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Më ®Çu 

 

1. TÝnh cÊp thiÕt cña ®Ò tµi 

C©y cµ chua (Lycopersicon esculentum Mill) lµ c©y trång ®−îc nhËp néi vµo 

n−íc ta h¬n 100 n¨m tr−íc. HiÖn nay, b»ng con ®−êng nhËp néi gièng, chóng ta cßn 

thu thËp ®−îc mét tËp ®oµn gen kho¶ng 1000 mÉu gièng cµ chua kh¸c nhau tËp trung 

ë c¸c ViÖn Nghiªn cøu, c¸c tr−êng §¹i häc, c¸c tØnh. N−íc ta do ®iÒu kiÖn thêi tiÕt 

nãng Èm, m−a nhiÒu lµ nh÷ng ®iÒu kiÖn thuËn lîi cho nhiÒu lo¹i bÖnh ph¸t sinh g©y 

h¹i cho  Cà Chua c¶ trong ®iÒu kiÖn v−ên −¬m vµ ngoµi ®ång ruéng. C¸c lo¹i bÖnh 

h¹i nµy kh«ng chØ ¶nh h−ëng lªn n¨ng suÊt mµ cßn ¶nh h−ëng nghiªm träng lªn chÊt 

l−îng qu¶, gi¶m kh¶ n¨ng th−¬ng phÈm. V× thÕ hµng n¨m nh÷ng ng−êi s¶n xuÊt cµ 

chua ®· ph¶i sö dông mét l−îng thuèc BVTV rÊt lín ®Ó b¶o vÖ n¨ng suÊt vµ chÊt l−-

îng quả cña m×nh, lµm « nhiÔm m«i tr−êng. Nh÷ng gièng cµ chua cã kh¶ n¨ng kh¸ng 

®−îc nhiÒu lo¹i bÖnh kh¸c nhau sÏ gióp rÊt nhiÒu cho ngµnh s¶n xuÊt cµ chua nãi 

chung, ®©y lµ vÊn ®Ò cã ý nghÜa lín trong n«ng nghiÖp. 

ChuyÓn gen lµ mét c«ng cô hiÖu qu¶ bæ sung cho chän t¹o gièng truyÒn 

thèng vµ cã thÓ gióp cho viÖc më réng c¸c nguån gen cã lîi sang c¸c gièng kh¸c. 

C«ng nghÖ chuyÓn gen còng cung cÊp lîi thÕ trong viÖc chuyÓn mét gen ®¬n 

hoÆc thËm chÝ c¸c gen sè l−îng, tr¸nh ®−îc nh÷ng khã kh¨n mµ ph−¬ng ph¸p 

chän t¹o gièng truyÒn thèng ph¶i ®−¬ng ®Çu. 

Cho ®Õn nay c¸c nhµ khoa häc ®· chuyÓn thµnh c«ng mét sè gen vµo cµ chua 

nh»m t¹o ra nh÷ng gièng cµ chua cã n¨ng suÊt vµ chÊt l−îng cao. C¸c vector ®· ®-

−îc c¾t, söa ch÷a cã tiÒm n¨ng to lín tiÕp tôc bæ sung cho ph−¬ng ph¸p chuyÓn gen 

qua Agrobacterium. Frary vµ Earle (1996).  

ChÝnh v× vËy chóng t«i thùc hiÖn ®Ò tµi: “Nghiªn cøu chuyÓn gen kh¸ng bÖnh nÊm 

vµo mét sè  gièng  cµ chua th«ng qua vi khuÈn Agrobacterium tumefaciens” 

2  Môc tiªu cña ®Ò tµi 

X¸c ®Þnh c¸c m«i tr−êng nu«i cÊy, t¸i sinh c©y, thiÕt lËp hÖ thèng biÕn n¹p c¸c 

gen th«ng qua vi khuÈn Agrobacterium tumefaciens nh»m thu nhËn c¸c c©y t¸i sinh 

mang c¸c gen chuyÓn ë mét sè gièng cµ chua. 

3  Néi ®ung cña ®Ò tµi 

Néi dung nghiªn cøu 

Néi dung 1: X¸c ®Þnh c¸c m«i tr−êng nu«i cÊy in vitro thu  c©y cµ chua t¸i sinh  ®Ó 
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phôc vô cho chuyÓn n¹p gen. 

1.1. KiÓm tra t×nh tr¹ng s¹ch bÖnh cña c¸c vËt liÖu cña cµ chua tr−íc khi ®−a vµo nu«i 

cÊy m« in vitro  b»ng kü thuËt ELISA t¹i  ViÖt Nam. 

1.2. X¸c ®Þnh c¸c m«i tr−êng nu«i cÊy t¹o m« sÑo tèi −u  tõ c¸c mÉu cÊy kh¸c nhau (l¸ 

mÇm, trô l¸ mÇm vµ l¸ thËt cßn non) cña mét sè dßng, gièng cµ chua  thÝ nghiÖm. 

1.3. Nghiªn cøu mét sè yÕu tè cho kh¶ n¨ng cao nhÊt t¸i sinh c©y in vitro tõ c¸c mÉu 

cÊy kh¸c nhau (l¸ mÇm, trô l¸ mÇm vµ l¸ thËt cßn non) cña mét sè dßng, gièng cµ 

chua. §©y lµ nh÷ng nghiªn cøu lµm c¬ së cho nh÷ng thµnh c«ng  cña  biÕn n¹p  gen 

tiÕp theo. 

Néi dung 2: Nghiªn cøu chuyÓn gen kh¸ng nÊm  Glucanase- Osmotin vµo gièng cµ 

chua Balan, H18 vµ dßng d¹i L.pennelli.  

Néi dung 3: Nghiªn cøu chuyÓn gen Defencin kh¸ng nÊm vµo cµ chua H18 vµ dßng 

d¹i L.pennelli. 

Néi dung 4: Nghiªn cøu chuyÓn gen Chitinase vµo cµ chua P375 vµ gièng Ph¸p lïn. 

4  ý nghÜa khoa häc vµ thùc tiÔn cña luËn ¸n: 

-  §· x¸c ®Þnh ®−îc c¸c ®iÒu kiÖn vµ qui tr×nh t¸i sinh c©y cµ chua in vitro øng dông 

cho chuyÓn n¹p gen vµ c¸c môc tiªu nghiªn cøu kh¸c.  

- §· gãp phÇn x¸c ®Þnh ®−îc hiÖu qu¶ sö dông 2 vector ®óp h÷u Ých (Vector mang gen  

Chitinas-Glucanas vµ vector mang gen Glucanase- Osmotin) trong chuyÓn n¹p gen vµo 

mét sè gièng cµ chua nghiªn cøu. 

-  §©y lµ nh÷ng tµi liÖu cã hµm l−îng khoa häc tèt  vÒ c«ng nghÖ nu«i cÊy in vitro, 

chuyÓn n¹p gen ë cµ chua. Chóng cã gi¸ trÞ tham kh¶o trong nghiªn cøu c«ng nghÖ 

sinh häc n«ng nghiÖp øng dông vµ trong c«ng t¸c gi¶ng d¹y ë c¸c tr−êng ®¹i häc. 

5  Nh÷ng ®ãng gãp míi cña luËn ¸n 

5.1. LuËn ¸n ®· x¸c ®Þnh ®−îc c¸c m«i tr−êng nu«i cÊy nh»m thu nhËn c©y cµ chua t¸i 

sinh ®èi víi c¸c gièng P 375, H18, Ba lan vµ gièng Ph¸p lïn, ®Æc biÖt ®èi víi c¸c loµi 

cµ chua d¹i L. pennelli 

5.2. LÇn ®Çu tiªn ë ViÖt nam ®· thùc hiÖn thµnh c«ng c¸c quy tr×nh chuyÓn gen kh¸ng 

nÊm Chitinas-Glucanas vµ  Glucanase-Osmotin th«ng qua vi khuÈn Agrobacterrium  

tumefaciens vµo mét sè dßng, gièng cµ chua nh− P375 vµ H18 ®Ó t¹o gièng kh¸ng 

nÊm. 

5.3. §· t¹o ®−îc mét sè dßng cµ chua kh¸ng nÊm mang gen kh¸ng nÊm nh− Defensin 

(gièng H18), Chitinase (gièng P375), Glucanase (gièng Balan). Sù cã mÆt cña gen 

chuyÓn ®· ®−îc kiÓm tra b»ng c¸c ph−¬ng ph¸p ®Þnh tÝnh (sinh häc) vµ ph©n tö.  
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6  §èi t−îng vµ ph¹m vi nghiªn cøu. 

6.1. §èi t−îng nghiªn cøu: 

-§Ò tµi ®· sö dông 2 chñng vi khuÈn : 

+Chñng vi khuÈn Agrobacterium tumerfaciens EHA 105  

+ Chñng vi khuÈn Agrobacterium tumerfaciens LBA4404  

 -C¸c gièng cµ chua: +Ba lan, Ph¸p lïn, P375 , H18 vµ dßng cµ chua d¹i L. Pennelli 

6.2. Ph¹m vi nghiªn cøu: 

- Nghiªn cøu ®−a ra c¸c m«i tr−êng t¹o callus vµ t¸i sinh c©y cã hiÖu qu¶ phôc vô cho 

thÝ nghiÖm chuyÓn n¹p gen. 

- Thùc hiÖn c¸c qui tr×nh chuyÓn n¹p gen nh»m thu ®−îc c¸c c©y cµ chua t¸i sinh mang 

gen chuyÓn vµ thÈm ®Þnh sù cã mÆt cña chóng b»ng ph−¬ng ph¸p chØ thÞ ph©n tö. 

6.3. §Þa ®iÓm nghiªn cøu: Phßng thÝ nghiÖm cña Phßng BÖnh Häc Ph©n Tö – ViÖn Di 

TruyÒn N«ng nghiÖp – Tõ Liªm Hµ Néi vµ Tr¹i Thùc nghiÖm cña ViÖn Di truyÒn N«ng 

nghiÖp – V¨n Giang – H−ng Yªn 

Thêi gian nghiªn cøu: 2004-2008 

7. Bè côc cña luËn ¸n 

Néi dung chÝnh cña luËn ¸n ®−îc thÓ hiÖn trong 129 trang, gåm 4 trang më ®Çu, 

35 trang tæng quan, 11 trang vËt liÖu, néi dung vµ ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu, 77 trang 

kÕt qu¶ nghiªn cøu vµ th¶o luËn, 2 trang kÕt luËn vµ ®Ò nghÞ, tµi liÖu tham kh¶o víi 30 

tµi liÖu tiÕng ViÖt, 85 tµi liÖu tiÕng Anh. KÕt qu¶ nghiªn cøu cã 19 b¶ng, 11 biÓu ®å, 43 

h×nh vµ c¸c h×nh ¶nh thÝ nghiÖm. PhÇn phô lôc bao gåm c¸c b¶ng, kÕt qu¶ ph©n tÝch xö 

lý sè liÖu. 

 

CH¦¥NG 1 

 tæNG QUAN TμI LIÖU 

 

Trªn c¬ së tæng hîp ph©n tÝch chóng t«i nhËn thÊy r»ng: 

C«ng t¸c t¹o, chän gièng c©y cµ chua ë n−íc ta ®· lu«n ®−îc quan t©m chó 

träng bëi ý nghÜa kinh tÕ cña lo¹i c©y nµy. C¸c gièng cµ chua chñ yÕu ®−îc chän 

t¹o theo ph−¬ng ph¸p truyÒn thèng lµ nhËp néi vµ lai t¹o.  

ChuyÓn gen lµ mét c«ng cô bæ sung cho chän t¹o gièng truyÒn thèng vµ cã 

thÓ gióp cho viÖc më réng c¸c nguån gen cã lîi sang c¸c gièng kh¸c. MÆc dï cã 

nh÷ng thµnh c«ng trong chuyÓn gen vµo cµ chua, cã nhiÒu kÕt qu¶ vµ nhiÒu nghiªn 
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cøu rÊt phøc t¹p nhiÒu c«ng ®o¹n nh−ng hÇu hÕt c¸c quy tr×nh tõ nu«i cÊy m« ®Õn 

chuyÓn gen ®Òu rÊt cång kÒnh, nÆng nÒ vµ ch−a ®Ò cËp ®Õn c¸c d¹ng hoang d¹i, ®ã 

lµ mét nguån gen v« cïng phong phó cho c«ng t¸c chän t¹o gièng cµ chua. 

Cã rÊt nhiÒu c¸c ph−¬ng ph¸p chuyÓn gen kh¸c nhau: chuyÓn gien trùc tiÕp 

vµ gi¸n tiÕp. Trong c¸c ph−¬ng ph¸p chuyÓn gen trªn th× chuyÓn gen th«ng qua vi 

khuÈn Agrobacterium lµ ph−¬ng ph¸p tèi −u h¬n c¶ vµ th−êng ®−îc sö dông nhÊt lµ 

®èi víi c©y hai l¸ mÇm. 

§Ó thùc hiÖn thµnh c«ng c¸c nghiªn cøu chuyÓn gen th× mét trong nh÷ng 

kh©u quan träng nhÊt lµ t¸i sinh c©y trong in vitro, hÖ sè t¸i sinh cµng cao th× hiÖu 

qu¶ chuyÓn gen cµng lín, ®ång nghÜa víi hÖ sè c©y chuyÓn gen thu ®−îc cµng cao.  

Mét sè c©y trång vµ s¶n phÈm n«ng nghiÖp biÕn ®æi gen ®· vµ ®ang ®−îc 

nhËp vµo n−íc ta qua con ®−êng chÝnh thøc hoÆc kh«ng chÝnh thøc. §ang tån t¹i 

mét thùc tr¹ng lµ viÖc x¸c ®Þnh vµ ®¸nh gi¸ c©y trång biÕn ®æi gen chØ ®−îc thùc 

hiÖn víi nh÷ng c©y chuyÓn gen ®−îc t¹o ra ë ViÖt Nam, do chÝnh nh÷ng c¬ quan ®· 

t¹o ra chóng, cßn nguån c©y trång vµ s¶n phÈm biÕn ®æi gen nhËp néi th× vÉn ®ang 

ë ngoµi vßng kiÓm so¸t. 

CH¦¥NG 2 

VËT LIÖU, NéI DUNG Vμ PH¦¥NG PH¸P nghiªn cøu 
 

2.1. VËt liÖu nghiªn cøu 

C¸c gièng, dßng cµ chua ®−îc sö dông: 

- Balan, Ph¸p lïn: C¸c gièng ®−îc trång trong s¶n xuÊt tõ l©u. 

- P375, H18: NhËp néi tõ §µi loan  

- Dßng cµ chua d¹i L.pennelli (dßng nµy cã chøa gen bÊt dôc ®ùc TBC) ®−îc 

cung cÊp tõ AVRDC (§µi loan), víi môc ®Ých nghiªn cøu lµm vËt liÖu t¹o gièng −u thÕ 

lai . 

KiÓm tra ®é nhiÔm bÖnh virus cña gièng chóng t«i sö dông h¹t gièng tõ c¸c 

nguån kh¸c nhau : Tõ ViÖn Di truyÒn N«ng nghiÖp, trung t©m AVRDC vµ mét sè ®−îc 

lÊy tõ c¸c tr¹m gièng. 

- Hai Virus ®−îc nghiªn cøu trong thÝ nghiÖm nµy lµ 2 lo¹i virót lan truyÒn qua 

h¹t.  

+ Virus g©y ra bÖnh kh¶m trªn cµ chua (Tomato Mosaic Virus - ToMV). §−îc 

miªu t¶ bëi Broadbent, (1976).  
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+ Virus g©y bÖnh kh¶m thuèc l¸ (Tobacco Mosaic virus - TMV). §−îc miªu t¶ 

bëi Samuel. G., (1934). C¶ hai ®Òu thuéc nhãm Tobamovirus.  

- C¸c lo¹i kh¸ng thÓ ®Æc hiÖu (IgG) vµ c¸c kh¸ng thÓ cã g¾n enzyme cña 2 virut ToMV 

vµ TMV ®−îc cung cÊp tõ H·ng Bio-RAD, Ph¸p.  

 Chñng vi khuÈn vµ Vector mang gen kh¸ng nÊm:  

- Chñng vi khuÈn Agrobacterium tumefaciens EHA105 cã chøa plasmid 

pCAMBIA 1300 GLU-AP (Osmotin), mang 2 gen kh¸ng nÊm: Glucanase-Osmotin, 

Chitinase vµ gen kh¸ng Hygomicine (hpt). Gen hpt cã promoter 35S, cßn gen 

Glucanase-Osmotin cã promoter A9, c¶ 2 promoter nµy ®Òu ho¹t ®éng rÊt m¹nh ë 

genome thùc vËt,  

- Chñng vi khuÈn Agrobacterium tumefaciens LBA4404, cã chøa vector 

pBI121 mang gen kh¸ng nÊm: Defensin vµ gen kh¸ng Kanamicin (nptII). Gen nptII 

cã promoter Nos, cßn gen Defensin cã promoter CaMV35S, c¶ 2 promoter nµy ®Òu 

ho¹t ®éng rÊt m¹nh ë genome thùc vËt.  

2.2. Néi  dung  nghiªn cøu: 

Néi dung 1: X¸c ®Þnh c¸c m«i tr−êng nu«i cÊy in vitro thu  c©y cµ chua t¸i sinh 

phôc vô cho chuyÓn n¹p gen 

a. øng dông kü thuËt DAS-ELISA ®Ó kiÓm tra t×nh h×nh nhiÔm bÖnh virus cña h¹t 

cµ chua tr−íc khi ®−a vµo nu«i cÊy In vitro  

b. Néi dung  phôc vô cho nh÷ng nghiªn cøu t¸i sinh c©y cµ chua in vitro 

1. Nghiªn cøu c«ng thøc khö trïng mÉu  

2. Nghiªn cøu kh¶ n¨ng ph¸t sinh m« sÑo (callus) cña c¸c c¬ quan kh¸c nhau 

3. Nghiªn cøu kh¶ n¨ng ph¸t sinh chåi cña c¸c c¬ quan kh¸c nhau 

4. Nghiªn cøu kh¶ n¨ng nh©n chåi cña c¸c c¬ quan kh¸c nhau 

5. T¹o c©y hoµn chØnh.  

Néi dung 2: Nghiªn cøu  chuyÓn gen Glucanase-Osmotin vµo gièng cµ chua Balan, 

H18 vµ dßng d¹i L. pennelli  

1. X©y dùng quy tr×nh chuyÓn gen Glucanase-Osmotin vµo c©y cµ chua th«ng qua 

chñng vi khuÈn vµ Vector mang gen kh¸ng nÊm:  

- Chñng vi khuÈn Agrobacterium tumefaciens EHA105 cã chøa plasmid 

pCAMBIA 1300 GLU-AP (Osmotin), mang 2 gen kh¸ng nÊm: Glucanase-Osmotin vµ gen 

kh¸ng Hygomicine (hpt). Gen hpt cã promoter 35S, cßn gen Glucanase-Osmotin cã 

promoter A9, c¶ 2 promoter nµy ®Òu ho¹t ®éng rÊt m¹nh ë genome thùc vËt. 
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2. §¸nh gi¸ hiÖu suÊt chuyÓn gen vµ kiÓm tra sù cã mÆt t¹m thêi cña gen chuyÓn.  

3. Thu ®−îc c©y cµ chua cã gen Glucanase-Osmotin.  

 Néi dung 3 :Nghiªn cøu  chuyÓn gen  Defencin kh¸ng nÊm vµo cµ chua H18 vµ 

Licopersicon pennelli  

1. Nghiªn cøu qu¸ tr×nh chuyÓn gen Defensin vµo c©y cµ chua th«ng qua chñng vi 

khuÈn vµ Vector mang gen kh¸ng nÊm  sau: 

- Chñng vi khuÈn Agrobacterium tumefaciens LBA4404, cã chøa vector pBI121 

mang gen kh¸ng nÊm: Defensin vµ gen kh¸ng Kanamycin (nptII). Gen nptII cã 

promoter Nos, cßn gen Defensin cã promoter CaMV35S, c¶ 2 promoter nµy ®Òu ho¹t 

®éng rÊt m¹nh ë genome thùc vËt.  

2. §¸nh gi¸ hiÖu suÊt chuyÓn gen vµ kiÓm tra sù cã mÆt t¹m thêi cña gen chuyÓn.  

3. Thu ®−îc c©y cµ chua cã gen Defensin 

 Néi dung 4: Nghiªn cøu chuyÓn gen Chitinase vµo cµ chua gièng P 375 Vµ Ph¸p 

lïn 

1. X©y dùng quy tr×nh chuyÓn gen Chitinase vµo c©y cµ chua th«ng qua vi khuÈn 

vµ vector sau: 

- Chñng vi khuÈn Agrobacterium tumefaciens EHA105 cã chøa plasmid 

pCAMBIA 1300 CHI-GLU, mang gen kh¸ng nÊm: Chitinase vµ gen kh¸ng 

Hygomicine (hpt). Gen hpt cã promoter 35S, cßn gen Chitinase cã promoter A9, c¶ 2 

promoter nµy ®Òu ho¹t ®éng rÊt m¹nh ë genome thùc vËt,  

2. §¸nh gi¸ hiÖu suÊt chuyÓn gen vµ kiÓm tra sù cã mÆt t¹m thêi cña gen chuyÓn.  

3. Thu ®−îc c©y cµ chua cã gen Chitinase.  

2.3. C¸c ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu  

- Ph−¬ng ph¸p DAS-ELISA (Double Antibody SADNwich-Enzyme Linked 

Immuno Sorbent Assay) (Clark vµ Adams 1977) lµ mét kü thuËt miÔn dÞch liªn kÕt 

Enzyme d¹ng cÆp ch¶ ®ang ®−îc sö dông réng r·i nhÊt ®Ó ph¸t hiÖn c¸c t¸c nh©n 

g©y bÖnh thùc vËt.  

Ph−¬ng ph¸p DAS-ELISA: gåm 5 b−íc thùc hiÖn (phô lôc I).  

2.3.1. ChuÈn bÞ mÉu cho phÐp thö ELISA 

- H¹t thu thËp tõ c¸c nguån kh¸c nhau. Mçi nguån thu thËp ®−îc ph©n l«/gièng (12 

000 h¹t/l«), mçi mÉu lÊy 4000 h¹t vµ nghiÒn trong dung dÞch ®Öm P.B.S.-T + P.V.P  

- Kh¸ng thÓ ®Æc hiÖu vµ kh¸ng thÓ cã g¾n enzyme ®−îc pha lo·ng trong dung 

dÞch P.B.S.-T + 2% P.V.P. theo tû lÖ cho s½n cña h·ng.  

- ChÊt hiÖn mµu: hoµ 1 viªn /5 ml dung dÞch ®Öm Substrat. 
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2.3.2. Ph−¬ng ph¸p nu«i cÊy m« 

Dùa vµo c¸c tµi liÖu tham kh¶o cña Murashige ADN Skoog (MS-1962) c¸c tµi 

liÖu tham kh¶o cña Peres L. vµ cs. 2002, Sung H. Park (2003), Moghaieb R. vµ cs. 

(2004) vµ N. Gorinnova vµ cs. (2005).  

2.3.2.1. Khö trïng mÉu 

- H¹t cµ chua cho vµo èng ®ong 30 ml cån ethanol 70% ®Ó khö trïng bÒ mÆt 

trong  

1 phót. Sau ®ã h¹t ®−îc xö lý víi dung dÞch Hypoclorit calcium 10% cho thªm 2 

giät Tween 20 víi 3 thêi gian kh¸c nhau: 10, 15 vµ 20 phót, mÉu ®−îc röa l¹i 4 lÇn 

víi n−íc cÊt 2 lÇn trong vßng 30 phót råi h¹t ®−îc gieo lªn m«i tr−êng gieo h¹t pH 

5,7, chóng ®−îc ®Æt trong ®iÒu kiÖn t0 = 250C ± 2, ¸nh s¸ng tù nhiªn. 

2.3.2.2. Nghiªn cøu kh¶ n¨ng t¹o m« sÑo (callus) 

Mçi thÝ nghiÖm dïng 150 chåi (50 chåix3 lÇn nh¾c l¹i). Sau khi h¹t cµ chua 

®−îc gieo trong ®Üa petri, chóng nÈy mÇm vµ khi c©y ®−îc 10-12 ngµy th× c¸c l¸ 

mÇm, l¸ thËt vµ trô l¸ mÇm ®−îc c¾t nhá vµ ®−a vµo nu«i cÊy trong m«i tr−êng t¹o 

m« sÑo. C¸c mÉu cÊy ®−îc ®Æt trong ®iªu kiÖn t0 = 25 ± 20C, ®Ó tõ 7-10 ngµy trong 

tèi, sau ®ã ®−a ra ¸nh s¸ng tù nhiªn. KÕt qu¶ ®−îc ghi l¹i sau 4 tuÇn nu«i cÊy. 

2.3.2.3. Nghiªn cøu kh¶ n¨ng t¹o chåi, nh©n chåi vµ t¹o c©y hoµn chØnh 

C¸c mÉu t¹o callus ®−îc t¸ch vµ cÊy chuyÓn sang m«i tr−êng t¹o chåi. sau 4-5 

tuÇn c¸c chåi ®−îc t¸ch vµ chuyÓn sang m«i tr−êng nh©n chåi, sau ®ã chóng ®−îc 

chuyÓn sang m«i tr−êng t¹o c©y hoµn chØnh.  

2.3.2.4. Ph−¬ng ph¸p thèng kª: Chóng t«i theo dâi hÖ sè nh©n chåi trung b×nh/ 

mÉu cña c¸c bé phËn trô l¸ mÇm, l¸ thËt vµ l¸ mÇm cña 5 gièng vµ ®é lÖch chuÈn 

cña trung b×nh 3 lÇn nh¾c l¹i còng ®−îc tÝnh to¸n theo ch−¬ng tr×nh IRRISTAT 4.0.  

2.3.3. Ph−¬ng ph¸p thÝ nghiÖm chuyÓn gen Chuyển gen gi¸n tiếp qua 

Agrobacterium tumefaciens. (dùa theo quy tr×nh cña Swapan K. Datta vµ cs. 1997, cña 

Sung H. Park 2003 Pravda S. vµ cs. (2005) vµ N. Gorinova (2005).  

KiÓm tra sù cã mÆt t¹m thêi cña gen chuyÓn 

Sö dông kü thuËt PCR víi c¸c måi ®Æc tr−ng.  

C¸c måi ®Æc tr−ng (chuyÓn gen Glucanase)  C¸c måi ®Æc tr−ng (chuyÓn gen Defensin) 

HPT5 5’-CTGCCTGAAACCGAACTGC-3’ 

HPT3 5’-CTTCTGCGGGCGATTTGTG- 3’ 
NPT5': 

5’CCGCCGATGACGCGGGACAAGCC-3’  
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NPT3': 5’-

GGTCCGCCACACCCAGCCGGCCA-3’ 

GL.F: 5’-GGGGCTCAATCGATAGGTGGT-3’ 

GL.R: 5’-GCCGACAGTGGTCCCAAAGAT-3’

Def.F: 5’-AGTCGAGTGAGATGAATAAA-3’ 

Def.R: 5′-CTCTTTATTCATCTCACTCGACT-3′; 
AP.F: 5’- ATGGGCAACTTGAGATCTTCT-3’ 

AP.R: 5’-GCCGACAGTGGTCCCAAAGAT-3’

C¸c måi ®Æc tr−ng (chuyÓn gen Chitinase) 

 

 

CHI.F: 5’-ATGGGGAAGAATAGGATGATG-3’ 

CHI.R: 5’-GCCGACAGTGGTCCCAAAGAT-3’ 

 

CH¦¥NG 3 

KÕt qu¶ NGHI£N CøU vμ th¶o luËn 
 

3.1 Mét sè kÕt qu¶ nghiªn cøu quy tr×nh t¸i sinh c©y cµ chua phôc vô cho c«ng 

t¸c chuyÓn gen 

3.1.1 øng dông kü thuËt DAS-ELISA ®Ó kiÓm tra t×nh h×nh nhiÔm bÖnh virus cña 

cµ  chua tr−íc khi ®−a vµo nu«i cÊy In vitro 

MÉu h¹t ®−îc thu thËp tõ c¸c nguån kh¸c nhau: S¶n xuÊt tõ c¸c tr¹m gièng cung cÊp 

cho ng−êi trång rau ë T©y Tùu, chî b−ëi, v× vËy chóng t«i ®· kiÓm tra t×nh tr¹ng søc 

khoÎ tr−íc khi ®−a vµo nu«i cÊy. H¹t ®−îc thu thËp tõ tËp ®oµn cµ chua cña ViÖn Di 

truyÒn N«ng nghiÖp mÆc dï ®· ®−îc kiÓm so¸t trong c¸c kh©u s¶n xuÊt vµ thu h¸i, 

song vÉn qua kiÓm tra ELISA. KÕt qu¶ cho thÊy h¹t cµ chua ë thÞ tr−êng tù do cã 

mÆt cña virót ToMV vµ TMV, nh− vËy hai bÖnh nµy cã mÆt trong qu¸ tr×nh s¶n xuÊt 

cµ chua. Cã thÓ viÖc lo¹i bá c¸c c©y bÞ nhiÔm bÖnh hoÆc c¸c c©y ®−îc nghi lµ nhiÔm 

bÖnh trong qu¸ tr×nh s¶n xuÊt cßn ch−a thËt triÖt ®Ó, nªn trong qu¸ tr×nh thu ho¹ch 

qu¶ ®Ó lÊy h¹t cã thÓ cã nh÷ng s¬ xuÊt nªn thu c¶ nh÷ng qu¶ cña c©y ®· bÞ bÖnh. 

Cßn h¹t cµ chua ®−îc thu tõ tËp ®oµn cµ chua cña ViÖn Di truyÒn N«ng nghiÖp, vµ 

dßng cµ chua d¹i L.pennelli ®−îc cung cÊp tõ AVRDC (§µi loan) ®· ®−îc kiÓm 

so¸t chÆt chÏ trong qu¸ tr×nh s¶n xuÊt vµ thu h¸i, v× vËy kh«ng thÊy cã mÆt cña 2 

bÖnh virót nµy, v× vËy nh÷ng rñi ro vÒ viÖc thu qu¶ cã mang mÇm bÖnh ®· ®−îc lo¹i 

trõ. Qua kÕt qu¶ nghiªn cøu cho thÊy ®é chÝnh x¸c vµ ®é nhËy cña phÐp thö DAS-

ELISA thËt ®¸ng tin cËy. C¸c mÉu s¹ch bÖnh nµy ®· ®−îc sö dông ®Ó ®−a vµo c¸c 

thÝ nghiÖm biÕn n¹p gen.  

3.1.2. Mét sè kÕt qu¶ Nghiªn cøu quy tr×nh t¸i sinh c©y cµ chua phôc vô cho 

c«ng t¸c chuyÓn gen 
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§Ó thùc hiÖn thµnh c«ng c¸c nghiªn cøu chuyÓn gen th× mét trong nh÷ng kh©u 

quan träng nhÊt lµ t¸i sinh c©y in vitro, hÖ sè t¸i sinh cµng cao th× hiÖu qu¶ chuyÓn 

gen cµng lín, ®ång nghÜa víi hÖ sè c©y chuyÓn gen thu ®−îc cµng cao. Chóng t«i ®· 

nghiªn cøu 4 gièng cµ chua th−¬ng m¹i vµ loµi cµ chua d¹i L.pennelli (dßng mang 

gen bÊt dôc ®ùc TBC) cho c¸c môc ®Ých lai t¹o sau nµy, nh»m t¹o ra c¸c dßng gièng 

cã kh¶ n¨ng t¸i sinh cao, bÊt dôc ®ùc tÕ bµo chÊt (TBC) cÇn thiÕt cho c«ng t¸c chän, 

t¹o gièng cµ chua lai. Nh÷ng mÉu trô l¸ mÇm, l¸ thËt vµ l¸ mÇm ®· ®−îc sö dông 

trong thÝ nghiÖm nµy. 

3.1.2.1. Lùa chän ph−¬ng ph¸p khö trïng mÉu 

Sau khi khö trïng h¹t ®−îc chuyÓn vµo m«i tr−êng gieo h¹t, mçi b×nh ®Æt 10-12 

h¹t. Sau ®ã c¸c b×nh ®−îc ®Ó trong phßng nu«i c©y, víi ¸nh s¸ng tù nhiªn. Sau kho¶ng 7 

ngµy hÇu nh− c¸c h¹t ®Òu n¶y mÇm. Sau 12 ngµy kÓ tõ ngµy gieo h¹t, quan s¸t c©y mäc 

vµ ph¸t triÓn trªn m«i tr−êng. TÝnh tû lÖ c©y mäc vµ ph¸t triÓn tèt trªn m«i tr−êng vµ tÝnh 

sè c©y nhiÔm, c©y ®· chÕt hoÆc kh«ng mäc. Nh÷ng c©y ph¸t triÓn tèt lµ nh÷ng c©y cã l¸ 

xanh, rÔ ph¸t triÓn tèt.  

Qua kÕt qu¶ nghiªn cøu cho thÊy: §èi víi khö trïng b»ng Hypochlorit calcium 

10% +Tween 20 cho thÊy cã sù tû lÖ thuËn gi÷a viÖc gia t¨ng thêi gian khö trïng 

víi tû lÖ mÉu sèng. Víi thêi gian 10 phót, tû lÖ mÉu sèng chiÕm 70,3%, víi thêi 

gian 15 phót tû lÖ mÉu sèng ®¹t cao nhÊt 90%. Tuy nhiªn nÕu t¨ng thêi gian lªn qu¸ 

ng−ìng cho phÐp - 15 phót th× sè l−îng mÉu chÕt t¨ng lªn cao (24%%) lµm gi¶m tû 

lÖ mÉu sèng (73,3%). V× vËy chóng t«i ®· lùa chän chÕ ®é khö trïng h¹t b»ng víi 

Hypochlorit calcium 10% +Tween 20 víi thêi gian 15 phót lµ ph−¬ng ph¸p khö 

trïng tèi −u vµ ®−îc sö dông cho c¸c thÝ nghiÖm tiÕp theo.  

3.1.2.2. §¸nh gi¸ kh¶ n¨ng t¹o m« sÑo (callus) cña c¸c gièng víi c¸c nång ®é vµ 

tæ hîp kh¸c nhau cña c¸c chÊt ®iÒu hßa sinh tr−ëng 

3.1.2.2.1. §¸nh gi¸ kh¶ n¨ng t¹o callus cña c¸c gièng víi c¸c nång ®é vµ tæ hîp 

kh¸c nhau cña Kinetin+IAA (NAA) 

Sau khi h¹t nÈy mÇm in vitro ®−îc 10-12 ngµy, c¸c l¸ mÇm (Cotyledon) vµ trô 

l¸ mÇm (hypocotyl) ®−îc thu thËp lµm mÉu cÊy, tÊt c¶ ®−îc c¾t nhá víi kÝch th−íc 

0,1-0,3 cm trong ®iÒu kiÖn khö trïng råi ®−a vµo nu«i cÊy trong m«i tr−êng t¹o m« 

sÑo (h×nh 2). C¸c mÉu cÊy ®−îc ®Æt trong buång tèi tõ 7 - 10 ngµy, víi nhiÖt ®é t0 = 

250C ± 2, sau ®ã chóng ®−îc ®−a ra ¸nh s¸ng tù nhiªn. Sau 4 tuÇn c¸c m« sÑo ®· ph¸t 

triÓn rÊt nhanh, c¸c kÕt qu¶ ®−îc ghi l¹i. Tõ kÕt nghiªn cøu cho thÊy sau 4 tuÇn nu«i 
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cÊy trªn m«i tr−êng MS víi tæ hîp K+IAA (NAA), tÊt c¶ c¸c gièng (dßng) ®Òu cã 

kh¶ n¨ng t¹o callus, tuy nhiªn tû lÖ t¹o callus cña c¸c gièng kh¸c nhau lµ kh¸c nhau 

vµ c¸c bé phËn kh¸c nhau trªn c©y cµ chua còng cho c¸c kÕt qu¶ kh¸c nhau. Dßng cµ 

chua d¹i L. Pennelli vµ gièng cµ chua th−¬ng m¹i P375 cho tû lÖ t¹o callus cao nhÊt, 

cßn gièng Ph¸p lïn cho tû lÖ thÊp nhÊt. Tuy nhiªn chóng cã chung mét quy luËt:  

Cã 2 lo¹i m« sÑo ®−îc t¸i sinh: (1) ë c«ng thøc K1 vµ K2 m« sÑo cã mµu vµng 

tr¾ng xanh, cã cÊu tróc d¹ng khèi cÇu nhá, t−¬ng ®èi ch¾c (compact) vµ kh«, cã kh¶ 

n¨ng t¸i sinh c©y sau nhiÒu lÇn cÊy chuyÓn. (2) khi nång ®é Kinetin t¨ng cao lµm 

xuÊt hiÖn nhiÒu chåi mÇu tr¾ng ng¶ n©u cÊu tróc xèp, mÒm vµ t¹o ra nhiÒu côm chåi 

bÊt th−êng khã cã kh¶ n¨ng sinh ph«i lµm gi¶m tû lÖ chåi h÷u hiÖu, ®ã lµ c¸c callus 

cã chÊt l−îng kh«ng tèt [h×nh 4 (2-3)].  

Nh×n chung, tû lÖ t¹o callus trung b×nh ë c¶ 5 gièng víi nh÷ng tæ hîp kh¸c 

nhau cña Kinetin vµ IAA (NAA) kh«ng cao l¾m, chØ ®¹t 68,7%; 60,3% vµ 77,3% 

t−¬ng øng víi mÉu lµ trô l¸ mÇm, l¸ thËt vµ l¸ mÇm.  

3.1.2.2.2. §¸nh gi¸ kh¶ n¨ng t¹o callus cña c¸c gièng víi c¸c nång ®é vµ tæ hîp 

kh¸c nhau cña Zeatin+IAA (NAA) 

Qua kÕt qu¶ nghiªn cøu cho thÊy sù t¹o thµnh callus ë tæ hîp víi Zeatin còng 

cã cïng mét quy luËt nh− víi tæ hîp Kinetin, nghÜa lµ c¸c gièng kh¸c nhau cho c¸c 

tû lÖ t¹o callus kh¸c nhau, Dßng L. pennelli cho tû lÖ t¹o callus cao nhÊt t−¬ng øng 

78,2%; 65,9% vµ 88,0%. §Æc biÖt ë tæ hîp nµy ngoµi cÊu tróc cã kh¶ n¨ng sinh 

ph«i nh− ®· miªu t¶ ë trªn, cã nhiÒu mÉu ph¶n øng ph¸t sinh rÔ trùc tiÕp. Còng ë tæ 

hîp nµy, quan s¸t thÊy cã hiÖn t−îng ph¶n øng t¸i sinh c©y trùc tiÕp tõ mÐp l¸.  

Nh×n tæng qu¸t: tû lÖ t¹o callus trung b×nh ë c¶ 5 gièng víi nh÷ng tæ hîp kh¸c 

nhau cña Zeatin vµ IAA (NAA) thÊp h¬n so víi tæ hîp víi Kinetin chØ ®¹t 66,2%; 

55,4% vµ 76,4% t−¬ng øng víi mÉu lµ trô l¸ mÇm, l¸ thËt vµ l¸ mÇm.  

3.1.2.2.3. §¸nh gi¸ kh¶ n¨ng t¹o callus cña c¸c gièng víi c¸c nång ®é vµ tæ hîp 

kh¸c nhau cña BA (benzyladenin) + IAA (NAA) 

ë tæ hîp hîp nµy chóng t«i sö dông nång ®é cña BA tõ 0,5 -2,0 mg/l.  

§©y lµ tæ hîp cho tû lÖ t¹o callus cao nhÊt vµ callus cã chÊt l−îng tèt nhÊt, kh¶ 

n¨ng t¸i sinh cao nhÊt trong 3 tæ hîp. Khi nång ®é BA t¨ng lªn ®Õn ng−ìng 1 mg/l kÕt 

hîp víi 0,1 mg/l NAA, tÊt c¶ c¸c gièng ®Òu cho tû lÖ t¹o callus cao nhÊt Trung b×nh 

®¹t 77,8%; 68,0% vµ 87,9 (b¶ng 5) ë m«i tr−êng nu«i cÊy MS (1962) + 1 mg/l BA + 

0.1 mg/l NAA + 3% sucrose +7 mg/l agar. §©y lµ m«i tr−êng ®−îc sö dông cho c¸c 
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nghiªn cøu tiÕp theo. 

3.1.2.3. §¸nh gi¸ kh¶ n¨ng t¹o chåi cña c¸c gièng víi c¸c nång ®é vµ tæ hîp 

kh¸c nhau cña c¸c chÊt ®iÒu hoµ sinh tr−ëng  

Trong nu«i cÊy m« giai ®o¹n t¸i sinh chåi viÖc kÕt hîp gi÷a tû lÖ 

Cytokinin/Auxin ®−îc sö dông réng r·i vµ trong nhiÒu tr−êng hîp nã tá ra kh«ng 

thÓ thay thÕ trong nu«i cÊy in vitro vÒ t¸c dông kÝch thÝch t¹o chåi m¹nh còng nh− 

nh©n nhanh chåi.  

3.1.2.3.1. §¸nh gi¸ kh¶ n¨ng t¸i sinh chåi cña c¸c gièng víi c¸c nång ®é vµ tæ 

hîp kh¸c nhau cña Kinetin+IAA (NAA) 

Nh×n tæng qu¸t cho thÊy tû lÖ t¹o chåi ë c¸c m«i tr−êng cã c¸c tæ hîp kh¸c nhau 

cña Kinetin víi IAA vµ NAA thÊp, cô thÓ tû lÖ t¹o chåi trªn c¸c m«i tr−êng víi c¸c tæ 

hîp cña Kinetin trung b×nh chØ ®¹t ®¹t 37,2% (l¸ mÇm); 19,3% (trô l¸ mÇm) vµ 

13,6% (l¸ thËt). KÕt qu¶ tèt nhÊt khi nu«i cÊy m« sÑo trªn m«i tr−êng K3: MS (1962) 

+ 2mg/l Kinetin + 0,1mg/l IAA. ë c«ng thøc víi Kinetin mÇm chåi mÞn, ch¾c.  

3.1.2.3.2. §¸nh gi¸ kh¶ n¨ng t¸i sinh chåi cña c¸c gièng víi c¸c nång ®é vµ tæ 

hîp kh¸c nhau cña BA +IAA (NAA) 

BiÕt r»ng khi sö dông BA ë nång ®é cao mÉu bÞ thñy tinh hãa nhiÒu, gi¶m tû lÖ 

chåi h÷u hiÖu v× vËy chóng t«i ®· sö dông ng−ìng nång ®é BA trong kho¶ng 1-2 mg/l.  

Tõ kÕt qu¶ nghiªn cøu cho thÊy tû lÖ t¹o chåi cao nhÊt lµ c¸c m« sÑo tõ l¸ 

mÇm víi trung b×nh tæng lµ 44,9%, trô l¸ mÇm lµ 22,3%, vµ thÊp nhÊt lµ mÉu l¸ thËt 

víi trung  

b×nh tæng lµ 16,9%. KÕt qu¶ tèt nhÊt ®¹t ®−îc khi nu«i cÊy m« sÑo trªn m«i tr−êng  

B4: [MS(1962)+ 2mg/l BA+0,1mg/l IAA]. Dßng d¹i L.pennelli cho tû lÖ t¹o chåi 

cao nhÊt, cßn gièng H18 cho tû lÖ t¹o chåi thÊp nhÊt. MÇm chåi khoÎ, to h¬i xèp. 

Quan s¸t thÊy cã hiÖn t−îng ph¸t triÓn c©y trùc tiÕp trªn m«i tr−êng BA, c¸c chåi 

nhá vµ yÕu h¬n so víi c¸c c©y con trªn m«itr−êng víi Zeatin.  

3.1.2.3.3. §¸nh gi¸ kh¶ n¨ng t¸i sinh chåi cña c¸c gièng víi c¸c nång ®é vµ tæ 

hîp kh¸c nhau cña Zeanin +IAA (NAA) 

Trong c«ng thøc nµy chóng t«i sö dông Zeatin víi nång ®é tõ 1-2 mg/l.  

Tõ c¸c kÕt qu¶ nghiªn cøu cho thÊy: Tû lÖ t¹o chåi tõ m« sÑo (l¸ mÇm,trô l¸ 

mÇm vµ l¸ thËt) cña 5 gièng cho kÕt qu¶ cao nhÊt ®¹t ®−îc khi nu«i cÊy m« sÑo trªn 

m«i tr−êng Z3: (MS (1962) + 2mg/l zeatin + 0,1mg/l IAA]. Dßng d¹i L.pennelli cho tû 

lÖ t¹o chåi cao nhÊt: 81,6% (l¸ mÇm); 40,8% (trô l¸ mÇm), vµ 30,9% (®èi víi l¸ thËt). 
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Gièng sè 2 cho tû lÖ t¹o chåi thÊp nhÊt: 58,9% (l¸ mÇm); 27,8% (trô l¸ mÇm), vµ 

17,7% (l¸ thËt). 

 Ngoµi kh¶ n¨ng cho tû lÖ t¹o chåi cao, cßn cho thÊy mÇm chåi cã tiÒm n¨ng 

nh©n chåi lín, c¸c mÇm chåi ph¸t triÓn khoÎ vµ ®«i khi ph¸t triÓn trùc tiÕp thµnh 

c©y con rÊt khoÎ m¹nh  

3.1.2.3.4. §¸nh gi¸ kh¶ n¨ng nh©n chåi cña 5 gièng kh¸c nhau víi c¸c nång ®é 

vµ tæ hîp kh¸c nhau cña c¸c chÊt ®iÒu hßa sinh tr−ëng  

Sau khi t¸i sinh chåi, viÖc nh©n nhanh chåi v« cïng quan träng, v× tèc ®é nh©n 

gièng phô thuéc vµo hÖ sè nh©n chåi. ChÝnh v× vËy t×m ra m«i tr−êng tèi −u cho kh©u 

nh©n nhanh chåi lµ hÕt søc cÇn thiÕt. Chåi cña 5 gièng cµ chua cã kÝch th−íc 3-5 mm 

®−îc t¸ch ra vµ ®−a vµo c¸c m«i tr−êng nh©n chåi. C¸c kÕt qu¶ ®−îc tr×nh bÇy ë c¸c 

b¶ng 3.  

a. ¶nh h−ëng cña c¸c nång ®é vµ tæ hîp kh¸c nhau cña Kinetin víi IAA, NAA 

lªn qu¸ tr×nh nh©n chåi cña c¸c gièng  

BiÕt r»ng khi t¨ng nång ®é Kinetin sÏ thu ®ù¬c hÖ sè nh©n chåi cao h¬n, v× vËy 

trong thÝ nghiÖm nµy chóng t«i ®· sö dông Kinetin víi nång ®é tõ 0,5-5,0 mg/l. 

Qua kÕt qu¶ nghiªn cøu cho thÊy ng−ìng tèi −u cho tû lÖ t¸i sinh chåi cña 5 

gièng tham gia thÝ nghiÖm ®¹t ®Õn khi nång ®é Kinetin ë 2 mg/l. ë ng−ìng tèi −u nµy 

2K kÕt hîp víi 0,1 mg/l IAA cho hÖ sè nh©n cao nhÊt víi tÊt c¶ 5 gièng ë c¶ 3 lo¹i 

mÉu cÊy. Trung b×nh tæng cña c¶ 5 gièng khi nu«i cÊy ë m«i tr−êng nµy ®¹t: hÖ sè 

3,5 (l¸ mÇm); 3,6 (trô l¸ mÇm); 3,0 (l¸ thËt). Dßng d¹i L.pennelli cho tû lÖ nh©n chåi 

cao nhÊt trung b×nh ®¹t 3,9 (trô l¸ mÇm); 3,6 (l¸ mÇm) vµ 3,2 (l¸ thËt). ë tæ hîp víi 

Kinetin chåi xanh, dµi.  

b. ¶nh h−ëng cña c¸c nång ®é vµ tæ hîp kh¸c nhau cña BA víi (IAA, NAA) lªn 

qu¸ tr×nh nh©n chåi cña c¸c gièng  

BiÕt r»ng khi sö dông BA ë nång ®é cao gi¶m tû lÖ chåi h÷u hiÖu v× vËy chóng 

t«i ®· sö dông ng−ìng nång ®é BA trong kho¶ng 0,3 -2,5 mg/l. §ång thêi kÕt hîp 

mét l−îng nhá IAA vµ NAA. Nång ®é t¨ng lªn ®Õn 0,5 B +0,5 IAA, cho thÊy hÖ sè 

nh©n chåi t¨ng lªn râ rÖt t−¬ng øng ë ba lo¹i mÉu cÊy lµ 4,1; 3,6 vµ 3,8. tiÕp tôc 

t¨ng BA lªn 1,0 mg/l cho tû lÖ h×nh thµnh chåi cao h¬n. Tuy nhiªn ë nång ®é nµy 

cïng víi ®é Èm trong phßng nu«i c©y ®· xuÊt hiÖn hiÖn t−îng thñy tinh hãa. Dßng 

cµ chua d¹i L.pennelli vÉn cho kh¶ n¨ng nh©n chåi cao nhÊt t−¬ng øng ë c¶ ba bé 

phËn mÉu cÊy: 4,6; 4,1 vµ 4,2. (b¶ng 10 vµ h×nh 13). Víi c«ng thøc B4: 0,5 BA + 
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0,5 IAA hÖ sè nh©n chåi ®¹t 4,1; 3,6 vµ 3,8 cao h¬n so víi tæ hîp víi Kinetin (3,6; 

3,0 vµ 3,5).  

c. ¶nh h−ëng cña c¸c nång ®é vµ tæ hîp kh¸c nhau cña Zeatin víi IAA, NAA lªn 

qu¸ tr×nh nh©n chåi cña c¸c gièng  

ë c«ng thøc tæ hîp víi Zeatin, chóng t«i sö dông nång ®é tõ 0,5-4 mg/l.  

B¶ng 3.1: KÕt qu¶ nghiªn cøu sù ¶nh h−ëng cña c¸c nång ®é vµ tæ hîp 

kh¸c nhau cña Zeatin víi IAA vµ NAA lªn qu¸ tr×nh nh©n chåi 
HÖ sè nh©n (sè chåi trung b×nh X) 

Dßng/ Gièng 
C«ng thøc (mg/l) 

MS (1962) + Tæ hîp 
Z+IAA (NAA) 

Trô l¸ mÇm (X) L¸ thËt (X) L¸ mÇm (X) 

Z1: 0,5 Z + 0,5 IAA 2,4 2,1 3,7 
Z2: 1,0 Z + 0,5 NAA 2,0 1,8 2,6 
Z3: 2,0 Z + 0,1IAA 4,5 3,6 4,2 
Z4: 2,0 Z + 1,0 2,4-D 1,9 1,5 1,8 
Z5: 2,5 Z + 0,5 NAA 1,7 1,9 2,3 

 
P  
375 
 

Z6: 4,0 Z + 0,5 IAA 2,1 2,3 2,1 
 Trung b×nh (X) 2,3 2,1 2,2 

Z1: 0,5 Z + 0,5 IAA 2,3 1,9 2,1 
Z2: 1,0 Z + 0,5 NAA 2,0 1,9 2,3 
Z3: 2,0 Z + 0,1IAA 4,2 3,5 4,1 
Z4: 2,0 Z + 1,0 2,4-D 2,0 1,8 1,9 
Z5: 2,5 Z + 0,5 NAA 2,1 1,7 2,0 

 
H18 

Z6: 4,0 Z + 0,5 IAA 1,8 1,5 1,9 
  Trung b×nh (X) 2,2 1,8 2,0 

Z1: 0,5 Z + 0,5 IAA 2,2 2,1 3,7 
Z2: 1,0 Z + 0,5 NAA 2,5 1,8 2,6 
Z3: 2,0 Z + 0,1IAA 4,6 3,7 4,3 
Z4: 2,0 Z + 1,0 2,4-D 1,9 1,5 1,8 
Z5: 2,5 Z + 0,5 NAA 2,1 1,9 2,3 

 
Balan 
 

Z6: 4,0 Z + 0,5 IAA 2,2 2,0 2,1 
  Trung b×nh (X) 2,3 2.0 2,1 

Z1: 0,5 Z + 0,5 IAA 2,5 2,1 3,6 
Z2: 1,0 Z + 0,5 NAA 2,2 1,8 2,69 
Z3: 2,0 Z + 0,1IAA 4,4 3,5 4,2 
Z4: 2,0 Z + 1,0 2,4-D 2,0 1,6 1,9 
Z5: 2,5 Z + 0,5 NAA 2,3 2,2 2,2 

 
Ph¸p lïn 
 

Z6: 4,0 Z + 0,5 IAA 2,1 2,0 2,2 
  Trung b×nh (X) 2,3 1,9 2,1 

Z1: 0,5 Z + 0,5 IAA 3,6 2,7 3,6 
Z2: 1,0 Z + 0,5 NAA 3,8 2,8 3,5 
Z3: 2,0 Z + 0,1IAA 5,6 4,1 4,9 

 
L. pennelli 
 

Z4: 2,0 Z + 1,0 2,4-D 2,7 2,5 2,8 
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Z5: 2,5 Z + 0,5 NAA 3,0 2,8 3,1 
Z6: 4,0 Z + 0,5 IAA 2,6 2,4 2,5 

 Trung b×nh (X) 2,7 2,2 2,5 
 Trung b×nh tæng E X 2,4 2,0 2,2 
TB (X) Z3: 2,0 Z + 0,1IAA 4,7 3,7 4,3 

Qua kÕt qu¶ b¶ng 3.1 cho thÊy: Kh¶ n¨ng nh©n chåi t¨ng lªn cïng víi viÖc 
t¨ng nång ®é Zeatin ®Õn ng−ìng 2,0 mg/l + 0,1 IAA, ë ng−ìng nµy hÖ sè nh©n cña 
mÉu lµ trô l¸ mÇm t¨ng h¬n hai lÇn ®¹t (4,5) cßn víi mÉu lµ l¸ thËt hÖ sè nh©n t¨ng 
lªn 1,5 lÇn t−¬ng øng (3,6) cßn mÉu lµ l¸ mÇm hÖ sè nh©n t¨ng lªn xÊp xØ 1,2 lÇn 
(4,2) vµ ë ng−ìng nång ®é nµy (2 Z + 0,1 IAA) hÖ sè nh©n cña tÊt c¶ c¸c gièng víi 
gi¸ trÞ trung b×nh trong c¶ 5 gièng ®¹t 4,7 (trô l¸ mÇm); 3,7 (l¸ thËt) vµ 4,3 (l¸ mÇm) 
cao nhÊt so víi tæ hîp Kinetin vµ BA, còng ë c«ng thøc nµy c¸c chåi rÊt khoÎ, mËp 
vµ tá ra cã søc sèng cao.  
3.1.2.5. T¹o c©y hoµn chØnh  

Chóng t«i sö dông 2 tæ hîp chÊt kÝch thÝch sinh tr−ëng lµ NAA vµ IAA kÕt 

hîp víi mét sè Cytokinin (Kinetin, Zeatin vµ BA)  
3.1.2.5.1. Nghiªn cøu sù ¶nh h−ëng cña c¸c tæ hîp kh¸c nhau cña chÊt kÝch 

thÝch sinh tr−ëng NAA lªn qu¸ tr×nh t¹o rÔ vµ c©y hoµn chØnh in vitro 

Chóng t«i ®· sö dông nång ®é NAA tõ 0,1- 1,0 mg/l.  

Qua kÕt qu¶ nghiªn cøu cho thÊy: Kh¶ n¨ng t¹o c©y hoµn chØnh cao nhÊt khi 

nång ®é NAA ®¹t 0,5 mg/l cã kÕt hîp víi 0,02 Z. Trung b×nh cña 5 gièng ®¹t 92,4 

(trô l¸ mÇm); 85,4 (l¸ thËt) vµ 88,3 (l¸ mÇm). Tû lÖ cao nhÊt vÉn lµ dßng d¹i L. 

Pennelli t−¬ng øng 97,6; 88,1 vµ 94,7. Trong nhãm cµ chua th−¬ng m¹i cã gièng sè 

Balan cho tû lÖ t¹o c©y hoµn chØnh cao nhÊt t−¬ng øng 97,6; 88,1 vµ 94,7. Nh×n 

chung c¸c c¸c c©y hoµn chØnh cã bé rÔ thu ®−îc dµi song kh«ng to khoÎ, quan s¸t 

thÊy bÞ ®en ë gèc.  

3.1.2.5.2. KÕt qu¶ nghiªn cøu sù ¶nh h−ëng cña c¸c tæ hîp kh¸c nhau cña chÊt 

kÝch thÝch sinh tr−ëng IAA víi lªn qu¸ tr×nh t¹o rÔ vµ c©y hoµn chØnh  

Trong nghiªn cøu nµy chóng t«i sö dông IAA nång ®é tõ 0,2-1,5 mg/l. 

B¶ng 3.2: KÕt qu¶ nghiªn cøu sù ¶nh h−ëng cña c¸c nång ®é vµ tæ hîp kh¸c nhau 

cña chÊt kÝch thÝch sinh tr−ëng IAA kÕt hîp víi mét sè Cytokinin (Kinetin, 

Zeatin vµ BA) lªn qu¸ tr×nh t¹o c©y hoµn chØnh 
Tû lÖ t¹o c©y hoµn chØnh (%) Dßng/ 

Gièng  
C«ng thøc (mg/l) 
MS(1962)+ Tæ hîp IAA  Trô l¸ mÇm (X) L¸ thËt (X) L¸ mÇm (X) 
0,2 IAA + 2,5 K 83,7 55,0 71,6 
0,5 IAA + 0,1BA 86,8 65,0 78,3 

P  
375 

0,5 IAA + 0,05 K 84,8 71,6 83,3 
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1 IAA + 2,0 K 93,3 80,0 86,6  
1,5 IAA + 0,02 Z 83,3 76,6 85 

 Trung b×nh (X) 84,6 69,6 81,0 
0,2 IAA + 2,5 K 82,1 54,6 72,9 
0,5 IAA + 0,1BA 85,7 76,1 83,1 
0,5 IAA + 0,05 K 85,6 73,6 82,9 
1 IAA + 2,0 K 90,4 80,0 89,6 

 
H18 

1,5 IAA + 0,02 Z 84,3 76,6 82,4 
  Trung b×nh (X) 85,6 72,2 82,2 

0,2 IAA + 2,5 K 85,4 78,0 76,7 
0,5 IAA + 0,1BA 88,9 85,,0 87,3 
0,5 IAA + 0,05 K 87,8 83,5 86,3 
1 IAA + 2,0 K 95,3 88,4 94,4 

 
Ba lan 

1,5 IAA + 0,02 Z 85,3 79,3 85,2 
  Trung b×nh (X) 88,5 82,8 86,0 

0,2 IAA + 2,5 K 84,5 58,1 77,8 
0,5 IAA + 0,1BA 89,6 83,4 86,6 
0,5 IAA + 0,05 K 88,9 83,8 87,2 
1 IAA + 2,0 K 94,7 86,6 93,6 

 
Ph¸p lïn 

1,5 IAA + 0,02 Z 87,9 82,5 85.3 
  Trung b×nh (X) 89,1 78,9 86,1 

0,2 IAA + 2,5 K 86,7 77,2 84,2 
0,5 IAA + 0,1BA 94,9 88,9 89,9 
0,5 IAA + 0,05 K 93,6 89,7 91,6 
1 IAA + 2,0 K 98,3 90,5 97,8 

 
L. pennell 
 

1,5 IAA + 0,02 Z 84,4 84,6 86,1 
 Trung b×nh (X) 91,6 86,2 89,9 
 Trung b×nh tæng E X 88,2 77,9 85,0 
TB (X) IAA + 2,0 K 94,4 85,1 92,4 

NhËn xÐt: Qua c¸c kÕt qu¶ thu ®−îc ë b¶ng 3.2 chóng t«i nhËn thÊy r»ng ¶nh 

h−ëng cña nång ®é IAA trong giai ®o¹n t¹o c©y hoµn chØnh in vitro ë cµ chua cao 

h¬n so víi khi sö dông NAA. Víi c«ng thøc cã nång ®é 1mg/l IAA + 2mg/l Kinetin 

cho rÔ khoÎ, dµi vµ tr¾ng, biÎu hiÖn rÔ cã chÊt l−îng nhÊt vµ c©y khoÎ. Thêi gian t¹o 

rÔ còng sím h¬n so víi c¸c c«ng thøc víi tæ hîp cña NAA (2,5 tuÇn so víi 3 tuÇn).  

3.2. Nh÷ng kÕt qu¶ ban ®Çu vÒ chuyÓn gen kh¸ng nÊm Glucanase vµo 3 gièng 

(dßng) cµ chua 

Môc ®Ých nghiªn cøu lµ thu ®−îc c¸c dßng cµ chua mang gen kh¸ng nÊm 

Glucanase-Osmotin cÇn thiÕt cho c«ng t¸c chän t¹o gièng cµ chua kh¸ng bÖnh nÊm. 

(cã thÓ thu ®−îc dßng bÊt dôc ®ùc TBC). Chóng t«i quan t©m nhiÒu ®Õn sù ph¶n øng 

cña c¸c kiÓu gen cña c¸c gièng (dßng) víi thêi gian ®ång nu«i cÊy vµ c¸c nång ®é vi 
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khuÈn trong qu¸ tr×nh biÕn n¹p. Còng nh− quan s¸t ¶nh h−ëng cña c¸c lo¹i kh¸ng sinh 

sö dông lªn hiÖu qu¶ biÕn n¹p. C¸c mÉu ®−îc dïng trong chuyÓn gen lµ l¸ mÇm (LM) 

vµ trô l¸ mÇm (TLM).  

3.2.1. Qu¸ tr×nh biÕn n¹p gen kh¸ng nÊm Glucanase (Dùa theo quy tr×nh cña 

Swapan K. Datta vµ cs. 1997, cña Sung Park vµ cs, 2003 vµ N. Gorinova (2005).  

 C¸c mÉu trô l¸ mÇm vµ l¸ mÇm sau khi kÕt thóc tiÒn nu«i cÊy, chóng ®−îc 

g©y nh÷ng vÕt th−¬ng míi t¹o ®iÒu kiÖn cho sù tiÕp xóc cña vi khuÈn. ®Æt c¸c mÉu 

cÊy vµo dung dÞch vi khuÈn vµ m«i tr−êng MS1 láng trong ®Üa petri víi 3 nång ®é 

kh¸c nhau (1:10; 1:15 vµ 1:20), l¾c nhÑ kho¶ng 5-7 phót ®Ó lµm t¨ng kh¶ n¨ng tiÕp 

xóc cña tÕ bµo chñ vµ vi khuÈn. Sau khi c¸c mÉu l¸ ®−îc lµm kh« b»ng giÊy thÊm 
whatman (qu¸ tr×nh nµy nh»m lo¹i bá bít vi khuÈn b¸m qu¸ nhiÒu trªn bÒ mÆt cña 

mÉu, øc chÕ sù t¸i sinh cña mÉu) råi chuyÓn chóng sang m«i tr−êng cã chøa 250 

mg/l Acetosiringone ®Ó ®ång nu«i cÊy. Qu¸ tr×nh ®ång nu«i cÊy duy tr× ë nhiÖt ®é 

25 oC +1, trong tèi víi 3 thêi gian kh¸c nhau: 36 tiÕng 48 tiÕng vµ 60 tiÕng.  

C¸c mÉu ®èi chøng còng ®−îc tiÕn hµnh ®ång thêi c¸c b−íc lo¹i trõ c«ng ®o¹n 

l©y nhiÔm vµ nu«i chung víi vi khuÈn. 

Bªn c¹nh c¸c mÉu biÕn n¹p chóng t«i còng tiÕn hµnh thÝ nghiÖm ®èi chøng víi 

c¸c mÉu l¸ kh«ng biÕn n¹p trªn m«i tr−êng t¹o callus vµ t¹o chåi. 

3.2.2. Nghiªn cứu khả năng t¸i sinh của c¸c mÉu cÊy trªn m«i tr−êng cã chøa kh¸ng 

sinh 

a. T¹o m« sÑo vµ t¸i sinh chåi 

Sau khi nu«i chung, mÉu biÕn n¹p ®−îc chuyÓn sang m«i tr−êng chän läc MS1 

cã bæ sung ®ång thêi 2 lo¹i kh¸ng sinh: Cefotaxime (250 mg/l) vµ Hygromicin (50 

mg/l). Sau ba tuÇn ®−îc nu«i cÊy trong tèi, nh÷ng callus cã kh¶ n¨ng sèng sãt trªn 

m«i tr−êng chän läc ®−îc tiÕp tôc chän läc Ýt nhÊt 3 vßng trªn m«i tr−êng chän läc 

MS1 víi c¸c kh¸ng sinh t−¬ng øng, víi thêi gian chiÕu s¸ng 15/24 giê nhiÖt ®é nu«i 

lµ 250C ± 20C. 

b. ¶nh h−ëng cña kh¸ng sinh lªn kh¶ n¨ng t¸i sinh  

C¸c thÝ nghiÖm biÕn n¹p víi gen Glucanase-Osmotin sö dông chñng vi khuÈn 

EHA105 cã chøa plasmid pCAMBIA 1300 GLU-AP, mang 2 gen kh¸ng nÊm 

Glucanase-Osmotin vµ gen ®¸nh dÊu chän läc kh¸ng Hygomicyne (hpt). Gen hpt cã 

promoter 35S, cßn gen Glucanase-Osmotin cã promoter A9, sau 3-4 tuÇn nu«i cÊy 

trªn m«i tr−êng t¸i sinh chåi tÝnh kh¸ng víi kh¸ng sinh Hygromycin ®−îc b¾t ®Çu 

biÓu hiÖn. Chóng t«i ®· tiÕn hµnh kiÓm tra vµ ®¸nh gi¸ c¸c mÉu biÕn n¹p vµ quan s¸t 

thÊy:  
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 Nh÷ng kÕt qu¶ thÝ nghiÖm cho thÊy sù gi¶m ®¸ng kÓ kh¶ n¨ng t¸i sinh chåi 

cña c¸c gièng sau khi ®−îc biÕn n¹p vµ nu«i cÊy trªn m«i tr−êng chän läc cã chøa 

kh¸ng sinh Vi khuÈn Agrobacterium d− thõa tån ®äng trong m«i tr−êng nu«i cÊy cã 

chøa c¸c gen g©y ®éc vir còng øc chÕ sù sinh tr−ëng vµ ph¸t triÓn cña tÕ bµo, thËm 

chÝ lµm chÕt tÕ bµo. 

c. ¶nh h−ëng cña nång ®é vi khuÈn vµ thêi gian ®ång nu«i cÊy lªn kh¶ n¨ng t¸i 

sinh  

Trong qu¸ tr×nh biÕn n¹p gen Glucanase vµo gièng cµ chua Balan, H18 vµ dßng 

L. Pennelli nång ®é vi khuÈn ë d¹ng huyÒn phï ®−îc hoµ lo·ng víi 3 tû lÖ kh¸c nhau, 

t−¬ng øng 1:10; 1:15; 1:20. Theo dâi c¸c thÝ nghiÖm cho thÊy khi sö dông nång ®é tÕ 

bµo vi khuÈn 1:15 (t−¬ng ®−¬ng nång ®é vi khuÈn ®o ë b−íc sãng 600 nm víi OD = 

0,3) cho thÊy ®©y lµ nång ®é vi khuÈn thÝch hîp nhÊt vµ ®· cho hiÖu qu¶ biÕn n¹p cao 

nhÊt (b¶ng 3)  

Quan s¸t c¸c chåi t¸i sinh trªn m«i tr−êng cã chøa kh¸ng sinh Hygromycin cho 

thÊy:  

- §èi víi gièng Balan: NhiÒu callus kh«ng cã kh¶ n¨ng t¸i sinh vµ chÕt. Tû lÖ 

t¸i sinh chåi sau khi biÕn n¹p kh«ng cao (b¶ng 3). C¸c chåi sèng sãt ph¸t triÓn 

khoÎ, ®Ñp l¸ cã mÇu xanh.  

- §èi víi gièng H18: Callus khoÎ, nh−ng chÕt nhiÒu. Gièng nµy cho tû lÖ t¸i 

sinh chåi sau khi biÕn n¹p kh«ng cao (b¶ng 15), chåi kh«ng khoÎ ®Ñp, c¸c l¸ bÞ 

ch¸y ®Çu.  

 - Dßng L.pennelli. sau khi biÕn n¹p tû lÖ t¸i sinh ®¹t rÊt thÊp (b¶ng 3) c¸c 

callus bÞ b¹ch t¹ng, kh«ng h×nh thµnh c¸c chåi hoµn chØnh  

3.2.3. §¸nh gi¸ hiÖu qu¶ biÕn n¹p  

Sau 3-4 lÇn cÊy chuyÓn nh÷ng c©y nµo sèng sãt trªn m«i tr−êng cã chøa 

kh¸ng sinh ®· ®−îc thèng kª ®Ó ®¸nh gi¸ hiÖu qu¶ biÕn n¹p. KÕt qu¶ ®¸nh gi¸ hiÖu 

qu¶ biÕn n¹p ®−îc tr×nh bÇy ë b¶ng 3.3. 

B¶ng 3.3. HiÖu qu¶ biÕn n¹p gen víi c¸c nång ®é vi khuÈn vµ thêi gian xö lý 

kh¸c nhau ở cà chua Balan, H18 vµ dßng L. Pennelli. 

Sè mÉu t¸i sinh sau 

®ång nu«i cÊy 

Dßng/ 

Gièng 

(MÉu 

chuyÓn) 

CT 

(Nång 

®é 

VK) 

Sè mÉu 

thÝ 

nghiÖm 
36 

tiếng

48 

tiếng

60 

tiếng

Tæng 

(chåi) 

t¸i 

sinh 

Tû lÖ 

t¸i 

sinh 

(%) 

Tæng 

chåi 

t¸i sinh 

sèng sãt

HiÖu 

suÊt 

chuyÓn 

(%) 

Gièng Balan          
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1: 10 228 1 1 - 2 0,88 1 0,44 

1: 15 264 2 7 1 10 3,79 6 2,27

Trô l¸  

mÇm 

1: 20 288 1 2 2 6 2,08 1 0,34

1: 10 282 1 3 1 5 1,77 3 1,04

1: 15 291 3 11 2 16 5,50 12 4,12

L¸ mÇm 

1: 20 276 1 3 2 6 2,17 3 1,09

Tæng  1638 8 27 8 44  26  

Gièng H18   

1: 10 267 1 1 - 2 0,75 0 0,0

1: 15 291 1 6 2 9 3,09 5 1,72

Trô l¸  

mÇm 

1: 20 279 2 3 0 5 1,79 3 1,08

1: 10 282 2 2 1 5 1,77 4 1,42

1: 15 276 2 9 1 12 4,35 11 3,98

L¸ mÇm 

1: 20 285 2 3 1 6 2,10 6 2,10

Tæng  1635 10 24 5 41  25  

Dßng L. pennelli   

1: 10 279 0 1 0 1 0,36 

1: 15 291 2 4 0 6 2,06 

Trô l¸  

mÇm 

1: 20 285 0 2 1 3 1,05 

1: 10 294 1 1 0 2 0,68 

1: 15 282 2 5 1 8 2,84 

L¸ mÇm 

1: 20 285 2 3 0 5  

Tæng 1522 8 17 3 28  

C¸c callus sau khi 

cÊy chuyÓn nhiÒu 

lÇn bÞ nh¹t dÇn vµ 

c¸c chåi kh«ng cã 

kh¶ n¨ng ph¸t 

triÓn thµnh c©y 

hoµn chØnh. 

 

Qua sè liÖu b¶ng 3.3 cho thÊy kÕt qu¶ chuyÓn gen vµo 2 gièng cµ chua Balan, 

H18 vµ dßng d¹i L. Pennelli hiÖu suÊt chuyÓn phô thuéc vµo sù ph¶n øng cña tõng 

gièng ®èi víi nång ®é vµ chñng vi khuÈn còng nh− c¸c lo¹i kh¸ng sinh sö dông. 

Tuy nhiªn chóng cã chung mét quy luËt lµ hiÖu qu¶ biÕn n¹p ®¹t cao nhÊt: (1) ë 

mÉu lµ l¸ mÇm sau ®ã ®Õn mÉu lµ trô l¸ mÇm, (2) víi nång ®é vi khuÈn 1:15 (t−¬ng 

®−¬ng OD 600nm = 0,3), (3) Víi thêi gian ®ång nu«i cÊy trong 48 tiÕng. Gièng Balan 

cho hiÖu qu¶ biÕn n¹p cao nhÊt t−¬ng øng: l¸ mÇm ®¹t 4,12% vµ trô l¸ mÇm ®¹t 

2,27%. C¸c chåi ph¸t triÓn khoÎ trªn m«i tr−êng chän läc. §Æc biÖt c¸c mÉu callus 

cña dßng L. Pennelli cho thÊy ph¶n øng cña kiÓu gen dßng L. Pennelli rÊt m¹nh víi 

c¸c kh¸ng sinh sö dông (Cefotaxime vµ Hygromycin) còng nh− chñng vi khuÈn 

EHA 105 chøa plasmid pCAMBIA 1300 vµ hiÖu qu¶ biÕn n¹p cña L. Pennelli ®−îc 

coi b»ng kh«ng. 

11 c©y cµ chua chuyÓn gen ®−îc nu«i cÊy trong m«i tr−êng chän läc vµ ph©n 



 

 
 

xix

lËp sau khi chuyÓn ra m«i tr−êng t¹o c©y hoµn chØnh (MS 91962) + 2 mg/l K + 

1mg/l IAA) chøa 50 mg/l Hygromycin vµ 250 mg/l Cefotaxime vµ ®−îc ®¸nh sè thø 

tù tõ (CGH181- CGH184) vµ (CGBL5- CGBL11). 

3.2.4. KiÓm tra sù cã mÆt t¹m thêi cña c¸c gen chuyÓn  
11 c©y cµ chua chuyÓn gen ®−îc nu«i cÊy trong m«i tr−êng chän läc vµ sau ®ã 

1 c©y bÞ nhiÔm vµ chØ cßn l¹i 10 c©y ®ã lµ (CGgH182- CGgH184) vµ (CGgBL5- 
CGgBL11).Trong thÝ nghiÖm nµy chóng t«i sö dông kü thuËt PCR (Polymerase 
Chain Reaction) víi c¸c cÆp måi ®Æc hiÖu. Kü thuËt PCR lµ mét kü thuËt ph©n tÝch 

di truyÒn hiÖn ®¹i ®−îc sö dông réng r·i trong di truyÒn ph©n tö vµ mang l¹i hiÖu 
qu¶ cao.  

Kiểm tra sự cã mÆt t¹m thêi của gen hpt 

Trước khi kiểm tra gen kh¸ng nÊm, chóng t«i thực hiện kiểm tra sù cã mÆt 

t¹m thêi cña gen hpt, chóng t«i ®· sö dông ph−¬ng ph¸p PCR ®Ó kiÓm tra sù cã mÆt 

t¹m thêi cña gen kh¸ng kh¸ng sinh hpt, sö dông Marker chuÈn 1 kb. CÆp måi ®Æc 

hiÖu khuÕch ®¹i ®o¹n gen hpt ®−îc sö dông lµ:  

HPT5: 5’-CTGCCTGAAACCGAACTGC-3’ 

HPT3: 5’-CTTCTGCGGGCGATTTGTG- 3’ 

 

MÉu: 
(+): §/C d−¬ng 
(-): §/C (-)  
2-4: lµ c¸c mÉu ADN t¸ch chiÕt tõ 
CGgH182- CGgH184 
5-11: lµ c¸c mÉu ADN t¸ch chiÕt tõ 
(CGgBL5- CGgBL11). 
 M: Marker (1 Kb) 

H×nh 3.1: KÕt qu¶ kiÓm tra sù cã mÆt cña gen hpt trong c¸c c©y cµ chua b»ng 

kü thuËt PCR 

3.3. KÕt qu¶ chuyÓn gen defensin vµo cµ chua  

Môc ®Ých cña thÝ nghiÖm t¹o ra c©y cµ chua mang gen Defensin nh»m kh¸ng 

®−îc mét sè bÖnh nÊm h¹i trªn c©y cµ chua.  

Chóng t«i ®· nghiªn cøu chuyÓn gen vµo gièng cµ chua H18 vµ dßng hoang 

d¹i L.pennelli v× dßng nµy kh«ng cã kh¶ n¨ng t¹o chåi hoµn chØnh khi ®−îc chuyÓn 

gen Glucanase. Nh÷ng mÉu ®· ®−îc sö dông trong thÝ nghiÖm nµy lµ l¸ mÇm vµ trô 

l¸ mÇm. 

3.3.1. Qu¸ tr×nh biến nạp gen Defensin (Dùa theo quy tr×nh cña cña Sung Park vµ 

cs, 2003 vµ N. Gorinova (2005). 
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Qu¸ tr×nh chuyển nạp gen Defensin vào tế bào cà chua được thực hiện trªn cơ sở 

vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens được nhiễm vào c¸c tế bào bị thương đang ph©n 

chia mạnh, v× vËy cÇn thiÕt ph¶i qua giai ®o¹n tiÒn nu«i cÊy, sau tiÒn nu«i cÊy c¸c mÉu 

l¸ mÇm vµ trô l¸ mÇm l¹i ®−îc t¹o thªm vÕt th−¬ng míi lµm t¨ng kh¶ n¨ng tiÕp xóc cña 

vi khuÈn.  

3.3.2. C¸c kÕt qu¶ nghiªn cứu khả năng t¸i sinh của c¸c mÉu cÊy trªn m«i 

tr−êng cã chøa kh¸ng sinh.  

a. T¹o m« sÑo vµ t¸i sinh chåi.  

§−îc thùc hiÖn nh− chuyÓn gen víi Glucanase chØ kh¸c 1 ®iÒu khi chuyÓn gen 

Defensin, kh¸ng sinh chän läc ®−îc sö dông lµ Kanamicin.  

b. ¶nh h−ëng cña kh¸ng sinh lªn kh¶ n¨ng t¸i sinh  

C¸c thÝ nghiÖm biÕn n¹p víi gen Defensin sö dông chñng vi khuÈn 

Agrobacterium tumefaciens LBA4404, cã chøa vector pBI121 mang gen kh¸ng 

nÊm: Defensin vµ gen kh¸ng Kanamycin (nptII). Gen nptII cã promoter Nos, cßn 

gen Defensin cã promoter 35S. Trong thÝ nghiÖm nµy, sau 3-4 tuÇn nu«i cÊy trªn 

m«i tr−êng t¸i sinh chåi tÝnh kh¸ng víi kh¸ng sinh Kanamycin ®−îc b¾t ®Çu biÓu 

hiÖn. Gièng nh− c¸c tr−êng hîp chuyÓn Glucanase–Osmotin, c¸c m« ph¸t triÓn 

kh«ng ®ång ®Òu tuú thuéc vµo gièng cµ chua vµ mÉu cÊy: 

- §èi víi dßng L. pennelli, phÇn lín c¸c m« bÞ b¹ch t¹ng cã kh¶ n¨ng ph¸t triÓn 

nh−ng tr«ng chóng nh− bÞ tr¬ ho¸. Mét phÇn nhá cã kh¶ n¨ng t¸i sinh chåi kh«ng hoµn 

chØnh.  

- §èi víi gièng H18, quan s¸t thÊy 2 lo¹i m«: mét lo¹i cã sè l−îng Ýt h¬n, cã 

cÊu tróc sinh ph«i hoÆc ®a chåi, trong sè chóng xuÊt hiÖn chåi xanh ph¸t triÓn b×nh 

th−êng, cßn 1 lo¹i th× bÞ ho¸ n©u kh«ng ph¸t triÓn vµ chÕt  

Ngoµi ¶nh h−ëng cña c¸c kh¸ng sinh chän läc vµ kh¸ng sinh diÖt vi khuÈn 

Agrobacterium d− thõa tån ®äng trong m«i tr−êng nu«i cÊy cã chøa c¸c gen g©y 

®éc vir. còng øc chÕ sù sinh tr−ëng vµ ph¸t triÓn cña tÕ bµo, thËm chÝ lµm chÕt tÕ 

bµo.  

c. ¶nh h−ëng cña nång ®é vi khuÈn vµ thêi gian ®ång nu«i cÊy lªn kh¶ n¨ng t¸i sinh 

chåi.  

Quan s¸t c¸c thÝ nghiÖm ë nång ®é vi khuÈn 1:15 cho thÊy ®©y lµ nång ®é vi 

khuÈn thÝch hîp t−¬ng ®−¬ng nång ®é vi khuÈn ®o ë b−íc sãng 600 nm víi OD = 0,3 



 

 
 

xxi

®· cho tû lÖ t¸i sinh cao nhÊt. Quan s¸t c¸c chåi t¸i sinh trªn m«i tr−êng cã chøa 

kh¸ng sinh Kanamycin thu ®−îc sau khi ®· chuyÓn gen, cho thÊy: ®ång nu«i cÊy 

trong 48 tiÕng cho tû lÖ t¸i sinh cao nhÊt. Dßng L. pennelli. ®¹t mét tû lÖ t¸i sinh thÊp 

(b¶ng 3.4).  

- Gièng H18. Gièng nµy cho tû lÖ t¸i sinh sau chuyÓn gen  lµ t−¬ng ®èi cao.  

3.3.3  §¸nh gi¸ hiÖu qu¶ biÕn n¹p  

B¶ng 3.4. HiÖu qu¶ biÕn n¹p gen víi c¸c nång ®é vi khuÈn vµ thêi gian xö lý 

kh¸c nhau ở cà chua H18 vµ dßng L. pennelli. 

Sè mÉu t¸i sinh sau 

®ång nu«i cÊy 

Dßng/ 

Gièng 

(MÉu 

chuyÓn) 

CT 

(Nång 

®é 

VK) 

Sè mÉu 

thÝ 

nghiÖm 
36 

tiếng

48 

tiếng

60 

tiếng

Tæng 

(chåi) 

t¸i 

sinh 

Tû lÖ 

t¸i 

sinh 

Tæng 

chåi 

t¸i sinh 

sèng sãt

HiÖu 

suÊt 

chuyÓn 

(%) 

Gièng H18   

1: 10 269 0 1 - 2 0,74 1 0,37

1: 15 271 1 5 2 8 2,95 6 2.21

Trô l¸  

mÇm 

1: 20 277 2 3 0 5 18,0 4 1,44

1: 10 280 2 3 1 6 2,14 4 1,43

1: 15 272 2 9 2 13 4,78 12 4,41

L¸ mÇm 

1: 20 275 2 3 2 7 2,54 5 1,82

Tæng   9 24 7    

Dßng L. pennelli   

1: 10 275 0 2 0 2 0,73 

1: 15 281 2 4 1 7 2,49 

Trô l¸  

mÇm 

1: 20 280 0 1 1 2 0,71 

1: 10 279 1 1 1 3 1,07 

1: 15 280 2 5 2 9 3,21 

L¸ mÇm 

1: 20 283 2 2 0 4 1,41 

Tæng  7 15 5 28  

C¸c callus sau khi 

cÊy chuyÓn nhiÒu 

lÇn bÞ nh¹t dÇn vµ 

c¸c chåi kh«ng cã 

kh¶ n¨ng ph¸t triÓn 

thµnh c©y hoµn 

chØnh. 
 

Qua sè liÖu cho thÊy kÕt qu¶ chuyÓn gen vµo 2 gièng cµ chua H18 vµ dßng d¹i  

L. pennelli cã sù kh¸c nhau râ rÖt. HiÖu suÊt chuyÓn của gièng H18 ®¹t rÊt cao. Cßn 

dßng L.pennelli hiÖu qu¶ biÕn n¹p b»ng kh«ng. 10 c©y cµ chua chuyÓn gen ®−îc 

nu«i cÊy trong m«i tr−êng chän läc vµ ph©n lËp sau khi chuyÓn ra m«i tr−êng t¹o 

c©y hoµn chØnh ®−îc ®¸nh sè thø tù tõ (CGdH181- C®H1810), sau ®ã 3 c©y 

CGdH181- CGdH183 bÞ nhiÔm cßn l¹i 7 c©y lµ CGdH184- C®H1810.  

3.3.4. KiÓm tra sù cã mÆt t¹m thêi cña c¸c gen chuyÓn  

Trong thÝ nghiÖm nµy chóng t«i sö dông kü thuËt PCR (Polymerase Chain 
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Reaction) víi c¸c cÆp måi ®Æc hiÖu.  

KiÓm tra gen sự cã mÆt t¹m thêi của gen nptII 

Sö dông thanh chuÈn 1 Kb ®Ó so s¸nh. CÆp måi ®Æc hiÖu khuÕch ®¹i ®o¹n gen 

nptII ®−îc sö dông lµ:  NPT5’ –CCGCCGATGACGCGGGACAAGCC vµ  

    NPT3’ –GGTCCGCCACACCCAGCCGGCCA 

  

1. §èi chøng (+)  

2. Marker (1Kb) 

3. §èi chøng (-) 

4-10. C©y CGdH184-

CGdH1810 

 

H×nh 3.2. C¸c kÕt qu¶ kiÓm tra sù cã mÆt cña gen nptII trong  

c¸c c©y cµ chua (H18) ®· ®−îc chuyÓn gen 

KÕt qu¶ ®iÖn di (h×nh III.4) cho thÊy trong c¸c c©y cµ chua ®· ®−îc chuyÓn 

gen, cã 7 c©y biÓu hiÖn sù cã mÆt gen mong ®îi nptII ®−îc khuyÕch ®¹i t−¬ng øng 

0,9 kb. Kh«ng cã băng này ở trường hợp mÉu đối chứng (-).  

Kiểm tra sự cã mÆt t¹m thêi cña gen Defensin 

Sö dông thanh chuÈn 1 Kb ®Ó so s¸nh, với cặp mồi đặc trưng của gen 

Defensin lµ:  

Def F: 5’-AGTCGAGTGAGATGAATAAA-3’ 

Def R1: 5′-CTCTTTATTCATCTCACTCGACT-3′; 
Kết quả điện di cho thấy trong 7 c©y cà chua thu được trªn m«i trường t¹o c©y 

hoµn chØnh cã chøa kh¸ng sinh Kanamycin cã c¶ 7 c©y biểu hiện cã mặt gen 

Defensin gen chuyển được khuyếch đại tương ứng 480 bp. (h×nh 3.2) 

                            10    9    8    7    6   5    4    3    2    1 

 

 

1. Marker (1Kb)  

2. §èi chøng (-) 

3. §èi chøng (+) 

4-10. C©y CGdH184-

C®H1810 

0,9bp 

480 bp 

 10     9     8     7    6    5    4    3     2     1   



 

 
 

xxiii

H×nh 3.3. C¸c kÕt qu¶ kiÓm tra b»ng kü thuËt PCR sù cã mÆt cña 

gen Defensin trong c¸c c©y cµ chua ®· ®−îc chuyÓn gen 

 §iÒu nµy cho thÊy r»ng trong tr−êng hîp nµy, khi gen hpt ®−îc chuyÓn vµo 

c©y chñ, ®ång nghÜa víi viÖc gen kh¸ng Defensin còng ®· ®−îc chuyÓn. Tr−êng hîp 

nµy viÖc chuyÓn gen ®· xÈy ra hoµn toµn, kh«ng cã sù cè trong qu¸ tr×nh chuyÓn.  

Chóng t«i ®· thu ®−îc 6 c©y cµ chua cã mÆt gen chuyÓn Defensin. 1 c©y bÞ chÕt.  

3.4. KÕt qu¶ chuyÓn gen Chitinase vµo cµ chua P375 vµ ph¸p lïn  

Qu¸ tr×nh biến nạp gen Chitinase (Dùa theo quy tr×nh cña Swapan K. Datta vµ 

cs. 1997, cña Sung Park vµ cs, 2003 vµ N. Gorinova (2005). 

3.4.1. C¸c kÕt qu¶ nghiªn cứu khả năng t¸i sinh của c¸c gièng sau khi biÕn n¹p 

gen Chitinase  

a. ¶nh h−ëng cña kh¸ng sinh lªn kh¶ n¨ng t¸i sinh cña P375 vµ Ph¸p lïn 

Sau khi biến nạp, mẫu được chuyển sang m«i trường chän läc (m«i tr−êng t¹o 

MS1 cã bổ sung đồng thời 2 loại kh¸ng sinh 250 mg/l Cefotaxime và 50 mg/l 

Hygromycin). Sau ®ã c¸c mÉu ®−îc chän läc sÏ ®−îc chuyÓn sang nu«i cÊy trªn 

m«i tr−êng t¸i sinh chåi cã bổ sung đồng thời 2 loại kh¸ng sinh Cefotaxime và 

Hygromycin. 

KÕt qu¶ cho thÊy gièng nh− c¸c qu¸ tr×nh chuyÓn gen tr−íc, cã 2 lo¹i m« ph¸t 

triÓn: (1) cã những m« sÑo ®· cã cÊu tróc ch¾c, mÇu tr¾ng xanh hay tr¾ng vµng, c¸c 

m« mÞn, sau nhiÒu lÇn cÊy chuyÓn ph¸t sinh chåi, (2) lo¹i m« thø 2 quan s¸t thÊy 

chóng kh«ng cã khả năng ph¸t triển, hầu như bị ®×nh trệ gièng nh− c¸c mÉu ë gièng 

Balan hay H18 khi chuyÓn gen Glucanase vµ Defensin,  

Từ c¸c kết quả thÝ nghiệm ®· thu ®−îc ë hai gièng cµ chua P375 vµ Ph¸p lïn 

l¹i mét lÇn n÷a kh¼ng ®Þnh c¸c lo¹i kh¸ng sinh (kh¸ng sinh diÖt vi khuÈn vµ kh¸ng 

sinh chän läc) cã ảnh hưởng ức chế sù sinh tr−ëng và ph¸t triển cũng như làm giảm 

khả năng ph¸t sinh cơ quan của tế bào và m«, dÉn ®Õn lµm gi¶m kh¶ n¨ng t¸i sinh 

sau biÕn n¹p cña c¶ 2 gièng (b¶ng 3.5).  

b. Nghiªn cứu ảnh hưởng của nồng độ vi khuÈn và thời gian đồng nu«i cấy 

lªn kh¶ n¨ng t¸i sinh  

C¸c kÕt qu¶ vÒ tû lÖ t¸i sinh cña 2 gièng P375 vµ Ph¸p lïn ®−îc tr×nh bÇy ë b¶ng 

3.5. 

Sù ¶nh h−ëng cña c¸c nång ®é vi khuÈn lªn kh¶ n¨ng t¸i sinh chåi rÊt râ rÖt: 

víi c«ng thøc cã nồng độ 1:15 (tương đương nồng độ vi khuẩn đo ở bước sãng 600 
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nm, OD=0,3) với thời gian ®ång nu«i cÊy trong 48 giờ cho tû lÖ t¸i sinh cao nhÊt: 

gièng P375 ®¹t 4,32% (l¸ mÇm) vµ 2,63% (trô l¸ mÇm),  

Quan s¸t c¸c m« trªn m«i truêng t¸i sinh cã chøa kh¸ng sinh ë nång ®é vi 

khuÈn 1:15, ®ång nu«i cÊy 48 tiÕng cho thÊy:  

§èi víi gièng P375: Sau khi ®−îc cÊy chuyÓn nhiÒu lÇn c¸c callus sèng sãt 

®Òu ph¸t triÓn rÊt khoÎ, ®Ñp, sinh ®a ph«i hoÆc ph¸t sinh chåi. Tuy nhiªn cã nhiÒu 

callus kh«ng cã kh¶ n¨ng t¸i sinh, c¸c m« kh«ng ph¸t triÓn teo l¹i th©m ®en vµ chÕt. 

§èi víi gièng Ph¸p lïn: Gièng nµy cho tû lÖ t¸i sinh chåi sau khi biÕn n¹p thÊp h¬n 

so víi gièng P375. chóng qu¸ nhËy c¶m víi c¸c yÕu tè m«i tr−êng ®· tr¶i qua 

(chñng vi khuÈn AHE 105 vµ kh¸ng sinh Hygromycin vµ Cefotaxime).  

3.4.2. HiÖu qu¶ biÕn n¹p Chitinase vµo cà chua P375 vµ Ph¸p lïn 

C¸c kÕt qu¶ vÒ hiÖu qu¶ biÕn n¹p cña 2 gièng P375 vµ Ph¸p lïn ®−îc tr×nh 

bÇy ë b¶ng 3.5.  

B¶ng 3.5. HiÖu qu¶ biÕn n¹p gen víi c¸c nång ®é vi khuÈn vµ thêi gian ®ång 

nu«i cÊy kh¸c nhau ở cà chua P375 vµ Ph¸p lïn. 

Sè chåi t¸i sinh sau sau 
®ång nu«i cÊy  

Gièng 
(MÉu 

chuyÓn) 

CT 
(Nång 

®é 
VK) 

Sè mÉu 
thÝ 

nghiÖm 
36 

tiếng 
48 

tiếng 
60 

tiếng 

Tæng 
(chåi) 
mÉu 

t¸i sinh

Tû lÖ 
t¸i 

sinh 

Tæng 
chåi 

t¸i sinh 
sèng sãt

HiÖu 
suÊt 

chuyÓn 
(%) 

Gièng P375          
1: 10 300 1 1 - 2 0,67 0 - 
1: 15 266 1 5 1 7 2,63 7 2,63 

Trô l¸  
mÇm 

1: 20 333 2 2 - 4 1,20 4 1,20 
1: 10 300 1 2 - 3 1,00 3 1,00 
1: 15 301 3 9 1 13 4,32 13 4,32 

L¸ mÇm 

1: 20 265 2 3 1 6 2,24 6 2,24 
Tæng   8 22 3    
Gièng Ph¸p lïn  

1: 10 279 - 1 - 1 0,36 1 0,36
1: 15 276 - 4 2 6 2,17 6 2,17

Trô l¸  
mÇm 

1: 20 282 1 3 1 5 1,77 4 1,42
1: 10 279 1 3 1 5 1,79 4 1,43
1: 15 285 2 6 2 10 3,51 8 2,81

L¸ mÇm 

1: 20 288 1 3 1 5 1,74 5 1,74
Tæng   5 20 8    

Tõ kÕt qu¶ vÒ hiÖu qu¶ biÕn n¹p gen cho thÊy, Gièng P375 (2,63 (TLM) vµ 

4,32 (LM) cho hiÖu qu¶ biÕn n¹p cao h¬n gièng Ph¸p lïn 2,17 (TLM) vµ 3,51 

(LM). MÉu cÊy lµ l¸ mÇm cho tû lÖ biÕn n¹p cao h¬n mÉu cÊy lµ trô l¸ mÇm. Nồng 
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độ vi khuÈn ë ®é hoµ lo·ng 1:15 (tương đương nồng độ vi khuẩn đo ở bước sãng 

600 nm, OD=0,3) víi thời gian ®ång nu«i cÊy trong 48 giờ cho hiệu quả biến nạp 

cao nhÊt  

ThÝ nghiệm thu được 21 cây hoàn chỉnh, trong ®ã cã 16 c©y thuéc gièng P375 

vµ 5 c©y thuéc gièng Ph¸p lïn, Nh−ng trong qu¸ trình cấy chuyển 9 c©y ®· bÞ chÕt 

(toµn bé c©y cña gièng Ph¸p lïn vµ 4 c©y cña gièng P375) còn lại 12 cây hoàn 
chỉnh, khoẻ mạnh và được kiểm tra sự có mặt của gen chuyển Chitinase. C¸c c©y 

®−îc ®¸nh sè thø tù CGcP375 1- CGcP375 12.  

3.4.3. Kiểm tra sự cã mặt t¹m thêi của gen chuyển 

Trong thÝ nghiÖm nµy chóng t«i sö dông kü thuËt PCR. Sö dông thanh chuÈn 

1 Kb với cặp mồi đặc trưng của gen Chitinase lµ: 

CHI.F. 5’ATGGGGAAGAATAGGATGATG-3’ 

CHIR.5’GCCGACAGTGGTCCCAAAGAT-3’ 

 Kết quả điện di cho thấy trong 12 c©y cà chua thu được trªn m«i trường chọn lọc 

chỉ cã 2 c©y biểu hiện cã mặt gen Chitinase, gen chuyển được khuyếch đại tương 

ứng 788 bp. (h×nh 3.4)  

      M   1  2   3   4  5  6  7   8  9  10   11  12  (-) 

 
H×nh 3.4. Kết quả kiểm tra sự cã mặt của gen chitinase  

trong c¸c c©y ®· được biÕn n¹p gen  

 

 

KÕt luËn vμ ®Ò nghÞ 

788 bp 
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KÕt luËn 

1. Kh¶ n¨ng t¹o callus vµ t¸i sinh c©y phô thuéc vµo m«i tr−êng nu«i cÊy, m« nu«i vµ 

kiÓu gen cña cµ chua. Dßng d¹i L. pennelli cã kh¶ n¨ng t¹o callus vµ t¸i sinh c©y cao 

nhÊt. Gièng H18 cã tû lÖ t¹o chåi thÊp nhÊt. M« nu«i sö dông trô l¸ mÇm cho hiÖu qu¶ 

cao nhÊt. 

2. Sö dông m«i tr−êng c¬ b¶n MS ®Ó nu«i cÊy in vitro víi cµ chua, thÝ nghiÖm ®· rót ra 

c¸c m«i tr−êng hîp lý cho t¹o callus, t¹o chåi, nh©n chåi vµ t¹o c©y hoµn chØnh cô thÓ 

nh− sau: 

- M«i tr−êng t¹o Callus: MS (1962) + 1 mg/l BA + 0.1 mg/l NAA) + 25g/l 

Sucrose + 7g/l  agar; pH 5,7.  

- M«i tr−êng t¹o  chåi: MS (1962) + 2 mg/l Zeatin + 0,1 mg/l IAA + 25g/l 

Sucrose + 7g/l  agar; pH 5,8 

- M«i tr−êng nh©n chåi: MS (1962) + 2 mg/l Zeatin + 0,1 mg/l IAA + 25g/l 

Sucrose + 7g/l  agar; pH 5,8 

- M«i tr−êng t¹o c©y hoµn chØnh: MS (1962) + 2 mg/l Kinetin + 1 mg/l IAA + 

25 g/l Sucrose + 5 g/l agar 

3. Sö dông hai chñng vi khuÈn Agrobacterium tumefaciens EHA105 vµ Chñng vi 

khuÈn Agrobacterium tumefaciens LBA4404 lµm vËt trung gian ®Ó chuyÓn gen ®èi víi 

cµ chua b−íc ®Çu thÓ hiÖn hiÖu qu¶ chuyÓn n¹p t−¬ng ®èi tèt, cã thÓ sö dông chóng 

trong c¸c nghiªn cøu chuyÓn gen cho cµ chua sau nµy. 

4. C¸c gièng cµ chua kh¸c nhau cho hiÖu qu¶ chuyÓn n¹p kh«ng gièng nhau: hai gièng 

P375 vµ H18 cã hiÖu qu¶ chuyÓn n¹p cao, sau ®ã lµ gièng Balan. Hai gièng cßn l¹i 

hiÖu qu¶ chuyÓn n¹p kh«ng tèt: gièng ph¸p lïn ph¶n øng víi chñng vi khuÈn EHA105 

cßn dßng cµ chua d¹i L. pennelli cã ph¶n øng m¹nh víi c¶ hai chñng vi khuÈn EHA105 

vµ LBA4404. Víi hai gièng nµy trong thÝ nghiÖm cña chóng t«i ch−a thu ®−îc hiÖu qu¶ 

biÕn n¹p. 

5. HiÖu qu¶ cña biÕn n¹p phô thuéc vµo nång ®é vi khuÈn vµ thêi gian ®ång nu«i cÊy. 

ThÝ nghiÖm ®· rót ra víi c¶ 5 gièng (dßng) khi ®ång nu«i cÊy víi dÞch huyÒn phï vi 

khuÈn trong thêi gian 48 tiÕng vµ chØ sè quang häc OD600 nm = 0,3 cho hiÖu qu¶ biÕn 

n¹p cao nhÊt. Bªn c¹nh ®ã hai kh¸ng sinh chän läc  Hygromicin vµ Kanamicine cã ¶nh 

h−ëng lµm gi¶m kh¶ n¨ng t¸i sinh cña c¸c gièng cµ chua.  
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6. KÕt qu¶ ®· thu ®−îc 9 c©y cµ chua t¸i sinh mang gen chuyÓn cô thÓ: 1 c©y cà chua 

thuéc gièng Balan cã mang gen chuyÓn Glucanase;  6 c©y cµ chua thuéc gièng  H18 

mang gen chuyÓn Defensin  vµ 2 c©y cµ chua thuéc gièng P375 mang gen chuyÓn 

Chitinase.  Sù cã mÆt cña gen chuyÓn trªn ®−îc kiÓm tra b»ng PCR. 

§Ò nghÞ  

1. C¸c qui tr×nh chuyÓn gen lµ nh÷ng kÕt qu¶ b−íc ®Çu, ®Ò nghÞ cã nh÷ng nghiªn cøu 

tiÕp theo ®Ó cã thÓ kh¼ng ®Þnh ®−a vµo trong øng dông c«ng nghÖ chuyÓn gen trong 

qu¸ tr×nh t¹o gièng cµ chua. 

2. TiÕp tôc ®¸nh gi¸ kh¶ n¨ng øng dông cña c¸c c©y cµ chua mang gen chuyÓn mµ ®Ò 

tµi ®· thu ®−îc. 
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