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Tém tét - Danh gia hiéu qua chuyen gen khang thubc diét co va
khang sau duwoc tién hanh trén dong ruéng va lay nhiém nhan tao
trong phong thi nghiém. Két qua danh gia 07 cay TO thu duwoc 05
cay khang PPT & bdn mirc d6 0,3; 0,5; 0,7 va 1,0 mg/ml. Thé hé
T1,T2 va T3 duoc phun‘ thudc basta 0,3% sau 3-5 ngay c6 ty &
cay khang thuoc diét cé lan lwot 95,7%, 86,9% va 78,9%. Kha nang
khang sau co sw bién déng & cac dong dau twong chuyén gen va
ddi chirng qua céc vu trong khac nhau. Thé hé T1 c6 sau cudn 14
va sau duc qua xuét hién, 1an lwot chiém ty 1& 4,1% va 1,7%. Thé
hé T2vaT3coty lé cay bi sau cudn la trung binh 6,5% va 6 9%,
ty & cay bi sau duc qua trung binh 12 5,2% va 4,9%. Két qua kiém
tra PCR cho thdy gen khang thuéc diét cé bar cé kich thwéc 408
bp va gen cry1Ac kich thuéc 504 bp c6 mat & TO, T1, T2va T3 &
cac cay kiém tra.

Tir khéa - Bar, cry1Ac, chuyén gen, dau twong, khang sau.

1. Pit vin dé

Nhimg nam gan day, cdy trong cong nghé sinh hoc
dugc san xuét ¢ nhiéu nude véi quy mo 1on gop phan dam
bao an ninh luong thyc, thich tng véi bién d6i khi héu va
mang lai hiéu qua kinh t&. Nam 2013, dién tich cay trong
cong nghe sinh hoc dat 181,5 triéu ha va dugc trong & 28
qudc gia trén thé gidi (ISAAA, 2014). Dau tuong chuyén
gen dugc wu tién hang dau trong cac cdy cong nghé sinh
hoc vé6i dién tich 84,5 triéu ha, san luong chiém 79% san
lwong dau tuong toan ciu (ISAAA, 2014). Nam 2010 nudc
ta nhap 2,6 triéu tAn dau teong tir cac nude khac dé phuc
vu nhu cau san xuat trong nude (Tong cuc théng ké, 2011).
Dau twong thudc nhém cdy man cam voi siu bénh hai va
canh tranh ctia co dai dan dén anh huong dén ning suét va
san luong. Do vy, viéc nghién ciru chon tao va san xuat cac
gidng déu tuong chuyén gen trong diéu kién san xuat & Viét
Nam 14 can thiét.

Pén nay, tinh trang khang thuoc diét co glufosinate da
dugc chuyén thanh cong vao mot sb giéng dau tuong Bert,
Lambert, Maverik, Jack, va Williams 82 (Paz et al., 2005).
O Viét Nam, cac gidong dau twong MTD176, HL202 da
duoc chuyen gen bar va soycrylAc (Tran Thi Cic Hoa,
2008), chuyén gen bar va gen khang han GmMYB vao
gidng PT22 (Nguyén Van Dong et al., 2013). O nghién ctru
truge, chiing t6i da tién hanh tham do kha nang tai sinh va
tiép nhan gen ctia hon 20 gidng dau tuvong cia Viét Nam
bao gdm: PVN9, VX93, DT84... va nhiéu giéng dia
phuong khac (Nguyén Tién Diing et al., 2011). Mot trong
nhiing gidi phap ting cudong kha ning khang sau, khang
thude diét co 1a str dung k¥ thuat chuyén gen trén ciy dau
tuong rat dugc quan tdm (Paz et al., 2005; Tran Thi Cuc Hoa,
2008; Nguyén Tién Diing et al., 2011; Nguyén Vin Ddong et
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al., 2013). Vi vay, myc tiéu cuia nghién ctru chuyén déng thoi
hai gen bar va crylAc vao mot so giong dau tuong cia Viét
Nam va danh gia su biéu hién cta hai gen trén dong rudng.

2. Vit liéu va phwong phap nghién ctru
2.1. Vit liéu nghién ciru

Vit liéu thuc vat gom gidng dau VX93 do trung tam
Quy gen Qudc gia cung cap.

Chung vi khuan Agrobacterium tumefaciens EHA105
mang vecto pB2WG7 ¢6 gen crylAc dot bien M#2, M#11,
M#16 va gen bar do Pai hoc Pong A, Han Quoc cung cap.
2.2. Phwong phdp nghién ciru

Tao cdy diu twong chuyén gen

Cay dau twong chuyén gen duoc tao ra bang phuong
phdp “hafl seed”“ cua Paz et al (2005) thong qua
Agrobacterium tumefaciens EHA105.

Pdnh gid kha ndng khdng thuéc diét cé

Cay dau tuong chuyén gen 0 giai doan 4 - 5 14 that va
giai doan qua chac xanh dugc kiém tra bang PPT (Sigma)
nong d6 0,3, 0,5, 0,7 va 1,0 mg/ml va thudc diét co basta
(Bayer) 0,3% theo Paz et al (2005). La ¢ vi tri thr 3 (tur
dudi goc 1én) duge quét mdt vach ngang 14 bang bong tham
PPT (hinh 2b). Tuong tu, tién hanh phun 16 lit thuoc diét
c6 basta 0,3% cho 720 m?. Sau 3-5 ngay quan sat bi€u hién
cua la, ghi nhan nhitng cay khang thudc diét c6 khong co
biéu hién vang 1a. Ty 1¢ cay khang thudc diét co (%) =
(3.cay song/y cay ban dau) x 100.

Pdnh gid kha nang khang sau bang ldy nhiém sdu nhdn
tao

Panh gia kha nang khang sau dya trén phuong phap ctua
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Walker et al (2000). Cay T1,T2,T3 dugc trong trén rudng
thi nghiém, ¢ giai doan 4-5 la duogc theo ddi sau cudn 1a,
cay khong ¢ biéu hién siu hai dugc thu méu 14 de lay
nhiém nhan tao & phong thi nghiém. Déi voi sdu cudn la
duogc thu thap tu dong rudng. Sau non dugc thu thap tu
rugng thi nghiém tiép tuc dugc nudi & hdp nhya kin cod
ngudn thirc dn bd sung.

Sau 1 tudn, lya chon siu déng déu vé kich thudc dé tha
vao dia petri di c6 14 cua cdy ddu tuong chuyén gen dwoc
thu mau ngoai ddng rudng. Bé t6i, 27°C & phong thi nghiém,
sau 24 gio dem ra quan sat, ghi nhan két qua. Dbi vai sdu duc
qua dugc theo ddi trén dong rudng.

Phdn tich két qua chuyén gen bang PCR

Thu mau 14 va tién hanh tach chiét DNA theo phuong
phap CTAB cua Saghal Maroof et al (1984) va phan ung
PCR v&i cap mdi dic hiéu gen cryldc (Cosmo) voi moi
xudi: 5- ACGTTATTGTGGAGCGGCGT-3" va moi
ngugc: 5-CCTCAGCGTGCTTCGAGACGT-3"; gene bar
(Cosmo) voi mdi xudi: 5-TCCGTACCGAGCCGCAGGAA-
3’ va mdi ngugc: 5'- CCGGCAGGCTGAAGTCCAGC-
3’. Phan tmg PCR dién ra & may luan nhiét TE
thermoCycler- 320 v6i chu trinh nhiét khoi déu g 95°C
trong 5 phit, 35 chu ky tiép theo, m01 chu ky gom 3 giai
doan (bién tinh 95°C trong 30 gidy; gan mdi 55°C trong 45
gidy voi gen crylAc (30 gidy véi gen bar); kéo dai 72°C

trong 60 gidy (30 gidy vdi gen bar) va két thuc kéo dai 72°C
trong 2 phit. Dién di san phdm PCR trén gel agarose 1%.
Hién thi két qua trén may UV-Wise L50.

Phirong phap xir 1y 56 liéu

Két qua thi nghiém duoc xir Iy thong ké bang phan mém
Excell 2010.

3. Két qua va thao luin
3.1. Tao dong va ddinh gid thé h¢ T0 chuyén gen

Két qua chuyén gen khang sau (crylAc) va gen khang
thude diét co (bar) dya trén doan T-DNA duogc thiét ké
mang gen khang sau hai cry/Ac bao gdm ba gen khang sau
dot bién crylAc-M#2, crylA(c)-M#11 va crylA(c)-M#16
va gen bar. Gen bar cd vai trd 1a gen chi thi chon loc & thuc
vét ¢6 chirc nang lam bét hoat (v6 hiéu) hoat chat PPT c6
trong mot s6 loai thude trir co gitip cdy sinh trudng binh
thuong.

Két qua cho thay trung binh ty 1¢ cy tai sinh sau chon
loc dat 5,45% va s cdy dua ra trong 14 13 cay (Bang 1).
banh gia 8 cay TO mang gen crylA(c)-M#2, bar bang PPT
nong d6 0,3-1,0 mg/1 thu duoc 5 cay khang PPT sau 3 ngay
kiém tra (Bang 2). Cay ddi chimg khong c6 kha nang séng
khi kiém tra PPT 0,3 mg/ml.

Bing 1. Két qua chuyén gen khang sdu crylA(c) & giong ddu twong VX93

x Téng s6 miu Ty 1¢ tai sinh Ty 1¢ chon lgc PPT S6 cy dua ra trong
Gen chuyén X x o
chuyén (mau) (%) 10 mg/1 (%) (chy)
crylA(c)-M#2, bar 1871 79,0 3,11 8
crylA(c)-M#11, bar 1126 95,2 7,65 2
crylA(c)-M#16, bar 1743 87,9 5,61 3
Téng cong 4740 87,4 545 13

Bing 2. Kha ning khang PPT ciia cdy chuyén gen To (vu hé 2011)

S6 cay khang PPT ¢ ndng do

Gen chuyén Dong S0 cay dua So cay sau 3 ngay thir (mg/ml)
ra trong danh gia
0,3 0,5 0,7 1,0
crylA(c)-M#2, bar VX93 8 7 5 5 5 5
Déi chimg VX93 9 9 0 0 0 0
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Hinh 1. Tao dong ddu tuong chuyén gen T0 (VX93).
A — Cay T0; B — Kiém tra PPT 0,7 mg/ml. C, D — Dong T0
trong nha luci; E - Hat dong T0.

Két qua phan tich PCR cho thay dong TO déu mang hai
gen bar va crylAc-M#2, kich thudce 1an luot 1a 408 bp va
504 bp khi so sanh v6i plasmid mang hai gen trén. Cay ddi
chimg khong c6 bang xuat hién, chimg t6 khong c6 gen bar
hodc crylAc (Hinh 2).

Bar
M+ - 3 4 5 6 7
bp
500
CrylAc-M#2
bp M + - 3 4 5 6 7
500
>

Hinh 2. Phan tich PCR gen bar (408 bp) va gen crylAc-M#2
(504 bp) o dong VX93-T0. Tu trdi sang phai: M - Marker 1kb,
(-) Déi chimg, (+) plasmid mang vecto pB2WG?7, s6 3 — 7 lan hrot
la cdac dong D35, D98, D57, D73, D132.

3.2. Khd nang khdng thuéc diét ¢é va khdng sdu thé hé T1 dén T3 trén dong ruong

Bing 3. Kh néng khdng thudc diét co basta 0,3% va khdng sdu cia ddu twong chuyén gen thé hé TI dén T3

Dong S}‘) cﬁy. ’ 0,3% Basta® (%) Ty 18 cay bi siu cudn 14 (%) Ty 1€ cay bi sau duc qua (%)
danh gia Tl T2 T3 Tl T2 T3 Tl T2 T3

D35 50 93,3 89,4 81,5 4,5 54 58 1,3 6,7 6,3
D98 50 100,0 89,6 84,5 2,7 6,4 6,0 1,7 3,3 4,2
D57 50 92,3 81,4 77,7 4,1 6,2 6,2 2,0 6,7 4,0
D73 50 92,9 84,4 67,0 3,6 6,8 7,1 1,6 4,0 5,0
D132 50 100,0 89,8 83,5 5,6 8,0 9,2 1,9 53 5,1
TBCG 95,7 86,9 78,9 41 6,5 6,9 1,7 52 49
CV% 8,1 11,0 88 6,8 12,2 9,5 10,1 114 10,8

TBCG: Trung binh dong chuyén gen; D35 dén D132:
Dong chuyén gen; (+): La giit dwoc mau xanh; T1, T2 va T3
1an luot dwoc danh gid 6 vudong 2011, vu hé 2012 va vy xuan
2013. Ty 1¢ cay khang basta 0,3% (%) = (S6 cy séng/y. cay
danh gia) x 100%; Ty 1& ciy bi sau cudn 14 (%) = (S6 cay ¢6
14 cubn/y. cay danh gia) x 100%; Ty 1¢ ciy bi sau duc qua (%)
= (Sb cay c6 qua bi duc/Y. ciy danh gid) x 100%.

Su khac biét vé kha nang khang thude diét co duge thé
hién thong qua biéu hién ciia bg 14, voi cay khong c6 kha
nang khang thudc diét c6 14 chuyén sang mau vang rd rét
sau 3-5 ngay kiém tra PPT 0,3 mg/ml hodc phun thubc
basta 0,3% va cdy khang duoc van giir duge mau xanh, sinh
truedng binh thuong (Hinh 3A, B, C). Nhin chung kha nang
khang thudc diét c6 cta dong T1 van duy tri & mirc cao dao
dong tir 92,3% dén 100%. Trong d6 hai dong D98 va D132
duy tri dugc 100%, D35 (93,3%), D73 (92,9%) va D57
(92,3%) cay khang thudc diét co basta 0,3%. Dén dong T2
va T3 cho thiy ty 1¢ khang thudc diét co c6 xu hudng giam
dan, dic biét hai dong D98 va D132 c6 ty I¢ khang cao hon
s0 voi cac dong con lai (Bang 3). Do vay, kha nang khang
thudc diét co cua cac gidng danh gia c6 su khac nhau rd rét
vé s6 cay khang, kha niang duy tri khang thubc diét co trén
ddng rudng. Pdi chimg khong c6 kha ning khang thube

diét co, ty 1¢ cdy chét 100%, 14 c6 biéu hién vang sau 5
ngay theo doi trén dong rudng (Bang 3, Hinh 3).

Hinh 3. Banh gid khd ning khéng thudc diét cé trén dong ruéng va
khdng sdu trong diéu kién ldy nhiém nhan tao. A, B, C — Kiém tra kha
néng khdng thuéc diét cé Basta 0,3% ciia dong VX93 (4, B — T1, T2 giai
doan 5 1d; C— Thé hé T3 giai doan qud chdc xanh). Mii tén do thé hién
cdy doi ching c6 biéu hién khéng khang thudc diét co va miii tén den thé
hién cho dong VX93 khang diét co Basta 0,3% sau 5 ngay. E, F, G, H-
Két qud lay nhiém sdu nhan tao sau 24 gic dé kiém tra khd nang khéng
sdu cudn la ciia dong VX93 (E — Poi chimg; F— La cdy Tl;

G- Ldcdy T2; H- La cdy T3).
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Bén canh danh gi4 hiéu qua khang thudc diét co, yéu tb
khang sdu ciing dugc danh gia dong thoi. Két qua theo ddi
va danh gi4 so bo kha nang xuat hién hai loai sau hai chinh
trén dong dau twong TO (sau cuén 1a va sdu duc qua) cho
thay cac dong dau tuong bao gdm cac dong chuyén gen va
do6i chimg khong thdy xuit hién sau cudn la. Cac cay TO
dugc trong va cham soc trong nha ludi, nén cac loai sau
gay hai dugc kiém soat chit ché. Két qua theo doi va danh
gi4 so bd kha ning khang sau hai chinh (sau cudn l4 va sau
duc qué) cho thay cac dong chuyén gen cé ty 1¢ ciy bi hai
thdp hon so véi d6i ching. Nhin chung, thé hé T1 (vu dong
2012) thu duoc ty 18 sau cudn 14 va sdu dyc qua thap hon
s0 v6i T2 (vu xuan 2013) va T3 (vu heé 2014).

3.3. Phén tich sw biéu hién gen bar va crylAc-M#2

Bar
7 8 9 10 11 12

4 -
bpM

500>

345 6

pé khéng dinh duoc sy c6 mét cua gen khang thude diét
¢6 bar va khang sau crylAc & cac dong chuyén gen thong
qua kiém tra PCR. Dong T1 cho thiy van duy tri biéu hién
cta gen bar va crylAc-M#2 so véi dong TO (Hinh 4). Tuy
nhién dén T2 gen bar khong biéu hién ¢ dong D57.3.1 (sb
8) va D73.8.2 (s6 9) khong co ca gen bar va crylAc-M#2
biéu hién khi so sanh voi plasmid mang hai gen trén (Hinh
5). Tuong tu, phan tich PCR dong T3 cho thiy két qua dong
D98.14.12 (s6 6), D98.143.5, D57.3.44 (sb6 8, 9),
D73.8.5.2 (sb 13) khong c6 gen bar va dong D98.14.1.2 (sb
6), D57.3.4.3 (vi tri s6 10), D73.8.2.1 (s6 12), D73.8.2.1,
D132.2.2.1 (s6 14, 15) khong c6 gen crylAc-M#2 khi so
sanh v&i plasmid (Hinh 6). Cac dong con lai van duy tri dugc
su biéu hién cta ca hai gen bar va crylAc-M#2.

CrylAc-M#2
7 8 9 10 11

M + -3 4 5 6 12

bp
500,

Hinh 4. Phan tich PCR gen bar va gen crylAc-M#2 o dong VX93-T1. T trdi sang phai: M - Marker 1kb, (-) Péi chimg,
(+) plasmid mang vectopB2WG7, so 3 — 12 lan luot la cac dong D35.12, D35.16, D98.14, D98.24, D57.3, D57.13, D73.8, D73.28,
DI132.2, D132.25.

Bar
6 7 8 9 10 11 12

M -
bpl

500

+ 3 4 5

CrylAc-M#2
5 6 7 9 10

bp

500

Hinh 5. Phan tich PCR gen bar va gen crylAc-M#2 ¢ dong VX93-T2. Tir trdi sang phai: M - Marker 1kb, (-) Déi chiing,
(+) plasmid mang vectopB2WG7, s6 3 — 12 lan luot la cdac dong D35.12.2, D35.12.5, D98.14.1, D98.14.3, D57.3.1, D57.3.4, D73.8.2,
D73.8.5, D132.2.2, D132.2.3.

Bar
M-+3 456 78910111213141516

bp

5009

CrylAc-M#2
6 789 10111213141516

- 5
bpM + 3 4 5

500

Hinh 6. Phan tich PCR gen bar va gen crylAc-M#2 ¢ dong VX93-T3. Tir trdi sang phai: M - Marker 1kb, (-) Déi chiing,
(+) plasmid mang vectopB2WG7, so 3 — 16 lan luot la cac dong D35.12.2.1, D35.12.5.2, D35.12.5.3, D98.14.1.2, D98.14.3.4,
D98.14.3.5, D57.3.1.1, D57.3.4.3, D57.3.4.4, D73.8.2.1, D73.8.5.2, D73.8.2.1, D132.2.2.1, D132.2.3.2.

Kha ning khang thude diét co tir T1 dén T3 duoc thé
hién thong qua bo 14, cay khong c6 kha ning khang thudc
diét c6 14 chuyén sang mau vang 16 rét sau 3 dén 5 ngay
kiém tra PPT 0,3 mg/ml hodc phun thudc basta 0,3% va
cay khang duoc van gilr dugc mau xanh, sinh truong binh
thuong (Hinh 2A, B, C). Panh gia trén dong rudng cho thiy
kha ning khang thudc diét c6 ciia dong D98 va D132 cho
két qua duy tri kha ning khang cao hon so véi cac dong
con lai (Bang 3). Hoat dong cua gen bar chuyén vao cay da
khang hoat chat PPT hodc chit glufosinate c¢6 trong thudc
diét co basta giup cay sinh trudng binh thudong. Tuong tu,
kha nang khang sau cubn 14 va sdu duc than ciia cac dong
chuyen gen déu thdp hon so véi ddi chimg, két qua PCR cho
thay o sy hién dién ctia gen cryldc-M#2 trong cdy chuyén
gen (Hinh 4, 5, 6). Bén canh d4nh gia ngoai dong rudng,
nhiéu thir nghiém dénh gia qua lay nhiém sdu nhan tao

trong phong thi nghiém duoc tlen hanh (Hinh 3D, E, F, G).
Nhiéu nghién ctru cho thdy rang su biéu hién cua gen bar,
crylAc & cdy dau twong chuyén gen di ting cudng kha
ning khang thudc diét co va khang sau (Clement et al.,
2000; Olhoft et al., 2003; Paz et al., 2005; Trin Thi Cuc
Hoa, 2008). Tuy nhién, sy hién hién cta gen bar va crylAc
0 T2 va T3 khong duy tri dugce su 6n dinh, diéu nay cho
thdy két qua thé hién rd sy phan ly ¢ thé hé T3 ddi vai ca
hai gen bar va gen crylAc (Hinh 5, 6), diéu d6 chimg t6
xay ra phan ly tinh trang & thé hé sau. C6 thé giai thich rang
gen chuyén vao s& chén vao hé gen cua cdy ¢ cac vi tri khac
nhau trén nhidm sic thé (Gelvin, 2003). Qué trinh phén ly
tinh trang & thé hé sau c6 thé do gen chuyén vao ¢ trang
thai di hop tir, cdy con & trang thai dong hop lin s& khong
biéu hién tinh trang. Mat khac, néu gen chuyén bi bat hoat
cling s& khong biéu hién dugc tinh trang (Gelvin, 2003).



ISSN 1859-1531 - TAP CHi KHOA HOC VA CONG NGHE DAI HOC DA NANG, SO 3(112).2017-Quyén 2 9

Theo Tran Thi Ctc Hoa, 2010 bao céo rang 164 dong T1
¢6 su phan ly d6i hai gen bién nap bar va soyerylAc, 68
dong mang ca hai gen, 38 dong mang gen bar va 12 dong
mang gen soycrylAc. Ty 1& phan ly gen bién nap & thé hé
T1 1a 7,3%. Trong nghién ciru nay cho thdy su biéu hién
clia gen crylAc#2 va gen bar d&én thé hé T2, T3 c6 su bién
dong qua cac thé hé theo ddi. Tuy nhién, kha ning khang
thude diét co van dugc duy tri 100% & thé hé T1 dbi véi
gen bar va gen crylAc (Hinh 4). Ngoai ra, nghién ctru da
bude ddu danh gia kha ning gay hai cua sau cuon 14 trong
diéu kién phong thi nghiém, véi dong T1 c6 mire d6 bi gy
hai it hon va giam dan ¢ thé hé T2, T3 (Hinh 3D, E, F, G).
Hon nita, kha ning khang thudc diét ¢6 duy tri 100% & thé
hé T1 dbi voi gen bar va gen crylAc (Hinh 4). Mot s dong
D35, D98, D132 van duy tri dugc sy hién dién ciia gen bar
va gen crylAc#2 & thé hé T2 va T3 6n dinh (Hinh 5, 6).

4. Két luan

Tém lai, qua danh gia hiéu qua khang thude diét co va
khang sau cho thay cac dong dau twong chuyén gen T1 duy
tri 100% sy biéu hién gen bar va cryl Ac-M#2 tir thé hé TO
dén T1. Két qua danh gia thé hé T3 cho thdy kha ning biéu
hién 6n dinh cta gen bar va crylAc-M#2 & mot sé dong
D35, D98, D132. Do viy, dong ddu twong chuyén gen
VX93 ¢6 kha nang khang thudc diét ¢6 va khang sau la co
s& chon tao va phat trién thanh gidng chuyén gen sau nay.

Loi cam on: Bé dat duoc nhitng két qua trong bai bao
nay, chung t6i xin chan thanh cam on sy hop tac va giup
d6 tir Bo Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam va truong Pai
hoc Bong A, Han Quéc.
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