng nh Di tru  n học, Trƣờng Đại học Sƣ phạm-ĐH Thái Ngu ên  

3. V  Thu Tr ng (2019), Nghiên cứu hệ thống tái sinh in vitro phục vụ chuy n 

gen ở cây   u Nho nhe (Vigna umbellata)””, Luận văn thạc sĩ sinh học  chuyên 

ng nh Di tru  n học, Trƣờng Đại học Sƣ phạm-ĐH Thái Nguyên. 

Hỗ trợ đào tạo tiến sĩ:  

- Phutthakone Vaciaxa “Nghiên cứu bi u hiện gen  m R   nhằm nâng cao 

khả năng chịu hạn ở cây chuy n gen”  Luận án ti n sĩ sinh học  chu ên ng nh Di 

tru  n học  Trƣờng Đại học Sƣ phạm-Đại học Thái Ngu ên  

- Ti n độ thực hi n  uận án đúng k  hoạch  NCS Phutthakone Vaciaxa l  đồng 

tác giả một b i báo quốc t   

5.3. Sản phẩm ứng dụng 

- Thi t k  th nh c ng 01 cấu trúc vector chu ển gen: pBI121_GmDREB6; 
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- Tạo đƣợc 04 dòng cây đậu tƣơng chu ển gen GmDREB6 ở th  h  T2 (T2-2, 

T2-4, T2-7 và T2-10) có m c độ phiên mã c   gen GmP5CS  sự t ch     pro ine 

v  khả năng ch u mặn  ch u hạn c o hơn các c   đối ch ng kh ng chu ển gen  

6.  Phương thức chuyển giao, địa chỉ ứng dụng, tác động và lợi ích đem lại của 

kết quả nghiên cứu: 

-   t quả chu ển th nh c ng cấu trúc mang gen GmDREB6 v o giống đậu 

tƣơng DT84    cơ sở cho vi c sử dụng cấu trúc vector pBI121_GmDREB6 chu ển 

v o các giống đậu tƣơng khác  góp phần tạo các giống đậu tƣơng có ch u mặn  ch u 

hạn c o ở nƣớc t   

- Các k t quả nghiên c u    cơ sở phát triển nghiên c u  ng dụng k  thuật 

chu ển gen nhằm cải thi n khả năng chống ch u các stress phi sinh học c   c   đậu 

tƣơng v  các cây trồng khác tại các ph ng th  nghi m: C ng ngh  gen  C ng ngh  

t  b o thực vật c   Trƣờng Đại học Sƣ phạm-ĐH Thái Ngu ên và tại các ph ng th  

nghi m c   Trƣờng Đại học  ho  học-ĐH Thái Ngu ên  

-   t quả nghiên c u và các b i báo c ng bố trên các tạp ch  kho  học- công 

ngh  đƣợc sử dụng   m t i  i u phục vụ đ o tạo v  nghiên c u cho sinh viên  học 

viên c o học  nghiên c u sinh v  cán bộ c   Trƣờng Đại học  ho  học  Trƣờng Đại 

học Sƣ phạm - Đại học Thái Ngu ên v  một số trƣờng đại học khác  
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INFORMATION ON RESEARCH RESULTS 

 

1. General information 

- Project title: Initial research on creation of GmDREB6 transgenic soybean 

lines with high drought tolerance 

- Code number: B2017-TNA-38 

- Coordinator: Prof. Dr. Chu Hoang Mau 

- Implementing institution: Thai Nguyen University. 

- Duration: 30 months. 

2. Objective(s) 

i) Analysis of the activity and biological function of GmDREB6 transgene in 

model tobacco plants. 

ii) Creating transgenic soybean lines with higher drought tolerance than non-

transgenic plants by transgenic technique that encodes transcription factor DREB6. 

3. Creativeness and innovativeness 

1) The coding fragment of GmDREB6 gene (cDNA) was isolated from the 

DT2008 soybean cultivar with 693 bp in size, encoded 230 amino acids. 

Successfully designed pBI121_GmDREB6 transgenic vector containing artificial 

GmDREB6 gene sequences. GmDREB6 transgene has been incorporated into the 

genome and well activity in tobacco plants. 

2) Ten transgenic soybean plants have been created and the transgenic plants 

grow, develop normally in conditions of greenhouse. It was demonstrated that 

GmDREB6 transgene was inherited from generation T0 to T1 generation and 

expressed into recombinant protein DREB6. 

3) It was demonstrated that the overexpression of GmDREB6 transgene 

increased transcriptional activity of GmP5CS gene and improved proline 

accumulation in transgenic soybean plants. 

4) Four transgenic soybean lines T2-2, T2-4, T2-7 and T2-10 were produced. 

Transgenic lines had transcription levels of GmP5CS gene, accumulation of proline 

and tolerance to salinity and drought were higher than non-transgenic plants. 



 xiii 

4. Research results 

(1) The encoding fragment of GmDREB6 gene isolated from DT2008 soybean 

cultivar is 693 bp in size,  encoded 230 amino acids. The pBI121_GmDREB6 

transgenic vector contains the artificial GmDREB6 gene that was successfully 

designed and created recombinant Agrobacterium tumefaciens carrying the 

GmDREB6 gene.  

(2) The results of Southern blot analysis and RT-PCR showed that GmDREB6 

transgene was incorporated into the genome and well activity in tobacco plants. 

(3) The structure carrying GmDREB6 transgene was successfully transformed 

into soybean plants and from 450 transformed samples, selective results with 

kanamicin antibiotics, created 10 transgenic soybean plants which developed 

normally under conditions of greenhouse. 

(4) GmDREB6 transgene was incorporated into the soybean genome in T0 and 

confirmed by Southern blot. It was demonstrated that GmDREB6 transgene was 

inherited from T0 generation to T1 generation and expressed into DREB6 

recombinant protein. 

(5) The overexpression of GmDREB6 transgene increased transcriptional 

activity of GmP5CS gene and improved proline accumulation in transgenic soybean 

plants. Four transgenic soybean lines T2-2, T2-4, T2-7 and T2-10 were produced. 

Transgenic lines had transcription levels of GmP5CS gene, accumulation of proline 

and tolerance to salinity and drought were higher than non-transgenic plants. 

5. Products 

5.1. Journal papers 

1. Thi Ngoc Lan Nguyen, Phutthakone Vaciaxa, Thi Mai Thu Lo, Thi Hai Yen 

Nguyen, Thi Thanh Nhan Pham, Van Son Le, Hoang Mau Chu (2019)  “Design 

of Construct Carrying GmDREB6 to Enhance Soybean Gene Expression Related 

to Abiotic Stress Response”  JERS, European Journal of Engineering Research 

and Science 4 (6), pp. 135-139. 

2. Lo Thi Mai Thu, Nguyen Viet Nga, Nguyen Thi Ngoc Lan, Chu Hoang Mau 

(2018), "Characteristics of GmDREB6 gene isolated from drought tolerant 
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soybean cultivar DT2008", Journal of Science and Technology, University Thai 

Nguyen 187 (11), p.163-168. 

3. Pham Thi Thanh Nhan, Pham Minh Hao, Nguyen Thi Ngoc Lan, Chu Hoang 

Mau (2018), "Study on gene transfer of GmDREB gene into DT12 soybean 

variety", Journal of Science and Technology, Thai Nguyen University 180 ( 04), 

p. 81 - 86. 

4. Do Thanh Kim Huong, Nguyen Thi Hai Yen, Nguyen Thi Thom, Pham Thi 

Thanh Nhan, Vu Thi Thu Thuy, Le Van Son, Chu Hoang Mau (2018), 

"Characteristics of the encoding sequence of dehydration responsive element 

binding transcription factors isolated from soybean plants ", Proceedings 

National Conference on Biological Research & Teaching, Quy Nhon 5-2018, p. 

107-114. ISBN 978-604-913-695-5. 

5.3. Education 

Master training: 03 master students graduated. 

1) Pham Minh Hao (2017), Research on gene transfer of GmDREB gene into DT12 

soybean variety. The Biological master  thesis, Thai Nguyen University of 

Education, TNU. 

2) Nguyen Viet Nga (2018), Isolation of gene which encoding transcription factor 

DREB6 from soybean plants to design plant transgenic vector. The Biological 

master  thesis, Thai Nguyen University of Education, TNU. 

3) Vu Thu Trang (2019), Research on in vitro regeneration system for gene 

transfer in Vigna umbellata (Vigna umbellata). The Biological master  thesis, 

Thai Nguyen University of Education, TNU. 

Supported training for PhD student: 

- Phutthakone Vaciaxa  “Study on GmDREB gene expression to improve 

drought tolerance in transgenic plants”  Thesis of Ph.D in Biology, specialized in 

Genetics. Thai Nguyen University of Education, TNU. 

- Thesis of PhD student implemented as planned and on schedule. PhD student 

Phutthakone Vaciaxa is co-author of an international article. 

 5.4. In terms of application 

- Successful design pBI121_GmDREB6 transgenic vector. 
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- Created four genetically modified soybean lines with GmDREB6 transgene 

in T2 generation (T2-2, T2-4, T2-7 and T2-10). Transgenic lines had transcription 

levels of GmP5CS gene, accumulation of proline and tolerance to salinity and 

drought were higher than non-transgenic plants. 

6. Transfer alternatives, application institutions, impacts and benefits of 

research results 

- The results of successful transferred of pBI121_GmDREB6  structure into 

DT84 soybean cultivar is the basis for using the transgenic vector constructs to 

transferred into other soybean cultivars, contribute to creating transgenic soybeane 

cultivars with high salinity and drought tolerance in our country. 

- The research results are the basis of research development on application of 

transgenic technology to improve the resistance to abiotic stresses of soybean and 

other crops at the laboratory, such as genetic Engineering, plant cell Biotechnology 

of College of Education and the laboratory of College of  Sciences- Thai Nguyen 

University. 

- Research results and articles published in the scientific and technological 

journals are also used as references in teaching and scientific research for students, 

undergraduate students, graduate students from College of Education and College of  

Sciences- Thai Nguyen University and some other universities. 
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MỞ ĐẦU 

1. Tính cấp thiết của vấn đề nghiên cứu 

Đậu tương (Glycine max L  M rrill) l  lo i   y tr ng  hi m v  tr  qu n 

tr ng trong  ơ   y   y n ng nghi p v  trong   i s ng      on ngư i  Đậu tương 

kh ng  h     gi  tr    o v  kinh t  v   inh  ư ng  m   òn giữ v i trò trong vi   

 ải thi n  ộ phì v  sử  ụng b n vững t i nguyên  ất   nh t     

Đậu tương  ư   x m l    y tr ng nh y  ảm v i h n v  thuộ  nh m   y 

 h u h n k m    n l  y u t  phi sinh h   nghiêm tr ng nhất v     th  l m giảm 

năng suất  ậu tương khoảng        ng th i l m giảm  hất lư ng h t    n ảnh 

hưởng   n tất  ả     th i kì sinh trưởng v  ph t tri n       y  ậu tương  th i kì 

r  ho  v  th i kì s u r  ho   ã  ư    hứng minh l  những th i kì b  ảnh hưởng 

nghiêm tr ng nhất   i n n y   o bi n   i kh  hậu to n   u      bi t l  h n k o 

  i  lư ng mư  kh ng   u ở     th i  i m trong năm v  giữ      v ng mi n  ã 

g y kh  khăn  ho sản xuất n ng nghi p ở nhi u qu   gi   trong       Vi t N m  

Nư   t     khoảng      i n t  h l    i n i   ất      khả năng giữ nư   k m; 

m t kh    hi n tư ng  l Nino g y kh  h n ở     qu   gi  thuộ    ng b n   u v  

    nư   thư ng xuyên  h u ảnh hưởng     kh  h n  o  l Nino l  Australia, 

Philippines, Indonesia, Thái Lan, Vi t N m    Trong một v i năm g n   y  mi n 

Trung v  T y Nguyên nư   t  phải hứng  h u những   t h n h n k o   i v  

nghiêm tr ng  g y ảnh hưởng rất l n v  kh  khăn  ho vi     nh t       lo i   y 

tr ng n i  hung v    y  ậu tương n i riêng   o     giải ph p  h n t o gi ng  ậu 

tương    khả năng  h u h n t t ứng ph  v i bi n   i kh  hậu v  hi n tương  l 

Nino l  vấn     ấp thi t  m ng t nh th i s  ở Vi t N m   ng như   i v i nhi u 

qu   gi  trên th  gi i  

Đ   t nh  h u h n   h u m n v   h u     str ss phi sinh h   kh         y 

 ậu tương  o nhi u g n quy   nh  sản ph m         g n n y liên qu n tr   ti p 

  n s  bi u hi n khả năng  h u h n như g n liên qu n   n t ng h p prolin   s  

https://vi.wikipedia.org/wiki/Qu%E1%BB%91c_gia
https://vi.wikipedia.org/wiki/%C4%90%C3%B4ng_b%C3%A1n_c%E1%BA%A7u
https://vi.wikipedia.org/w/index.php?title=Kh%C3%B4_h%E1%BA%A1n&action=edit&redlink=1
https://www.google.com.vn/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjQmciyy5fLAhUk6aYKHRhtA24QFggjMAE&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FAustralia&usg=AFQjCNHFlvrvawQf2lvHUjfQmZM9BO-ySw&bvm=bv.115339255,d.dGY
https://vi.wikipedia.org/wiki/Philippines
https://vi.wikipedia.org/wiki/Indonesia
https://vi.wikipedia.org/wiki/Th%C3%A1i_Lan
https://vi.wikipedia.org/wiki/Vi%E1%BB%87t_Nam
https://vi.wikipedia.org/wiki/H%E1%BA%A1n_h%C3%A1n
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k o   i r     ho   g n  i u ho  ho t  ộng     nh m g n  h u h n  Nghiên  ứu 

s  bi u hi n     g n  i u ho  s  phiên mã     nh m g n  h ng  h u     y u t  

bất l i phi sinh h   l     h ti p  ận   y hứ  h n trong s  ph t tri n gi ng  ậu 

tương  h ng  h u kh  h n  m n  nhi t   v  ưu vi t hơn k  thuật  huy n g n 

 hứ  năng  ơn l   Vì vậy  vi   tăng  ư ng bi u hi n g n    khả năng  i u ti t 

    một y u t  phiên mã k  h th  h bi u hi n     nhi u g n mụ  tiêu ki m so t 

    t nh  h u h n   h u m n l  rất qu n tr ng  Một s  g n ở  ậu tương  ã  ư   

m  tả l     phản ứng v i t    ộng     h n ở mứ  phiên mã  Prot in  R   

(dehy r tion r sponsiv   l m nt bin ing) l  một ph n h      nh n t  phiên mã 

 P   R      hứ  năng  i u khi n s  bi u hi n     một s  g n  ảm ứng v i 

str ss h n t  ngo i  ảnh  n ng   o khả năng  h u h n ở nhi u lo i th   vật  trong 

       ậu tương  Trình t  cis v  nh n t  trans giữ v i trò qu n tr ng trong s  

bi u hi n     g n   p ứng t    ộng     h n   R   - nh n t     t    ộng trans 

   th  liên k t v i trình t  cis    k  h ho t bi u hi n g n mụ  tiêu khi    t n hi u 

str ss ở th   vật  Ph n h   R   ở   y  ậu tương g m     th nh viên  ư   x   

  nh    trong h  g n     l      g n  m        m        m       

 m        m        m        m        m      v   m       

Tuy nhiên một v i th nh viên trong s  n y  òn  hư  r  t    ộng  ụ th  như th  

n o   i v i t nh  h u h n  trong       g n GmDREB6. Ti p  ận ứng  ụng k  

thuật  huy n g n mã h   nh n t  phiên mã  R   v  l m r   hứ  năng     một 

v i g n GmDREB  nh m  ải thi n     t nh  i truy n  t o  òng   y  ậu tương 

 huy n g n th  h nghi v i  i u ki n h n  ư       bi t qu n t m  Vì vậy  g n mã 

h   nh n t  phiên mã  R   liên qu n   n t nh  h ng  h u các stress phi sinh 

h    trong       t nh  h u h n h n  ư   l    h n l m g n  huy n trong nghiên 

 ứu ứng  ụng k  thuật  huy n g n nh m n ng   o khả năng  h u h n       y 

 ậu tương   

Xuất ph t t  những  ơ sở trên  h ng t i  ã ti n h nh    t i: “Nghiên  ứu 

 ướ  đầu tạo dòng đậu tương  huyển gen  m       ó khả năng  hịu hạn   o” 
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2. Những đóng góp khoa học của đề tài 

Đ  t i l    ng trình nghiên  ứu    h  th ng  t  vi   ph n lập g n  thi t k  

v  tor  huy n g n   n ph n t  h bi u hi n g n, t o  òng  ậu tương  huy n g n 

v  ph n t  h bi u hi n     t nh sinh h       g n  huy n  

Cụ thể l : 

1) Đã ph n lập  ư c  o n mã h       g n GmDREB6 t  gi ng  ậu tương 

DT2008 v i k  h thư   là 693 bp mã hóa 230 amino acid. Thi t k  th nh   ng 

v  tor  huy n g n pBI121_GmDREB6  hứ  trình t  g n GmDREB6 nh n t o. Gen 

 huy n GmDREB6  ã h p nhất v o h  g n v  ho t  ộng t t trong   y thu   l     

2) Đã t o  ư   1    y  ậu tương  huy n g n sinh trưởng  ph t tri n bình 

thư ng trong  i u ki n nh  lư i  Đã  hứng minh  ư   g n  huy n GmDREB6 

 ư    i truy n t  th  h  T  s ng th  h  T1 v   ư   bi u hi n th nh prot in t i t  

h p  R  6   

3) Đã  hứng minh  ư   s  bi u hi n m nh     g n  huy n GmDREB6  ã 

l m tăng ho t  ộng phiên mã     g n GmP5CS và  ải thi n s  t  h l y prolin  

trong   y  huy n g n   

4) T o  ư      òng  huy n g n T2-2, T2-4, T2-7 và T2-10 ở th  h  T  có 

mứ   ộ phiên mã     gen GmP5CS  s  t  h l y  mino   i  prolin  v  khả năng 

 h u m n   h u h n   o hơn       y   i  hứng kh ng  huy n g n  

3. Ý nghĩa khoa học và thực tiễn của đề tài  

K t quả nghiên  ứu   t  ư          t i    gi  tr  kho  h   v  th   ti n 

trong ti p  ận nghiên  ứu n ng   o khả năng  h ng  h u     str ss phi sinh h   

      y  ậu tương b ng k  thuật  huy n g n  

Về mặt khoa học 

K t quả nghiên  ứu        t i g p ph n l m s ng tỏ      i m  ấu tr   và 

 hứ  năng     GmDREB và GmDREB6       y  ậu tương  
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Ph t tri n th nh   ng  ấu tr   v  tor m ng g n  huy n GmDREB6 v  s  

bi u hi n m nh     prot in t i t  h p  R  6  ã l m tăng t  h l y prolin ở   y 

 ậu tương. C    òng  ậu tương  huy n g n    khả năng  h u h n t t hơn   y   i 

 hứng kh ng  huy n g n  có gi  tr  l m nguyên li u  ho  h n gi ng  ậu tương 

 h u h n. 

C   b i b o  ăng tải trên     t p  h  kho  h  -  ng ngh  qu   t  v  trong 

nư   l  những tư li u    gi  tr  sử  ụng trong nghiên  ứu v  giảng   y  

Về mặt thực tiễn 

V  tor  huy n g n pBI121_GmDREB6    th  sử  ụng  huy n v o gi ng 

 ậu tương kh   ho   lo i   y tr ng kh   trong mụ     h l m tăng  ương khả 

năng  h ng  h u       y  huy n g n  C    òng  huy n g n l m nguyên li u  ho 

 h n gi ng    t o r      gi ng  ậu tương    t nh  h u h n  ư    ải thi n  C   

k t quả nghiên  ứu ph n lập v  bi u hi n g n GmDREB6  t o  òng   y  ậu 

tương  huy n g n  ã g p ph n giải quy t  ơ sở lý luận     vấn    n ng   o khả 

năng  h ng  h u b ng tăng  ư ng bi u hi n g n mã h   nh n t  phiên mã  K t 

quả nghiên  ứu l   ơ sở kho  h   vững  hắ   ho hư ng nghiên  ứu ứng  ụng k  

thuật  huy n g n v o vi    ải thi n khả năng  h ng  h u       y  ậu tương  mở 

r  tri n v ng hư ng ứng  ụng   ng ngh  g n trong  h n gi ng  ậu tương  
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Chƣơng 1. MỤC TIÊU, NỘI DUNG, ĐỐI TƢỢNG, PHẠM VI, 

                  CÁCH TIẾP CẬN VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

1.1. MỤC TIÊU VÀ NỘI DUNG NGHIÊN CỨU 

1.1.1. Mục tiêu nghiên cứu 

i) Ph n t  h  ư   ho t  ộng v   hứ  năng sinh h       g n  huy n 

GmDREB6 trên cây mô hình; 

ii) T o   ư     òng    y  huy n g n    khả năng  h u h n   o hơn   y   i 

 hứng b ng k  thuật  huy n g n mã h   nh n t  phiên mã GmDREB6 

1.1.2. Nội dung nghiên cứu 

  i dung    Nghiên  ứu thi t k  ve tor  huyển gen th   vật m ng gen m  hó  

nh n t  phiên m   m      

Nghiên  ứu th ng tin g n GmDREB6, thi t k    p m i nh n g n 

GmDREB6  T  h  òng ph n tử v  giải trình t  g n GmDREB6.  

T  th ng tin v  g n GmDREB6 ph n lập  ư   v  trình t  g n GmDREB6 

trên GenBank thi t k  v  t ng h p  ấu tr   g n  huy n GmDREB6 nh n t o  

Thi t k  v  tor  huy n g n th   vật m ng  ấu tr    hứ  g n mã h   nh n 

t  phiên mã GmDREB6; 

T o  òng vi khu n Agrobacterium t i t  h p m ng  ấu tr   g n mã h   

nh n t  phiên mã  R  6; 

  i dung    Ph n t  h hoạt đ ng     ve tor  huyển gen  m      trên   y 

thu   l  m  h nh 

T o   y thu   l   huy n g n b ng phương ph p  huy n g n gi n ti p th ng 

qua A. tumefaciens 
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Ph n t  h s     m t v  s   ung h p     g n  huy n v o h  g n   y thu   l  

b ng PCR v  South rn blot  

Ph n t  h s  bi u hi n     g n  huy n GmDREB6 ở   y thu   l   huy n g n. 

  i dung    Nghiên  ứu  huyển gen  m      v  tạo   y đậu tương  huyển gen 

Chuy n  ấu tr   m ng g n  huy n v o  ậu tương nh  vi khu n 

Agrobacterium l y nhi m qu  n  h l  m m h t  h n.  

T i sinh  h i  r  r    h n l   b ng kh ng sinh v  t o   y  ậu tương  huy n 

gen T0.  

R    y  ậu tương  huy n g n T0 v  tr ng trong nh  lư i  

  i dung  :  h n t  h  iểu hi n     gen  huyển       dòng đậu tương  huyển gen 

Phân tích   y  ậu tương  huy n g n b ng x     nh s     m t     g n 

 huy n b ng PCR v  l i South rn   

Ph n t  h s  bi u hi n     g n  huy n ở mứ  phiên mã b ng RT-PCR, Real 

time RT-PCR v  s  bi u hi n prot in t i t  h p  m R  6 b ng W st rn blot. 

  i dung     h n t  h s   iểu hi n  hứ  năng sinh h       gen  huyển 

GmDREB6 

Ph n t  h s  bi u hi n  hứ  năng sinh h       g n  huy n th ng qu  so s nh 

khả năng t  h l y prolin  giữ    y  huy n g n v    y kh ng  huy n g n  

1.2. ĐỐI TƢỢNG VÀ VẬT LIỆU NGHIÊN CỨU 

1.2.1. Đối tƣợng nghiên cứu 

Nghiên  ứu      i m và bi u hi n g n gen GmDREB6       y  ậu tương; 

Ứng  ụng k  thuật  huy n g n nh  vi khu n Agrobacterium v  t o   y  ậu 

tương  huy n g n có khả năng  h ng  h u str ss phi sinh h  .  

1.2.2. Vật liệu thực vật 

Sử  ụng gi ng  ậu tương DT84 l m vật li u nhận gen trong  huy n g n do 

Vi n  i truy n N ng nghi p  ung  ấp  
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Cây thu   l  trong  ng nghi m lưu giữ trong phòng th  nghi m thuộ   ộ 

môn Sinh h   hi n   i& i o  ụ  sinh h    Kho  Sinh h    Trư ng Đ i h   Sư 

ph m-Đ  Thái Nguyên  ung  ấp  Thu   l   ư   sử  ụng l m cây mô hình trong 

th  nghi m bi u hi n g n GmDREB6. 

1.2.3. C c chủng vi khu n và c c lo i vector 

C    h ng vi khu n v      lo i v  tor sử  ụng trong nghiên  ứu  ư    ung 

 ấp t  Vi n C ng ngh  sinh h   - Vi n   n l m Kho  h   & C ng ngh  Vi t 

N m g m: Escherichia coli    α  A. tumefaciens CV58, A.tumefaciens AGL1; 

v  tor  huy n g n pBI121 sử  ụng trong qu  trình nh n  òng  thi t k  v  tor 

 huy n gen và l y nhi m v o th   vật   

1.2.4. Thiết kế, tổng hợp gen GmDREB6 và c c cặp mồi PCR 

-     trên những th ng tin v  g n GmDREB6 ph n lập t  gi ng  ậu tương 

 T   8 v  trình t  g n GmDREB6 m ng mã s  EF551166 trên GenBank [26], 

g n nh n t o GmDREB6  ư   thi t k , t ng h p và gắn trong vector pUC18 

(pUC18_GmDREB6). 

- Sử  ụng   p m i DREB6-F/DREB6-R    nh n bản g n GmDREB6 t  

gi ng  ậu tương  T   8;   p m i XbaI-DREB6-F/ DREB6-SacI-R sử  ụng 

trong ki m tr  s     m t     g n  huy n GmDREB6  trong   y  huy n g n;   p 

m i qGmP5CS-F/ qGmP5CS-R và qAct-F /qAct-R sử  ụng trong ph n t  h R  l 

time RT-PCR. Trình t  nu l oti             p m i  ư   trình b y ở bảng 1 1  

1.2.5. Hóa chất, thiết bị nghiên cứu 

C   lo i K t th o t   ph n tử t      hãng   rm nt s   io-N  r như: k t 

Trizol Reagents - tách  hi t RN  t ng s ; k t M xim ®  irst Str n    N  

Synthesis - t ng h p   N ; k t   n J T PCR Purifi  tion - tinh s  h sản ph m 

PCR; kít Plasmid Extraction - t  h  hi t pl smi  t  vi khu n   
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Bảng 1.1. Trình t  nu l oti             p m i sử  ụng trong nghiên  ứu 

Primers Nu l oti   s qu n   ( ’ - 3’) Size  

DREB6-F/ 

DREB6-R 

ATGGTCATGGAAGAATCTAAC 
693 BP 

TTAATATGATTCCCATAGA 

XbaI-DREB6-F/ 

DREB6-SacI-R: 

ATGAAGTTCAACCAACCACTTCAT 
741 bp 

ATTCAGATCCTCTTCTGAGATGAGT 

nptII-F /nptII-R 
GAGGCTATTCGGCTATGACTG 

963 bp 
ATCGGGAGCGGCGATACCGTA 

qGmP5CS-F/ 

qGmP5CS-R 

CGAACTGAGCTTGCAGAGGGGC 
165 bp 

TCGCTTAGCCTCCTTGCCTCC 

qAct-F /qAct-R  
GATCTTGCTGGTCGTGATCTT 

152 bp 
GTCTCCAACTCTTGCTCATAGTC 

pUC18-F/pUC18-R 
 GTAAAACGACGGCCAGT  

840 bp 
 CAGTATCGACAAAGGAC  

C   lo i  nzym  sử  ụng     hãng   rm nt s: XbaI, SacI, DNA T4 

lig s      C   ho   hất: b  to p pton  y  st  xtr  t   g ros   su ros   glu os   

trypton, X-gal, KCl, Tris HCl, EDTA, NaOH, MgSO4, MgCl2, Glycerol, CaCl2; 

    lo i kh ng sinh k n my in  rif my in     fot xim     rb ni illin             

hãng   rm nt s  Invitrog n  Sigm    m rsh m v  một s  hãng h    hất khác. 

M y PCR Syst m 9    ( ppi    iosyst m  M )  m y  i n  i Pow rp  3   

(Bio-R    M )  m y soi  N  (Mini-transllumminatior, Bio-R    M )  m y 

Voltex (Mimish k r  IK   Đứ )  m y ly t m  m y xung  i n Pluls r  m y x   

  nh h m lư ng nu l i    i  N no rop    ng v i     thi t b  hi n   i kh    

1.3. PHẠM VI VÀ ĐỊA ĐIỂM NGHIÊN CỨU 

1.3.1. Ph m vi nghiên cứu 

Đ  th   hi n  ư   mụ  tiêu   t r      t i th   hi n trong ph m vi nghiên 

 ứu như: (1) Ph n lập g n mã h   nh n t  phiên mã  m R  6 t  gi ng  ậu 

tương  h u h n  T   8   ng v i vi   ph n t  h g n GmDREB6 trên GenBank 
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      th ng tin v       i m     g n l m  ơ sở  ho vi   thi t k  g n GmDREB6 

nh n t o  (2) Sử  ụng g n GmDREB6 thi t k  v  tor  huy n g n th   vật v  

ph n t  h bi u hi n g n GmDREB6 ở   y thu   l  m  hình. (3) Chuy n g n 

GmDREB6 v o gi ng  ậu tương  T84 v  ph n t  h   y  huy n g n  

1.3.2. Địa điểm nghiên cứu 

C   th  nghi m ph n lập g n   huy n g n  ư   th   hi n t i Phòng th  

nghi m C ng ngh  t  b o th   vật  Kho  Sinh h    Trư ng Đ i h   Sư ph m - 

Đ i h   Th i Nguyên  Th  nghi m  huy n g n th   hi n t  năm   17   n th ng 

12 năm   18   

Th  nghi m thi t k  v  tor  huy n g n v  ph n t  h bi u hi n gen  ư   ti n 

h nh t i phòng C ng ngh  t  b o th   vật v  Phòng th  nghi m tr ng  i m C ng 

ngh  g n thuộ  Vi n C ng ngh  sinh h   - Vi n   n l m Kho  h   v  C ng 

ngh  Vi t N m   

1.4. CÁCH TIẾP CẬN VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

1.4.1. C ch tiếp cận nghiên cứu 

T o  òng   y  ậu tương    khả năng  h ng  h u     y u t  bất l i phi sinh 

h    ư   ti n h nh th o    h ti p  ận ứng  ụng k  thuật  huy n g n   ụ th  l : (i) 

Nh n bản  t  h  òng v  x     nh trình t  g n mã h   nh n t  phiên mã 

GmDREB6 t    y  ậu tương; (ii) Sử  ụng th ng tin v  trình t  g n ph n lập  ư   

v  trình t  g n GmDREB6  trên   n  nk    thi t k  v  tor  huy n g n v   huy n 

v o   y  ậu tương nh m t o  òng  ậu tương  huy n g n  (iii) Ph n t  h g n 

 huy n v    nh gi       òng   y  ậu tương  huy n g n t o vật li u t o gi ng  ậu 

tương    khả năng  h u h n. 

1.4.2. Phƣơng ph p nghiên cứu 

               th  nghi m c a  ề t i 

 C   th  nghi m trong    t i  ư   th   hi n th o sơ    ở hình 1 1. 
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Hình 1.1. Sơ    th  nghi m t ng qu t 

         Phư ng pháp phân lập gen  m      t  câ   ậu tư ng 

 Thu thập th ng tin v  g n GmDREB6       y  ậu tương  Thi t k    p 

m i nhân gen GmDREB6     trên trình t  g n m ng mã s  EF551166   ng b  

trên GenBank [26]. 

T  h  hi t RN  t ng s  b ng    h sử  ụng Trizol R g nts (    hãng 

Invitrog n) th o  h   ẫn     nh  sản xuất   
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T o   N  b ng phản ứng phiên mã ngư  :  RN t ng s   ư   sử  ụng 

l m khu n    t ng h p    N    N   ư   t ng h p th o quy trình 

RevertAidTMH Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas). Khu  h   i 

gen GmDREB6 t    N ; 

Tinh s  h v  gắn  o n g n v o v  tor t  h  òng p T  bi n n p v  tor t i t  

h p v o t  b o khả bi n E.coli DH5α, t  h pl smi  t i t  h p  

X     nh trình t  g n trên thi t b  giải trình t   N  t   ộng  Xử lý v  ph n 

tích trình t  b ng     ph n m m  huyên  ụng ( io  it   N st r v   l st trong 

NCBI. 

1.4.2.3. Thiết kế vector chu  n gen thực vật v  tạo vi khuẩn A. tumefaciens tái 

tổ hợp 

Sử  ụng v  tor  huy n g n pBI121    s   i u khi n     promotor 35S và 

gh p n i g n GmDREB6 nh n t o nh   nzym  n i lig s . V  tor  huy n g n 

mang gen GmDREB6  ư   thi t k  th o h i bư    ơ bản: (1) thi t k   ấu tr   

 ộ  lập b o g m g n GmDREB6  ph n  o n  my  v  v  tr   ắt       p  nzym  

XbaI / SacI (GmDREB6-cmyc); ( )  hèn  ấu tr   v o v  tor  huy n g n th   

vật  p I1 1    t o th nh v  tor t i t  h p pBI121_GmDREB6. Ki m tr  v  tor 

t i t  h p b ng R   Ch n  òng v  tor t i t  h p băng  olony-PCR. 

T o vi khu n A. tumefaciens t i t  h p m ng  ấu tr   g n GmDREB6. Ch n 

 òng A. tumefaciens t i t  h p b ng  olony- PCR. 

         Kỹ thuật chu  n gen v o thuốc lá v   ánh giá hoạt   ng c a vector 

chu  n gen 

Nu i  h n l   A.tumefaciens trong 1 ml m i trư ng L  lỏng b  sung 

kh ng sinh  h n l   t o    h huy n ph   Nu i phụ  h i ở  8oC   t O 600nm = 

0,8  Ly t m thu   n t  b o v  hò    n trong m i trư ng CCM   

Chuy n   i v o thu   l  thông qua A.tumefaciens v  t i sinh   y thu   l  

 huy n g n  ư   ti n h nh như s u: L  thu   l   ư    ắt th nh     mảnh 1 × 1 

 m  ng m trong t  b o huy n ph      A.tumefaciens t i t  h p trong 1  ph t  v  
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s u    t i sinh     h i trên m i trư ng MS    thêm   P v  k n my in  C c 

 h i  huy n v o m i trư ng RM    t o r     b  sung kanamycin. Các cây con 

 ư   tr ng trong nh  lư i. 

Đ nh gi  ho t  ộng     v  tor  huy n g n m ng  ấu tr   GmDREB6 trên 

  y  huy n g n b ng PCR  South rn blot v  RT-PCR. 

1.4.2.5. Kỹ thuật chu  n gen v o nách lá mầm  ậu tư ng giống  T84 

Phương ph p  huy n g n th ng qu  n  h l  m m  ư   ti n h nh     trên 

nghiên  ứu     Olhoft v   tg (   1) [36]. Thành ph n m i trư ng nu i  ấy in 

vitro v  t i sinh   y  ậu tương  huy n g n  ư   trình b y ở bảng 1    

C  th  trình b y t m tắt th  nghi m  huy n g n v  t o các dòng   y  ậu 

tương  huy n g n m ng  ấu tr    hứ  g n  huy n GmDREB6 ở gi ng  ậu tương 

DT84 như s u: 

(1) Khử tr ng h t: Ch n h t  ậu tương m y  m i thu ho  h     khả năng 

nảy m m  Khử tr ng h t b ng kh   lo trong 1  gi   

( ) T o nguyên li u nhận g n v  l m m i A.tumefaciens t i t  h p 

  t s u khi khử tr ng  ư   nảy m m trên m i trư ng  M (mu i    

3,052g/l + su ros    g l +  g r 6g l + vit min    1mg l)  M m   ng y tu i  ắt 

bỏ th n v  r  m m  thu l  m m  

(3)   y t n thương n  h l  m m trong    h khu n A.tumefaciens và lây 

nhi m khu n v o l  m m trong 3  ph t  

( ) Đ ng nu i  ấy trong m i trư ng CCM (mu i  5 0,316 g/l  + MES 3,9 g/l 

+  ư ng (3  g l) +  g r (9 g l)  p  =         sung trong box vit min  5 (1 mg/l) + 

acetosyringon (0,2 mM) + L-cystatin (400 mg/l) + sodium thiosulfate (200 mg/l) + 

DTT (154 mg/l) + GA3 (0,25 mg/l) + BAP (2,5 mg/l). 

( ) Cảm ứng t o     h i trên m i trư ng SIM l n 1 (mu i    (    g l ) + 

M S (  6 g l) +  ư ng (3  g l) +  g r (9 g l)  p  =   6     sung trong box 

vitamin B5 (1 mg/l) + BAP (3,5 mg/l) + cefotaxim 400 mg/l + kanarmycine 50 
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mg/l) v  SIM l n   (mu i    (3     g l ) + M S (   9 g l) +  ư ng (3  g l) + 

agar (9 g/l), PH = 5,6.    sung vit min    (1 mg l) +   P (3   mg l) +     mg l 

+ kanarmycine 75 mg/l). 

 

 

Bảng 1.2. Thành ph n     m i trư ng trong t i sinh   y  ậu tương 

Môi trƣờng Thành phần 

Nảy m m 

(MS) 

Mu i B5(3,052 g/l) +  ư ng (30 g/l) + agar (9 g/l), pH = 5,8 + 

vitamin B5 (1 mg/l).0 

Đ ng nuôi 

cấy (CCM) 

Mu i B5 (  316 g l ) + M S (3 9 g l) +  ư ng (30 g/l) + agar (9 g/l), 

pH = 5,4. B  sung trong box vitamin B5 (1 mg/l) + acetosyringon (0,2 

mM) + L-cystatin (400 mg/l) + sodium thiosulfate (200 mg/l) + DTT 

(154 mg/l) + GA3 (0,25 mg/l) + BAP (2,5 mg/l) 

Cảm ứng t o 

ch i (SIM) 

-M i trư ng SIM l n 1: Mu i    (    g l ) + M S (  6 g l) +  ư ng 

(30 g/l) + agar (9 g/l), pH = 5,6. B  sung trong box vitamin B5 (1 

mg/l) + BAP (3,5 mg/l) + cefotaxim 400 mg/l + kanarmycine 50 

mg/l 

- M i trư ng SIM l n 2: Mu i B5 (3,052 g/l ) + MES (0,59 g/l) + 

 ư ng (30 g/l) + agar (9 g/l), PH = 5,6. B  sung vitamin B5 (1 

mg/l) + BAP (3,5 mg/l) + 400 mg/l + kanarmycine 75 mg/l 

Kéo dài ch i 

(SEM) 

MS (  3 g l) + M S (  6 g l) +  ư ng (30 g/l) + agar (9 g/l), pH = 

5,6. B  sung trong box vitamin B5 + L-asparagine + L-pyron 

glutamic acid + IAA (0,1 mg/l)+ GA3 (0,5 mg/l) + cefotaxim 400 

mg/l + kanarmycine 50 mg/l 

T o r  (RM) MS (1,58 g/l) + MES (0,59 g/l) +  ư ng (30 g/l) + agar (9 g/l), pH 

= 5,6. B  sung IAA (0,5 mg/l)+ vitamin B5 (1 mg/l) + cefotaxim 

400 mg/l + kanarmycine 50 mg/l 
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(6) Th  nghi m k o   i  h i:  ắt bỏ l  m m v   huy n s ng m i trư ng k o 

  i  h i S M (MS (  3 g l) + M S (  6 g l) +  ư ng (30 g/l) + agar (9 g/l), pH = 

  6     sung trong box vit min  5 + L-asparagine + L-pyron glutamic acid + IAA 

(0,1 mg/l)+ GA3 (0,5 mg/l) + cefotaxim 400 mg/l + kanarmycine 50 mg/l). 

( ) T o r : Ch i  ư    huy n s ng m i trư ng r  r  RM (MS (1,58 g/l) + 

MES (   9 g l) +  ư ng (3  g l) +  g r (9 g l)  p  =   6     sung I   (    

mg/l)+ vitamin B5 (1 mg/l) + cefotaxim 400 mg/l + kanarmycine 50 mg/l). 

(8) R    y: C y  huy n g n v    y kh ng  huy n g n in vitro  ư    huy n r  

tr ng trên gi  th  v i tỷ l  1 trấu hun: 1   t v ng trong  i u ki n nh  lư i  

1.4.2.6. Phân t ch,  ánh giá câ  chu  n gen 

- Ph n t  h s     m t     g n  huy n GmDREB6 b ng PCR v  b ng South rn 

blot.  

- Ph n t  h s  bi u hi n     g n  huy n GmDREB6 ở mứ  phiên mã b ng 

RT-PCR, Real time RT-PCR v  ở mứ     h mã t o prot in t i t  h p b ng 

phương ph p  i n  i prot in  k  thuật W st rn blot. 

- Đ nh gi   hứ  năng sinh h       g n  huy n th ng qu  ph n t  h  so s nh 

h m lư ng prolin  giữ   òng   y  huy n g n v    y kh ng  huy n g n (WT) 

trong  i u ki n xử lý b ng str ss mu i  

Kiểm tra sự có mặt của gen chuyển trong cây chuyển gen bằng PCR 

T  h  hi t  N  t ng s  t  l    y  huy n g n v  th   hi n phản ứng PCR 

v i   p m i     hi u XbaI-DREB6-F/ DREB6-SacI-R    x     nh s     m t     

gen GmDREB6 trong   y thu   l  v    y  ậu tương  huy n g n  Sản ph m PCR 

nh n bản g n GmDREB6  ư   ki m tr  b ng  i n  i trên g l  g ros  1     

Phƣơng ph p Southern blot 

Đ  ki m tr  s     m t     g n  huy n v  s  bản s o m  g n  huy n 

GmDREB6 h p nhất v o h  g n   y  huy n g n   h ng t i th   hi n South rn 

blot th o m  tả     South rn (19  ) [44] v i     bư    ơ bản s u: 
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(1) T  h  hi t  N  t ng s        y  huy n g n   n ph n t  h    t n ng  ộ 

1  µg mẫu  N  t ng s   S u    ti n h nh tinh s  h  N  t ng s     phụ  vụ 

 ho phản ứng  ắt bởi  nzym  gi i h n  

( )  N  t ng s   ư   t  h  ảm bảo  ộ tinh s  h  ho phản ứng  ắt bởi 

 nzym  gi i h n v i th nh ph n v   i u ki n phản ứng ở bảng 1.3.  

Bảng 1.3. Thành ph n phản ứng cắt DNA t ng s  b ng SalI 

STT Thành phần Nồng độ Thể tích (μl) 

1 Enzyme SalI 10u/µl 5 

2 Buffer 10 X 5 

3 DNA 3  µg  μl 30 

4 Nư   khử ion -  

T ng 50 

Điều ki n phản ứng:    
o
C để qu  đêm 

 

(3) Đi n  i sản ph m  ắt  N  t ng s  trên g l  g ros  1   ở  i n th  thấp 

trong th i gi n   i (6 gi )  

(4) Chuy n lên m ng nitro  llulos : M ng l i  ư    ắt v   v i bản g l v  

  t  ư i bản g l  một  ột giấy  ư     t ph    ư i nh m t o  p l   th m thấu 

trong khi  ung    h  huy n m ng thấm truy n t  trên th ng qu      tấm giấy l   

 ư    ấp t  kh y   ng buff r  Qu  trình  huy n m ng ho n tất s u 3 gi  v i bản 

g l   y  ư i   mm  ho   qu   êm  S u khi  huy n m ng  m ng l i  ư   rử  v i 

 ung    h  X SSC v  ti n h nh l i v i mẫu  ò  

( ) T ng h p mẫu  ò (prob ) 

Mẫu dò gen  mDREB6: Nh n  òng trình t  g n GmDREB6 t  pl smi  

pUC18_GmDREB6 b ng phản ứng PCR v i m i     hi u XbaI-DREB6-F/ 

DREB6-SacI-R ( ảng 1 1).  

Mẫu dò gen npII: Nh n  òng trình t  g n npII t  pl smi  m ng g n nptII 

b ng phản ứng PCR v i m i     hi u nptII-F/nptII-R. 
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Mẫu PCR  ư    i n  i ki m tr  trên g l  g rose 1,0   Sản ph m PCR 

 ư   tinh s  h b ng k t tinh s  h PCR  ư   sử  ụng l m khu n  ho phản ứng 

t ng h p mẫu  ò th o hư ng  ẫn     bộ  iotin     L b l  N  L b ling Kit  

(6) Ti n l i v  l i: M ng l i  ư        nh b ng  ung    h ti n l i 

(200µl/cm2) trong 4h ở   °C trong  ng l i  S u       bỏ  ung    h ti n l i  b  

sung  ung    h l i (6  µl  m2)  l i qu   êm ở   °C  

( ) Rử  m ng: M ng l i  ư   rử    l n v i   m rử   x ở nhi t  ộ phòng  1 

l n v i   m rử  1x ở 6 °C trong 1  ph t    l n v i   m rử    1x ở 6 °C trong 

th i gi n 1  ph t  

(8)  i n m ng: Phứ  h p  nzym  Str pt vi in- P    khả năng gắn b m 

    hi u v i g   biotin trên mẫu  ò  Ngo i r    nzym   lk lin  phosph t s     

khả năng ph n h y  CIP-T (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate, p-toluidine 

salt) thành h p  hất    m u t m   n  Nh  vậy    th  ph t hi n mẫu  ò gắn v i 

 o n  N    n nghiên  ứu trên m ng l i  Quy trình n y  ư   th   hiên th o 

hư ng  ẫn     bộ kit  iotin Chromog ni    t  tion Kit (hãng Th mosi n  )  

Phân tích cây chuyển gen bằng lai Western  

Ki m tr  ho t  ộng     g n  huy n qu  s     m t     prot in t i t  h p 

GmDREB6 trong   y  huy n g n b ng Western blot [45] v i     bư    ơ bản 

s u: (1) T  h  hi t prot in t ng s  (nghi n     g lá trong nitơ lỏng v  ho  t n 

trong 1 ml PBS + Tween 0,05%, ly tâm 13000 vòng/phút trong 15 phút); (2) 

Đi n  i bi n t nh prot in trên g l poly  ryl mi   - S S 1  ; (3) Chuy n prot in 

trên g l  i n  i lên m ng l i nitro  llulos  b ng m y Pi r        st  lott r 

(  V  1 3 m  trong    ph t); ( ) M ng  hứ  kh ng nguyên  -my   ư   ph  

b ng    sữ  t  h b o ph  trong  ung    h P S + Tw  n       trong 16 gi ; ( ) 

L i kh ng th  1 (ng m m ng trong 1  ml  ung    h P S    sữ  t  h b o    

 hứ  kh ng th   -my  v i  ộ ph  loãng     l n  lắ  trong 3 gi  ở nhi t  ộ 

phòng); (6) Lai kháng th    (ng m m ng trong 1  ml  ung    h P S +    sữ  

t  h b o     hứ  kh ng th   nti-mous  Ig     gắn  RP ( ors  R  ish 
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P roxi  s ) trong   gi ); ( )  i n m u trong  ung    h     hứ   ơ  hất TM  

(3 3’    ’-t tr m thyl b nzi in ) ho       (3 3'-diaminobenzidine 

t tr hy ro hlori  )  hi n th  k t quả  ư i  nh s ng thư ng  

Phân tích cây chuyển gen bằng Real time RT-PCR  

Sử  ụng k  thuật qRT-PCR    ph n t  h bi u hi n     g n GmP5CS ở mứ  

phiên mã           y  ậu tương kh ng  huy n g n gen và các  òng  ậu tương 

 huy n g n GmDREB6 ở h i  i u ki n  trong  i u ki n bình thư ng v  strees 

mu i  Mứ   ộ bi u hi n phiên mã     g n GmP5CS  ư   x     nh b ng phản 

Real time RT-PCR v i thu   nhuộm huỳnh qu ng SY R  r  n I  RNA t ng s  

 ư    hi t r t b ng Kit TRIzol v  t ng h p   N  b ng Kit First Strand cDNA 

Synthesis. Actin là g n th m  hi u  ư   sử  ụng     hu n h   lư ng   N  

trong mỗi phản ứng qPCR  T nh to n mứ  bi u hi n b ng   ng thứ  R = 2–∆∆Ct  

theo Livak và Schmittgen 2001. 

Xử lý stress muối 

  t          òng  ậu tương  huy n gen ở th  h  T1 nảy m m v  ph t tri n 

thành cây T2 (T2-2, T2-4, T2-7, T2-10) trong  hậu  hứ    t s  h  C    òng  ậu 

tương  huy n g n T2 và cây không  huy n gen sử  ụng ph n t  h bi u hi n     

gen GmP5CS trong  i u ki n str ss mu i  Xử lý       y  ậu tương non ở gi i 

 o n b  l   h t b ng N Cl trong 7 ngày; các cây không xử lý (  i  hứng)  ư   

tư i   ng y một l n ( i u ki n bình thư ng) v  trong  i u ki n str ss mu i    th  h 

nghi v i  ộ m n  Xử lý str ss mu i ở h i mứ  NaCl 150 mM và NaCl 300 mM. 

Phân tích hàm lƣợng proline trong cây chuyển gen 

Ph n t  h h m lư ng prolin  ở h i  h   ộ   i u ki n bình thư ng v  stress 

h n mu i    m lư ng prolin        y  huy n g n  ư   x     nh b ng phương 

ph p       t s và cs (1973) [3]  N ng  ộ prolin  trong l    a các dòng  huy n 

gen g n v    y kh ng  huy n g n  ư   ph n t  h s u 7 ng y trong  i u ki n 

stress mu i    m lư ng prolin   ư   bi u th  b ng μmol/g kh i lư ng tươi  
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Chƣơng 2. NỘI DUNG VÀ KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

2.1. TỔNG QUAN TÌNH HÌNH NGHIÊN CỨU THUỘC LĨNH VỰC CỦA 

ĐỀ TÀI  

2.1.1.  Cơ chế chịu h n của thực vật  

Str ss phi sinh h   l  nguyên nh n  h nh  ẫn   n mất m   trên to n th  

gi i  g y r  thi t h i   n năng suất bình qu n hơn     ở nhi u lo i   y tr ng 

[4]  Trong s      str ss phi sinh h    h n l  y u t   h nh l m giảm năng suất   y 

tr ng  Str ss h n ph  v  s    n b ng nội m i v  ph n b  ion trong t  b o [68]. 

C y tr ng phản ứng v i     str ss h n th ng qu       on  ư ng truy n tin v  

phản ứng t  b o như t ng h p     prot in str ss  tăng  ư ng      hất  h ng oxi 

h    t  h l y      hất t n [10]. C   nghiên  ứu g n   y  ho thấy  h n g y r  

những t    ộng tiêu     ở tất  ả      ấp  ộ v      gi i  o n ph t tri n     th   

vật  Đ  kh ng l i     str ss h n  trong th   vật  i n r   huỗi     qu  trình h   

sinh, v i s  th m gi      rất nhi u y u t   Trong  i u ki n h n      phản ứng 

sinh h   kh   nh u  ư   k  h ho t trong   y  t  h l y nhi u lo i  hất    hò  t n  

như  ư ng   xit  min  gly in  b t in  v  poly min     gi p       y tr ng   i 

ph  v i h n [19], tăng h m lư ng      hất  h ng oxy h     h ng h n như 

glutathione S-transferase (GST), superoxide dismutase (SOD), guaiacol 

peroxidase (POD) và catalase (CAT) [1]. 

  n   y  những hi u bi t v  bi u hi n g n   ơ  h  phiên mã v   ơ  h  

truy n t n hi u phản ứng v i stress h n       y tr ng  ã  ư     ng b  [70]  

Những ph n t  h sinh h   ph n tử v   i truy n h    ã t o n n tảng  ho những 

kh m ph   hứ  năng g n v  ứng  ụng trong k  thuật  i truy n v i vi   sử  ụng 

một s  g n  hứ  năng ho   một s  g n  i u hò  liên qu n   n t nh  h u h n   h u 

m n       y tr ng  [56]. Vì vậy   ơ sở ph n tử     t nh  h u h n     th   vật n i 

 hung v    y  ậu tương n i riêng   ng   n  ư   s ng tỏ  C   g n phản ứng v i 

str ss h n    th  chia thành 2 nhóm chính: Nhóm gen chứ  năng m  sản ph m     

 h ng th m gi  tr   ti p v o     phản ứng str ss h n như g n  i u hò   p suất 
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th m thấu  g n mã h       prot in  h ng oxi h    g n mã h   prot in L   (L t  

 mbryog n sis  bun  nt)  g n mã h   prot in vận  huy n LTP (Lipi  tr sf r 

prot in)   qu porin; nh m g n  i u khi n  ho r      sản ph m b o g m     nh n 

t  phiên mã v      prot in kin s  truy n tin  C   nh n t  phiên mã liên qu n   n 

khả năng  h u h n   ng  ư   qu n t m nghiên  ứu b o g m   R    WRKY  

bZIP (Basic leucine zipper), MYB (Myeloblastosis oncogene), NCED và 

 P   R   C   prot in kin s  truy n tin b o g m: Prot in kin s  phụ thuộ  C 2+, 

MAPK (Mitogen activated protein kinase), RPK (Receptor-like protein kinase), 

PIK (Phophatidyl inositol kinase) và protein kinase serine/threonine [29]. 

S  bi u hi n         g n  ảm ứng v i h n liên qu n  h t  hẽ v i qu  trình 

phiên mã  S  bi u hi n         g n n y  h u ảnh hưởng rất nhi u     m i trư ng 

trong v  ngo i  ơ th  v  ở nhi u mứ   ộ  i u hò   C   nh n t  phiên mã 

(Transcription f  tors - T )   ng v i trò  i u khi n qu n tr ng     những th y 

  i trong bi u hi n g n v  phản ứng v i     str ss m i trư ng  C  th  thấy r  ở 

th   vật      g n mã h   nh n t  phiên mã  hi m ph n l n trong h  g n  V   ụ  

ở   y Arabidopsis      n 1    T  trong h  g n [47]  Nh n t  phiên mã T     

k  h th  h ho   ứ   h  qu  trình phiên mã  Cả h i lo i nh n t  k  h ho t v  ứ  

 h  qu  trình phiên mã   u  ã  ư   sử  ụng    l m tăng  ư ng khả năng  h u 

h n  ho   y tr ng v  h u h t     g n n y  ã  ư   x     nh v  ph n t  h ở   y 

Arabidopsis  [6]   i n n y  prot in  R   (một trong b n ph n h  l n     h  

 P   R ) l  nh m T   ư   nghiên  ứu v  thu  ư       k t quả khả qu n trong 

 i u ki n tr ss phi sinh h    bởi vì n  k  h ho t s  bi u hi n     nhi u g n mụ  

tiêu  h u tr  h nhi m ki m so t     y u t  liên qu n [19]. Wang và cs (2009) 

[60].Trong cây Arabidopsis nh n t  phiên mã  R   t    ộng   n     g n mụ  

tiêu  Trong s  những g n n y     16  g n      p ứng v i str ss phi sinh h   v  27 

g n  ảm ứng v i tình tr ng thi u nư   [30]. Như vậy nh n t  phiên mã trong 

ph n h   R   l    i tư ng hấp  ẫn  ho nghiên  ứu     t nh  h u h n v  tìm 

bi n ph p  ải thi n khả năng  h u h n       y  ậu tương  
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2.1.2. Họ nhân tố phiên mã AP2 và phân họ DREB 

Những T     th   ư   ph n  hi  th nh nhi u lo i kh   nh u     trên  ấu 

tr   v ng liên k t      h ng v i s i  N   C   nh n t  phiên mã l  nh n t     

t    ộng trans liên k t v i trình t  cis  ảm nhận v i trò trung t m ho t h   

promot r trong bi u hi n         g n mụ  tiêu  K t quả những ph n t  h v  ho t 

h   promot r phản ứng v i  i u ki n bất l i  trình t  cis v  nh n t     t    ộng 

trans liên qu n   n phản ứng         g n v i  i u ki n bất l i  ã  ư   x     nh  

[58].  

    P   R  l  một nh m l n     nh n t  phiên mã ở th   vật  b o g m 

b n ph n h  l n:  P  ( P T L   )  R V (R l t  to  I3 VP1)   R  

(Ethylene-responsive element binding factor) và DREB (Dehydration responsive 

element binding) [42]  V ng  P     khoảng 6   mino   i     liên qu n  h t  hẽ 

v i nh u [62]  Prot in thuộ  h   P   R    ng tìm thấy ở  ả những th   vật bậ  

thấp như tảo x nh (Chlamydomonas reinhardtii) [43]  tương   ng v i     mi n 

 P   R  ở vi khu n   o        giả thuy t  ho r ng     mi n  P   R   ư   

 huy n t  một lo i vi khu n Cyanobacterium  ộng sinh ho   t  một lo i vi khu n 

h y virus bởi hi n tư ng bi n n p g n [31]  Ở   u N v  ở   u C     v ng  P   R  

 hứ      một  o n xoắn β  tương t  như ki u xoắn α     hứ  năng nhận bi t  i m 

bám trên promoter [43]. 

T  những năm 8      th  kỷ XX      nh  kho  h   trên th  gi i  ã qu n 

t m nghiên  ứu v   R    giải trình t  nu l oti       g n  R   trên     lo i 

h      (Asteraceae)  hư ng  ương (Helianthus annuus), lúa mì (Triticum 

aestivum L )  v  k t quả trình t  g n  R   giữ      lo i   y tr ng v  ho ng   i 

 ã tìm thấy s  s i kh   giữ   h ng  T          nh  kho  h    ã    xuất phương  n 

 ải thi n khả năng  h ng  h u th ng qu  vi    ải ti n ở mứ  ph n tử      ơ  h  

n y v i  i u ki n bất l i trong m i trư ng s ng     l   huy n g n mụ  tiêu t  lo i 

 h ng  h u t t v o lo i  h ng  h u k m  Những g n n y b o g m  ả     g n  hứ  

năng  như g n mã h   những  hất  huy n h   qu n tr ng   i v i khả năng  h u 
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h n  ho   g n mã h       nh n t  phiên mã  Đ i v i   y  ậu tương  hư ng nghiên 

 ứu n y bư     u  ã   t  ư   những th nh   ng nhất   nh          

Nhi u th nh viên ph n h   R   phản ứng v i  i u ki n bất l i  ã  ư   

ph n lập v  m  tả  Những nghiên  ứu  ã kh ng   nh     g n trong ph n h  

 R   l  những th nh t  qu n tr ng  liên qu n   n s  phản ứng v i nh n t  phi 

sinh h   ở th   vật b ng    h  i u khi n bi u hi n g n th ng qu      trình t  

DRE/CRT [64]  Cho   n n y  nhi u nh n t  phiên mã thuộ  ph n h   R   t  

    lo i th   vật kh   nh u  ã  ư    hứng minh    liên qu n   n phản ứng     

str ss phi sinh h    Cụ th        R  1 v   R      ng v i trò qu n tr ng trong 

vi    h ng  h u str ss b ng    h  i u hò  bi u hi n     g n th ng qu  trình t  

 R  CRT trong     promot r ở những g n nh y  ảm v i str ss  Những nh n t  

phiên mã  k  h ho t g n  hứ  năng phiên mã th ng qu  liên k t v i     trình t  

 R  CRT    ho t h   promot r      h ng  [42]  Như vậy  k t quả ph t hi n     

g n trong ph n h   R   th m gi  v o qu  trình th  h nghi v i str ss  bioti  

b ng    h k  h ho t phiên mã th ng qu  liên k t v i     trình t   R  CRT trong 

    promot r  i u khi n     g n mụ  tiêu phản ứng v i     str ss l   ơ sở  ho 

vi   nghiên  ứu tăng  ư ng khả năng  h u h n       y  ậu tương b ng k  thuật 

bi u hi n m nh gen GmDREB (Overespression).  

Một s  th nh viên     ph n h  g n  R    ư   x     nh    trong h  g n 

      y  ậu tương Mỗi g n trong h  DREB    trình t    ộ   i kh   nh u nhưng 

  u  ư   bi u hi n m nh khi   y  ậu tương g p h n  Nh m  R  1  i u khi n 

t nh  h u h n  m n v  l nh; trong khi nh m  R       v i trò  h  y u trong  i u 

khi n t nh  h u h n   h u n ng  Ở Vi t N m  vấn    nghiên  ứu v   R   ở   y 

tr ng n i  hung v    y  ậu tương n i riêng vẫn  òn rất m i m    h     một v i 

công trình công b  v  g n  R   thuộ  nh m nghiên  ứu  h ng t i     l  nghiên 

 ứu      i m  ấu tr   g n  R  1 (  1 )   R    (  11)   R    (  1 )     

[74]. Tuy nhiên  ở ph n h  g n DREB      ậu tương   hứ  năng     một v i g n 

GmDREB   n  ư   l m s ng tỏ  v   ụ như g n GmDERB5, GmDREB6, 
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GmDREB7;   ng th i    n thi p tăng  ư ng bi u hi n (ov r xpr ssion) g n 

GmDREB  k  h ho t phiên mã l m th y   i mứ   ộ bi u hi n         g n  hứ  

năng  nh m n ng   o khả năng  h u h n       y  ậu tương l  những vấn      n 

 ư   giải quy t   

2.1.3. Ứng dụng tiến bộ k  thuật trong chuyển gen ở cây đậu tƣơng  

Cho   n n y      nh  kho  h    ã v    ng sử  ụng nhi u h  th ng sinh 

h    b o g m vi khu n  nấm       òng t  b o   n tr ng  th   vật   ộng vật    

v   virus       n tr ng      th   vật      sinh vật    b o      t o prot in t i t  

h p  So v i     h  th ng truy n th ng  th   vật    nhi u l i th  trong vi   sản 

xuất prot in t i t  h p  bởi vì: (1) Khả năng gly osi  ho      prot in  bởi     

glycoprot in l  nh m prot in    v i trò qu n tr ng trong     phản ứng mi n 

   h; ( ) Prot in t o th nh t  th   vật tương   i  n to n so v i prot in    ngu n 

g    ộng vật bậ    o; (3) Th   vật    th  tr ng trên  i n t  h l n v i  hi ph  

thấp v  ph n b n    ng  hăm s   v  nguyên li u   u v o  nên gi  th nh thấp  

Kỷ nguyên   nomi s (   g n h  )   ng  ư   ứng  ụng trên   y  ậu tương 

v  ở nhi u   y tr ng kh      n   y  ữ li u h  g n h    ư   ph t tri n     trên 

những th ng tin v  trình t      g n trong h  g n       y  ậu tương [7] v  một 

lư ng l n th ng tin v  giải mã h  g n   y  ậu tương    th  tìm thấy ở Ng n h ng 

g n qu   t   Ngo i r   ngu n th ng tin kh     ng  ư   ph t tri n  như  ữ li u  ST 

( xpr ss   s qu n   t g)  thư vi n   N   mi ro rr y  Những ngu n th ng tin này 

l   ơ hội     vi   ứng  ụng     ti n bộ  h n gi ng  ậu tương b ng  h  th  ph n tử 

v  k  thuật  huy n g n  l   ơ sở     những hi u bi t v   hứ  năng g n trên  ơ sở 

t  h  òng g n v  phương ph p  i truy n ngư    Trên  ơ sở     nghiên  ứu x y 

  ng một h  th ng  huy n g n  n   nh v     hi u quả ở   y  ậu tương l   i u   n 

thi t  i t i th nh   ng trong  hi n lư    h n gi ng  ậu tương b ng k  thuật  huy n 

gen.  

  i nh m phương ph p  ư   ứng  ụng trong nghiên  ứu  huy n g n ở 

th   vật l   huy n g n tr   ti p v   huy n g n gi n ti p  Trong     phương ph p 
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 huy n g n tr   ti p b ng s ng bắn g n v   huy n g n gi n ti p th ng qu   

A. tumefaciens  ã  ư   ứng  ụng ph  bi n v  th nh   ng   i v i   y  ậu tương. 

Chu  n gen bằng súng bắn gen v o phôi soma  ậu tư ng 

Chuy n g n tr   ti p l  k  thuật  huy n  o n  N  tr   ti p v o t  b o 

th   vật v i s  gi p            phương ti n h   h   h y vật lý  trong    k  thuật 

 huy n g n b ng s ng bắn g n  ã  ư   ứng  ụng th nh   ng ở   y  ậu tương. 

Chuy n g n b ng s ng bắn g n ở th   vật l  k  thuật  ẫn     h t nhỏ b ng v ng 

ho   b ng tungst n  ư   b   bởi g n  huy n v o t  b o  m     h  [63]  Ưu  i m 

    phương ph p bắn g n l  th o t        ng  bắn một l n  ư   nhi u t  b o  

nguyên li u    bắn g n      ng (h t phấn  t  b o nu i  ấy  t  b o         m  bi t 

h   v  m  ph n sinh)   i ng  ậu tương  huy n g n   u tiên  ư   t o r  b ng k  

thuật sử  ụng s ng bắn g n t  năm 1988    n n y phương ph p  huy n g n n y 

 ã  ư    ải ti n  ph t tri n v   p  ụng  ho h u h t     gi ng  ậu tương  [32], [63] 

v  h ng lo t       ng b  v  bi n n p th nh   ng trên   y l     u     m    b ng   

những k t quả n y  ã kh ng   nh t nh ưu vi t     phương ph p bắn g n  Tuy 

nhiên  như    i m     phương ph p n y l  t n s  bi n n p  òn thấp    y t o r     

th  ở   ng th  khảm  

K  t  khi s ng bắn g n  ư   sử  ụng l n   u tiên trên   y  ậu tương  k  

thuật  huy n g n  ã   t  ư   th nh   ng   i v i ph i m m h t  hư   h n [32] và 

  nh m  ph n sinh [2]  Ph i som   ư   t o r  t  l  m m non nu i  ấy trong m i 

trư ng    b  sung      v i n ng  ộ   o v   ư   sử  ụng    t o r      ph i 

m m    th  t i sinh v  t o   y ho n  h nh  Vì qu  trình hình th nh m  ph n sinh 

phụ thuộ  v o ki u g n  ho nên  h     một s   t gi ng  ậu tương sử  ụng  huy n 

g n th nh   ng  Căn  ứ v o ti m năng     ph i som   ph i tăng sinh v  t i sinh 

  y m  gi ng  ậu tương “J  k”  ư   x m l                t nh   n thi t  ho 

 huy n g n v   ư   sử  ụng    t o r    y  ậu tương  huy n g n [54]  bởi s  

th y   i quy trình nu i  ấy m   h     th  khắ  phụ   ư   một ph n ảnh hưởng 

    ki u g n   n hi u quả  huy n g n  Ph i som  l  một     t nh  i truy n 
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nhưng   ng    th   ải thi n  ư   nh  l i gi ng [38]  Khả năng t o ph i som     

th  th nh   ng   i v i     ki u g n  ậu tương kh   nh u [22]. 

Chu  n gen ở  ậu tư ng nhờ A  tumefaciens lâ  nhiễm qua nách lá mầm tổn 

thư ng  

Kh   v i     phương ph p  huy n g n tr   ti p ở th   vật  phương ph p 

 huy n g n gi n ti p  ư   th   hi n th ng qu  vi khu n  ất A. tumefaciens  Đ i 

v i   y  ậu tương  phương ph p  huy n g n nh  A. tumefaciens  ư   ứng  ụng 

t  năm 1988 v  hi n n y  ã   t  ư   những th nh t u rất   ng kh  h l  [18].  

Chuy n g n gi n ti p ở  ậu tương th ng qu  vi khu n Agrobacterium l  k  

thuật b o g m     bư  : (i) Nghiên  ứu thu thập th ng tin v  g n liên qu n   n 

    t nh  t nh tr ng qu n t m v  ph n lập g n; (ii) Thi t k  v  tor  huy n g n; 

(iii) T o vi khu n m ng  ấu tr   g n  huy n; (iv) L y nhi m v o m  t  b o th   

vật; (v) Ch n l       th  bi n n p v  t i sinh   y bi n n p; (vi) Ph n t  h   y 

 huy n g n  

Agrobacterium l  lo i vi khu n  ất Gram âm g y b nh kh i u ở th   vật v  

   khả năng l y nhi m một    h t  nhiên giữ      lo i th   vật kh   nh u.  

Agrobacterium    th  g y r  b nh kh i u (A. tumefaciens) v  g y b nh r  tơ (A. 

rhizogenes) ph  bi n trên nhi u lo i th   vật [14]. A. tumefaciens ch  y u lây 

nhi m vào th c vật qua các v t thương v   o vậy có th  coi A. tumefaciens là 

một   ng  ụ sử  ụng     huy n     g n mong mu n v o   y  ậu tương. Ưu 

 i m     phương ph p  huy n g n th ng qu  A. tumefaciens l   ơn giản  quen 

thuộ  v  yêu   u t i thi u v   ụng  ụ       ng  huy n một g n  ơn l  v o   y 

 h  ho    h    n s  bản  opy thấp [15]  Chuy n g n th ng qu  A. tumefaciens ở 

 ậu tương trong m i trư ng   ng nu i  ấy  ư   ti n h nh trên n  h l  m m [18] 

m  khởi ngu n phương ph p n y     v o ki u g n  ậu tương mẫm  ảm v i A. 

tumefaciens v  khả năng t i sinh   y t  n  h l  m m  N  h l  m m l  ph n n i 

giữ  l  m m v  th n  hứ      t  b o m m    khả năng ph t sinh  h i v  tăng sinh 
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trong m i trư ng nu i  ấy  hứ   ytokinin  Mứ   ộ hình th nh  h i ở n  h l  m m 

phụ thuộ  v o lo i   y sử  ụng  huy n g n   

Những   y  ậu tương  huy n g n   u tiên m ng  ấu tr   g n npII  ã sử 

 ụng kh ng sinh k n my in l m  hất  h n l   v    n n y      òng t  b o 

 huy n g n  ã sử  ụng      hất  h n l   bởi s  k t h p g n b r v  glufosin t   

N ng  ộ  hất  h n l      ảnh hưởng l n   i v i t n suất  huy n g n [67]  vì th  

phương ph p l    h n  hất  h n l   l  kh   nh u giữ      ki u g n  ậu tương  

C   gi ng    th i gi n sinh trưởng ngắn    th  sử  ụng    ph t tri n      òng 

 ậu tương  huy n g n  Z ng v   tg (    )  ho r ng  hi u suất  huy n g n    th  

  t t         n khoảng 1   v  hi u quả  huy n g n phụ thuộ  v o k  thuật v  

ki u g n      ậu tương  [67]  Ở M     y  ậu tương  huy n g n  h  y u  ư   t o 

ra t  phương ph p  huy n g n nh  A. tumefaciens qu  n  h l  m m v          

gi ng  ậu tương  huy n g n  ư    ung  ấp bởi      ơ sở nghiên  ứu  o  h nh 

ph  quản lý  b o g m Trung t m Pl nt Tr nsform tion    ility thuộ  Đ i h   

Iowa State, Trung tâm Plant Transform tion Cor     ility thuộ  Đ i h   

Missouri  [63]  Đi u n y  ã g i ý s    n thi t v  kinh nghi m t   hứ  v  quản lý 

 h t  hẽ qu  trình nghiên  ứu  huy n g n ở  ậu tương ở     qu   gi  trên th  

gi i  trong       Vi t N m  

Phân t ch câ   ậu tư ng chu  n gen 

K  thuật  huy n g n ở th   vật n i  hung v   huy n g n ở   y  ậu tương n i 

riêng  ư   hi u   y    l : (i) g n ngo i l i (g n  huy n) phải  ư   h p nhất v o h  

g n t  b o  h ; (ii) g n  huy n phải  ư   bi u hi n ở t  b o  h ; (iii) g n  huy n 

phải  ư    i truy n  ho     th  h  s u; (iv) trong mỗi th  h  sản ph m     g n 

 huy n phải  ư   bi u hi n  v  (v) sản ph m     g n  huy n bi u hi n  ư    hứ  

năng sinh h    Ch nh vì vậy qu  trình  h n l    ph n t  h   y  huy n g n trong mỗi 

th  h   ư   th   hi n b ng h  th ng  h n l   t  b o v  m   huy n g n  x     nh s  

   m t     g n  huy n trong t  b o   y  h   ki m tr  s  bi u hi n     g n  huy n 
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th ng qu  x     nh sản ph m bi u hi n l  mRN   prot in v  ph n t  h s  bi u hi n 

 hứ  năng sinh h       g n  huy n  

Trên nguyên tắ  g n  huy n khi  ư   bi n n p    th  t n t i trong t  b o 

 h  ở b  tr ng th i: (1) t m th i ở   ng  N  t   o; ( ) l u   i  ư i   ng một 

th  pl smi   ộ  lập v  (3)  n   nh như một  o n  N      h  g n t  b o  h  v  

 ư   nh n lên trong t  b o  h   Phương ph p sinh h   ph n tử  ã  ư   ứng 

 ụng nh m x     nh s     m t  s   i truy n v  s  bi u hi n     g n  huy n 

trong t  b o  h   C  th  sử  ụng PCR    ph n t  h   y  huy n g n  tuy nhiên 

phương ph p l i South rn blot x     nh s  bản s o trong   y  huy n g n l  

phương ph p tin  ậy v  th ng  ụng nhất  x     nh  ư   s  h p nhất     g n 

 huy n v o h  g n     t  b o  h     n   y  một k  thuật thư ng sử  ụng    hỗ 

tr   ho l i South rn blot trong vi   ph t hi n s  bản s o trong   y  huy n g n là 

Quantitave real-time PCR (qPCR) ho   Quantitave real-time RT-PCR (qRT-

PCR)  qPCR v  qRT-PCR    th  ti n h nh v i s  lư ng   y   n ph n t  h nhi u   

   th   hi n  ti t ki m nguyên li u  hi ph  v    ng sứ .  

 i u hi n g n l  qu  trình ho t  ộng     g n    t o r  sản ph m  u i   ng 

l  prot in  Qu  trình bi u hi n g n  ư   th  hi n qu  h i gi i  o n: (1) Phiên mã 

t   N  s ng mRN  v  ( )    h mã t  mRN  t ng h p     ph n tử prot in 

th ng qu  bộ m y ribosom   Đ  x     nh s     m t     sản ph m phiên mã    

th  sử  ụng k  thuật RT-PCR, real-time RT-PCR  l i North rn blot  Đ i v i     

b nh  o virus ở th   vật ngư i t     th  sử  ụng k  thuật r  l-time RT-PCR    

  nh gi    y  huy n g n kh ng virus th ng qu  phiên mã    ph t hi n v    nh 

lư ng virus trên   y nhi m b nh [49]  Đ    nh gi  s     m t     prot in t i t  

h p  o g n  huy n t o r     th  th   hi n một s  k  thuật kh   nh u như k  

thuật W st rn blot   LIS  v      k  thuật ph t hi n ho t  ộng     prot in (ho   

enzyme). 

Định hƣớng ứng dụng và thành tựu nghiên cứu chuyển gen ở cây đậu tƣơng 

 i n n y  hư ng nghiên  ứu ti p  ận ứng  ụng k  thuật  huy n g n v o 
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vi    ải thi n     th nh ph n h   sinh trong h t   u tương  ã   t  ư   một s  th nh 

t u  như  ải thi n h m lư ng v   hất lư ng prot in   ải th nh ph n   u  vit min  

n ng   o h m lư ng isofl von   s ponin   

Ti p  ận k  thuật  huy n g n nh m  ải thi n t nh kh ng   i v i     t   

nh n hữu sinh v  v  sinh  ư   th   hi n th o     hư ng như s u:  

Tăng  ường khả năng kh ng thu   di t  ỏ 

Th nh   ng nhất trong  huy n g n ở  ậu tương l  t o r  gi ng kh ng thu   

 i t  ỏ (N-phosphonomethyl-glycine; Roundup) [37]   i ng  ậu tương  huy n 

g n Rour up R   y  ư   thương m i h   t  năm 1996 v   ư   tr ng ở h u h t 

    v ng tr ng  ậu tương k  t  năm 2004 [63]. Gen 5-enolpyruvylshikimate-3-

phosph t  synth s   ã  ư    huy n v o  ậu tương l m tăng khả năng  h u 

glyphos t  ở mứ   ộ   o (glyphos t  l   hất ngăn  h n ho t  ộng      nzym   

x   t   t ng h p  mino   i  thơm) [39]  Ngo i r   vi    huy n g n 

acetohy roxy  i  synth s  ph n lập t  Arabidopsis, gen 4-

hy roxyph nylpyruv t   ioxyg n s  ph n lập t  Pseudomonas fluorescens, gen 

phosphinothri in N   tyltr nsf r s  ph n lập t  vi khu n  ất  ã tăng  ư ng khả 

năng  h ng  h u      hất im z pyr  isox flutol  và phosphinothricin trong thu   

 i t  ỏ [22]. 

Tăng  ường khả năng kh ng   n trùng v  vi sinh vật 

Prot in tinh th     t    ụng  i t   n tr ng ( ry ho   -endotoxin) là protein 

ho t t nh  ộ  t      Bacillus thuringiensis ( t)  một lo i thu   tr  s u sinh h   

[51]   i u hi n     g n cry Bt ở  ậu tương  ã  ư    hứng minh l     hi u quả 

  o trong vi   ki m so t   n tr ng g y b nh [46] v  kh ng l i     lo i bư m  ã 

 ư   ki m  hứng trên th       [59]  Tuy nhiên  vi   ph t hi n   n tr ng    th  

th  h ứng v i prot in cry Bt  ã g y nên m i lo ng i v  vi   sử  ụng l u   i v  

li u lư ng   o cry Bt [32]   iải ph p  ho vấn    n y l  s  k t h p g n cry Bt v i 

g n mã h   prot in  i t   n tr ng kh       huy n v o   y  ậu tương [69]. 

Sản xuất  ậu tương trên th  gi i  ã   t  ư   những th nh t u   ng k  v  
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năng suất v  sản lư ng  tuy nhiên ở nhi u v ng sản xuất  ậu tương  òn    h n 

 h  v  năng suất   hất lư ng  o     t   nh n g y b nh  như s u b nh  vi khu n  

virus [17]    nh khảm ở   y  ậu tương  o SMV g y r  l  lo i b nh l m thi t 

h i l n  ho ng nh sản xuất  ậu tương  r p l  v  tor truy n SMV  Đã    một s  

nỗ l   l n     ải thi n t nh kh ng SMV ở   y  ậu tương b ng k  thuật  huy n 

gen [13]  Ngo i r  khả năng kh ng virus g y b nh   m quả v  g y b nh l n ở 

  y  ậu tương   ng  ư    ải thi n b ng k  thuật  huy n g n [55]. 

Tăng  ường khả năng  h ng  hịu     điều ki n  ất lợi     ngoại  ảnh 

  n h n l  y u t  ngo i  ảnh bất l i l m giảm năng suất v  sản lư ng cây 

tr ng  C y  ậu tương  huy n g n mã h   P5CR L-Δ1-pyrroline-5-carboxylate 

reductase x   t    ho phản ứng t ng h p polin    ư i s   i u khi n     

promot r s   nhi t  ã l m tăng khả năng  h u h n v   h u n ng   o hơn   y   i 

 hứng (DeRonde et al., 2004)  C ng hư ng nghiên  ứu n y  Nguy n Th  Th y 

 ư ng v   tg (  11)  ã t o  ư     y  ậu tương  huy n g n  hứ  g n mã h   

enzyme P5CS  [34]   ơn nữ   s  bi u hi n     g n mã h    hất m i gi i ph n tử 

liên qu n   n t nh  h ng  h u ở  ậu tương (soyBiPD)  ã l m  hậm qu  trình lão 

h           t  b o l   ậu tương trong th i gi n b  h n [57]. 

2.1.4. Nghiên cứu biểu hiện nhân tố phiên mã GmDREB 

 i n n y  k  thuật  i truy n l  một   ng  ụ m nh mẽ    ph t tri n     lo i 

  y tr ng  huy n g n  h u h n v   h u m n   ho ph p th y   i mứ   ộ bi u hi n 

g n     h ng l i str ss h n v  mu i  Trong b i  ảnh n y  vi   tìm ki m     g n 

liên qu n   n  ơ  h    i ph  v i tình tr ng thi u nư   v  nhi m m n  ã  ư   

 hứng minh l  một nhi m vụ thi t y u v    n thi t    ph t tri n     gi ng  ậu 

tương  h u h n v   h u m n th ng qu  bi n   i g n  Những ti n bộ trong vi c 

hi u bi u hi n g n   ơ  h  phiên mã v  truy n t n hi u      p ứng v i h n và 

mu i       y tr ng  ã  ư     ng b  [70]  C   y u t  phiên mã nhận r       huỗi 

DNA trong promoter     g n mụ  tiêu v   o     i u khi nh bi u hi n     

 h ng  Một    h ti p  ận  ã  ư   sử  ụng  ho mụ     h n y l  k  thuật  i 
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truy n     th   vật sử  ụng     y u t  phiên mã (T )  T   i u khi n s  bi u 

hi n     một s  g n   p ứng v i h n h n v  str ss mu i  Một s  nghiên  ứu  ã 

  nh gi  v i trò         y u t  phiên mã trong vi    ải thi n khả năng  h u h n 

v  m n       y  ậu tương bi n   i g n  ã  ư   th   hi n  Đ  l   nghiên  ứu v  

     i m         phản ứng ph n tử v  sinh lý khi thi u nư         y  ậu tương 

bi n   i g n  ã bi u hi n qu  mứ      y u t  phiên mã  t R  1; ph n t  h   y 

 ậu tương  huy n g n GmMYB84 v      m  hình ho t  ộng ph i h p  ư      

xuất giữ  MY 8    2O2 v       nzym   h ng oxy h      ki m so t s  ph t 

tri n     r  trong  i u ki n h n h n v  mu i [61]. Các DREB ở  ậu tương thuộ  

h   P  l  một y u t  phiên mã ho t  ộng liên k t v i trình t  cis     promoter 

   k  h ho t s  bi u hi n     g n mụ  tiêu trong  ậu tương khi    t n hi u stress 

phi sinh h   t  ngo i  ảnh [8], [42]  Mi n  P     khoảng  8 ho    9  xit  min  

b o g m một s   xit  min liên k t v i y u t  phản ứng mất nư   ( R ) ho   

hộp  CC [52].   n   y  nghiên  ứu  ã  h  r  r ng s  bi u hi n m nh protein 

 R    ã tăng khả năng  h u   ng  p l   phi sinh h   trong  i u ki n   ng 

ruộng [12]. Đ nh gi  khả năng  h u h n           y  ậu tương bi n   i g n 

DREB1A và DR      ã r t r  nhận x t r ng   y bi n   i g n  R      tỷ l  

s ng   o hơn so v i   y kh ng bi n   i g n trong  i u ki n thi u nư   nghiêm 

tr ng ở  ả  i u ki n nh  k nh v    ng ruộng [33]  Tuy nhiên   ho   n n y vẫn 

 hư  tìm thấy bất kỳ nghiên  ứu n o v  s  bi u hi n qu  mứ      g n 

GmDREB6 l m tăng h m lư ng prolin  v  tăng khả năng  h u   ng stress h n 

v  str ss mu i ở   y  ậu tương  huy n g n  

Gen GmDREB6 trong  ấu tr   35S-GmDREB6-cmyc     hi u   i   1 bp  

n   ư   thi t k  v  t ng h p     trên trình t  nu l oti       g n GmDREB6  

ph n lập  ư   m ng mã là EF551166.1 trên GenBank [26]  Cụ th  l  g n 

 m R  6     hi u   i 693 bp     thêm  o n nu l oti       hi u   i 33 bp v  

1  bp  ho v  tr   ắt      nzym  XbaI và SacI. Gen GmDREB6  ư   sử  ụng l m 

g n  huy n v   hèn v o v   tơ  huy n g n p I1 1 v i promoter 35S. 
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2.1.5. Tình hình nghiên cứu t o cây đậu tƣơng biến đổi gen ở Việt Nam 

Nghiên  ứu  huy n g n ở   y  ậu tương qu  Agrobacterium  ư   Tr n Th  

C    ò  (    ) ti n h nh thử nghi m trên   phương ph p l y nhi m kh   nh u  

trong    t o v t thương t i m t trong     n  h l  m m v i  ung    h     hứ  vi 

khu n  ư   nu i  ấy ở nhi t  ộ  1oC l     hi u quả  v i tỷ l   huy n g n   t 

hi u suất   o [72]. Nguy n Th  Th y  ư ng (   9)  ã t i ưu quy trình t i sinh 

v   huy n g n th ng qu  n  h l  m m  ậu tương v  nhận x t r ng  gi ng  ậu 

tương  T8  l    i tư ng ph  h p    ti n h nh     th  nghi m  huy n g n v   ã 

 huy n th nh   ng  ấu tr   g n R  9  P CSm v o gi ng  ậu tương  T8   t o 

 ư     y  ậu tương m ng g n  ột bi n lo i bỏ ứ   h  phản h i l m tăng  ư ng 

khả năng t ng h p prolin khi   y  ậu tương b  h n [34]  Nguy n Thu  i n 

(  11)  ã th nh   ng t i sinh     h i t  n  h l  m m h t  h n       gi ng  ậu 

tương ĐT1  v   T8  v  thử nghi m  huy n  ư   gen gus, hi u suất  huy n g n 

ki m tr  ở gi i  o n h t khoảng   6  ở gi ng ĐT1  v        v i gi ng  T8 . 

K t quả  ã t o  ư   8  òng  ậu tương ở th  h  T1 m ng  ấu tr   v  tor bi u 

hi n     trưng trong h t SL  P-  1   ương t nh v i phản ứng PCR s ng th  h  

T   òng  ậu tương  11 m ng  o n g n HA1 nhận  ư    ã bi u hi n th nh   ng 

prot in t i t  h p   1 trong h t      òng  ậu tương n y [71]  Ti p th o l  

những nghiên  ứu t o   y  ậu tương  huy n g n kh ng virus SMV   YMV     

Lò Th  M i Thu v   ộng s  (  1 ) [75]  nghiên  ứu ứng  ụng k  thuật  huy n 

g n trong t o  òng  ậu tương  huy n g n    bộ r  ph t tri n     Lò Th nh Sơn 

v   ộng s  (  1 ) [76]. 

 i n n y  nghiên  ứu ứng  ụng k  thuật  huy n g n ở  ậu tương nh m 

hư ng t i tìm ki m  hứ  năng một s  g n m i v   ải thi n khả năng  h ng  h u 

    str ss sinh h   (bioti  str ss) v  phi sinh h   (abioti  str ss) t  ngo i  ảnh 

nh m ứng ph  v i bi n   i kh  hậu  ư   nh m nghiên  ứu     bi t quan tâm.  
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2.2. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU VÀ THẢO LUẬN 

2.2.1. Thiết kế vector chuyển gen thực vật mang gen mã hóa nhân tố phiên 

mã GmDREB6 

2.2.1.1. Tách dòng v  phân t ch  ặc  i m gen  m      t  giống  ậu tư ng 

DT2008 

Thi t k   ặp mồi      -F/DREB6-R, nh n  ản gen  m      

  ng   ng  ụ Tin sinh h        trên bản    g n  ậu tương  ã x     nh 

 ư   g n GmDREB6    v  tr  trên NST s    (LOC100101914)  Khảo s t  o n 

mã h       g n GmDREB6 trên   n  nk  ã x     nh  ư   h i trình t  g n 

m ng mã s  EF551166 và NM_0 1  8 1     Trình t  g n m ng mã s  

    1166 v  NM_  1  8 1     hứ   o n mã h      693 bp  mã h    3  

 mino   i   Ch ng t i  h n trình t  m ng mã s      1166  ho thi t k    p m i 

DREB6-F/DREB6-R cho PCR nh n bản  o n mã h       g n GmDREB6. C p 

m i PCR nh n bản g n GmDREB6  ư   thi t k     trình t  nu l oti   l :  

DREB6-F:  ’– ATGGTCATGGAAGAATCTAAC - 3’ 

DREB6-R:  ’- TTAATATGATTCCCATAGA -3’ 

Đo n  N   ư   nh n bản    ki n    k  h thư   l  693 bp  K t quả ki m 

tr  trình t  nu l oti         p m i DREB6-F/DREB6-R  ư   th   hi n b ng 

ph n m m  io  it  

Mẫu l  non thu t  gi ng  ậu tương gi ng  T   8  ư   sử  ụng    t  h 

 hi t RN  t ng s  b ng KIT Trizol R  g nts  RN  t ng s   ư   ki m tr  b ng 

 i n  i  RN  t ng s       ậu tương  T   8 s u khi xử lý b ng  N s   ư   sử 

 ụng    t ng h p   N   Sử  ụng KIT Sup rS ript™ VILO™   N  Synth sis  

b ng phản ứng phiên mã ngư   t  RN  t ng s  t o  ư     N  l m nguyên li u 

 ho PCR nh n bản g n GmDREB6. 

K t quả nh n  ản gen  m      

T    N   b ng PCR v i   p m i DREB6-F/DREB6-R  o n mã h       

gen GmDREB6  ã  ư   khu  h   i  K t quả ki m tr  sản ph m PCR nh n g n 

GmDREB6  ư   th  hi n trên hình 2.1.  
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0,75 kb

0,5 kb
 0,69 kb

M      1        2      3       

 

Hình 2.1. K t quả  i n  i ki m tr  sản ph m PCR nh n g n GmDREB6 (cDNA) 

t  mRN      gi ng  ậu tương  T   8  M: Th ng  N  1 kb; 1     3: gen 

GmDREB6  

K t quả nh n g n trên hình 2.1  ho thấy  sản ph m PCR khu  h   i  o n 

mã h       g n GmDREB6 thu  ư   băng     hi u v i k  h thư   khoảng   69 

kb    ng như t nh to n th o lý thuy t  Như vậy  bư     u  ã x   nhận r ng  g n 

GmDREB6  ư   khu  h   i th nh   ng t  RN  t ng s      gi ng  ậu tương 

DT2008. Sản ph m PCR thu  ư    ư   tinh s  h tr   ti p v  sử  ụng    t  h 

dòng gen.  

Tách dòng v  giải trình tự gen  m      t  giống  ậu tư ng  T 008 

Kết quả t ch dòng gen GmDREB6 

Sản ph m PCR  o n g n GmDREB6  ã tinh s  h  ư   sử  ụng  ho phản 

ứng gắn n i v o v  tor pBT (k  h thư        bp)    t o v  tor t i t  h p pBT–

GmDREB6  V  tor t i t  h p  ư   bi n n p v o vi khu n E.coli    α      

khu n l   m ng v  tor  ư    h n l   trên m i trư ng kh ng sinh  mpi illin, có 

 hất  ảm ứng IPT  v   ơ  hất X-Gal.  

Năm  òng khu n l   trắng  ư   l    h n    ti n h nh phản ứng  olony-

PCR ki m tr  s     m t     g n GmDREB6 trong E.coli  K t quả  i n  i ki m 

tr  phản ứng  olony-PCR  ư   th  hi n trên hình 3     
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0,75 kb

0,5 kb

 0,69 kb

M      1       2      3       4       5 

 

Hình 2.2. K t quả  i n  i ki m tr  sản ph m  olony-PCR nh n bản g n 

GmDREB6 t     òng khu n l   m u trắng  M: Th ng  N  1 kb;  i ng 1  3     

 : sản ph m  olony-PCR;  i ng  : kh ng    sản ph m  olony-PCR 

 

Th o k t quả th  hi n trên hình 2.2      khu n l   1  3        ho k t quả 

 ương t nh v i phản ứng  olony-PCR  sản ph m PCR thu  ư   một băng    k  h 

thư   như    ki n l  khoảng   69 kb  Khu n l   s    kh ng xuất hi n  ho k t 

quả  m t nh v i phản ứng  olony-PCR  C    òng khu n l    ho k t quả  ương 

t nh v i phản ứng  olony-PCR  ư   nu i tăng sinh v  sử  ụng    t  h  hi t 

pl smi  phụ  vụ giải trình t  nu l oti    

Kết quả giải trình tự gen GmDREB6 từ giống đậu tƣơng DT2008 

K t quả giải trình t   o n  N  t  pl smi  t i t  h p pBT-GmDREB6 trên 

thi t b  t   ộng thu  ư   trình t  nu l oti      k  h thư   693 bp  Đ  kh ng 

  nh  o n  N   ã     trình t  nu l oti   l   o n mã h       g n GmDREB6 

 h ng t i ti n h nh ph n t  h tr   tuy n b ng ph n m m  L ST trong NC I  

k t quả thu  ư   ở hình 2.3.  
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Hình 2.3. K t quả ph n t  h  L ST gen GmDREB6 ph n lập t  gi ng  ậu 

tương  T   8 

 

Hình 2.3  ho thấy  trình t  nu l oti       g n GmDREB6 ph n lập t  gi ng 

 ậu tương  T   8     ộ tương   ng 1    so v i h i trình t  g n m ng mã s  

NM_  1  8 1    v      1166  K t quả ph n t  h  L ST  ho ph p kh ng 

  nh  o n g n ph n lập t  gi ng  ậu tương  T   8 l  g n Glycine max 

dehydration-responsive element binding protein 6 (GmDREB6) mRN        y 

 ậu tương  Trình t   o n mã h       g n GmDREB6    k  h thư   693 bp mã 

hóa 230 amino acid (Hình 2.4). 
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Hình 2.4. Trình t  nu l oti   v  trình t   mino   i  suy  i n     g n 

GmDREB6 ph n lập t  gi ng  ậu tương  T   8 
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Đặc  i m c a trình tự gen  m      phân lập t  giống  ậu tư ng  T 008 

So s nh trình tự nucleotide của gen GmDREB6 phân lập từ giống đậu tƣơng 

DT2008 với trình tự EF551166 và NM_001248412.2 trên GenBank 

Ti n h nh so s nh trình t  nu l oti       g n GmDREB6 ph n lập t  gi ng 

 ậu tương  T   8 v i g n GmDREB6 m ng mã s  trên   n  nk l      1166 v  

NM_  1  8 1     k t quả  ư   th  hi n trên hình 2.5 và bảng 2.1. 
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Hình 2.5. So sánh trình t  nucleotide c a gen GmDREB6 phân lập t  gi ng  ậu 

tương  T   8 v  trình t  gen GmDREB6 mang mã s  EF551166, 

NM_001248412.2 trên GenBank 

Bảng 2.1 và hình 2.5 cho thấy, trình t  nucleotide c a gen GmDREB6 phân 

lập t  gi ng  ậu tương  T   8 có 16 v  trí nucleotide sai khác so v i trình t  

nucleotide c a gen GmDREB6 mang mã s  EF551166 và NM_001248412 trên 

  n  nk     l      v  trí 19, 20, 51, 52, 75, 197, 319, 320, 408, 409, 580, 581, 

635, 636, 680, 681. Tất cả những s i kh   n y   u là s  thay th  c p A-T b ng 

G-C ho c G-C b ng A-T. Vấn      t ra là s  thay th  c p nucleotide có làm thay 
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  i amino acid hay không c n phải ti n hành so sánh trình t  amino acid suy 

di n c a gen GmDREB6.  

Bảng 2.1. C   v  tr  s i kh   trong trình t  nu l oti       g n GmDREB6 phân 

lập t  gi ng  ậu tương  T   8 v  trình t  m ng mã s  EF551166,  

NM_001248412.2 

TT V  tr  nu l oti   DT2008 EF551166 NM_001248412.2 

1 19 T A A 

2 20 T A A 

3 51 A T T 

4 52 A T T 

5 75 A T T 

6 197 T A A 

7 319 C G G 

8 320 C G G 

9 408 C G G 

10 409 C G G 

11 580 A T T 

12 581 A T T 

13 635 G C C 

14 636 G C C 

15 680 C G G 

16 681 C G G 

So sánh trình tự amino acid suy diễn của gen GmDREB6 của giống DT2008 

với trinh tự amino acid suy diễn của EF551166 và NM_001248412 trên 

GenBank 

Hình 2.6 v  bảng 2   trình b y k t quả so s nh s  s i kh   v  trình t   mino 

  i  suy  i n     g n GmDREB6 ph n lập t  gi ng  ậu tương  T   8 v  h i 

trình t  g n GmDREB6 m ng mã s      1166  NM_  1  8 1    trên 

GenBank. 
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Hình 2.6. So s nh trình t   mino   i  suy  i n     g n GmDREB6 ph n lập t  

gi ng  ậu tương  T   8 v      trình t  g n  R  6 m ng mã s  EF551166, 

NM_001248412.2  trên GenBank 

Hình 2.6 và bảng 2.2 cho thấy, trình t  amino acid suy di n c a gen 

GmDREB6 phân lập t  gi ng  ậu tương  T   8 v  trình t  amino acid suy di n 

t  gen GmDREB6 mang mã s  EF551166, NM_001248412.2 trên GenBank có 8 

v  tr   mino   i  s i kh       l      v  trí 6, 18, 66, 107, 137, 194, 212, 227. S  

sai khác v  trình t  amino acid trong protein suy di n c a gen GmDREB6 so v i 

hai gen mang mã s  EF551166, NM_001248412.2 trên GenBank có liên quan gì 

  n mứ   ộ ch ng ch u stress h n c     y  ậu tương   n ti p tục xem xét vùng 

 P  v       i m liên k t v i s i DNA. K t quả so sánh ở hình 2.7 cho thấy, ở 

vùng AP2 c a protein suy di n t  gen GmDREB6 phân lập t  gi ng  ậu tương 

DT2008 có 2 v  tr  s i kh       l   mino   i  thứ 66 v  1      i  i m sai khác 

v  amino acid không thuộc vào những v  trí DNA binding (60, 61, 63, 65, 67, 69, 

73, 75, 82, 84, 87). 
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Bảng 2.2. C   v  tr  s i kh   trong trình t   mino   i  suy  i n     g n 

GmDREB6 ph n lập t  gi ng  ậu tương  T   8 v  suy  i n t  trình t  m ng 

mã s  EF551166,  NM_001248412.2 

TT V  tr   

amino acid 

DT2008 EF551166 NM_001248412.2 

1 7 F N N 

2 18 T S S 

3 66 L Q Q 

4 107 P G G 

5 137 P A A 

6 194 K L L 

7 212 G A A 

8 227 S W W 

 

 

Hình 2.7. So s nh trình t   mino   i      v ng  P  trong prot in suy  i n t  

gen GmDREB6     gi ng  ậu tương  T   8 v      1166  NM_  1  8 1    

trên GenBank 

 

2.2.2.  Thiết kế vector chu  n gen  m      

Thi t k  v  tổng hợp gen  m      

    trên th ng tin     gen GmDREB6 (  N )  ư   ph n lập t  gi ng 

 ậu tương  T   8     Vi t N m như  ã trình b y ở trên và gen GmDREB6 v i 

mã EF551166 trên GenBank (Liu và cs, 2007) [6], gen GmDREB6 nh n t o 

 ư   thi t k  v i k  h thư     1 bp ( ình 2.8). Gen GmDREB6 nh n t o    693 

nu l oti    b  sung 1  nu l oti   l  v  tr   ắt       p  nzym  XbaI/ SacI và 33 
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nu l oti   mã h    u i  my   t ng  ộng l    1 nu l oti      n GmDREB6 

 ư    hèn v o vector pUC18 (pUC18_GmDREB6). 

5’gctctagaATGGTCATGGAAGAATCTAACCCATTAGACAATGAAGTTCAACCAACCACTT

CATCATCCTCTTTCACCATTACTACTCCCTCTACCTCCTCTTCTTCCTCCATAGAAGAAGC

CACTAACACTACAAAGGAGAAAAAGAAGAAAGCCAATAGTAATGAAGGCAAGCACCCTACG

TATAGAGGAGTTCGCATGCGTCAATGGGGCAAATGGGTATCCGAAATTAGAGAGCCAAGGA

AGAAATCAAGAATTTGGCTTGGTACTTTTCCCACGCCCGATATGGCGGCTCGAGCCCATGA

CGTGGCGGCTCTCACGATCAAAGGCAGCTCGGCTTACCTCAATTTCCCAGAATTAGCCGAC

GAGCTGCCCCGCCCCGCCAGCACCTCCCCCAAGGACATCCAAGCTGCGGCGTCTAAAGCCG

CTGCCTTGGATTTCGGCCACCGAAGCCATGACGCCGAGTCCGAGCTGAGCCGAGCCGTTTC

CTCCTCAATCCTCACACAAGCATCATCATCATCATCCAATTCATCATCGTTGAAGGGTGTG

GATGACACATTCTTGGACCTTCCTGATCTCTCTCTCGACTTGAGCCATGGAGCCGATGAGT

TTCATTATTCGTCAGCTTGGCTTGTAGCCGGAGCCGAACATATAGAGCTGGGTTTTCGGCT

TGAGGATCCTTTTCTATGGGAATCATATGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAAT

TAAgagctcg 3’ 

 

Hình 2.8. Trình t  nu l oti       g n GmDREB6 nh n t o  

Ở   u  ’- gctctaga l  trình t   hứ  v  tr   ắt     XbaI v  ở   u gagctcg-3 lad 

trình t   hứ  v  tr   ắt     SacI. 

 

Tạo vector chu  n gen pBI121_GmDREB6 

Sử  ụng   p  nzym  XbaI/SacI    lo i g n GUS t  v  tor pBI121_GUS; 

  ng th i   ng sử  ụng   p  nzym  XbaI/SacI     ắt thu nhận g n GmDREB66 

(  1 bp) t  v  tor pUC18  Sử  ụng  nzym  n i T   N  lig s  n i g n 

GmDREB6 v o v  tor  huy n g n p I1 1 th nh v  tor pBI121_GmDREB6 

(Hình 2.9). 
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Hình 2.9. Sơ    thi t k  v  tor  huy n g n pBI121_GmDREB6 

 : v  tơ p I1 1_ US;  : v  tơ pUC18_GmDREB6; C: pBI121_GmDREB6; 

nptII: neomycin-phospo-tr nsf r s  II; 3 S: virut khảm s p lơ 3 S Prom r; 

GmDREB6-cmyc: gen GmDREB6  hứ   my  v  v  tr   ắt       p  nzym  

XbaI/SacI 

 

K t quả  ắt pUC18-GmDREB6    thu  ư   g n GmDREB6 v  lo i bỏ g n 

GUS khỏi v  tor pBI121_GUS  ư   th  hi n hình 2.10A. Ve  tơ t i t  h p 

pBI121_GmDREB6 bi n n p vào E.coli    α   ư   nh n bản v  ki m tr  b ng 

colony-PCR (Hình 2.10B). 

Plasmid pBI121_GmDREB6 tách  hi t t  E.coli    α  ã  ư    huy n v o 

A.tumefaciens. A. tumefaciens t i t  h p m ng g n GmDREB6  ã  ư   nh n 

dòng v   h n l   v  ki m tr   Ch n ngẫu nhiên    òng khu n l   v  ph n t  h 

b ng  olony-PCR nh n bản g n GmDREB6 k t quả  ho thấy một băng  N  ứng 

v i k  h thư       g n  huy n GmDREB6 (Hình 2.11). 

C   khu n l   A.tumefacines dương t nh  ư   lưu giữ v  sử  ụng    l y 

nhi m v o thu   l  v   ậu tương    t o   y  huy n g n  
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Hình 2.10. A-   l  i n  i     sản ph m  ắt t  v  tor pPU18_GmDREB6 và 

pBI121_GUS v i   p  nzym  SacI/XbaI 

1: pPU18_GmDREB6; M: thang DNA 1 kb; 2: pBI121_GUS. B-   l  i n  i     

sản ph m colony-PCR t  khu n l   E.coli    α    ki m tr  g n GmDREB6 

trong  ấu tr   pBI121_GmDREB6. M: thang DNA 1 kb; (+): Gen GmDREB6 

 ư   khu  h   i từ p U 8_ m     ;          4: gen  m       ư   khu  h 

  i t      khu n l   E.coli    α  

 

 

Hình 2.11.  ình ảnh  i n  i ki m tr  g n  huy n GmDREB6 b ng colony-PCR 

t      khu n l   A.tumefaciens AGL1. M: thang DNA 1 kb; 1, 2, 3, 4: các dòng 

khu n l        h ng A.tumefaciens AGL1. 
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Như vậy  gen  huy n GmDREB6  ư   thi t k  v  t ng h p có k  h thư   

741 bp, mã hóa 230 amino acid v   o n nu l oti   mã h   kh ng nguyên  my  

   ki m tr  s  hi n  i n     prot in GmDREB6 t i t  h p trong   y  huy n g n  

Gen chuy n GmDREB6  ư   sử  ụng    thi t k  v  tor  huy n g n th   vật  

Cấu tr   35S-GmDREB6-cmyc trong vector  huy n g n pBI121  ư   thi t k  

thành công và t o  ư        òng vi khu n A.tumefaciens AGL1 t i t  h p m ng 

g n g n  huy n GmDREB6   òng vi khu n A.tumefaciens AGL1 t i t  h p  ư   

sử  ụng  huy n v o   y thu   l  v    y  ậu tương    

2.2.2. Phân tích ho t động của vector chuyển gen pBI121_GmDREB6 trên cây 

thuốc l  

          iến nạp cấu trúc p I   _ m      v o thuốc lá 

Những m u l  thu   l     k  h thư   khoảng 1 m2  ư   nu i  ấy trên m i 

trư ng MS trong  8 gi ; s u         mảnh l   ư   ng m trong    h huy n ph  

A.tumefaciens v i th i gi n    ph t  C   mảnh l  nhi m khu n  ư    huy n 

s ng m i trư ng   ng nu i  ấy  m i trư ng t i sinh     h i  m i trư ng r  r  và 

   t o r    y thu   l   huy n g n ( ình 2.12). 

T  18  mẫu trong b  l n bi n n p     39  h i  ư   t o r  trong m i trư ng 

t i sinh     h i và m i trư ng k o   i  h i     b  sung kháng sinh  h n l   

k n my in  trong       3 9  h i sinh trưởng t t  huy n s ng m i trư ng r  r . 

K t quả    1 1   y  on  ã  ư   tr ng trên  hậu  trong     8   y  ư    huy n 

  n nh  lư i.  

2.2.2.2. Phân tích cây thuốc lá chu  n gen 

Ch n 13   y  huy n g n sinh trưởng  ph t tri n t t   m ph n t  h s  hi n 

 i n     g n  huy n GmDREB6 trong   y  huy n g n. K t quả ph n t  h PCR 

v i   p m i XbaI-DREB6-F / DREB6-SacI-R cho k t quả 9   y  ương t nh v i 

s  xuất hi n     một băng  N       ng k  h thư   v i g n  huy n GmDREB6 

(741 bp) (Hình 2.13)  C y  huy n g n  ương t nh PCR trong th  h  T   ư     n 

nhãn là T0-4, T0-5, T0-6, T0-7, T0-8, T0-9, T0-11, T0-12, T0-13. 
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Hình 2.12.  ình ảnh m  tả t o   y thu   l   huy n g n thông qua l y nhi m 

A.tumefaciens tái t  h p vào     mảnh l  thu   l   

 : C   mảnh l  ngâm trong    h huy n ph  A.tumefaciens;  : C   mẫu bi n n p 

 ư    huy n s ng m i trư ng   ng nu i  ấy; C, D: Tái sinh     h i v  k o   i 

 h i;  : C    h i trên m i trư ng r  r ; ( ): C y thu   l   huy n g n  ư   tr ng 

trên gi  th . 

 

Hình 2.13.  ình ảnh k t quả  i n  i ki m tr  sản ph m PCR nh n bản g n 

 huy n GmDREB6 t        y thu   l   huy n g n ở th  h  T  

M: thang DNA 1 kb; (+): plasmid pBI121-GmDREB6; WT:   y kh ng  huy n 

gen; 1-13: Các c y  huy n g n th  h  T  (T0-4, T0-5, T0-6, T0-7, T0-8, T0-9, 

T0-11, T0-12 , T0-13). 
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K t quả phân tích 9   y  ương t nh v i PCR b ng South rn blot  ho thấy 

có 8 cây (T0-4, T0-5, T0-6, T0-7, T0-8, T0-9, T0-11, T0-12, T0-13) cho k t quả 

lai Southern. T  k t quả n y    th  k t luận r ng  g n  huy n GmDREB6  ã 

 ư   h p nhất v o h  g n       y thu   l   huy n g n (Hình 2.14). 

 

Hình 2.14.  ình ảnh k t quả ph n t  h South rn blot ki m tr  s  h p nhất     g n 

 huy n GmDREB6 v o h  g n       y thu   l   huy n g n ở th  h  T  

M: thang DNA 1 kb; (+): plasmid pBI121-GmDREB6; WT:   y kh ng  huy n 

gen; 1-13: Các c y  huy n g n th  h  T  (T0-4, T0-5, T0-6, T0-7, T0-8, T0-9, T0-

11, T0-12 , T0-13) 

 

K t quả ph n t  h s  bi u hi n ở mứ  phiên mã     t m   y T   ương t nh 

v i South rn blot b ng phản ứng RT-PCR  ho thấy    5   y T   ư   phiên mã 

   t o r  mRN      l : T0-5, T0-7, T0-9, T0-12, T0-13 (Hình 2.15). Như vậy, 

g n  huy n GmDREB6  ã  ư   bi u hi n trong   y thu   l   huy n g n  

Cấu tr   35S-GmDREB6-cmyc trong v  tor t i t  h p p I1 1  ã  ư   bi n 

n p th nh   ng v o   y thu   l  qu  trung gi n Agrobacterium. Gen  huy n 

GmDREB6  ư    hứng minh l  h p nhất v o bộ g n v   ư   bi u hi n ở   y 

thu   l   huy n g n ở  ấp  ộ phiên mã  Như vậy    th  thấy v  tơ  huy n g n 

pBI121_GmDREB6 ho t  ộng t t trên       y thu   l  mô hình  vì vậy n     th  

sử  ụng     huy n v o   y  ậu tương như mụ  tiêu l  t o   y  huy n g n    khả 

năng  h ng  h u các str ss phi sinh h    
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Hình 2.15.  ình ảnh  i n  i ki m tr  sản ph m RT-PCR khu  h   i   N      

gen  huy n GmDREB6 t  mRN      các   y  huy n g n T  

M: thang DNA 1kb; (+): plasmid pBI121-GmDREB6; WT:   y kh ng  huy n 

gen; 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9: Các c y thu   l   huy n g n  ương t nh v i Southern 

blot tương ứng l  T0-4, T0-5, T0-6, T0-7, T0-9, T0-11, T0-12, T0-13. 

 

2.2.3. Kết quả chuyển gen GmDREB6 vào đậu tƣơng và t o cây chuyển gen 

V  tơ pBI121_GmDREB6 m ng  ấu tr   35S-GmDREB6-cmyc  ã  ư   

 huy n v o  ậu tương b ng    h l y nhi m bởi A. tumefaciens t i t  h p qu  

n  h l  m m (Hình 2.16). Th  nghi m  huy n g n  ư   l p l i b  l n  v i 150 

mẫu  ho mỗi l n bi n n p  t      mẫu  ư    huy n g n  ã thu  ư   1    y 

 huy n g n s ng s t trên gi  th  trong  i u ki n nhà lư i. Đ i  hứng 0 (ĐC ) là 

các mảnh l  m m  ậu tương không  huy n g n  ư   t i sinh trên m i trư ng 

không b  sung kh ng sinh v  8   y  ậu tương kh ng  huy n g n  ã  ư    h n 

v   huy n r  tr ng trên gi  th  trong  i u ki n nhà lư i ( ảng   3)  Đ i  hứng 1 

(ĐC1) l      mảnh l  m m  ậu tương kh ng  huy n g n  ư    ấy trên m i 

trư ng    b  sung kh ng sinh v  k t quả l  1        mảnh l  m m kh ng t i 

sinh  ư    h i  
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Hình 2.16.  ình ảnh bi n n p, tái sinh in vitro và t o   y  ậu tương  huy n g n 

A: C   l  m m  ư   l y nhi m bởi A. tumefaciens m ng v   tơ t i t  h p 

pBI121_GmDREB6 trong 30 phút;  

 : Đ ng nu i  ấy trong m i trư ng CCM ở  i u ki n t i   ng y;  

C: C   l  m m nhi m khu n  ư   nu i  ấy trên m i trư ng t i sinh     h i SIM 

trong   tu n, b  sung BAP 2 mg/L và kanamycin 50 mg/L;  

D: L  m m  ã lo i bỏ khỏi  h i v   h i  ư   nu i  ấy trên m i trư ng kéo dài 

S M trong   tu n, b  sung GA3 0,5 mg/L, IAA 0,1 mg/L, kanamycin 50 mg/L;  

E: C    h i  huy n g n tái sinh r  trong m i trư ng RM, b  sung IBA 0,1 mg/L 

trong 20 ngày;  

 : C y  on  ã  ư    huy n s ng  hậu  hứ  hỗn h p 1 trấu hun:1 cát trong  i u 

ki n nh  lư i  
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Bảng 2.3. K t quả bi n n p  ấu tr   m ng g n GmDREB6 qua nách l  m m  ậu 

tương nh  vi khu n A. tumefaciens  

Đối chứng và thí 

nghiệm 

Tổng số 

mẫu  

Số 

mẫu 

t o 

chồi 

Tổng 

số 

chồi  

Số 

chồi 

kéo 

dài 

Số 

chồi 

ra rễ 

Số cây  

trồng 

trên 

gi  thể 

Số cây sống 

sót và phát 
triển bình 

thƣờng  

trong nhà 
lƣới 

Thí nghiệm 

chuyển gen 

L n 1 150 75 196 82 45 21 3 

L n   150 81 185 78 41 19 3 

L n 3 150 69 178 91 45 25 4 

Tổng 450 225 559 251 131 65 10 

ĐC0* 30 22 61 30 22 16 8 

ĐC1* 30 0 0 0 0 0 0 

 hi  hú: ĐC0* l  mầm đậu tương kh ng  huyển gen đượ   ấy trên m i trường t i 

sinh không  ổ sung kh ng sinh; ĐC * l  mầm đậu tương kh ng  huyển gen đượ  

 ấy trên m i trường t i sinh cos  ổ sung kh ng sinh. 

Như vậy t      mẫu bi n n p  qu  3 l n  h n l   b ng kh ng sinh 

k n mi in  k t quả  ã t o  ư   1    y  ậu tương  huy n g n sinh trưởng trong 

nh  lư i  

 

2.2.4. Phân tích biểu hiện của gen chuyển ở c c dòng đậu tƣơng chuyển gen 

 C     y  ậu tương  huy n g n trong nh  lư i  ư   ti n h nh ph n t  h 

b ng PCR v  South rn blot    kh ng   nh g n  huy n GmDREB6  ã  ư   h p 

nhất v o h  g n   y  ậu tương  Đ ng th i s  bi u hi n     g n  huy n 

GmDREB6  ư   x   nhận ở mứ     h mã t ng h p prot in b ng W st rn blot  

DNA t ng s   ư   ph n lập t  l  non  ậu tương     trên phương ph p 

Saghai-M roust  t  l v   ư   ki m tr  trên g l  g ros    8   Ph n t  h PCR  ã 

 ư   sử  ụng    x   nhận s  hi n  i n     g n  huy n GmDREB6 trong 10 cây 

 ậu tương  huy n g n  PCR v i   p m i XbaI-DREB6-F/ DREB6-SacI-R  ư c 
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sử dụng    nhân bản gen chuy n GmDREB6 t  DNA h  gen c a 1    y  ậu 

tương  huy n g n  k t quả  ã thu  ư   sản ph m l   o n  N     k  h thư   

g n      kb  tương ứng k  h thư       g n  huy n GmDREB6. Các băng  N  

xuất hi n ở 9/10   y  ậu tương  huy n g n  Ch n   y  ậu tương  huy n g n 

 ương t nh PCR ở th  h  T   ư   ký hi u là T0-1, T0-2, T0-4, T0-5, T0-6, T0-7, 

T0-8, T0-9 và T0-1   K t quả n y bư     u  ã  ho ph p nhận x t r ng 9   y  ậu 

tương  huy n g n     hứ  g n  huy n GmDREB6 (Hình 2.17). 

 

 

Hình 2.17.  ình ảnh  i n  i ki m tr  sản ph m PCR x   nhận s     m t     gen 

 huy n  m R  6 trong các   y  ậu tương  huy n g n T  

M: thang DNA 1,0 kb; (+):Vector  pBI121_GmDREB6; (-): Đậu tương kh ng 

 huy n g n; 1-1 : C y  ậu tương  huy n g n ở th  h  T   ư   ký hi u là T0-1, 

T0-2, T0-3, T0-4, T0-5, T0-6, T0-7, T0-8, T0-9, T0-10. 

Tuy nhiên      hứng minh s  h p nhất     g n  huy n  m R  6 v o h  

g n     9   y  ậu tương  huy n g n  ương t nh v i PCR  k  thuật South rn blot 

 ã  ư   sử  ụng. K t quả ph n t  h 9 cây  ậu tương  huy n g n ở T  b ng 

Southern blot trong hình 2.18  ho thấy     băng DNA xuất hi n ở 8 9   y  ậu 

tương  huy n g n  trong khi    không có băng  N  nào ở   y T0-6 và các cây 

  i  hứng kh ng  huy n g n  Cây T0-5 có   băng  N  tương ứng v i   bản 

copy và các cây  òn l i: T0-1, T0-2, T0-4, T0-5, T0-7, T0-8, T0-9 và T0-10 chi 

có 1 băng  N  (1 bản  opy). 
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Hình 2.18.  ình ảnh k t quả South rn blot x   nhận s  h p nhất     g n  huy n 

GmDREB6 v o h  g n       y  ậu tương  huy n g n T  

M: Thang DNA 1,0 kb; (+): pBI121_GmDREB6; (-): Đậu tương kh ng  huy n 

gen; 1-10: Các cây  ậu tương  huy n g n ở th  h  T : T0-1, T0-2, T0-3, T0-4, 

T0-5, T0-6, T0-7, T0-8, T0-9, T0-10. 

Trong s  8   y  ương t nh v i South rn blot ở th  h  T      5   y t o r  

hoa, t o quả và  h t     l  T -2, T0-4, T0-7, T0-9, T0-1     t     5   y  huy n 

g n ở th  h  T   ư    ho nảy m m  sinh trưởng v  ph t tri n th nh các dòng 

 huy n g n T1. Các dòng   y  huy n g n ở th  h  T1  ư   ký hi u l  T1-2, T1-

4; T1-7, T1-9 và T1-10. 

Prot in  R  6 t i t  h p  hứ  kh ng nuyên  my  ở   u C  kh   v i 

 R  6 nội sinh   o    prot in  R  6 t i t  h p  ư   phát hi n b ng W st rn 

blot. C   mẫu lá non t       òng  huy n gen ở th  h  T1  ã  ư   sử  ụng    

phân tích s  bi u hi n     prot in  R  6 t i t  h p  K t quả ph n t  h W st rn 

blot  ho thấy một băng prot in khoảng    k   tương ứng v i kh i lư ng ph n tử 

    prot in  R  6 t i t  h p xuất hi n ở b n  òng  huy n g n T1-2, T1-4, T1-

7, T1-10, trong khi    thấy không có xuất hi n băng prot in ở  òng  ậu tương 

T1-9 v    y  ậu tương kh ng  huy n g n ( ình 2.19)  K t quả ph n t  h bi u 

hi n prot in  R  6 t i t  h p ở   y  ậu tương  huy n gen  ã  hứng minh gen 

 huy n  m R  6  ư    i truy n t  th  h  T  s ng th  h  T1 v   ư   bi u hi n 

th nh prot in t i t  h p  R  6   
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Hình 2.19. K t quả ph n t  h Western blot x   nhận prot in  R  6 t i t  h p 

bi u hi n trong các dòng  ậu tương  huy n g n ở th  h  T1 

M: Th ng prot in tiêu  hu n; 1-5: các dòng  ậu tương  huy n g n T1 (T1-2, T1-

4; T1-7, T1-9, T1-10); (-):   y  ậu tương kh ng  huy n gen. (+):> 100 kDa 

protein    gắn p pti  c-myc. 

2.2.5. Phân tích sự biểu hiện chức n ng sinh học của gen chuyển GmDREB6 

 Ph n t  h s  bi u hi n  hứ  năng sinh h       g n  huy n th ng qu  so 

sánh s  bi u hi n     g n GmP5CS và khả năng t  h l y prolin  giữ       òng 

  y  huy n g n GmDREB6 ở th  h  T  v i       y kh ng  huy n g n trong  i u 

ki n str ss N Cl  

   t          òng  ậu tương  huy n g n ở th  h  T1 nảy m m v  ph t tri n 

th nh   y T   g m      òng T -2, T2-4, T2-7, T2-10  trên gi  th  l    t s  h  

Ph n t  h s  bi u hi n  hứ  năng sinh h       g n  huy n GmDREB6 thông qua 

so s nh s  bi u hi n     g n GmP5CS và khả năng t  h l y prolin  giữ       òng 

  y  huy n g n GmDREB6 ở th  h  T  v i       y kh ng  huy n g n trong  i u 

ki n str ss N Cl ở h i  i u ki n str ss NaCl 150 mM và NaCl 300 mM. 

2.2.5.1. Phân tích sự bi u hi n c a gen  mP C  trong các dòng  ậu tư ng 

chu  n gen  m      và các câ  không chu  n gen sau 7 ng   trong  iều 

ki n stress NaCl 

K t quả ph n t  h b ng phương ph p t st Duncan v  bi u hi n phiên mã 

    g n GmP5CS  ho thấy s  kh   bi t   ng k  (P <    ) giữ       òng  huy n 
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gen GmDREB6 v    y kh ng  huy n g n trong  i u ki n b  nhi m N Cl   ng 

như  i u ki n    nư    C    òng  huy n g n T  thấy    s  bi u hi n phiên mã 

    g n GmP5CS cao hơn so v i       y kh ng  huy n g n khi x m x t  ả  i u 

ki n bình thư ng v   ăng th ng ( ình 2.20).  

 

Hình 2.20.  i u    so s nh mứ   ộ bi u hi n     g n GmP5CS phản ứng v i 

stress mu i trong b n  òng   y  ậu tương  huy n g n GmDREB6 ở T  và cây 

kh ng  huy n g n  ư   x     nh b ng Real time RT-PCR (qRT-PCR).  

Actin (1   bp)  ã  ư   sử  ụng l m g n th m  hi u  Mứ   ộ bi u hi n     gen 

GmP5CS (16  bp) tăng lên trong các dòng   ậu tương  huy n g n so v i các cây 

kh ng  huy n g n  

 WT:   y kh ng  huy n g n; T -2, T2-4, T2-7, T2-1 :      òng  ậu tương 

 huy n g n ở th  h  T   C    hữ   i kh   nh u trên      ột bi u th  s  kh   bi t 

   ý nghĩ  th ng kê ở P <0,05 b ng phương ph p t st  un  n  C    ữ li u trên 

     ột l  gi  tr  trung bình     b  l n l p l i ± s i s   hu n  

Mứ   ộ bi u hi n     g n GmP5CS trong các dòng  huy n g n t  1 36   n 

2,01 l n (trong  i u ki n bình thư ng) v  t  1  8   n 3 16 l n (trong  i u ki n 

stress mu i),   o hơn so v i       y kh ng  huy n g n. Bi u hi n g n GmP5CS 

cao nhất  ư   ph t hi n ở dòng T2-7 và gấp    1 l n (trong  i u ki n bình 

thư ng) v  gấp 3 16 l n (trong  i u ki n stress mu i) so v i   y kh ng  huy n 
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gen. Do vậy  k t quả phân tích qRT-PCR     gen GmP5CS  ã  ư    hứng minh 

l  bi u hi n tăng   ng k  (P <    ) trong      òng  ậu tương  huy n g n 

GmDREB6 trong  i u ki n bình thư ng v   i u ki n stress mu i. 

2.2.5.2. Phân tích sự tha   ổi h m lượng proline c a dòng  ậu tư ng chu  n gen 

và các câ   ậu tư ng không chu  n gen sau 7 ng   trong  iều ki n stress NaCl 

  t          òng bi n   i g n trong th  h  T1  T1-2, T1-4, T1-7 và T1-10, 

nảy m m v  ph t tri n th nh   y  huy n g n T   T -2, T2-4, T2-7 và T2-1    Ở 

th  h  T   sau bảy ng y trong  i u ki n stress mu i N Cl  k t quả ph n t  h hàm 

lư ng prolin      b n  òng  ậu tương  huy n g n T -2, T2-4, T2-7, T2-10   u 

  o hơn ở       y kh ng  huy n g n t    8  μmol/g   n    3 μmol g và cao 

nhất l   òng T -7 (7,77 μmol/g)  trong khi h m lư ng prolin        y không 

 huy n g n l  3    μmol g (P <    1) ( ảng 2.4).  

Bảng 2.4.   m lư ng prolin           òng  ậu tương  huy n g n ở th  h  T  v   

      y kh ng  huy n gen sau 7 ngày trong  i u ki n str ss N Cl 

Các cây WT và 

     òng  ậu 

tương  huy n 

gen 

  m lư ng 

proline trong 

 i u ki n bình 

thư ng 

(μmol g) 
A 

S  th y   i h m lư ng prolin           òng  ậu 

tương  huy n g n T  s u   ng y trong  i u ki n 

stress NaCl 

Hàm lư ng 

proline 

 (μmol g) 
B 

Tỷ l  tăng so v i 

 i u ki n bình 

thư ng (%) 

Tỷ l  tăng so v i 

các cây không 

 huy n g n (%) 

WT 1.57
a
 ± 0.027* 3.74

a
 ± 0.081 238.22 100.00 

T2-2 1.84
b 

± 0.041 4.56
b
 ± 0.099 247.83 121.93 

T2-4 2.32
c
 ± 0.034 6.16

c
 ± 0.044 265.52 164.71 

T2-7 2.59
c
 ± 0.029 7.77

d
 ± 0.069 300.00 207.75 

T2-10 2.34
c
 ± 0.056 6.29

c
 ± 0.042 268.80 168.18 

Ghi chú: WT:   y kh ng  huyển gen; T -2, T2-4, T2-7, T2- 0:     dòng đậu 

tương  huyển gen   th  h  T . A   : c    hữ   i kh   nh u trong  ùng m t   t 

 iểu thị s  kh    i t đ ng kể  ằng phương ph p test  un  n với   <0 00 . * 

Gi  trị trung   nh ± s i s   huẩn. 
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 ảng      òn  ho thấy  so v i  i u ki n bình thư ng ở  i u ki n str ss 

mu i        y WT v       òng  huy n g n    h m lư ng prolin  tăng t  

238,22% -3   ; n u so v i       y kh ng  huy n g n thì      òng  huy n g n 

   h m lư ng prolin  tăng t       -68,18%. 

    trên     k t quả ph n t  h v  s  th y   i h m lư ng prolin       òng 

 ậu tương  huy n g n v    y kh ng  huy n g n s u   ng y trong  i u ki n stress 

mu i     th  k t luận r ng      òng  huy n g n    t nh kh ng mu i   o hơn   y 

kh ng  huy n g n v  dòng T2-     khả năng  h u m n v   h u h n t t nhất  

2.2.6. Thảo luận 

C   nghiên  ứu v  t o   y  huy n g n qua trung gian Agrobacterium v i 

các gen liên qu n   n khả năng  h u h n v   h u m n       y  ậu tương  ã  ư   

một s  nh m nghiên  ứu qu n t m v  b o   o. Ch ng h n như nghiên  ứu v  s  

bi u hi n     prot in liên qu n   n s  k o   i     r  t   ậu n nh [28] và protein 

liên qu n   n t ng h p      hất l m tăng  p suất th m thấu trong t  b o [53], 

  nh gi  t    ộng     y u t  phiên mã N C mã h   ở   y  r bi opsis [40]. 

Trong nghiên  ứu     chúng tôi  vi   l    h n g n mã h   nh n t  phiên mã 

 R      t    ộng nh m tăng  ư ng phiên mã     g n liên qu n   n tính  h u 

h n v   h u m n       y  ậu tương  Gen GmDREB6  một th nh viên     ph n 

h   R    ã  ư   tìm thấy trong bộ g n  ậu tương [48] và  ư   ph n lập t   ậu 

tương v i mã     1166 1 trên   n  nk [26].  

Trư     y ngư i t   ã  hứng minh r ng  R   l  một nhân t  phiên mã có 

th  liên k t v i  huỗi  R    CRT (l p l i C)     hứ  một m  t p      CC  C 

   k  h ho t bi u hi n g n trong  on  ư ng truy n t n hi u stress ở th   vật  

V ng mã h       g n GmDREB6     hi u   i 693 nu l oti    mã h    3   xit 

 min  Mi n  P      prot in  R  6     9  xit  min  b o g m 11  xit  min  v  

tr  gắn  N  l  6   61  63  6   6   69   3      8   8   8 1   V ng promoter     

 m R  6  hứ  trình t  cis –g m GT-1 và DRE. Cụ th  l : DRE (-1113) và 

GT-1 (-133, -1398, -1488, -1560, -1993). 
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Prolin  l  một amino acid th m gi   ấu t o     protein. Proline có vai trò 

 i u  h nh  p suất th m thấu  bảo v  m ng trong  i u ki n stress  ứ   h      g   

t   o   h ng oxy hóa   [23], [24]  S  t  h l y h m lư ng prolin    o hơn b ng 

   h tăng  ư ng bi u hi n g n P CS    th  làm tăng mứ   ộ bảo v  th   vật, 

 h ng l i str ss oxy h   v  tăng  p suất th m thấu [16]. Con  ư ng sinh t ng 

h p prolin  ở th   vật v i s  th m gi      h i  nzym   h   h t là ’-pyrroline-

5-carboxylate reductase (P5CR) và ’-pyrroline-5-carboxylate synthetase 

(P5CS) (Hình 2.21).  

 

 

Hình 2.21. Con  ư ng sinh t ng h p prolin  ở th   vật [11] 

 

Ở   y  ậu tương   nzym  P CS  ư   mã h   bởi g n GmP5CS và trình 

khởi  ộng     g n GmP5CS có GT-1  nhưng kh ng     R  [65].. Vùng 

promoter      gen GmDREB6  hứ  trình t  cis có GT-1 và trình t  khởi  ộng 

    g n GmP5CS   ng có GT-1   o     nhân t  phiên mã  R  6 sẽ k  h ho t 

s  bi u hi n g n GmP5CS  Trong     k t quả ph n t  h      h ng t i  ho thấy 

mứ   ộ bi u hi n phiên mã     g n GmP5CS trong      òng  ậu tương  huy n 

gen GmDREB6 ở th  h  T    o hơn       y kh ng  huy n g n trong  ả ở  i u 

ki n bình thư ng v  str ss mu i t  136       n      3  v  1 8 1   -

315,     tương ứng ( ình 2.20). 

C   nghiên  ứu trư     y  ho thấy s  bi u hi n qu  mứ      P CS l m 

tăng t ng h p prolin  ở   y  huy n g n [9], [20], [66]. Trong nghiên  ứu     
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chúng tôi, s  bi u hi n qu  m nh gen GmDREB6 gi p tăng mứ   ộ phiên mã 

    g n GmP5CS   o    h m lư ng prolin  trong     t  b o   o hơn bình 

thư ng  S u bảy ng y trong  i u ki n stress mu i  h m lư ng prolin          

 òng  ậu tương  huy n g n T -2, T2-4, T2-7 và T2-1   ã tăng t      83  lên 

300,0   so v i  i u ki n bình thư ng; tăng nhi u hơn so v i  i u ki n bình 

thư ng           y kh ng  huy n g n t  9 61    n 61  8    ơn nữ   s u bảy 

ng y trong  i u ki n stress mu i  h m lư ng prolin           òng  ậu tương 

 huy n g n T -2, T2-4, T2-7 và T2-1   ã tăng so v i       y kh ng  huy n g n 

t  1  1   n      l n ( ảng 2.2 ). 

Như vậy  gen P5CS có v i trò qu n tr ng trong vi    i u  h nh s  t  h l y 

proline trong  i u ki n str ss mu i v  t  h       ng v i trò bảo v  th m thấu   o 

     h ng t i  ho r ng  vi   bi u hi n qu  mứ  g n GmDREB6  ã tăng  ư ng 

khả năng  h u m n v   h u h n sinh lý     cây  ậu tương  huy n g n b ng    h 

tăng  ư ng bi u hi n nh n t  phiên mã     g n P CS v  t  h l y      hất th m 

thấu  trong    prolin  giữ v i trò qu n tr ng.  

K t quả   nh gi       òng  ậu tương  huy n g n  m R  6 ở th  h  T  

 ã t o  ư      òng  huy n g n T2-2, T2-4, T2-7 và T2-10    mứ   ộ phiên mã 

    g n  mP CS  s  t  h l y  mino   i  prolin  v  khả năng  h u m n   h u h n 

  o hơn       y   i  hứng kh ng  huy n g n  C    òng  ậu tương  huy n g n 

T   ư   ti p tụ  ph n t  h    nh gi  ở     th  h  ti p th o phụ  vụ t o gi ng  ậu 

tương  huy n g n  h u h n   h u m n  
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

1. KẾT LUẬN 

1.1. Trình t   o n mã h       g n GmDREB6 ph n lập t  gi ng  ậu tương 

 T   8    k  h thư   693 bp mã h    3   mino   i   V  tor  huy n g n 

pBI121_GmDREB6  hứ  trình t  g n GmDREB6 nh n t o  ư   thi t k  th nh 

  ng v  t o  ư   vi khu n Agrobacterium t i t  h p m ng  ấu tr   g n mã h   

nh n t  phiên mã  R  6       y  ậu tương  

1.2.   ng k t quả ph n t  h South rn blot v  RT-PCR  ã  hứng mình  ư   

g n  huy n GmDREB6  ã h p nhất v o h  g n v  ho t  ộng t t trong   y thu   l     

1.3. Cấu tr   m ng g n  huy n GmDREB6  ư   bi n n p th nh   ng v o 

cây  ậu tương v  t      mẫu bi n n p  qu  3 l n  h n l   b ng kh ng sinh 

k n mi in  k t quả  ã t o  ư   1    y  ậu tương  huy n g n sinh trưởng  phát 

tri n bình thư ng trong  i u ki n nh  lư i  

1.4.   n  huy n GmDREB6  ã h p nhất v o h  g n   y  ậu tương T   ư   

x   nhận b ng k t quả ph n t  h South rn blot  Đã  hứng minh  ư   g n  huy n 

GmDREB6  ư    i truy n t  th  h  T  s ng th  h  T1 v   ư   bi u hi n th nh 

prot in t i t  h p  R  6   

1.5. S  bi u hi n m nh     g n  huy n GmDREB6 l m tăng ho t  ộng 

phiên mã     g n GmP5CS và  ải thi n s  t  h l y prolin  trong   y  huy n g n  

T o  ư      òng  huy n g n T2-2, T2-4, T2-7 và T2-10 ở th  h  T     mứ   ộ 

phiên mã     g n GmP5CS  s  t  h l y  mino   i  prolin  v  khả năng  h u 

m n   h u h n   o hơn       y   i  hứng kh ng  huy n g n  

2. KIẾN NGHỊ 

  n  òng  ậu tương  huy n g n ở th  h  T2 T2-2, T2-4, T2-7 và T2-10 

 ư   ti p tụ  ph n t  h    nh gi  ở     th  h  ti p th o phụ  vụ t o gi ng  ậu 

tương  huy n g n  h u h n   h u m n  
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