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THÔNG TIN KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU  

 

1. Thông tin chung 

- Tên đ  t i: Nghiên c u bƣớc đầu tạo d ng đậu tƣơng chu ển gen GmDREB6 có khả năng 

ch u hạn c o 

- M  số: B2017-TNA-38 

- Ch  nhi m đ  t i:  GS.TS. Chu Hoàng Mậu 

- Tổ ch c ch  tr : Đại học Thái Ngu ên 

- Thời gi n th c hi n: 30 tháng. 

2. Mục tiêu 

i)  h n t ch đƣợc hoạt động v  ch c năng sinh học c   gen chu ển GmDREB6 trên cây mô hình; 

ii) Tạo đƣợc d ng c   chu ển gen có khả năng ch u hạn c o hơn c   đối ch ng bằng kỹ thuật 

chu ển gen m  hó  nh n tố phiên m  GmDREB6. 

3. Tính mới và sáng tạo 

1) Đ  ph n  ập đƣợc đoạn m  hó  c   gen GmDREB6 từ giống đậu tƣơng DT2008 với k ch thƣớc 

là 693 bp mã hóa 230 amino acid. Thi t k  th nh c ng vector chu ển gen pBI121_GmDREB6 ch   

tr nh t  gen GmDREB6 nh n tạo. Gen chu ển GmDREB6 đ  hợp nhất v o h  gen v  hoạt động tốt 

trong c   thuốc  á    

2) Đ  tạo đƣợc 10 c   đậu tƣơng chu ển gen sinh trƣởng  phát triển b nh thƣờng trong đi u ki n 

nh   ƣới  Đ  ch ng minh đƣợc gen chu ển GmDREB6 đƣợc di tru  n từ th  h  T0 s ng th  h  T1 

v  đƣợc biểu hi n th nh protein tái tổ hợp DREB6   

3) Đ  ch ng minh đƣợc s  biểu hi n mạnh c   gen chu ển GmDREB6 đ    m tăng hoạt động 

phiên m  c   gen GmP5CS và cải thi n s  t ch     pro ine trong c   chu ển gen   

4) Tạo đƣợc 4 d ng chu ển gen T2-2, T2-4, T2-7 và T2-10 ở th  h  T2 có m c độ phiên m  c   

gen GmP5CS  s  t ch      mino  cid pro ine v  khả năng ch u mặn  ch u hạn c o hơn các c   đối 

ch ng kh ng chu ển gen  

4. Kết quả nghiên cứu 

1.1. Tr nh t  đoạn m  hó  c   gen GmDREB6 (cDNA) ph n  ập từ giống đậu tƣơng DT2008 có 

k ch thƣớc 693 bp m  hó  230  mino  cid  Vector chu ển gen pBI121_GmDREB6 ch   tr nh t  

gen GmDREB6 nh n tạo đƣợc thi t k  th nh c ng v  tạo đƣợc vi khu n Agrobacterium tái tổ hợp 

m ng cấu trúc gen m  hó  nh n tố phiên m  DREB6 c   c   đậu tƣơng  

1.2. Bằng k t quả ph n tích Southern blot và RT- CR đ  ch ng m nh đƣợc gen chu ển GmDREB6 

đ  hợp nhất v o h  gen v  hoạt động tốt trong c   thuốc  á    

1 3  Cấu trúc m ng gen chu ển GmDREB6 đƣợc bi n nạp th nh c ng v o c   đậu tƣơng v  từ 450 

mẫu bi n nạp  qu  3  ần chọn  ọc bằng kháng sinh k n micin  k t quả đ  tạo đƣợc 10 c   đậu 

tƣơng chu ển gen sinh trƣởng  phát triển b nh thƣờng trong đi u ki n nh   ƣới  

1.4.  en chu ển GmDREB6 đ  hợp nhất v o h  gen c   đậu tƣơng T0 đƣợc xác nhận bằng k t quả 

ph n t ch Southern b ot  Đ  ch ng minh đƣợc gen chu ển GmDREB6 đƣợc di tru  n từ th  h  T0 

s ng th  h  T1 v  đƣợc biểu hi n th nh protein tái tổ hợp DREB6   
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1.5. S  biểu hi n mạnh c   gen chu ển GmDREB6   m tăng hoạt động phiên m  c   gen GmP5CS 

và cải thi n s  t ch     pro ine trong c   chu ển gen  Tạo đƣợc 4 d ng chu ển gen T2-2, T2-4, T2-

7 và T2-10 ở th  h  T2 có m c độ phiên m  c   gen GmP5CS  s  t ch      mino  cid pro ine v  

khả năng ch u mặn  ch u hạn c o hơn các c   đối ch ng kh ng chu ển gen  
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5.3. Sản phẩm ứng dụng 

- Thi t k  th nh c ng 01 cấu trúc vector chu ển gen: pBI121_GmDREB6; 

- 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 m  c   gen GmP5CS  s  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 kỹ 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 tr ng khác tại 

các ph ng th  nghi m: C ng ngh  gen  C ng ngh  t  b o th c 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- c ng 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 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. 

4. Research results 

(1) The encoding fragment of GmDREB6 gene (cDNA) 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. 
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(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 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                         t  ng       v  t    u n t  ng t  ng  ơ         n ng 

ng     v  t  ng       ng       n ngư    Đậu tương    ng        g   t       v    n  t  v    n   ư ng  

    òn g ữ v   t ò t  ng v     ả  t   n  ộ   ì v   ử  ụng b n vững t   ngu ên  ất   n  t     

Đậu tương  ư              t  ng n     ả  v     n v  t uộ  n           u   n      H n      u 

t        n      ng  ê  t  ng n ất v     t ể     g ả  năng  uất  ậu tương    ảng        ng t        

g ả    ất  ư ng   t  H n ản   ư ng   n tất  ả     t     ì   n  t ư ng v     t t  ển          ậu tương  

t     ì        v  t     ì   u         ã  ư     ứng   n     n ững t     ì b  ản   ư ng ng  ê  t  ng 

n ất  H  n n       b  n          ậu t  n   u      b  t      n           ư ng  ư     ng   u       t    

  ể  t  ng nă  v  g ữ      v ng    n  ã g         ăn      ản  uất n ng ng       n   u  u   g    

t  ng          t       ư   t        ảng        n t           n     ất        ả năng g ữ nư      ; 

  t          n tư ng E    n  g         n        u   g   t uộ    ng b n   u v      nư   t ư ng 

 u ên    u ản   ư ng           n    E    n     Australia, Philippines, Indonesia, Thái Lan,    t 

Nam       ng  ột v   nă  g n         n   ung v       gu ên nư   t    ả   ứng    u n ững   t   n 

hán         v  ng  ê  t  ng  g   ản   ư ng  ất   n v        ăn     v      n  t                t  ng 

n     ung v       ậu tương n     êng  D      g ả          n t   g  ng  ậu tương      ả năng    u   n 

t t ứng     v   b  n          ậu v     n tương E    n     vấn     ấ  t   t    ng t n  t            t 

      ng n ư     v   n   u  u   g   t ên t   g     

Đ   t n     u   n     u   n v     u      t           n                    ậu tương    n   u g n 

 u    n    ản              g n n     ên  u n t    t      n    b ểu    n   ả năng    u   n n ư g n   ên 

 u n   n t ng          n                         g n    u        t  ộng     n    g n    u   n  

 g  ên  ứu    b ểu    n     g n    u           ên  ã     n    g n    ng    u       u t  bất         

  n              t     ận      ứ    n t  ng       t t  ển g  ng  ậu tương    ng    u       n    n  

n   t   v  ưu v  t  ơn    t uật   u ển g n   ứ  năng  ơn      ì vậ   v    tăng  ư ng b ểu    n g n    

  ả năng    u t  t      ột   u t     ên  ã      t     b ểu    n     n   u g n  ụ  t êu   ể     t     

t n     u   n     u   n     ất  u n t  ng   ột    g n    ậu tương  ã  ư      tả         ản ứng v   t   

 ộng       n    ứ     ên  ã  P  t  n DREB (       t  n      n  v       nt b n  ng      ột    n    

    n  n t     ên  ã  P  ERF      ứ  năng    u    ển    b ểu    n      ột    g n  ả  ứng v   

 t       n t  ng     ản   n ng       ả năng    u   n   n   u      t    vật  t  ng        ậu tương  

Trình t  cis v  n  n t  trans g ữ v   t ò  u n t  ng t  ng    b ểu    n     g n     ứng t    ộng     

  n  DREB - n  n t     t    ộng trans    t ể   ên   t v   t ìn  t  cis  ể         t b ểu    n g n  ụ  

t êu        t n    u  t       t    vật  P  n    DREB        ậu tương g       t  n  v ên  ư         n  

   t  ng    g n            g n                                              

                          v            u  n  ên  ột v   t  n  v ên t  ng    n    òn 

  ư     t    ộng  ụ t ể n ư t   n       v   t n     u   n  t  ng       g n GmDREB6.       ận ứng 

 ụng    t uật   u ển g n  ã     n  n t     ên  ã DREB v           ứ  năng      ột v   g n 

GmDREB  n     ả  t   n     t n     t u  n  t    òng      ậu tương   u ển g n t     ng   v      u 

   n   n  ư       b  t  u n t    Vì vậ   g n  ã     n  n t     ên  ã DREB   ên  u n   n t n     ng 

   u      t           n       t  ng       t n     u   n   n  ư          n     g n   u ển t  ng ng  ên 

 ứu ứng  ụng    t uật   u ển g n n    n ng       ả năng    u   n          ậu tương   

Xuất    t t  n ững  ơ    t ên    ng t    ã t  n   n     t  : “Nghiên  ứu  ướ  đầu tạo dòng đậu 

tương  huyển gen          ó khả năng  hịu hạn   o” 

2. Những đóng góp khoa học của đề tài 

1  Đã    n  ậ   ư      n  ã         g n GmDREB6 t  g  ng  ậu tương D    8 v        t ư   

là 693 bp mã hóa 230 amino acid.     t    t  n    ng v  t     u ển g n pBI121_GmDREB6   ứ  

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/Vi%E1%BB%87t_Nam
https://vi.wikipedia.org/wiki/H%E1%BA%A1n_h%C3%A1n
https://vi.wikipedia.org/wiki/H%E1%BA%A1n_h%C3%A1n
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t ìn  t  g n GmDREB6 n  n t  . G n   u ển GmDREB6  ã     n ất v      g n v     t  ộng t t trong 

    t u         

2) Đã t    ư   1       ậu tương   u ển g n   n  t ư ng     t t  ển bìn  t ư ng t  ng    u    n 

n    ư    Đã   ứng   n   ư   g n   u ển GmDREB6  ư      t u  n t  t           ng t       1 v  

 ư   b ểu    n t  n     t  n t   t      DREB6   

3  Đã   ứng   n   ư      b ểu    n   n      g n   u ển GmDREB6  ã     tăng    t  ộng 

   ên  ã     g n GmP5CS và  ả  t   n    t             n  t  ng       u ển g n   

4)      ư      òng   u ển g n T2-2, T2-4, T2-7 và T2-10   t             ứ   ộ    ên  ã     

gen GmP5CS     t           n            n  v    ả năng    u   n     u   n      ơn               ứng 

   ng   u ển g n  

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

K t  uả ng  ên  ứu   t  ư          t      g   t            v  t    t  n t  ng t     ận ng  ên  ứu 

nâng cao   ả năng    ng    u      t           n               ậu tương b ng    t uật   u ển g n  

Về mặt khoa học 

K t  uả ng  ên  ứu        t   g      n       ng tỏ       ể   ấu t    v    ứ  năng     GmDREB 

và GmDREB6          ậu tương  

P  t t  ển t  n    ng  ấu t    v  t     ng g n   u ển GmDREB6 v     b ểu    n   n         t  n 

t   t      DREB6  ã     tăng t             n        ậu tương. C    òng  ậu tương   u ển g n      ả 

năng    u   n t t  ơn           ứng    ng   u ển g n  có g   t       ngu ên    u        n g  ng  ậu 

tương    u   n. 

C   b   b    ăng tả  t ên     t               -  ng ng    u   t  v  t  ng nư      n ững tư    u    

g   t    ử  ụng t  ng ng  ên  ứu v  g ảng      

Về mặt thực tiễn 

   t     u ển gen pBI121_GmDREB6    t ể  ử  ụng   u ển v   g  ng  ậu tương           

         t  ng      t  ng  ụ           tăng  ương   ả năng    ng    u           u ển g n  Các dòng 

  u ển g n     ngu ên    u        n g  ng  ể t          g  ng  ậu tương    t n     u   n  ư    ả  

t   n  C     t  uả ng  ên  ứu    n  ậ  v  b ểu    n g n GmDREB6  t    òng      ậu tương   u ển 

g n  ã g      n g ả   u  t  ơ     ý  uận     vấn    n ng       ả năng    ng    u b ng tăng  ư ng 

b ểu    n g n  ã     n  n t     ên  ã  K t  uả ng  ên  ứu     ơ             vững           ư ng 

ng  ên  ứu ứng  ụng    t uật   u ển g n v   v     ả  t   n   ả năng    ng    u          ậu tương  

      t  ển v ng  ư ng ứng  ụng   ng ng   g n t  ng    n g  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 

   P  n t     ư      t  ộng v    ứ  năng   n          g n   u ển GmDREB6 trên cây mô hình; 

ii)       ư     òng        u ển g n      ả năng    u   n      ơn           ứng b ng    t uật 

  u ển g n  ã     n  n t     ên  ã GmDREB6 

1.1.2. Nội dung nghiên cứu 

  i dun     Nghiên  ứu thi t k  ve tor  huyển gen th   vật   ng gen    hó  nh n t  phiên    

GmDREB6 

 g  ên  ứu t  ng t n gen GmDREB6  t   t            n  n g n GmDREB6        òng    n tử v  

g ả  t ìn  t  g n GmDREB6.  

T  t  ng t n v  g n GmDREB6    n  ậ   ư   v  t ìn  t  g n GmDREB6 trên GenBank t   t    v  

t ng      ấu t    g n   u ển GmDREB6 n  n t  . 

    t    v  t     u ển g n t    vật   ng  ấu t      ứ  g n  ã     n  n t     ên  ã GmDREB6; 

     òng v    u n Agrobacterium t   t        ng  ấu t    g n  ã     n  n t     ên  ã DREB6; 

  i dun     Ph n t  h hoạt đ ng     ve tor  huyển gen         trên   y thu         h nh 

        t u        u ển g n b ng   ương        u ển g n g  n t    t  ng  u  A. tumefaciens 

P  n t            t v      ung         g n   u ển v      g n     t u      b ng PCR v    ut   n 

blot. 

P  n t       b ểu    n     g n   u ển GmDREB6       t u        u ển g n 

  i dun     Nghiên  ứu  huyển gen         v  tạo   y đậu tương  huyển gen 

C u ển  ấu t      ng g n   u ển v    ậu tương n   v    u n Agrobacterium     n      u  n    

         t    n   

      n                  n     b ng    ng   n  v  t        ậu tương   u ển g n  0.  

R       ậu tương   u ển g n  0 v  t  ng t  ng n    ư    

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

P  n t         ậu tương   u ển g n b ng       n          t     g n   u ển b ng PCR v      

Southern.  

P  n t       b ểu    n     g n   u ển    ứ     ên  ã b ng R -PCR, Real time RT-PCR v     

b ểu    n    t  n t   t      G DREB6 b ng    t  n b  t  

  i dun      h n t  h s   iểu hi n  hứ  năng sinh h       gen  huyển GmDREB6 

P  n t       b ểu    n   ứ  năng   n          g n   u ển t  ng  u       n    ả năng t        

     n  g ữ        u ển g n v         ng   u ển gen. 

1.2. ĐỐI TƢỢNG VÀ VẬT LIỆU NGHIÊN CỨU 

1.2.1. Đối tƣợng nghiên cứu 

 g  ên  ứu       ể  và b ểu    n g n gen GmDREB6          ậu tương; 

Ứng  ụng    t uật   u ển g n n   v    u n Agrobacterium v  t        ậu tương   u ển g n có 

  ả năng    ng    u  t           n        

1.2.2. Vật liệu thực vật 

 ử  ụng g  ng  ậu tương DT84     vật    u n ận gen trong   u ển g n do Vi n D  t u  n   ng 

ng      ung  ấ   
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Cây t u      t  ng  ng ng      ưu g ữ t  ng   òng t   ng     t uộ  Bộ   n   n         n 

   &G     ụ    n       K      n         ư ng Đ        ư     -ĐH Thái Nguyên  ung  ấ     u      

 ư    ử  ụng             ìn  t  ng t   ng     b ểu    n g n GmDREB6. 

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

C      ng v    u n v           v  t    ử  ụng t  ng ng  ên  ứu  ư    ung  ấ  t     n C ng ng   

  n      -    n H n     K        & C ng ng      t     g  : Escherichia coli DH α  A. 

tumefaciens CV58, A.tumefaciens AGL1; v  t     u ển g n pBI121  ử  ụng t  ng  u  t ìn  n  n  òng  

t   t    v  t     u ển gen và lây nh    v   t    vật   

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

- D   t ên n ững t  ng t n v  g n GmDREB6    n  ậ  t  g  ng  ậu tương D    8 v  t ìn  t  g n 

GmDREB6   ng  ã    EF551166 trên GenBank [26], g n n  n t   GmDREB6  ư   t   t   , t ng     

và g n trong vector pUC18 (pUC18_GmDREB6). 

-  ử  ụng         DREB6-F/DREB6-R  ể n  n bản g n GmDREB6 t  g  ng  ậu tương D    8; 

        XbaI-DREB6-F/ DREB6-SacI-R  ử  ụng t  ng   ể  t           t     g n   u ển GmDREB6  

t  ng       u ển g n;         qGmP5CS-F/ qGmP5CS-R và qAct-F /qAct-R  ử  ụng t  ng    n t    

Real time RT-PCR.   ìn  t  nu    t                     ư   t ìn  b     bảng 1 1  

Bảng 1.1.   ìn  t  nu    t                     ử  ụng t  ng ng  ên  ứu 

Primers  u    t       u 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  

1.3. PHẠM VI VÀ ĐỊA ĐIỂM NGHIÊN CỨU 

1.3.1. Ph m vi nghiên cứu 

Để t       n  ư    ụ  t êu   t        t   t       n t  ng      v  ng  ên  ứu n ư: (1  P  n  ậ  g n 

 ã     n  n t     ên  ã G DREB6 t  g  ng  ậu tương    u   n D    8   ng v   v       n t    g n 

GmDREB6 trên GenBank  ể    t  ng t n v        ể      g n      ơ        v    t   t    g n 

GmDREB6 n  n t    (2)  ử  ụng g n GmDREB6 t   t    v  t     u ển g n t    vật v     n t    b ểu 

   n g n GmDREB6       t u          ìn . (3) C u ển g n GmDREB6 v   g  ng  ậu tương D 84 và 

   n t          u ển g n  

1.3.2. Địa điểm nghiên cứu 

C   t   ng        n  ậ  g n    u ển g n  ư   t       n t   P òng t   ng     C ng ng   t  b   

t    vật  K      n         ư ng Đ        ư      - Đ             gu ên      ng       u ển gen 

t       n t  nă    17   n t  ng 12 nă    18      ng     t   t    v  t     u ển g n v     n t    b ểu 

   n g n  ư   t  n   n  t     òng C ng ng   t  b   t    vật v  P òng t   ng     t  ng   ể  C ng 

ng   g n t uộ     n C ng ng     n      -    n H n     K        v  C ng ng      t       

1.4. CÁCH TIẾP CẬN VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

1.4.1. C ch tiếp cận nghiên cứu 

     òng      ậu tương      ả năng    ng    u       u t  bất           n       ư   t  n   n  t    

     t     ận ứng  ụng    t uật   u ển g n   ụ t ể   : (      n bản  t     òng v        n  t ìn  t  g n  ã 
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    n  n t     ên  ã GmDREB6 t       ậu tương; (     ử  ụng t  ng t n v  t ìn  t  g n    n  ậ   ư   

v  t ìn  t  g n GmDREB6 t ên G nB n   ể t   t    v  t     u ển g n v    u ển v        ậu tương 

n    t    òng  ậu tương   u ển g n  (     P  n t    g n   u ển v    n  g        òng      ậu tương 

  u ển g n t   vật    u t   g  ng  ậu tương      ả năng    u   n. 

1.4.2. Phƣơng ph p nghiên cứu 

      th  n hi m c a  ề t i 

 C   t   ng     t  ng    t    ư   t       n t     ơ       ìn  1 1. 

 

Hình 1.1.  ơ    t   ng     t ng  u t 

 

C   n      ương      v     t uật ng  ên  ứu  ư    ử  ụng b   g  :  

- P ương         n  ậ  g n G DREB6 t       ậu tương 

-     t    v  t     u ển g n t    vật và t   v    u n A. tumefaciens t   t      

- K  t uật   u ển g n v   t u      v    n  g      t  ộng     v  t     u ển g n 

- K  t uật   u ển g n v   n            ậu tương g  ng D 84 

- P  n t       n  g         u ển g n b   g         ương      n ư   ể  t           t     g n 

  u ển t  ng       u ển g n b ng PCR; p ương      Southern blot; P  n t          u ển g n b ng     

Western; p  n t          u ển g n b ng R    t    R -PCR; xử  ý  t      u   và p  n t         ư ng 

     n  t  ng       u ển g n 
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Chƣơng 2. NỘI DUNG VÀ KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

2.1. TỔNG QUAN TÌNH HÌNH NGHIÊN CỨU  

Đ  t   t ng   t    t      u  ể    n t     ột    nộ   ung  ơ bản   ên  u n       : (1  Cơ        u   n 

    t    vật; (   H  n  n t     ên  ã  P  v     n    DREB; (3  Ứng  ụng t  n bộ    t uật t  ng 

  u ển g n        ậu tương; (4) Nghiên cứu biểu hiện nhân tố phiên mã GmDREB; (5) Tình hình 

ng  ên  ứu t        ậu tương b  n     g n      t    .  

2.2. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU VÀ THẢO LUẬN 

2.2.1. Thiết kế vector chu ển gen thực vật mang gen mã hóa nhân tố phiên mã GmDREB  

2.2.1.1. Tách dòn  v  phân t ch  ặc  iểm  en GmDREB6 từ  iốn   ậu tư n  DT 008 

Thi t k   ặp  ồi      -F/DREB6-   nh n  ản gen         

B ng   ng  ụ   n   n           t ên bản    g n  ậu tương  ã       n   ư   g n GmDREB6    v  

t   t ên          (LOC100101914)  K ả    t    n  ã         g n GmDREB6 t ên G nB n   ã     

  n   ư       t ìn  t  g n   ng  ã    EF  1166 v    _  1  8 1       ìn  t  g n   ng  ã    

EF  1166 v    _  1  8 1      ứ     n  ã        693 b    ã      3     n        C  ng t      n 

t ìn  t    ng  ã    EF  1166     t   t            DREB6-F/DREB6-R cho PCR n  n bản    n  ã 

        g n GmDREB6. C       PCR n  n bản g n GmDREB6  ư   t   t       t ìn  t  nu    t      :  

DREB6-F:  ’– ATGGTCATGGAAGAATCTAAC - 3’ 

DREB6-R: 5’- TTAATATGATTCCCATAGA -3’ 

Đ  n D    ư   n  n bản       n         t ư      693 b    

K t quả nh n  ản gen         

    D    b ng PCR v           DREB6-F/DREB6-R    n  ã         g n GmDREB6  ã  ư   

  u         K t  uả   ể  t    ản      PCR n  n g n GmDREB6 trên hình 2.1     t ấ   ột băng     

   u v        t ư      ảng   69  b    ng n ư t n  t  n t     ý t u  t   

0,75 kb

0,5 kb
 0,69 kb

M      1        2      3       

 

Hình 2.1. K t  uả    n      ể  t    ản      PCR n  n g n GmDREB6 ( D    t   R       g  ng 

 ậu tương D    8   :    ng D   1  b; 1     3: g n GmDREB6  

Kết quả t ch dòng gen GmDREB6 

 ản      PCR    n g n GmDREB6  ã t n        ư    ử  ụng       ản ứng g n n   v   v  t   

pBT (     t ư        b    ể t   v  t   t   t      pBT–GmDREB6     t   t   t       ư   b  n n   v   
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v    u n E.coli DH α  ể n  n  òng   ă   òng   u n     t  ng  ư          n  ể t  n   n    ản ứng 

colony-PCR   ể  t           t     g n GmDREB6 trong E.coli.  

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

K t  uả g ả  t ìn  t     n D   t          t   t      pBT-GmDREB6 t ên t   t b  t   ộng t u 

 ư   t ìn  t  nu    t            t ư   693 b   Để   ẳng   n     n D    ã     t ìn  t  nu    t       

   n  ã         g n GmDREB6    ng t   t  n   n     n t    t    tu  n b ng    n     B     

t  ng  CBI    t  uả t u  ư      ìn  2.3.  

 

Hình 2.3. K t  uả    n t    B     g n GmDREB6    n  ậ  t  g  ng  ậu tương D    8 

 

K t  uả    n t    B                ẳng   n     n g n    n  ậ  t  g  ng  ậu tương D    8    

gen Glycine max dehydration-responsive element binding protein 6 (GmDREB6)  R            ậu 

tương    ìn  t     n  ã         g n GmDREB6         t ư   693 b   ã      3     n      . 

2.2.2. .Thiết kế vector chuyển  en GmDREB6 

Thi t k  v  tổng hợp gen         

D   t ên t  ng t n     gen GmDREB6 ( D     ư      n  ậ  t  g  ng  ậu tương D    8     

   t  am n ư  ã t ìn  b     t ên và gen GmDREB6 v    ã EF  1166 t ên G nB n  (  u v   s, 2007) 

[6], gen GmDREB6 n  n t    ư   t   t    v        t ư     1 b  (Hìn  2.8). Gen GmDREB6 n  n t   

   693 nu    t     b   ung 1  nu    t       v  t     t          nz    XbaI/ SacI và 33 nucleotide mã 

     u         t ng  ộng      1 nu    t     G n GmDREB6  ư     èn v   vector pUC18 

(pUC18_GmDREB6). 
5’gctctagaATGGTCATGGAAGAATCTAACCCATTAGACAATGAAGTTCAACCAACCACTTCATCATCCTCTTTCAC

CATTACTACTCCCTCTACCTCCTCTTCTTCCTCCATAGAAGAAGCCACTAACACTACAAAGGAGAAAAAGAAGAAA

GCCAATAGTAATGAAGGCAAGCACCCTACGTATAGAGGAGTTCGCATGCGTCAATGGGGCAAATGGGTATCCGAAA

TTAGAGAGCCAAGGAAGAAATCAAGAATTTGGCTTGGTACTTTTCCCACGCCCGATATGGCGGCTCGAGCCCATGA

CGTGGCGGCTCTCACGATCAAAGGCAGCTCGGCTTACCTCAATTTCCCAGAATTAGCCGACGAGCTGCCCCGCCCC

GCCAGCACCTCCCCCAAGGACATCCAAGCTGCGGCGTCTAAAGCCGCTGCCTTGGATTTCGGCCACCGAAGCCATG

ACGCCGAGTCCGAGCTGAGCCGAGCCGTTTCCTCCTCAATCCTCACACAAGCATCATCATCATCATCCAATTCATC

ATCGTTGAAGGGTGTGGATGACACATTCTTGGACCTTCCTGATCTCTCTCTCGACTTGAGCCATGGAGCCGATGAG

TTTCATTATTCGTCAGCTTGGCTTGTAGCCGGAGCCGAACATATAGAGCTGGGTTTTCGGCTTGAGGATCCTTTTC

TATGGGAATCATATGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATTAAgagctcg 3’ 

Hình 2.8.   ìn  t  nu    t        g n GmDREB6 n  n t    Ở   u  ’- gctctaga    t ìn  t    ứ  v  t     t 

    XbaI v      u gagctcg-3     t ìn  t    ứ  v  t     t     SacI. 

 

Tạo vector chuyển  en pBI121_GmDREB6 

 ử  ụng      nz    XbaI/SacI  ể      g n GUS t  v  t   pBI121_GUS;   ng t      ng  ử  ụng 

     nz    XbaI/SacI  ể   t t u n ận g n GmDREB66 (  1 b   t  v  t    UC18   ử  ụng  nz    n   
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T4 DNA liga   n   g n GmDREB6 v   v  t     u ển g n  BI1 1 t  n  v  t   pBI121_GmDREB6 

(Hình 2.9). 

 

Hình 2.9.  ơ    t   t    v  t     u ển g n pBI121_GmDREB6.  : v  tơ  BI1 1_GU ; B: v  tơ 

pUC18_GmDREB6; C: pBI121_GmDREB6; nptII: neomycin-phospo-transferase II; 35S: v  ut   ả  

     ơ 3   P     ; GmDREB6-cmyc: gen GmDREB6   ứ       v  v  t     t          nz    Xb I   

SacI. 

 

K t  uả   t pUC18-GmDREB6  ể t u  ư   g n GmDREB6 v       bỏ g n GUS   ỏ  v  t   

pBI121_GUS  ư   t ể    n  ình 2.10A. Ve  tơ t   t      pBI121_GmDREB6 b  n n   vào E.coli 

DH α   ư   n  n bản v    ể  t   b ng     n -PCR (Hình 2.10B). 

Plasmid pBI121_GmDREB6 tách     t t  E.coli DH α  ã  ư     u ển v   A.tumefaciens. A. 

tumefaciens t   t        ng g n GmDREB6  ã  ư   n  n dòng v     n     v    ể  t    C  n ngẫu 

n  ên    òng   u n     v     n t    b ng     n -PCR n  n bản g n GmDREB6   t  uả     t ấ   ột 

băng D   ứng v        t ư       g n   u ển GmDREB6 (Hình 2.11). 

C     u n     A.tumefacines dương t n   ư    ưu g ữ v   ử  ụng  ể     n     v   t u      v   ậu 

tương  ể t         u ển g n  

 
 

Hình 2.10. A- G      n         ản        t t  v  t   

pPU18_GmDREB6 và pBI121_GUS v        nz    SacI / 

XbaI. 1: pPU18_GmDREB6; M: thang DNA 1 kb; 2: 

pBI121_GUS. B- G      n         ản      colony-PCR t  

  u n     E.coli DH α  ể   ể  t   g n GmDREB6 t  ng  ấu 

trúc pBI121_GmDREB6. M: thang DNA 1 kb; (+): Gen 

GmDREB6  ư     u      i từ p U 8_       ;          4: 

gen GmDREB6  ư     u        t        u n     E.coli DH α 

Hình 2.11. Hìn  ản     n      ể  

tra g n   u ển GmDREB6 b ng 

colony-PCR t        u n     

A.tumefaciens AGL1. M: thang 

DNA 1 kb; 1, 2, 3, 4: các dòng 

  u n            ng 

A.tumefaciens AGL1. 
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2.2.2. Phân tích ho t động của vector chu ển gen pBI121_GmDREB6 trên cây thuốc l  

 . . . . Biến nạp cấu trúc pBI   _GmDREB6 v o thuốc lá 

  ững   u    t u              t ư      ảng 1  
2
  ư   nu    ấ  t ên     t ư ng    t  ng  8 

g  ; s u          ản      ư   ng   t  ng       u  n     A.tumefaciens v   t    g  n 20 phút. Các 

 ản     n       u n  ư     u ển   ng     t ư ng   ng nu    ấ       t ư ng t     n               

t ư ng       và  ể t          t u        u ển g n (Hìn  2.12). 

 

Hình 2.12. Hìn  ản     tả t       t u        u ển g n thông qua     n     A.tumefaciens tái t      

vào      ản     t u        : C    ảnh lá ngâm trong       u  n     A.tumefacien ; B: C    ẫu b  n 

n    ư     u ển   ng     t ư ng   ng nu    ấ ; C, D: Tái sinh         v              ; E: C        

t ên     t ư ng      ; (F : C   t u        u ển g n  ư   t  ng t ên g   t ể. 

   18   ẫu t  ng ba   n b  n n       39       ư   t      t  ng     t ư ng t     n          và môi 

t ư ng                  b   ung    ng   n     n       n     n  t  ng       3 9        n  t ư ng t t 

  u ển   ng     t ư ng        K t  uả    1 1       n  ã  ư   t  ng t ên   ậu  t  ng     8      ư   

  u ển   n n    ư  . 

2.2.2.2. Phân tích cây thuốc lá chuyển  en 

C  n 13       u ển g n   n  t ư ng     t t  ển t t        n t          n    n     g n   u ển 

GmDREB6 t  ng       u ển g n. K t  uả    n t    PCR v           XbaI-DREB6-F / DREB6-SacI-R 

cho   t  uả 9      ương t n  v       uất    n      ột băng D        ng      t ư   v   g n   u ển 

GmDREB6 (741 bp) (Hình 2.13)  C     u ển g n  ương t n  PCR t  ng t          ư     n n ãn    

T0-4, T0-5, T0-6, T0-7, T0-8, T0-9, T0-11, T0-12, T0-13. K t  uả    n t    9      ương t n  v   PCR 

b ng   ut   n blot     t ấ  có 8 cây (T0-4, T0-5, T0-6, T0-7, T0-8, T0-9, T0-11, T0-12, T0-13) cho 

  t  uả lai Southern.      t  uả n      t ể   t  uận   ng  g n   u ển GmDREB6  ã  ư       n ất v   

   gen c       t u        u ển g n (Hình 2.14) 

 
 

Hình 2.13. Hìn  ản    t  uả    n      ể  t    ản      

PCR n  n bản g n   u ển GmDREB6 t          t u      

  u ển g n   t          M: thang DNA 1 kb; (+): plasmid 

pBI121-GmDREB6;   :        ng   u ển g n; 1-13: 

Các c     u ển g n t         (T0-4, T0-5, T0-6, T0-7, 

T0-8, T0-9, T0-11, T0-12 , T0-13). 

Hình 2.14. Hìn  ản    t  uả    n t      ut   n 
b  t   ể  t          n ất     g n   u ển 
GmDREB6 v      g n         t u        u ển 
g n   t          M: thang DNA 1 kb; (+): 
plasmid pBI121-GmDREB6; WT: cây không 
  u ển g n; 1-13: Các c     u ển g n 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  uả    n t       b ểu    n    ứ     ên  ã     t           ương t n  v     ut   n b  t b ng 

  ản ứng R -PCR     t ấ     5         ư      ên  ã  ể t       R         : T0-5, T0-7, T0-9, T0-

12, T0-13 (Hình 2.15).   ư vậ   g n   u ển GmDREB6  ã  ư   b ểu    n t  ng     t u        u ển 

gen. 

 

Hình 2.15. Hìn  ản     n      ể  t    ản      R -PCR   u         D       gen   u ển GmDREB6 

t   R       các       u ển g n      : thang DNA 1kb; (+): plasmid pBI121-GmDREB6; WT: cây 

   ng   u ển g n; 1     3     6     8  9: Các c   t u        u ển g n  ương t n  v   Southern blot 

tương ứng    T0-4, T0-5, T0-6, T0-7, T0-9, T0-11, T0-12, T0-13. 

2.2.3. Kết quả chu ển gen GmDREB6 vào đậu tƣơng và t o câ  chu ển gen 

   tơ pBI121_GmDREB6   ng  ấu t    35S-GmDREB6-cmyc  ã  ư     u ển v    ậu tương 

b ng          n     b   A. tumefaciens t   t       u  n           (Hình 2.16). Thí ng       u ển 

g n  ư           b    n  v   1    ẫu      ỗ    n b  n n    t       ẫu  ư     u ển g n  ã t u  ư   1  

      u ển g n   ng   t t ên g   t ể t  ng    u    n nhà  ư  .  

 

Hình 2.16. Hìn  ản  b  n n  , tái sinh in vitro và t        ậu tương   u ển gen.  

A: C           ư       n     b   A. tumefaciens   ng v   tơ t   t      pBI121_GmDREB6 trong 30 

phút; B: Đ ng nu    ấ  t  ng     t ư ng CC       u    n t     ng  ; C: C          n       u n 

 ư   nu    ấ  t ên     t ư ng t     n           I  t  ng   tu n, b   ung BAP 2 mg/L và kanamycin 50 

mg/L; D:         ã      bỏ   ỏ       v        ư   nu    ấ  t ên     t ư ng kéo dài SEM trong 2 

tu n, b   ung GA3 0,5 mg/L, IAA 0,1 mg/L, kanamycin 50 mg/L; E: C          u ển g n tái sinh    

t  ng     t ư ng R , b   ung IBA 0,1 mg/L trong 20 ngày; F: C     n  ã  ư     u ển   ng   ậu 

  ứ   ỗn     1 t ấu hun:1 cát t  ng    u    n n    ư    

 

2.2.4. Phân tích biểu hiện của gen chu ển   c c dòng đậu tƣơng chu ển gen 

C        ậu tương   u ển g n t  ng n    ư    ư   t  n   n     n t    b ng PCR v    ut   n b  t 

 ể   ẳng   n  g n   u ển GmDREB6  ã  ư       n ất v      g n      ậu tương  Đ ng t       b ểu 

   n     g n   u ển GmDREB6  ư       n ận    ứ        ã t ng        t  n b ng    t  n b  t  

   ng    8      ương tính v     ut   n b  t   t             5     t           t    uả và    t        

T0-2, T0-4, T0-7, T0-9, T0-1   H t     5       u ển g n   t          ư       nả         n  t ư ng 

v     t t  ển t  n       òng   u ển g n  1  C    òng       u ển g n   t       1  ư    ý    u    T1-

2, T1-4; T1-7, T1-9 và T1-10. 
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Hình 2.17. Hìn  ản     n      ể  t    ản      

PCR     n ận         t     g n   u ển 

G DREB6 t  ng          ậu tương   u ển g n 

T0. M: thang DNA 1,0 kb; (+):Vector  

pBI121_GmDREB6; (-): Đậu tương    ng 

  u ển g n; 1-1 : C    ậu tương   u ển g n   

t          ư    ý    u là T0-1, T0-2, T0-3, T0-

4, T0-5, T0-6, T0-7, T0-8, T0-9, T0-10. 

Hình 2.18. Hìn  ản    t  uả   ut   n b  t     

n ận        n ất     g n   u ển GmDREB6 

v      g n          ậu tương   u ển gen T0. 

M: Thang DNA 1,0 kb; (+): 

pBI121_GmDREB6; (-): Đậu tương    ng 

  u ển g n; 1-10: Các cây  ậu tương   u ển 

g n   t        : T0-1, T0-2, T0-3, T0-4, T0-5, 

T0-6, T0-7, T0-8, T0-9, T0-10. 

 
P  t  n DREB6 t   t        ứ     ng nu ên          u C       v   DREB6 nộ    n         

   t  n DREB6 t   t       ư      t    n b ng    t  n b  t  K t  uả    n t       t  n b  t     t ấ  

 ột băng    t  n    ảng     D  tương ứng v         ư ng    n tử        t  n DREB6 t   t       uất 

   n   b n  òng   u ển g n  1-2, T1-4, T1-7, T1-10, trong khi    t ấ  không có  uất    n băng 

   t  n    òng  ậu tương  1-9 v       ậu tương    ng   u ển g n (Hìn  2.19   K t  uả    n t    b ểu 

   n    t  n DREB6 t   t             ậu tương   u ển gen  ã   ứng   n  g n   u ển G DREB6 

 ư      t u  n t  t           ng t       1 v   ư   b ểu    n t  n     t  n t   t      DREB6   

 

 

Hình 2.19. K t  uả    n t    Western blot     n ận    t  n DREB6 t   t      b ểu    n trong các dòng 

 ậu tương   u ển g n   t       1  M: T  ng    t  n t êu   u n; 1-5: các dòng  ậu tương   u ển g n  1 

(T1-2, T1-4; T1-7, T1-9, T1-10); (-):      ậu tương    ng   u ển gen. (+):> 100 kDa protein    g n 

peptid c-myc. 

2.2.5. Phân tích sự biểu hiện chức n ng sinh học của gen chu ển GmDREB6 

P  n t       b ểu    n   ứ  năng   n          g n   u ển t  ng  u       n     b ểu    n     g n 

GmP5CS và   ả năng t             n  g ữ       òng       u ển g n GmDREB6   t         v           

   ng   u ển g n t  ng    u    n  t       C   

H t          òng  ậu tương   u ển g n   t       1 nả      v     t t  ển t  n          g       

dòng T2-2, T2-4, T2-7, T2-10  t ên g   t ể      t       P  n t       b ểu    n   ứ  năng   n          g n 

  u ển GmDREB6 thông qua s    n     b ểu    n     g n GmP5CS và   ả năng t        proline g ữ  

     òng       u ển g n GmDREB6   t         v              ng   u ển g n t  ng    u    n  t     

NaCl          u    n  t     NaCl 150 mM và NaCl 300 mM. 

2.2.5.1. Phân tích sự biểu hi n c a  en GmP C  tron  các dòn   ậu tư n  chuyển  en GmDREB6 

và các cây khôn  chuyển  en sau 7 n  y tron   iều ki n stress NaCl 

K t  uả    n t    b ng   ương      t  t Duncan v  b ểu    n    ên  ã     g n GmP5CS cho 

t ấ          b  t   ng  ể (P <      g ữ       òng   u ển g n GmDREB6 v         ng   u ển g n 
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t  ng    u    n b  n       C    ng n ư    u    n    nư    C    òng   u ển g n    t ấ        b ểu 

   n phiên mã     g n GmP5CS cao  ơn    v              ng   u ển g n           t  ả    u    n 

bìn  t ư ng v   ăng t ẳng (Hìn  2.20).  

 ứ   ộ b ểu    n     g n GmP5CS trong các dòng   u ển g n t  1 36   n    1   n (t  ng    u 

   n bìn  t ư ng  v  t  1  8   n 3 16   n (t  ng    u    n stress  u   ,      ơn    v              ng 

  u ển g n. B ểu    n g n GmP5CS cao n ất  ư      t    n   dòng T2-7 và gấ     1   n (t  ng    u 

   n bìn  t ư ng  v  gấ  3 16   n (t  ng    u    n stress  u       v          ng   u ển g n  D  vậ   

  t  uả phân tích qRT-PCR     gen GmP5CS  ã  ư     ứng   n     b ểu    n tăng   ng  ể (P <      

t  ng      òng  ậu tương   u ển g n GmDREB6 t  ng    u    n bìn  t ư ng v     u    n  t      u  . 

 

Hình 2.20. B ểu         n   ứ   ộ b ểu    n     g n GmP5CS   ản ứng v   stress  u   t  ng b n 

 òng      ậu tương   u ển g n GmDREB6      v         ng   u ển g n  ư         n  b ng Real 

time RT-PCR (qRT-PCR). Actin (1   b    ã  ư    ử  ụng     g n t        u  Mứ   ộ b ểu    n     

gen GmP5CS (16  b   tăng  ên t  ng các dòng   ậu tương   u ển g n    v              ng   u ển 

gen.   :        ng   u ển g n;   -2, T2-4, T2-7, T2-1 :      òng  ậu tương   u ển g n   t       2. 

C     ữ          n  u t ên      ột b ểu t           b  t    ý ng ĩ  t  ng  ê   P <0,05 b ng   ương 

pháp test Dun  n  C    ữ    u t ên      ột    g   t   t ung bìn      b    n         ±          u n  

 

2.2.5.2. Phân tích sự thay  ổi h m lượn  proline c a dòn   ậu tư n  chuyển gen và các cây  ậu 

tư n  khôn  chuyển  en sau 7 n  y tron   iều ki n stress NaCl 

H t          òng b  n     g n t  ng t       1   1-2, T1-4, T1-7 và T1-1   nả      v     t t  ển 

t  n        u ển g n       -2, T2-4, T2-7 và T2-1    Ở t          sau bả  ng   t  ng    u    n stress 

 u     C     t  uả    n t         ư ng      n      b n  òng  ậu tương   u ển g n   -2, T2-4, T2-7, 

T2-10   u      ơn              ng   u ển g n t    8  μ   /g   n    3 μ    g và     n ất     òng 

T2-7 (7,77 μ   /g   t  ng          ư ng      n             ng   u ển g n    3    μ    g (P <0,001) 

(Bảng 2.4).  

Bảng      òn     t ấ      v      u    n bìn  t ư ng      u    n  t      u               v      

 òng   u ển g n         ư ng      n  tăng t   38     -3   ; n u    v              ng   u ển g n 

t ì      òng   u ển g n         ư ng      n  tăng t       -68,18%. 

D   t ên       t  uả    n t    v     t             ư ng      n       òng  ậu tương   u ển g n 

v         ng   u ển g n   u 7 ng   t  ng    u    n  t      u       t ể   t  uận   ng      òng   u ển 

g n    t n     ng  u        ơn        ng   u ển g n v  Dòng   -       ả năng    u   n v     u 

  n t t n ất  
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Bảng 2.4. H    ư ng      n           òng  ậu tương   u ển g n   t         v   các cây không 

  u ển g n sau 7 ngày t  ng    u    n  t       C  

Các cây WT và 

     òng  ậu 

tương   u ển g n 

H    ư ng 

     n  t  ng    u 

   n bìn  t ư ng 

(μ    g  
A 

   t             ư ng      n           òng  ậu tương   u ển 

g n      u   ng   t  ng    u    n  t       Cl 

H    ư ng 

proline 

 (μ    g  
B 

 ỷ    tăng    v      u 

   n bìn  t ư ng (%) 

 ỷ    tăng    v   các 

       ng   u ển 

gen (%) 

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  

T2. A, B: c    hữ   i kh   nh u trong  ùng   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. 

 

2.2. . Thảo luận 

C   ng  ên  ứu v  t         u ển g n qua trung gian Agrobacterium v       g n   ên  u n   n   ả 

năng    u   n v     u   n          ậu tương  ã  ư    ột    n    ng  ên  ứu  u n t   v  b      . 

C ẳng   n n ư ng  ên  ứu v     b ểu    n        t  n   ên  u n   n                   t   ậu n n  v  

   t  n   ên  u n   n t ng           ất     tăng     uất t    t ấu t  ng t  b      n  g   t    ộng     

y u t     ên  ã   C  ã              b            ng ng  ên  ứu     chúng tôi  v           n g n 

 ã     n  n t     ên  ã DREB  ể t    ộng n    tăng  ư ng    ên  ã     g n   ên  u n   n t n     u 

  n v     u   n          ậu tương  Gen GmDREB6   ột t  n  v ên        n    DREB  ã  ư   tì  

t ấ  t  ng bộ g n  ậu tương và  ư      n  ậ  t   ậu tương v    ã EF  1166 1 t ên G nB n . 

  ư       ngư   t   ã   ứng   n    ng DREB     ột n  n t     ên  ã    t ể   ên   t v     uỗ  

DRE   CR  (        C       ứ   ột    t       GCCG C  ể         t b ểu    n g n t  ng   n  ư ng 

t u  n t n    u stress   t    vật    ng  ã         g n GmDREB6        u     693 nu    t      ã     

 3     t    n     n  P         t  n DREB6     9    t    n  b   g   11    t    n  v  t   g n D      

60, 61, 63, 65, 67, 69, 73, 75, 82, 84, 8712. Vùng promoter     G DREB6   ứ  t ìn  t  cis –g   GT-

1 và DRE. Cụ t ể   : DRE (-1113) và GT-1 (-133, -1398, -1488, -1560, -1993). 

P    n      ột amino acid t    g    ấu t       protein. Proline    v   t ò    u    n  áp  uất t    

t ấu  bả  v    ng t  ng    u    n stress  ứ          g   t         ng oxy hóa      t             ư ng 

     n       ơn b ng      tăng  ư ng b ểu    n g n P C     t ể làm tăng  ứ   ộ bả  v  t    vật, 

   ng      t             v  tăng     uất t    t ấu. C n  ư ng   n  t ng          n    t    vật v      

th   g            nz           t là ’-pyrroline-5-carboxylate reductase (P5CR) và ’-pyrroline-5-

carboxylate synthetase (P5CS) (Hình 2.21).  

Ở      ậu tương   nz    P C   ư    ã     b   g n GmP5CS và t ìn        ộng     g n 

GmP5CS có GT-1  n ưng    ng    DRE. Vùng promoter      gen GmDREB6   ứ  t ìn  t  cis có GT-

1 và trình t        ộng     g n GmP5CS   ng có GT-1         nhân t     ên  ã DREB6  ẽ         t 

   b ểu    n g n GmP5CS     ng       t  uả    n t           ng t       t ấ   ứ   ộ b ểu    n    ên 

 ã     g n GmP5CS t  ng      òng  ậu tương   u ển g n G DREB6   t              ơn         

   ng   u ển g n t  ng  ả      u    n bìn  t ư ng v   t      u   t  136       n      3  v  

158,14% -315,     tương ứng (Hìn  2.20). 
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Hình 2.21. C n  ư ng   n  t ng          n    t    vật 

 

C   ng  ên  ứu t ư           t ấ     b ểu    n  u   ứ      P C      tăng t ng          n    

      u ển g n     ng ng  ên  ứu        ng t       b ểu    n  u    n  gen GmDREB6 g    tăng  ứ  

 ộ    ên  ã     gen GmP5CS             ư ng      n  t  ng     t  b        ơn bìn  t ư ng    u bả  

ng   t  ng    u    n stress  u         ư ng      n           òng  ậu tương   u ển g n   -2, T2-4, 

T2-7 và T2-1   ã tăng t      83   ên 3          v      u    n bìn  t ư ng; tăng n   u  ơn    v   

   u    n bìn  t ư ng                ng   u ển g n t  9 61    n 61  8   Hơn nữ     u bả  ng   

t  ng    u    n stress  u         ư ng      n           òng  ậu tương   u ển g n   -2, T2-4, T2-7 và 

T2-1   ã tăng    v              ng   u ển g n t  1  1   n        n (Bảng 2.2 ). 

  ư vậ   gen P5CS có v   t ò  u n t  ng t  ng v       u    n     t        proline t  ng    u    n 

 t      u   v  t          ng v   t ò bả  v  t    t ấu  D         ng t         ng  v    b ểu    n  u  

 ứ  g n GmDREB6  ã tăng  ư ng   ả năng    u   n v     u   n   n   ý     cây  ậu tương   u ển 

gen b ng      tăng  ư ng b ểu    n n  n t     ên  ã     g n P C  v  t              ất t    t ấu, 

t  ng         n  g ữ v   t ò  u n t  ng.  

K t  uả   n  g        òng  ậu tương   u ển g n G DREB6   t          ã t    ư      òng 

  u ển g n T2-2, T2-4, T2-7 và T2-10     ứ   ộ    ên  ã     g n G P C      t           n       

     n  v    ả năng    u   n     u   n      ơn               ứng    ng   u ển g n  C    òng  ậu 

tương   u ển g n     ư   t    tụ     n t       n  g         t      t    t      ụ  vụ t   g  ng  ậu 

tương   u ển g n    u   n     u   n  
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

 

1. Kết luận 

1.1.   ìn  t     n  ã         g n GmDREB6    n  ậ  t  g  ng  ậu tương D    8         t ư   

693 b   ã      3     n           t     u ển g n pBI121_GmDREB6   ứ  t ìn  t  g n GmDREB6 

n  n t    ư   t   t    t  n    ng v  t    ư   v    u n Agrobacterium t   t        ng  ấu t    g n  ã 

    n  n t     ên  ã DREB6          ậu tương  

1.2. B ng   t  uả    n t      ut   n b  t v  R -PCR  ã   ứng  ìn   ư   g n   u ển GmDREB6 

 ã     n ất v      g n v     t  ộng t t trong     t u         

1 3  Cấu t      ng g n   u ển GmDREB6  ư   b  n n   t  n    ng v        ậu tương v  t      

 ẫu b  n n     u  3   n    n     b ng    ng   n    n     n    t  uả  ã t    ư   1       ậu tương 

  u ển g n   n  t ư ng     t t  ển bìn  t ư ng t  ng    u    n n    ư    

1.4. G n   u ển GmDREB6  ã     n ất v      g n      ậu tương     ư       n ận b ng   t  uả 

phân tích Southern b  t  Đã   ứng   n   ư   g n   u ển GmDREB6  ư      t u  n t  t      T0 sang 

t       1 v   ư   b ểu    n t  n     t  n t   t      DREB6   

1.5. S  b ểu    n   n      g n   u ển GmDREB6     tăng    t  ộng    ên  ã     g n GmP5CS 

và  ả  t   n    t             n  t  ng       u ển g n       ư      òng   u ển g n T2-2, T2-4, T2-7 và 

T2-10   t             ứ   ộ    ên  ã     g n GmP5CS     t           n            n  v    ả năng 

   u   n     u   n      ơn               ứng    ng   u ển g n  

2. Kiến nghị 

B n  òng  ậu tương   u ển g n   t         T2-2, T2-4, T2-7 và T2-10  ư   t    tụ     n 

t       n  g         t      t    t      ụ  vụ t   g  ng  ậu tương   u ển g n    u   n     u   n  

 

 


