NGHIEN CUU TAO CAY KHOAI LANG KHANG BO HA BANG KY THUAT

CHUYEN GEN NHO AGROBACTERIUM TUMEFACIENS
TONG QUAN
CHUONG 1. TONG QUAN TAI LIEU
1.1. Giéi thiéu vé khoai lang
1.1.1. Nguén géc va vi tri phén logi
Khoai lang thuéc bé Solanales, ho Convolvulacae, chi Impomoea, lodi Impomoea batatas. Khoai
lang la mét lodii céiy néng nghiép véi céc ré cd lén, chira nhiéu tinh bét, ¢é vi ngot, duoc goi la cd
khoai lang. Khoai lang ¢6 quan hé ho hang xa véi khoai téy (Solanum tuberosum) va quan hé ho
hang rét xa véi khoai m& (mét & loai trong chi Dioscorea).
Nhiéu nha khoa hoc cho rdng khoai lang duoc thuén héa tir hon 5000 ndm truée va cé ngudn
géc tr My La Tinh (Hoang Thi Sén, 2002; Nguyén Nghia Thin,Déng Dinh Sy, 1998). Khoai lang
duoc du nhdp vao Trung Quéc cudi thé ky 16. Do khé néng thich ¢ng réng va dé nhén gidng
khoai lang da duoc mé rong & chau A, chau Phi, chdu My La Tinh vao thé ky 17 va 18.
N6 ciing duoc biét t6i trude khi sy thdm hiém cda nguoi phuong tdy 16i Polynesia, sau dé né phé
bién sang cdc nuéce & Chéau Au nhu: Tay Ban Nha, B& Dao Nha, chéu A nhy An D, Trung Quéc,
Philippin, Indonesia, Viét Nam.
Khoai lang la cdy lvong thuc quan trong cba ngudi Mayan & Trung My va ngudi Peruvian & cac
vung nGi Andet (Nam My). Khoai lang dugc khdm phé béi Christophe Columbus trong cudc tham
hiém tim ra chadu My ném 1492. Khoai lang phé bién réng bang 2 con duong (Bui Huy Dép,
1984):

@ Con dudng 1: Céc nha budn Téy Ban Nha dua khoai lang véio chau Au. Sau dé dvoc truyén tsi
chau Phi, réi vao An D3, phia Tay An (chau A).

@ Con dudng 2: Ngudi Tay Ban Nha mang tr Trung My 16i Philippines. Sau dé, dua tiép tuc dén
Chéu Phi. Khoai lang duoc dua vao Trung Quéc tir Philippin va xuét hién & Fukien nam 1594.
Con dudng khdc vao Trung Quéc la do ngudi Tay Ban Nha dua vao ving Combatfami ném
1674. Mét ngudi Anh dua khoai lang vaio Nhéat ném 1615, Khoai lang tiép tuc duoc dua vao
Malaysia va cac nuée Nam A, Déng Nam A. Khoai lang duoc nhép vao Viét Nam theo con
duong tr Phic Kién - Trung Quéc khodng cudi thé ky 16 (Bui Huy Ddap, 1984; Dinh Thé Léc,
1995;1997).

Hién nay, khoai lang duoc phét trign & trén 100 quéc gia nhiét déi va 6n déi @m. O Viet Nam,
khoai lang duoc tréng rét phé bién, truéce day chd y&u & cée ving déng bdng dat bai ven séng,
hién nay khoai lang dé duoc tréng nhiéu & céc ving déi, trung du tir Bac vaio Nam.

Hinh 1.1. Giéng khoai lang KB1

(http://www.fcri.com.vn/images/c198/33)

1.1.2. Dé&c diém sinh thdi va di truyén

Khoai lang la cdy hai lé mém va la cdy trdng lyc bsi véi s bdi thé 2n = 90, la lodi cay théan théo
dang day leo sdng hdng ném, than mém bo hodc leo, dai 2 - 3 m, cdc ld moc so le hinh tim hay xé
thuy chén vit, céc hoa ¢6 trang hop va kich thuéc trung binh. Hoa mau tim nhat hay tréng, moc
thanh xim it hoa & déu canh hay néch l4. R& cb &n duoc cé hinh dang thusn dai va thon, 16p vé



nhdn nhyi c6 mau tr d3, tim, ndu hay tréng. Lép cui thit c6 mau tir trdng, vang, cam hay tim
(Hoang Thi Sén, 2002; Nguyén Nghia Thin,Ddng Dinh Sy, 1998).

Khoai lang duoc trong tir lau doi & nudc ta, cé phd thich nghi rét réng, nhung t6t nhét |a tréng
trén dét pha cat, lvong mua ném khodng 1000 mm, ¢6 khd ndng chiu han, chiu dét xau. Khoai
lang |& cdy giao phén, ngay ngén, khéng ra hoa khi ngay dai qua 13 gie 30 phdt, do dé it khi ra
hoa & nhiing ving ¢6 vi d8 6n déi trén 30 dé Béc hay Nam. O ving nhiét déi, né dé ra hoa, ¢6
hat, cé stc séng, nhung thuong chi tréng bang céc doan ddy goi la hom.

Khoai lang la cdy tréng déic biét c6 thé trong dugc & nhiing noi ¢6 diéu kién canh téc khé khan, dé
trong, dé cham séc, it ddu tu phén bén, thudc bdo vé thyc vat. Nhiét do thich hop trong qué trinh
sinh trudng phdt trién cla cay la tr 15-30 oC,phdt trién t6t nhdt & nhiét dé trung binh khodng 24
oC, d6 am thich hgp tir 60-70%. Khoai lang cé khé néng chiu ddt chua, né sinh trudng binh
thudng & pH=4,5- 8.

Khoai lang dugc coi la cay trong thén thién véi méi trudng vi ddu tu thém canh thap dac biét la
y&u 15 nito, ¢é khd nang sinh trudng nhanh, che phi dét, chéng x6i mon, khoai lang ¢6 khé nang
dac biét trong duoc dudi tén che béng, xen canh véi cdy khdc.Tuy vay, phdi dya vao céc dac
diém sinh trudng phét trién cla céc gidng khoai lang ma chon gidng phu hop véi ting diéu kién
khi héu, ttng mua vy, ting ving dé dat ndng sudt cao nhdt.

1.1.3. Ddc diém hinh thai

Khoai lang la cay lvong thuc &n cd va lay day l&, trong hang ném. Khoai lang la logi céy thén
thdo dang déy leo, c6 cac l& moc so le hinh tim hay xé thuy chén vit, cdc hoa ¢6 trang hop va kich
thuéc trung binh, hoa trdng, vang hay tim, hinh ph&u. Cd hinh thoi do ré phéng lén, chta tinh bat
va dudng, vd cb mau trdng, vang hay d tim, thit cU trdng, vang hay tim nhat tuy theo gidng. Hoa
khoai lang thudc logi hoa ludng tinh. Qué khoai lang thudc logi qué séc, méi qué cé tir 1-4 hat
mau den, vé day, khé ndy mém. Khoai lang tréng & vung nhiét déi thuong cé than bo, trong &
vung 6n déi thudng cé dang bui.

1.1.4. Gia tri dinh dudng va gid tri kinh 1 cda céy khoai lang

Gid tri dinh dudng:

Khoai lang chra nhiéu logi chét dinh dudng va vitamin khac nhau: 8 - 29% tinh bét, 7,5% glucose;
khi con tuoi cb chva 1,0 - 2,4% protein, 1,8 - 6,4 % chét béo.Trong tro ¢6 Mn, Ca, Cu, céc vitamin
A, B,C, 4,24% tanin, 1,375% pentosan. Khi da phoi & chd thodng mét, trong cd cé inosit, dextrin,
axit chlorogenic, phytosterol, carotin, adenin, betain, cholin. Déy khoai lang ciing ¢ chva adenin,
betain, cholin.

Bang 1.1. Thanh phén va ham lvong dinh dudng trong cd khoai lang

Ham luong

Phén trém hodc mg/100g



Protein

1,0-2,4

Chat béo

1,8-6,4

Tinh bot

8,0-29

Glucose

0,5-7,5

buong khu

0,5-7,5

Tro



0,9-14

Caroten

4mg/100 g

Thiamin(B1)

0,1 mg/100 g

Vitamin C

259/100 g

Riboflavin

0,06 mg/100 g

Ngoadi ra, trong khoai lang tuoi con cé nhiéu vitamin va mudi khodng. Khi phoi khé rit gan hét
nuéc, gid tri dinh dudng cia céy khoai lang cdn cao hon. Trong 100g khoai lang khé ¢ 11g
nuéc, 2,2 g protit, 0,5 g lipit, 80g gluxit, 3,6 g xelulaza va cé thé cung cdp cho co thé sdng 342
calo (Dinh Thé Léc, 1995;1997; Nguyén Céng Tan, 2012).

Khoai lang ngdy cang duoc the gi¢i quan tém va duoc coi la céy tréng ddm bdo an ninh lvong
thuc vi cé ham lugng vitamin va dinh dudng cao. Hién nay & chéu Phi, khoai lang dang duoc su
dung nhu mét v khi hru higu dé chéng lai nan thiéu vitamin A va C dang lan réng. Theo CIP



(June, 2000), nan thiéu vitamin A & chéu Phi da gay mu lda va thédm chi cuép di sinh mang cia
250.000 - 500.000 tré em mdi n&m.

Trén 90% sdn pham khoai lang duoc sdn xudt & céc nuéc dang phdt trién. Khodng gén mét nia
s&n phdm khoai lang & chau A duoc s& dung lam thie &n gia sic, phan con lai duoc sé dung lam
luong thuc cho ngudi va ché bign. O nhiing nuéc déng déan cu ving nia déng béing cda Tay Phi
céy khoai lang dugc vi la “ngudi bdo hé cia tré em”. Lich st dé chiing minh khoai lang la cay
trong cu doi vao nhing thoi ky khing hodng cia thé gidi nhu thai ky sau Thé chién thi 2, sau
trdin dong dét tan phé ndm 1990 & Béc Luzon, bao loan néi chién tai Rwanda véi ndm gén day...
Ngay nay, khoai lang ngdy caing tré nén quan trong do nhu céu tiéu thy tinh bét khoai lang & thi
trudng chdu A tang cao.

Gid tri kinh té:

Céc gidng khoai lang gidu tinh bét duoc su dung theo céc huéng sau day

- Lam nguyén liéu dé ché& bién céc sdn pham céng nghiép: Tinh bét khoai lang c6 thé ché bign séu
thanh céc sén pham tinh bét bign tinh, céc sdn phdm hod céng, cdc sén phdm lén men thuy phan,
duoc st dung réng réi trong nhiéu nganh céng nghiép thyc pham, dét, gidy, vat liéu xay dung,
cao su nhdn tgo...

- Lam nguyén ligu ly tudng d& sdn xudt thire &n chéin nudi ¢é gid canh tranh cao. Véi cdng nghé
mé&i, khoai lang khé théng qua céng nghé vi sinh dé ché bién thic &@n vi sinh giau dam, c6 ham
lvong protit cao t6i trén 40%, tvong duong ham luong dam trong déu tvong. Nguyén ligu giau
dam hién nay chd y&u dya vao dau tuong va bét cd nhép khau. N&u st dung thic @n vi sinh giau
dam tir khoai lang dé phéi ché véi céc nguyén lidu chét bot khéc thi s& gidm hén nhu cdu nhap
khdu déu tuong va bot cé dét tién, la nhitng mat hang ma Viét Nam khéong c6 loi the phét trign
nhu My, Braxin, Achentina va Peru (Nguyén Céng Tan, 2012).

- Lam nguyén liéu d& sdn xudt ethanol sinh hoc c6 gid canh tranh, than thién véi méi truong, gép
phén phét trién néing lugng tdi tao thay thé néng lugng héa thach. Céy khoai lang duoc coi la cay
vua ndng lugng. Higu sudt sdn xudt ethanol sinh hoc 1 khoai lang cao hon hédn mia duong, cao
lvong, ngd, sén va khoai tdy. Véi néing sudt khoai lang ¢6 tinh bét dat 70 tdn/ha/vy thi 1 vy
khoai c6 thé sdn xudt 10 tén ethanol/ha, néu 1 ném lam 2 - 3 vu ¢6 thé sdn xuét 20 tdn- 30 tén
ethanol/ha ném, tao ra trién vong phét trién ethanol sinh hoc ¢é gid canh tranh, khéng tranh chép
lvong thyc cia lodi ngudi. Véi cdng nghé sén xudt ethanol sinh hoc tir khoai lang, théng qua chu
trinh tuén hodn khép kin, khong théi ra doc 18, lai con sén sinh khi CH4 dé phét dién, dem lai loi
ich to lén vé kinh t& gdn véi bdo vé& méi truong (Bui Huy Dép, 1984; Nguyén Céng Tan, 2012).
Véi cdc cong néing nhu trén, khoai lang dang I mét sdn pham cé thi truong tigu thy khé réng lén.
Khéng chi trong nuéc ma con xuét khdu di nhigu nuéc trén the gisdi. Khoai lang & mét cay tréng
ha hen mang lai hiéu qué kinh t&€ cao. Khoai lang déu tu it, bén duoc gid, loi nhuén dem lai cho
ndng dan chéc chdn cao hon hdn nhitng céy tréng ngén ngay khéc & nuéc ta.

1.1.5. Tinh hinh san xuét khoai lang trén thé giéi va Viét Nam

Bdng 1.2. Dién tich, nang sudt, sdn lvong khoai lang nam 2012
(http://gso.gov.vn/default.aspx@tabid=717)



Chi tiéu
Khu vuc

Dién tich (ha)

Néng sudt (hg/ha)

Sén lugng (tdn)

Thé gisi

8087116

127543

103 145 500

Chau Phi

3 506 508

51332

17 999 686

Chau My



264 230

122786

3244 382

Chau A

4177 239

194139

81 096 554

Chau Au

4054

126687

51359

Chéu Dai Duong



135084

55782

753 520

Hg/ha: hectogam/ha (1hg = 0,1kg = 0,001 tq)

Khoai lang l& cdy lvong thyc cé dia ban phéan bé réng, thich ing véi cac diéu kién nhiéu ving
sinh thai khéc nhau, phén bé réng réi & nhiéu chéu lyc trén thé gisi, dac biét la cac ving nhiét
déi, can nhiét déi va 6n doi.

Hién nay khoai lang d& duoc tréng & trén 100 quéc gia trén thé giéi nhu & chau A (31 nuéc),
chdu Phi (39 nuéc) va chdu My La Tinh (31 nuéc). Theo théng ké cda FAO (2012), t8ng sén luong
thu hoach khoai lang tap trung chd y&u & chau A véi xép xi 81,1 triéu t&n/ nam, trong dé Trung
Quéc la nudce ¢ t8ng sén luong cao nhat the gidi véi 73,14 triéu tén va néing sudt 21 tén/ha.
Trong khi & chéu Phi sdn lugng la 17,99 triéu tan véi nang suét trung binh tuwogn déi thép la 5,1
tdn/ha, chdu My c6 sén luong la 3,2 triéu tan va néing sudt la 12,28 tén/ha. Dién tich canh tac
khoai lang khéng ngirng tang trong nhitng ném vira qua.

Bang 1.3. Dién tich va sdn lvong khoai lang cba 4 ving sinh thai va cd nuéc
(http://www.fcri.com.vn/images/c198/33)

Chi tieu

Vung

Nam 2009

Né&m 2010

N&m 2011



Dién tich (ha)

Sén lugng
(nghin t&n)

Dién tich
(ha)

Sén lugng
(nghin tén)

Dién tich
(ha)

San lvong (nghin tan)

C4 nudc

146,6

1.211,3

150,8

1.318,5

148,5

1.390,6



Déng bdng séng Héng

22,8

195,1

27,0

2470

26,1

2419

Trung du v& mién ndi phia Béc

38,1

239,1

38,9

256,3

37,7



251,0

Bdc Trung B4 va Duyén hdi mién Trung

55,4

330,7

53,9

340,6

49,6

313,8

Péng bdng séng Cu Long

14,2

279,4

14,9

307,1



18,7

410,5

O nuéc ta, khoai lang chiém mét vi tri quan trong trong sén xudt luong thyc, dong thi 3 sau loa
va ngd. Khoai lang la céy lvong thyc dé tréng, déu tu thdp nhung cé tiém ndng, néing suét cao.
T lau, nhén dén ta da cé truyén théng st dyng khoai lang lam lvong thyc thyc phdm va thic @n
gia suc (tvoi hodc phoi khd), ngon va lé sv dung lam rau xanh. Hién nay, do lvong khoai lang
lam luvong thyc cho nguoi gidm, nganh chdn nudi ngdy cang phét trién, nén ngodi nhirng gidng
khoai lang c6 nang sudt cu cao, céc gidng thudéc nhém cé ndng suédt thén ld cao dang duoc ngudi
san xudt quan tém. Nhiing gidng cé ham lvong duong, ham luong protein cao lam nguyén ligu
cho ch& bién (banh keo, chips khoai lang,...) cing dang duoc chi y.

Nhirng nédm gdn ddy, do viéc chuyén déi co cdu céy trong nén dién tich khoai lang & nhiéu ving
bi thu hep lai. Tuy nhién, & nhitng vung dét nghéo dinh dudng, khéng chi déng tudi nuéc, cay
khoai lang véin chigm mét dién tich kha lén. O nhiing viing san xuét loa khé khén, ving dét bac
mau, dét cat ven biénkhoai lang da chiém vi tri ngang hodic cao hon sén xuét l6a, déc biét khoai
lang la céy tréng hiéu qud nhat khi mua mang bi thiét hai do thién tai, bao lyt viné gép phan dém
bdo an ninh lvong thyc (Bui Huy Dép, 1984; Nguyén Céng Tan, 2012).

Riéng ddi véi ving Béc Trung Bo, khoai lang la cdy tréng chinh trén dét cét ven bién va la cay
trong khong thé thiéu trong co cdu cdy tréng cla viung dét bai, dét phu sa béi dép, & nhiing ving
ven bién khoai lang con la céy c6 téc dung khai hoang va lam thie &n gia stc quan trong. Trude
déy cé nhiing ndm dién tich khoai lang c& nuéc da dat t6i 450.000 ha.

Dién tich khoai lang cda Viét Nam dy kién &n dinh khodng 188,4 nghin ha nhung s& ting néng
sudt va sén lvong khoai lang bdng céch chon tao va phét trign céc gidng khoai lang 18t ¢6 néng
sudit c0 tuoi va ham luong tinh bét cao, xdy dung va hoan thién quy trinh ky thudt canh téc khoai
lang bén vitng va thich hop ving sinh théi, ddm bdo thu nhép cho ngudi dan, nhét la cac hd
nghéo, céc hd ving séu ving xa.

1.1.6. Nguén gen gidng khoai lang Viét Nam

Héu hét nhitng nudc tréng nhiéu khoai lang trén thé gidi déu cé bd suu tdp ngudn gen gidng
khoai lang. Noi lvu gitr nguén gen khoai lang [én nhét toan cu la Trung tam Khoai tay Quéc 1
(Centro Internacional de la Papa - CIP) véi t8ng s6 7007 mdu giéng khoai lang duoc duy tri ndm
2005. Trong s6 ndy cé 5920 méu giéng khoai lang tréng (Ipomoea batatas) va 1087 méu giéng
khoai lang lodi hoang dai (Ipomoea trifida va céc lodi Ipomoea khéc). Viéc duy tri nguén gen &
CIP duoc thyc hién trong dng nghiém, trén déng rudng, bdo quén bang hat va duoc danh gid theo
tidu chudn qudc té.

Ngudn gen gidng khoai lang Viét Nam chi y&u duoc thu thap, danh gid va bdo t6n tai Trung
tdm Tai nguyén Thyc vét, thude Vién Khoa hoc Néng nghiép Viét Nam véi 528 méu gidng da
duoc tu lidu hod (trong dé c6 344 méu do Trung tam Nghién cdu Thyc nghiém Néng nghiép
Hung Loc chuyén dén), Vién Cay lvong thyuc va Céy thyc phdm (FCRI) ¢6 118 méu gidng, Trung
tdm Nghién céu Thyc nghiém Néng nghiép Hung Léc hién c6 78 mdu gidng, Trudng Dai Hoc



Néng Lam thanh ph& H6 Chi Minh cé 30 méu giéng.

Ty 1999 - 2006, Trung tém Khoai tdy Quéc t& tai Ha N&i (CIP-Hanoi) va CIP Peru hop tac hé tro
vé kinh phi va vét liéu gidng phuc vy cho céng téc nghién ctu, chon tao gidng va phdt trign cay
khoai lang tai Viét nam, céc co quan nghién céu nhu Vién Khoa hoc Ky thuat Néng nghiép Viét
Nam (VASI c§, nay la VAAS), Vién Cay lvong thyc - Céy thyc phdm (FCRI) va Truong Dai hoc
Néng nghiép | Ha Nbi da chon tao ra nhiéu gidng cé trién vong theo cdc huéng s dung: Lai tao
theo huéng ham luong chét khé cao; Chon tgo gidng theo huéng nang suét thén | va néng sudt
¢ cao.

Bang 1.4. Hién trang ngudn gen khoai lang tai Viét Nam ndm 2009 (Hoang Kim, 2011)

Co quan, dia diém

S8 mdu ban dau

S8 mdu bdo tén

VASI (Ha Nai)

1993-2004

528

FCRI (H&i Duong)



2004

118

1993

HARC (Déng Nai)

1993

344

/8

1993-2006

12.071 hat lai



UAF(H& Chi Minh)

2006-2009

30

Cdc nha chon tao gidng da chon ra nhiéu gidng méi ¢é trién vong nhu: K1 (S8 59), K2 (S 8), K4
(V15-70), K51, KL5, KL1, KB1, VX-37, HL4, TV1, H12, giéng khoai lang cyc nhanh, gidng khoai
lang 143. Hai gidng khoai lang TV1 va H12 la 2 gidng méi do Vién Khoa hoc Ky thugt Néng
nghiép Viét Nam chon loc ¢6 ndng suét va chdt lugng é@n tuoi cao da dugc B Néng nghiép va
Phdt trién néng thon cong nhan gidng tam thoi nam 2004. Méc du vdy, viéc st dyng giéng vao
trong sdn xudt chua nhiéu, ky thuat tham canh con mét s8 khdu vén can phai hodan thién dé& dém
bdo cho 2 gidng phdt trién bén virng trong vy Déng va vu He Thu cda céc vung ven dé, Trung du
va Duyén hdi B&c Trung Bb.

O céc finh phia Nam, céc gidng khoai lang hién tréng phé bign la HL518 (Nhat dd), HL491 (Nhat
tim), Murasa kimasari (Nhét tim), Kokey 14 (Nhét vang), HL497 (Nhét cam), HL4, Hodng Long,
Chiém Dau, Trui Sa, Bi D & Lat, Dvong Ngoc, Tau Nghen, Trui Sa (Céan Sa), Khoai Stra, Khoai
Gao.

Nhiing ném gén déy, Truong Dai hoc Nong Lam TP. HS Chi Minh ciing dénh gid va tuyén chon
24 gidng khoai lang khdo nghiém toan céu trong chuong trinh hop téc véi CIP va khéo sat cac
gidng khoai lang nhiéu déy l&, néing sudt bét cao cho hudng ché bién cén trong chuong trinh hop
téc v&i cdng ty Technova va céng ty Toyota Nhét Ban (Hodng Kim, 2008).

Nhing gidng khoai lang phém chét ngon dang dugc danh gid va tuyén chon trong dé tai “Thu
thép, khdo sét, so sénh va phuc tréing gidng khoai lang tai huyén Xuén Léc tinh Béng Nai 2008-
2010”. Bay la néi dung hop téc gitra S& Khoa hoc Céng nghé Béng Nai, Vién Sinh hoc Nhiét déi,
Truong Dai hoc Néng Lam TP. H6 Chi Minh va Phong Néng nghiép Xuén Loc. Két qud buéc déu
c6 HL518, HL491, Kokey 14, HL284, HL536 (CIP 083-14), HL574 (Cao sén), HL585, HL597.

K&t qud nghién cdu khéc lién quan dén viéc déanh gid cdc tép doan gidng khoai lang do Vién
Khoa hoc ky thuat néng nghiép Béc Trung Bé chi tri da l&p duoc danh séch 3 tap doan gidng
khoai lang thudc: (1.) Nhém cdc gidng néing sudt cao; (2.) Nhém céc gidng chdt lugng cao va (3.)
Nhém gidng chuyén lam rau xanh. Déy la tién dé tSt dé chung 16i phéi hop lya chon gidng trong
nhém gidng néing sudt va nhém gidng chdt lvong cao nhiing ddi tugng thich hop cia bo ha dé
nghién cu chuyén gen khang bo ha.



Khdi qudt vé gidng khoai lang KB1: Giéng khoai lang KB1 duoc chon loc tr t6 hop lai ty nhién
cUa gidng me Regal cé ngudn géc tr My tr ndm 1993 tai Vién Cay luong thyc. Gidng dugc cong
nhén la gidng quéc gia theo Quyét dinh s6 5310 QD/BNN-KHCN ngay 29 thang 11 ném 2002.
Giéng KB1 c6 déic diém chinh sau:

- Gidng khoai lang KB1 ¢6 dang than nua dirng 1d hinh tim mau xanh nhat, [& non mau tim.

- Gidng khoai lang KB1 cé ¢ to va khé déng déu, mau vé vang nhat, mau ruét cd trdng nga.

- Nédng sudt ci cé thé dat 15 - 30 tdn/ ha, cao hon Hodng long tir 20 - 40%. Chét lvong cd cda
gidéng khoai lang KB1 tvong duong Hodng long.

Hinh 1.2. Mét 58 gidng khoai lang Viét Nam:
A)KB1:B) Chiém Dau; C)KL5; D) K51

Hinh 1.3.  Hinh thdi cd gidng khoai lang KB1 va Hoding Long
(http://www.fcri.com.vn/images/c198/33)



1.2. Phuong phép nudi cdly mé - t& bao thyc vét

Trong mdy thap ki qua nusi cdly mé & bao thyc vat da phdt trién manh mé & nhiéu quéc gia trén
the gidi (cd & céc nuée phét trién va dang phét trién). Day la cong cy cdn thiét trong nhiéu finh vyc
nghién cu co bén va ¢ng dung cda nganh sinh hoc

1.2.1.Tinh todn néing cla t& bao thyc vét (totipotency)

N&m 1838, Schleiden vai Schwann dua ra hoc thuyét t& bao. Hai khia canh quan trong cda hoc
thuyét t& bao: 1) Ngodi tinh da dang cao cla co thé séng, moi sinh vat déu gom t& bao va 2) moi
1€ bao déu tvong ty vé cdu tric va chic néing.

N&m 1902, Haberlandt - nha thyc vét hoc ngudi Dic la ngudi dé xudng hoc thuyét vé tinh toan
ndng cua t& bdo.

Tinh toan ndng cda thyc vat: M3i t& bao cla bét ky co thé sinh vat ndo déu mang toan bé théng
tin di truyén cda co thé dé va cé khd ndng phét trién thanh co thé hoan chinh khi ggp diéu kién
thuén loi

Tinh todin néng cda TBTV: la khd ndng cda cia t&€ bao da biét hod (trir mét s6 t&€ bao da biét hod
s&u nhu 8ng mach, mao ddn) cé khd néng thé hién todn bd théng tin di truyén va c6 thé phdt trién
thanh cdy hodn chinh trong diéu kién thuan loi gidng nhu chu trinh phét trién cda phai.

Nuéi cdy md t& bao thyc vét in vitro d& hinh thanh i vai thap ky truéc ma co sé cda né la gid
thuyét cia nha thyc vét hoc ngudi Dic Haberland (1902): Tt cé céc € bao cia thyc vét déu c6
tinh todn ndng (totipotency), nghia la méi t& bao déu mang todn bé lugng théng tin di truyén cia
co thé. Theo Haberland méi t& bao thyc vét déu cé khd néing phdt trién thanh co thé hoan chinh
khi gap diéu kién thuén loi. Ong chinh la nguai ddu tién dé xuét phuong phdp nuéi cdy mé 1€ bao
thyc vt d€ ching minh tinh toan néing cta t& bao. Ong da tién hanh thi nghiém véi céc t& bao mé
mém, t& bdo biéu bi, tigc rang da thét bai do ching khéng thé phan chia duoc.

N&m 1922, Kotte va Robbins 18p lai céc thi nghiém cia Haberland va da thanh céng nuéi duoc
dinh sinh trudng tach tir ddu ré cda cay ngd, ddu Ha lan tao ra hé ré nhd cé cé ré phy trong 12
ngdy trén méi trudng ldng c6 chia duong glucozo, musi khodng. Ong da ching minh higu qué
cda dich chiét ném men cho sinh trudng va sy cén thiét cda cac vitamin.

1.2.2. Céc giai doan phdt trién cla phuong phép nudi cdy mé t& bao

a) Pha phét trién sinh i

N&m 1934, White nudi cdy thanh céng déu ré ca chua trong mét thai gian dai trén méi trudng
ldng c6 chéra mudi khodng, duong glucose va nuéc chiét ndm men. Gautheret da thanh céng
frong nudi cdly md tugng tang va tim duoc méi trudng thich hop.

- Khém phé ra vai trd thic ddy cda hang loat céc vitamin nhém B ( B1- Thiamin HC; B6- Pirydoxin
HCl, axit nicotinic — B3).

- Went va Thimann tim ra duoc chat KTST dau tién la IAA. Sau d6, Miller vai Skoog trong khi nuéi
cdy md 13i cdy thuse lé da xdc dinh dugce vai tro cda kinetin trong sy kich thich phét trién mé.

- 1939, Gautheret va Nobercourt dé duy tri duoc sinh trudng cda mé seo cd rét trong mét thoi
gian dai. Nam 1941, Van Overbeck d& chirng minh téc dyng t8t cia nuéc dra trong nuéi cély céy
ho ca. N&m 1952, Steward va Milles xdc dinh tam quan trong cla nuéc dira trong nudi cdy méd



seo va phdt sinh phéi & ca rét. Cing trong khodng thai gian nay (1950), nhiéu chdt KTST nhém
auxin duoc nghién cdu va tdng hop thanh cong: 2,4D, NAA. Ném 1954, Skoog da phét hién ra
kinetin- ¢4 trong ch& pham thuy phén ticnh dich cé ¢6 tac dung kich thich sy phan beo.

Viéc phét hién ra céc chat KTST cung véi cdc logi vitamin va nuéc dira la nhitng nhirng buéc tién
6 y nghia trong giai doan 2 cba phuong phép nuéi cdly mé & bao thyc vét.

Nam 1957, Skoog va Miller da chirng minh sy biét hod cia ré, chdi trong nudi cdy mé tuy cdy
thudc la phy thuéc vao néng dé tvong ddi cia auxin/cytokinin. Thanh céng nay ¢6 y nghia vé
cung quan trong dan dén nhiéu phdét hién quan trong la tién dé cho giai doan phét trién tigp theo
cUa nudi cdy md 1€ bdo thyc vat.

Trong giai dogn méi tr nédm 1960 tré lai ddy, cing véi viéc nudi cdy mé t&€ bao don, 1 bao trén
(protoplast), ky thudt nusi cdy bao phdn, hat phdn duoc phét trién manh

- 1960, Morel d& nusi céy dinh sinh trudng phong lan va tao duoc céc protocorm, va céc
protocorm ndy trong cdc diéu kién nhdt dinh c6 thé phdt trién thanh cay lan hoan chinh va sach
bénh.

- 1960, Cooking da thu duoc cdc t& bao tran dung cho nuéi cdly mé t& bao thyc vat x& |i bang
enzyme xenllulaza

- 1966, Guha va cs da tao duoc cdy don béi tr nudi cdy toi phén céy ca déc dvoc (Datura
inoxia). 1967, Borgin va Nitsch ciing da thanh céng & cay thuéc lé

Viéc tao céy don bdi thanh céng & nhiéu loai thyc vét thdng qua nuéi cdly bao phdn va hat phén
da déng gép rét Ién cho nghién ctu di truyén va lai tao gidng.

T 1970 tré di, céic nha khoa hoc da rét chd y vao trién vong cia ky thuat nudi cdy protoplast khi
Takebe va cs (1971) tao dugc céy hoan chinh dau tién tr protoplast.

b) Giai doan phét trién di truyén

Melcher va cs da lai tao thanh céng protoplast cia ca chua va protoplast khoai tay, mé ra mét
rién vong méi trong lai xa & thyc vét.

Ngodi ra, trong nhirng diéu kién nhét dinh, protoplast c6 khé néing hép thu céc phén to lon, céc
co quan tu tr bén ngodi, do dé ching la déi tuong li tudng cho céc nghién ciu di truyén thyc vét.
c) Giai doan phét trién chuyén gen

Na&m 1985, Horsch va cs da chuyén gen vao thyc vét bang Agrobacterium tumerfaciens va tao
cay chuyén gen ddu tién. Ném 1986, 1dn ddu tién tai phdp va Mi céy thudc lé chuyén gen
khéngthuéc diét cd di ra tréng th nghiém trén déng rudng. Dién tich cay trong chuyén gen khong
nglrng tang lén trén toan cdu. Nam 1996, dién tich cay tréng chuyén gen trén toan cdu méi chi la
1,7 triéu ha, dén nam 1997 con s6 nay da la 11 triéu ha. Nam 2001 con s& nay da 1én dén 44
trigu ha v ném 2004 dién tich cdy trdng chuyén gen toan cdu da lén dén 81 triéu ha. Dén ném
2010, con s& nay da lén dén 148 triéu ha (James, 2010)

1.2.3. Cac yéu 16 dnh huéng dén nudi cdly mé & bao thyc vat

1.2.3.1.Anh hudng cia méi trudng nudi cdy

Nghién céu vé méi trudng nudi cdy gitr mét vi tri quan trong trong lich si phdt trién cda nudi cdy
md — t& bdo. Co s& cho viée xéy dyng céc méi trudng nudi cdy la viéc xem xét cdc thanh phén can
cho sy sinh trudng va phdt trién cla cdy. Da cé rdt nhiéu logi méi truong duoc nghién ctu phu
hop cho viéc nudi cdy ting lodi, trng bd phén va tuy theo muc dich nudi cdy. Cho dén nay ¢é
hang trdm loai méi truong dinh dudng da duoc xdy dung va thy nghiém 6 két qud. Hau hét céc
logi méi truong déu bao gém nhiing thanh phén chinh sau:



Thanh phén khodng

Cdc nguyén t8 khodng dung trong méi truong dinh dudng nudi cdly mé — t& bao thyc vét duoc
chia thanh hai nhém theo ham lvong si dung: nhém da lvong va nhém vi lugng.

- Nhém da lvgng: gédm céc nguyén 6 nhu Nito, lvu huynh, photpho, magié, canxi. Ching dac
biét can thiét dai véi qué trinh sinh trudng va trao ddi chét cia 1 bao.

- Nhém vi luong gém cdc nguyén 8 nhu sét, mangan, bo, molypden... la nhém nguyén 6 duoc
sU dyng v&i ndng db rét nhd nhung lai khong thé thigu ddi véi sy phdt trién ca mé — 18 bao (Lé
Tran Binh et al., 1997).

Nguén cacbon

Phén lé6n mé va t& bao thyc vét nudi cdy in vitro séng theo phuong thie di dudng vi vay viéc dua
vao mdi trudng nudi cdly nguén cacbon hiiu co la diéu bat budc. Nguén cacbon théng dung hién
nay l& sucrose. Nong dé thich hop la 2-3% song ciing con phy thudc vaio myc dich nuéi cdy ma
thay d&i. Ngodi ra con ¢é thé si dung mét sé nguén cacbon khéc nhu glucose, maltose, fructose. ..
Céc loai ruou nhv glycerin cing duoc t& bao st dung. Manitol hodic sorbitol con cé thé duoc st
dung trong nudi cdy huyén phi va nusi cdly protoplast véi chire ndng la chét n dinh ép sudt tham
thau (Lé Tran Binh et al., 1997).

Vitamin

Mdic du 18t cd céc loai mé va t& bao thyc vét nudi cdy in vitro ¢é khd ndng ty tdng hop duoc hdu
hét céc logi vitamin, nhung thuong khéng du vé lvong, do dé phdi bé sung thém tir bén ngoai
vdo, ddc biét la céc vitamin thuéc nhém B nhu: B1, B3, B5, B6, meso-inosit... rét can thiét cho céc
phdn dng sinh héa

@ Cdc chat diéu hoa sinh trudng thyc vét

Trong mdi trudng nudi cdy méd — 1 bao thyc vat thanh phan phy gia quan trong nhét quyét dinh
két qud nudi cdy la céc chét diéu khién sinh trudng, thude céc nhém sau:

- Auxin (L& Trdn Binh et al., 1997; Nguyén Dtc Thanh, 2000)

Cé 4 logi auxin thudng duoc st dung la: Indole acetic acid (IAA), Naphthylacetic acid (NAA),
2,4-Dichlorphenoxyacetic acid (2,4-D), Indol butyric acid (IBA). Ching chd yéu cé téc dung kich
thich sinh trudng cda t& bao nhung cting lam phén bao.

- Cytokinin

L& nhém cdc phytohormone dén xuét cda adenin. Cytokinin lién quan chét ché véi phan bao, duy
tri sy tré héa cla céc co quan, lam gidm hién tvong vu thé ngon, kich thich sy phan héa chéi tr
md seo nudi cdy. Céc loai cytokinin thudng dung trong méi trudng nudi cdy la kinetin, 6-
Benzylaminopurin (BAP). Ngodi ra con cé Zeatin nhung né it duoc st dung trong nuéi cdly vi gid
thanh qué dét (L& Trdn Binh et al., 1997; Nguyén Déc Thanh, 2000).

- Gibberellic acid

T6i nay da phat hién duoc trén 60 logi thudc nhém gibberellic acid. Logi théng dung nhét trong
nudi cdy mé la GA3. Trong co thé thyc vét, gibberellin déng vai tro quan trong déi véi nhiéu qué



trinh sinh ly nhu: Sinh |i ngd nght cda hat va chdi, phét trién cda hoa, lam tang sinh trudng chiéu
dai cta thyc vét.

- Abscisic acid

Abscisic acid (ABA) thudc nhém cdc chét e ché sinh trudng. ABA c6 tac dung tang cudng kha
nang chéng chiu cda t&€ bao thyc vét déi véi diéu kién ngogi cénh bét loi, vi vay ABA duoc dua
vao mdi trudng tdi sinh cdy va mang lai hiéu qua nhét dinh (Duong Tan Nhyt, 2011; Vo Van Vu,
2001).

Céc hén hop chét ty nhién

Sy b8 sung thém mét s8 cdc hdn hop dinh dudng ty nhién nhu: nuéc dira, dich chigt mém l6a mi,
dich chiét ndm men, dich thdy phén casein...vao méi trudong nudi cdy nhdm téng cuong sy sinh

trudng va phdt trién cia mé nudi cdy.
Chat dén- thach (Agar)

Agar l& thanh phéan quyét dinh trang théi vét i cda méi truong. Ham luong agar dung trong nuéi
cély dao déng 0,6 — 1,0 % theo khéi lugng. Tuy nhién con tuy thudc vao ting déi tuong nudi céy
ma su dung cho phu hop (L& Trdn Binh et al., 1997; L& Tran Binh,Quyén Dinh Thi, 2009).

Nudc

Nuéc la thanh phén quan trong trong méi truong nudi cdy. Nudc pha méi trudng nudi cdy
thuong la logi nuéc cat 2 lan (L& Tran Binh,Quyén Dinh Thi, 2009).

D& pH cua méi truong

D6 pH cia méi truong dinh dudng dnh huéng tryc tiép t6i qua trinh thu nhén céc chét dinh dudng
tr mdi trudng vao t& bao. D6 pH méi trudng thuong duoc diéu chinh tir 5,5 - 6,0 trudce khi khy
trung. Nhin chung néu d6 pH cao hon 6,0 s& lam méi trudng bi cing va néu thdp hon 5,0 thiagar
khé dong (Lé Tran Binh et al., 1997; Nguyén D&c Thanh, 2000; VG Vén Vy, 2001).

1.2.3.2. Anh hudng cia diéu kién nusi cdy

Nhiét do
Yéu cdu vé nhiét d cho sinh trudng va phdt trién & cdc lodi la khdng nhu nhau. Tuy nhién trong

thyc t& phong thi nghiém nhiét d6 thuong duoc duy tri trong khodng tr 25 — 280C (VG Van Vy,
2001).

Anh séng
Anh séng c6 dnh hudng manh t6i qué trinh phdt sinh hinh théi cia mé nuéi cdy, bao gém cuong

da, chu ki va thanh phén quang phd dnh sang. Cuong dé énh séng duoc dung phd bién cho nuéi
cdy nhiéu logi mé la tr 1000-2500 lux. Véi cudng dd anh sang [én hon thi sinh trudng cia chéi



cham lai nhung s& thic day qud trinh tao ré. Sy thu nhan dnh sdng cda chéi in vitro phy thuc vao
buéc séng énh sdng va chét lugng binh nuéi céy (Vo Van Vy, 2001).
1.3. Phuong phép chuyén gen thong qua Agrobacterium tumefaciens
Chuyén gen bdng théng qua Agrobacterium la phuong phdp chuyén gen gidn tigp hiru hiéu ddu
tin dung dé chuyén gen & thyc vat. Phuong phép nay dung Ti - plasmid cla Agrobacterium
tumefaciens lam vecto dua ADN vao t& bao. Day la phvong phdp chuyén gen 1 ra ¢6 hiéu qué
hon hén céc phuong phép chuyén gen tryc tiép va gian tiép khéc do dé s dung, it t8n kém, higu
qud chuyén gen cao ma s8 luong bén copy di vao hé gen it, thuong chi cé mét ban sao tao thudn
loi cho viéc phan tich cay chuyén gen va khéng gay tn thuong t& bao(Anwar et al., 2011; Trén
Quéc Dung et al., 2006).
Méc du hé théng chuyén gen gidn tiép nho Agrobacterium la cé higu qué ddi véi mét s6 lodii
nhung khéng phai tét cd thuc vat cé thé duoc bign nap bdng con duong nay. Déc biét, lép mét la
mam bao gém cdc céy ngl cSc chinh trén thé gisi nhu l6a, 16a miva ngd la khéng duoc bién nap
dé& dang nho A tumefaciens.Phuong phép chuyén gen gidn tiép thong qua Agrobacterium thuong
duoc dung cho cdc logi cdy hai lé mém vi Agrobacterium mén cédm véi nhiing logi céy nay (L&
Trdn Binh et al., 1997; Nguyén Dic Thanh, 2003).

1.3.1.Co so khoa hoc cia phuvong phdp chuyén gen bdng Agrobacterium tumefaciens
Ching A. tumefaciens duoc s dung phé bién trong nghién cu chuyén gen & thyc vat. Theo co
ché ty nhién, lodi nay c6 khé néing xam nhiém qua vét thuong cda hdu hét cac lodi thyc vét hai lé
mam va mdt s8 it cac lodi thuc vat mét [& mém, két quéd la gay ra nhitng khéi u hay hinh thanh
long to & ré. V& sau, ngudi ta xdc dinh duoc rdng trong t& bao cla cdc dang hoang dai A.
tumefaciens c6 chra mét logi plasmid ddc biét goi la Ti - plasmid (Tumor - inducing plasmid) chia
mot doan DNA (Transferred - DNA) ¢6 thé chuyén sang 18 bao chi theo co ché ty nhién. Do dé,
Agrobacterium |a mét hé thdng chuyén gen ty nhién (L& Trdn Binh 2008; Trdn Quéc Dung et al.,
2006).

Céc Ti plasmid cia Agrobacterium la céc phén t& ADN soi kép, mach vong cé kich thuéc khodng
200 kb gém bén ving A, B, C, D. Vung A hay con goi la T- ADN (transferred ADN) ¢6 kich thuéc
tr 10 kb dén 20 kb, luén duoc chuyén sang t& bao thyc vat. Né ¢é chia hai hé gen: (1) Hé gen
gdy khai u onc (oncogenic), né chra it nhat ba gen chiu tréch nhiém tdng hop céic phytohoocmon
la auxin (laaM, laaH) va cytokinin (iptz), cdm &ng sy phén chia & bao lién tyc tao mé seo (khéi u)
cla cdc 1 bao bi nhiém ciing nhu dnh hudng sang céc 1 bao lén céin; (2) H& gen md hod cho céc
enzyme diéu khién sy sinh t8ng hop céc axit amin goi la opine. Hai logi enzyme duoc nghién ctu
ki nhét la octopine synthase va nopaline synthase (Lé Trén Binh et al., 1997; Nguyén Dc Thanh,
2003).

Vung D la viing déc (virulence region) chva cdc gen vir, gilr vai trd quan frong trong viéc chuyén T
- ADN vdo hé gen cia t&€ bao thyc vét. Né 16n khodng 40 kb va bao gém 6 operon (vir A, vir B, vir
C, vir D, vir E, vir G). Céc gen vir trong Agrobacterium dugc khéi déng nhe cac chét hod hoc do
cdc t& bao thyc vét bi thuong t0n iét ra. Hoat déng cda ving vir déng vai trd 1én trong vige chuyén
T- ADN sang t& bao thyc vat. Sau sy hoat hod cdc gen vir, nhén 16 T-ADN s& duoc cét khdi
plasmid.

LB va1 RB l& cdc yéu 18 cdn thigt dinh huéng cho sy chuyén ADN va lién quan dén sy cét T- ADN
khéi plasmid. Céc nghién ctu cho thdy khi cat bd 25 bp bén tréi vung I&p lai thi it dnh hudng dén
khd nang géy u nhung khi cét bd ving bén thi sy hinh thanh khdi u bi dnh hudng. Khi doan cét
han ché& chia ving bién phdi hogic doan 25 bp l&p lai dugc gdn lai vao ving bién phdi thi sy hinh



thanh khai u dugc khéi phyc. Ngodi ra néu doan 25 bp duoc gén nguoc so véi chiéu ty nhién cla
Ti plasmid thi hiéu qué chuyé&n nap bi gidm di rdt nhiéu. Céc két qua nay cho théy T- ADN duoc
chuyén theo chiéu tr phdi sang trdi va duoc xde dinh béi chiéu dai cda ving lép lai.

Dé& chuyén nap céc gen ngoai lai vao t& bao thyc vét bang Agrobacterium tumerfaciens can phdi
c6 hé thdng cdc vecto hivu higu. Hién ¢ hai hé théng vecto duoc phdt trién dé la hé théng vecto
lién hop (co-integration) va hé théng vecto nhi thé (binary). V& nguyén tdc nguai ta logi bé vung T-
ADN gay khéi u va thay thé vao dé la céc gen trdi chi thi chon loc - thuong la céc gen khang
khang sinh hodic céc gen khang chét diét ¢d, cudi cung la gén doan gen cén bién nap cung véi
doan diéu khign phu hop (promoter). Nhitng phét hién nay cé y nghia rét quan trong cho sy ra
doi cda phuong phdp chuyén gen vao thyc vat nhd vi khudn A. tumefaciens (Nguyé&n Dic Thanh,
2003; Ziemienowicz, 2001).

Hinh 1.4. Phuong phép chuyén gen thong qua A. Tumerfaciens

1.3.2. Mét 58 y&u t6 dnh hudng dén qué trinh chuyén gen nh Agrobacterium
Hé théng nudi cdy
Xay dung mét hé théng nudi cdy va téi sinh cdy hoan chinh la tién dé quan trong cho thi nghiém
chuyén gen. D3i véi mdi lodi thyc vat, nhét thigt phdi nghién ctu 18i vu ky thugt nudi cdy thich
hop. Sau day la nhitng hé thang nusi cdy da duoc sv dung (Lé Trdn Binh et al., 1997; Nguyén
Dac Thanh, 2000) :

Nubdi cdly mé seo: Mé seo la khéi cdc 1€ bdo mé mém cé mic dd cdu tric di truyén thdp, chua
phén héa, phan chia mét céch hdn loan va ¢é tinh bigén déng di truyén cao. M6 seo thu duoc bdng
nudi cdy in vitro t cdc phdn non cla céc co quan cta thyc vét nhy thén, ré, 16, hoa.trong méi
truong chia chat diéu hoa sinh trudng nhém auxin va diéu kién nui cdy thich hop. Mé seo c6 thé
duoc duy trilién tyc trén méi truomg nusi cdy bang céch cdly chuyén dinh ki.

Nudi cdy t& bao huyén phu: Nuéi cdy & bao huyén phu la ki thuét nuéi cdy t& bao don hodic cym
nhd t& bao trong méi truong [dng. Céc t& bao nay ciing duoc tao ra tr md seo cé ngudn géc tr
than, ré, 14, hoa, phéi...Tuy nhién tré ngai lén nhét cda phuong phép nay cén thei gian nusi cdy
dai va &nh hudng tryc tiép téi kha nang tai sinh cdy.

Nudi cdy t& bao tran: T& bao thyc vét bi phé bd toan bé [ép vé bao boc chi con lai khéi nguyén
sinh chéat duoc bao boc bdi mang nguyén sinh duoc goi la # bao tréan. Céc € bao tran sau khi
duoc nudi cdy trén méi truong thich hop thi tdi tao thanh t& bao, phét trign thanh khdi mé seo va
hinh thanh céy hoan chinh. Ung dung c6 y nghia nhét & phuong phdp nay la tao céy soma, tao
cay lai t& bao chdt théng qua dung hop protoplast va ing dung dé bign nap gen.

Céc yéu t8 anh hudng khac

Ph& vat chd cia Agrobacterium da duoc xéc dinh la rét réng song hiéu qud bién nap gen lai
khéng gidng nhau & céc cay ch khéc nhau. O cay hai ld mém c6 tén suét chuyén nap gen cao
hon nhiéu so v&i cay mét Id mém (Lé Trdn Binh et al., 1997; Nguyén Dc Thanh, 2003).

Hiéu quéd bién nap gen théng qua Agrobacterium & thyc vét phy thudc véio mét sé yéu 18 nhu tién
xt ly mé thyc vét, ngudn vét liéu gay nhiém, néng do vi khuan, thoi gian nudi nhiém va ddc biét la
khd ndng tdi sinh cba thyc vat sau bign nap. Vivay, trong thi nghiém chuyén gen, viéc dau tién la
tim vt liéu thich hop va nghién ctu xéy dyng hé thdng nudi cdly t6i vu dé néing cao hé & tdi sinh
céy én cao nhét.

Qua nghién ctu xdy dyng hé théng nudi cdy t8i vu va tim nguyén lidu thich hop Prakash va



Varadarajan da phét hién mé seo t mdnh lé va cudng lé la vat ligu pht hop nhét dé chuyén gen
théng qua Agrobacterium so véi cdc logi mé khéc nhy théan, dinh sinh truéng, déu ré
(Prakash,Varadarajan, 1992).

1.4. Tinh hinh nghién c&u nusi cdy mé va chuyén gen & khoai lang

1.4.1.Tinh hinh nghién cGu nudi cdly mé va téi sinh céy khoai lang

Nhiéu nghién cu cho thdy khoai lang la mét trong nhiing déi tuong rét khé xay dung hé théng tai
sinh cdy in vitro va chuyén gen. Trong nhiéu ndm qua da cé nhiéu nghién cGu trén thé gisi tap
trung vao viéc tim ra méi trudng nudi cdy cing nhu phuong thic téi sinh pht hop & cac gidng
khoai lang khéc nhau.

Theo cdc két qué nghién ctu da céng bd, méi truong nusi cdy mé khoai lang duoc st dung phd
bién la mai truang MS (Murashige,Skoog, 1962), cé bé sung thém céc chét diéu hoa sinh trudng
khdc nhau nhyu 2,4-D, kinetin, BAP...Mét & tdc gid da su dung céng thic méi trudng nudi cdly mé
khoai lang gém 2 giai doan: Giai doan ddu nudi cdy bs sung auxin, giai doan 2 bd sung
cytokinin & zeatin hodic TDZ cho hiéu qud tdi sinh t6t (Dessai et al., 1995; Gosukonda et al.,
1995). Theo Dessai va ddng tac gid (1995), cdc manh & cda khoai lang duoc cdy trén méi truong
bé sung 2,4-D 0,2 mg/| trong 3 ngdy sau dé duoc chuyén sang méi truong bé sung riboside
zeatin 0,2 mg/| cho higéu quad tdi sinh t8t & ki€u gen PI 318846 — 3 (Dessai et al., 1995).
Gosukoda va déng téc gid (1995) thu duoc 1 1é tai sinh chdi dat 78,25% trong vong 28 ngady trén
mdi truong bd sung thidiazuron 0,2 mg/I. S& dung riboside zeatin, va kinetin cho két qué tan s&
ti sinh théip & kigu gen nghién cu. M&u cdy tir Id ngon cho tan sé téi sinh cao hon so véi nhitng
mdu |8y tr cac phdn co ban khac cda chéi. Mdnh mé 16 cho tén s tai sinh thdp hon so véi cudng
la. Céc cay khoai lang tdi sinh bdng céch s dung thidiazuron Ién manh va tao ré dé dang khi
chuyén ra nha kinh (Gosukonda et al., 1995).

Phuong thic téi sinh cdy in vitro c6 thé théng qua sy phét sinh co quan tir ménh 16 (Dessai et al.,
1995; El Abidine Triqui et al., 2008; Gosukonda et al., 1995) va cudng 4, dét thén (Belarmino et
al., 1994; Gosukonda et al., 1995), théng qua da chéi tr mé seo (Anwar et al., 2011), phét sinh
phdi soma tr manh 14, cudng 14 (Zheng et al., 1996), hogc tr 1€ bao nudi cdly huyén phu gen (Xing
et al., 2008 ; Yang et al., 2011; Yu et al., 2007) d& dvoc phét trién va Gng dung tao céy khoai
lang chuyén.

Garcia dd nghién cdu &nh hudng cda 151 18 hop céc chét diéu hoa sinh trudng dén higu qua tdi
sinh cdy va chuyén gen cla gidng khoai lang Jewel bao gém IAA ( 0 - 2,0 mg/l), NAA (0,1 - 2,0
mg/l), zeatin riboside (0,11-1,0 mg/l), kinetin (0,1- 2,0 mg/I), BAP (0,25 - 3,0 mg),
paclobutranol tr 0,1- 2,0 mg/I (Garcia et al., 2000). Céy khoai lang Jewel chuyén gen én dinh
thu duoc sau 6 dén 10 tuén sau khi nhiém véi A. tumefaciens EHA105 va téi sinh co quan tr mé
seo cUa cudng la. Tan s& chuyén gen thu duogc trén moéi truong tdi sinh bd sung 4FA
(lourophenoxylacetic acid) la 20%, méi truang tdi sinh bé sung zeatin la 10%, méi truong bé sung
IAA la 4%. Diéu nay cho thdy, b sung ty & auxin/cytokinin pht hop cé thé cdi thién sy tdi sinh
cba md seo chuyén gen (Luo et al., 2006).

Theo Gonzalez va déng tac gid (2008), méi trudng phu hop cho téi sinh cdy khoai lang Jewel
CE va MSA 78354 chuyén gen nho A. tumefaciens la méi truong MS ¢6 b sung 1AA 0,5 mg/I
sau bén tuan nudi cdy (RF = 2,02), méi trudng pho hop cho tdi sinh gidng khoai lang
CEMSA78354 la MS bé sung paclobutazol va 1,0 mg/I NAA (RF = 0,98) (Gonzalez et al., 2008).
1.4.2.Tinh hinh nghién céu chuyén gen khoai lang

Nhing két qué nghién ctu vé t8i uvu quy trinh nudi cdy mé khoai lang chinh la tién dé dé



&ng dung cdng nghé chuyén gen vao khoai lang.Trong mét vai ném gén déy, céc nha khoa hoc
trén thé gidi da c6 nhiéu nd lyc dé t8i vu héa quy trinh téi sinh va tao cay khoai lang chuyén gen.
Nhiéu phuvong phdp chuyén gen da duoc nghién ctu si dung & céy khoai lang nhy phuong phép
chuyén gen nho xung dién (Dhir et al., 1998; Lawton et al., 2000; Mitchell et al., 1998a; Okada et
al., 2001), dung sing bén gen (Prakash,Varadarajan, 1992; Yi et al., 2007), chuyén gen nho vi
khudn A. rhizogenes (Otani et al., 1993) , Tuy nhién, nhitng phuong phép nay duoc xem la
khéng hiéu qué vi sy xuét hién thuong xuyén cda nhiing bién di, chuyén gen ma khéng téi sinh,
nding sudt hodc higu qué thap va phy thudce kigu gen (Lowe et al., 1994).

Chuyén gen thong qua A. tumefaciens d& duoc st dyng trong nhiéu lodi thyc vét vi tinh higu
qud, don gidn va 8n dinh cla né (Hansen et al., 1997; Joshi Joshi, 1991; Yu et al., 2007). Chuyén
gen & khoai lang sv dyng A. tumefaciens da duoc thyc hién t nhiéu logi mé cdy khéc nhau
(Cipriani et al., 1999; Gama et al., 1996; Kimura et al., 2001; Luo et al., 2006; Mitchell et al.,
1998b; Mora n et al., 1998; Newell et al., 1995; Otani et al., 1998; Otani et al., 2001,;2003;
Shimada et al., 2006; Song et al., 2004; Wakita et al., 2001; Xing et al., 2008 ; Yu et al., 2007).
Tuy nhién, hdu hét céc két qud thu duoc tan sé chuyén gen con thdp va phy thudc nhiéu vao kigu
gen va chi thanh cdng trén mét vai gidng nhét dinh.

Da ¢ nhiéu nghién cGu trén thé gisi tién hanh nghién cdu chuyén gen vao khodai lang véi nhiéu
nhém gen khéc nhau, trong dé tdp trung chd y&u vao huéng tao céc dong khoai lang chuyén gen
khéng séu va cén trung (Mora'n et al., 1998; Newell et al., 1995), tao cdy khoai lang khang
thudc diét cd (Anwar et al., 2011; Choi et al., 2007; Maria et al., 2009; Yi et al., 2007; Zang et
al., 2009) va khang virus (Okada et al., 2001), céc dong khoai lang cdi thién chét lvong dinh
dudng (Lépez et al. 1996; Wakita et al. 2001 ), tang ham luong tinh bét (Shimada et al., 2006),
chuyén gen lam téng khd néing chéng chiu stress phi sinh hoc (Lim et al., 2007).

Yi va déng téc gid (2007) dé tao duoc céy khoai lang mang gen bar khéng thuéc diét ¢d bdng
phuong phép bdn gen vao callus phdét sinh phai bét ngudn tir nuéi cély dinh sinh truédng (Yi et al.,
2007). Zang va déng tac gid (2009) ciing da tao duoc cdy khoai lang chuyén gen bar nhe ching
vi khuén A tumefaciens EHA105 thong qua nudi cdy huyén phu phdt sinh phéi. Khi phén tich sy 6
mdt cda gen GUS va thyc hign phdn ¢ng PCR thu duoc tan s6 chuyén gen cao 86,5 % cdy chuyén
gen, s6 ban copy la tr 1 d&n 3 (Zang et al., 2009). Tuy nhién, & déy cdc téc gid chua danh gid
duoc tinh khang thusc diét cé cla cdc dong cay chuyén gen.

Yu va déng téc gid (2007) da chuyén gen & gidng khoai lang lpomoea batatas L. cv. Lizixiang
bdng ching vi khudn A. tumefaciens EHA105 va tién hanh nusi cdly huyén phu. Két qud thu duoc
90,37 % cdy chuyén gen, s8 bdn copy cia T-ADN la tr 1 dén 4, 100% céy chuyén gen séng sét
khi tréng trong nha kinh va khi dua ra ngoai déng ruéng, khéng quan sét théy cé sy bién dj vé
hinh th&i cda céc cay ex vitro (Yu et al., 2007).

O Viat Nam, trong nhitng ndm géin day ciing d& c6 mét s& vién nghién ctu ddu nganh nhv Vien
Cdng nghé Sinh hoc - Vién Han 1adm Khoa hoc Céng nghé Viét Nam, Vién Di truyén Néng nghiép
Viét Nam thyc hién céc dé tai, cdc dy dn nghién ciu trén déi tvong khoai lang va ciing da thu
duoc mét s6 két qué budc déu.

Vién Céng nghé Sinh hoc da thyc hién mét s6 dé tai nhu: Phén lap gen va tao céy khoai lang
chuyén gen khéng bo ha (Hop tdc ISAAA, tr 1997 dén nay). Dé tai “Nghién cdu ing dung cong
nghé sinh hoc trong chon tgo gidng khdng séu bénh va cé chét lvong cao & cay khoai lang
(2003)”, dé tai nhénh trong dé tai KC-04-22: “Nghién ctu tng dung céng nghé sinh hoc trong
chon tao gidng khéng séu bénh va cé chdt lvong cao & mét s6 cdy c6 cd” do Vién Di truyén Néng



nghiép chd tri. Mot s8 két qud ndi bat cia dé tai la da phén lap va thiét ké gen diét bo ha & khoai
lang, da chuyén gen va dénh gid cay chuyén gen & phong thi nghiém va nha luéi, hoan thign quy
trinh t&i sinh cdy chuyén gen va dp dung tht nghiém. Nhiing két qué nay phyc vy 8t cho cdc
nghién cGu vé chuyén gen thyc vat néi chung va ddc biét la chuyén gen & khoai lang.

Viéc ing dung ky thuéitnudi cély mé va t& bao thyc vat vao nghién ciu tao gidng sach bénh va tao
gidng khoai lang méi baing chuyén gen sé tao ra trién vong méi trong viéc ting néing suédt cing
nhv dién tich khoai lang tai Viét Nam. D& cé mét s6 nghién cGu vé sy téi sinh in vitro va chuyén
gen cba mét s6 gidng khoai lang Viét Nam (Pham Bich Ngoc et al., 2002) nhung két qué thu duoc
cdn han ché, dac biét la chua tap trung hoan thién hé théng téi sinh cda cée gidng khoai lang dia
phuong ¢ ndng sudt va chét luong 8t

1.5. Phuong phép sang loc va dénh gid cdy chuyén gen

1.5.1 Sang loc cay chuyén gen bdng chét chon loc

Sang loc sau khi chuyén gen bdng chdt chon loc déic higu duoc xem la buéc di dau tign va dac
biét quan trong dé xdc dinh duoc &€ bao mang gen chuyén déng thai givp lam gidm duoc cong
stc cho cdc phan tich tiép theo. Mudn véy can thiét phdi lap duoc méi truong chon loc thich hop
nhdm logi bét céc t& bao khéng mang gen chuyén, déng thai gitr lai duoc hdu hét céc t& bao cé
mang gen chuyén [15].

Dé& chon loc céc 1€ bao mang gen bién nap, trong vector bién nap thuang phdi chéa cdc gen
chon loc nhu: nptll — khdng kanamycine, hyg - khéng hygroycine, str/spc - khéng
streptomycine va spectinomycine, bar —khéng thuéc trr cé PPT (phosphinothricin)...Céc céc
loai vector nay da duoc ing dung va mang lai thanh céng trong viéc chon loc céc € bao mang
gen chuyén & nhiéu d&i tuong cdy tréng nhu céy bong vai, cdy héng, cay thuse 16, 16a...[3], [13],
(211, [26].

Hién nay, v&i muyc tiéu an todn sinh hoc, an toan thyc phdm va than thién véi méi truang, ngudi ta
da dua vao vector chuyén gen cdc gen chi thi chon loc it déc hon nhu pmi mé héa cho enzyme
phosphomanso isomerase, hé théng chon loc si dung dudng mannose. Hé thdng chon loc nay da
mang lai thanh céng trén cac déi tuong nhu tdo, cam quyt, loa ...[28], [30], [37], [50]. Tuy nhién
dén nay trén déi tuong cdy théng véin chua ¢é két qud ndo duoc cong bé.

D& st dung dugc céc chét chon loc nhu khéing sinh, thudc digt cd hay duong trong hé théng chon
loc t& baio chuyén gen cén xéc dinh duoc ngudng néng dé chon loc thich hop véi ting logi t& bao,
md hay lodi cay. Cdc thi nghiém nay cdn tigén hanh truée khi thyc hign chuyén gen vao mét dai
tvong cdy trong ndo dé. Theo Brukhin va céng sy [33], d& cong téc chon loc cé hiéu qué déng
thoi khong tiéu diét cd céc 1€ bao mang gen chuyén thi méi truang chon loc cén thigt lap mot
ngudng néng do thép nhdt cé thé logi bd duoc khodng 90% céc cé the khéng mang gen chuyén.
1.5.2. Phan tich cay chuyén gen gus bang nhuém hod mé t& bao

CHUONG 1. TONG QUAN TAI LIEU

1.1. Giéi thiéu vé khoai lang

1.1.1. Nguén géc va vi tri phén logi

Khoai lang thuéc bé Solanales, ho Convolvulacae, chi Impomoea, lodi Impomoea batatas. Khoai
lang la mét lodii céiy néng nghiép véi céc ré cd lén, chira nhiéu tinh bét, ¢é vi ngot, duoc goi la cd
khoai lang. Khoai lang ¢6 quan hé ho hang xa véi khoai téy (Solanum tuberosum) va quan hé ho
hang rét xa véi khoai m& (mét & lodi trong chi Dioscorea).

Nhiéu nha khoa hoc cho rdng khoai lang duoc thuén héa tir hon 5000 ndm truée va cé ngudn



gbc tr My La Tinh (Hodng Thi Sén, 2002; Nguyén Nghia Thin,Ddng Dinh Sy, 1998). Khoai lang
duoc du nhdp vao Trung Quéc cudi thé ky 16. Do khé ndng thich ¢ng réng va dé nhén gidng
khoai lang da duoc mé réng & chau A, chau Phi, chdu My La Tinh vao thé ky 17 va 18.

N6 ciing duoc biét t6i trude khi sy thdm hiém cda nguoi phuong tdy 16i Polynesia, sau dé né phé
bién sang cdc nuéce & Chéau Au nhu: Tay Ban Nha, B& Dao Nha, chéu A nhy An D, Trung Quéc,
Philippin, Indonesia, Viét Nam.

Khoai lang la cdy lvong thuc quan trong cba ngudi Mayan & Trung My va ngudi Peruvian & cac
vung nGi Andet (Nam My). Khoai lang dugc khdm phé béi Christophe Columbus trong cudc tham
hiém tim ra chdu My nédm 1492. Khoai lang phd bién réng bdng 2 con duong (Bui Huy Dép,
1984):

@ Con dudng 1: Céc nha budn Téy Ban Nha dua khoai lang véio chéu Au. Sau dé dvoc truyén téi
chau Phi, réi vao An D3, phia Tay An (chau A).

@ Con dudng 2: Ngudi Tay Ban Nha mang tr Trung My 16i Philippines. Sau dé, dua tiép tuc dén
Chéu Phi. Khoai lang duoc dua vao Trung Quéc tir Philippin va xuét hién & Fukien nam 1594.
Con dudng khdc vao Trung Quéc la do ngudi Tay Ban Nha dua vao ving Combatfami ném
1674. Mét ngudi Anh dua khoai lang véio Nhéat ném 1615, Khoai lang tiép tuc duoc dua vao
Malaysia va cac nuée Nam A, Déng Nam A. Khoai lang duoc nhép vao Viét Nam theo con
duong tr Phic Kién - Trung Quéc khodng cudi thé ky 16 (Bui Huy Ddap, 1984; Dinh Thé Léc,
1995;1997).

Hién nay, khoai lang duoc phét trign & trén 100 qudc gia nhiét déi va 6n déi @m. O Viet Nam,
khoai lang duoc tréng rét phé bién, truée day chd y&u & cée ving déng bdng dat bai ven song,
hién nay khoai lang dé duoc tréng nhiéu & céc ving déi, trung du tir Bac vaio Nam.

Hinh 1.1. Giéng khoai lang KB1

(http://www.fcri.com.vn/images/c198/33)

1.1.2. Dé&c diém sinh thdi va di truyén

Khoai lang la cdy hai lé mém va la cdy trdng lyc bsi véi s bdi thé 2n = 90, la lodi cay théan théo
dang day leo sdng hdng ném, than mém bo hodc leo, dai 2 - 3 m, cdc ld moc so le hinh tim hay xé
thuy chén vit, céc hoa ¢6 trang hop va kich thuéc trung binh. Hoa mau tim nhat hay tréng, moc
thanh xim it hoa & déu canh hay néch l4. R& cb &n duogc ¢é hinh dang thusn dai va thon, 16p vé
nhdn nhyi c6 mau tr d3, tim, ndu hay tréng. Lép cUi thit c6 mau tir trdng, vang, cam hay tim
(Hoang Thi Sén, 2002; Nguyén Nghia Thin,Ddng Dinh Sy, 1998).

Khoai lang duoc trong tir lau doi & nudc ta, cé phd thich nghi rét réng, nhung t6t nhét la tréng
trén dét pha cat, lvong mua ném khodng 1000 mm, ¢6 khd ndng chiu han, chiu dét xau. Khoai
lang |& cdy giao phén, ngay ngén, khéng ra hoa khi ngay dai qua 13 gie 30 phdt, do dé it khi ra
hoa & nhiing ving ¢6 i d8 6n déi trén 30 dé Béc hay Nam. O ving nhiét déi, né dé ra hoa, ¢6
hat, cé stc séng, nhung thuong chi tréng bang céc doan day goi la hom.

Khoai lang la cdy tréng déic biét c6 thé trong dugc & nhiing noi ¢6 diéu kién canh téc khé khan, dé
trdng, dé cham séc, it ddu tu phén bén, thudc bdo vé thyc vat. Nhiét d6 thich hop trong qué trinh
sinh trudng phdt trién cla cay la tr 15-30 oC,phdt trién t6t nhdt & nhiét dé trung binh khodng 24
oC, d6 am thich hgp tir 60-70%. Khoai lang cé khd néng chiu ddt chua, né sinh trudng binh
thudng & pH=4,5- 8.



Khoai lang dugc coi la cay trong thén thién véi méi trudng vi ddu tu thém canh thap dac biét la
y&u 15 nito, ¢é khd nang sinh trudng nhanh, che phi dét, chéng x6i mon, khoai lang ¢6 khé nang
dac biét trong duoc dudi tén che béng, xen canh véi cdy khdc.Tuy vay, phdi dya vao céc dac
diém sinh trudng phét trién cla céic gidng khoai lang ma chon gidng phu hop véi ting diéu kién
khi héu, ttng mua vy, ting ving dé dat ndng sudt cao nhdt.

1.1.3. Ddc diém hinh thai

Khoai lang la cay lvong thuc &n cd va lay day 1&, trong hang nam. Khoai lang la logi céy thén
thdo dang déy leo, c6 cac l& moc so le hinh tim hay xé thuy chén vit, cdc hoa ¢6 trang hop va kich
thuéc trung binh, hoa trdng, vang hay tim, hinh ph&u. Cd hinh thoi do ré phéng lén, chta tinh bat
va dudng, vd cb mau trdng, vang hay d tim, thit cU trdng, vang hay tim nhat tuy theo gidng. Hoa
khoai lang thudc logi hoa ludng tinh. Qué khoai lang thudc logi qué séc, méi qué cé tir 1-4 hat
mau den, vé day, khé ndy mém. Khoai lang tréng & vung nhiét déi thuong cé than bo, tréng &
vung 6n déi thudng cé dang bui.

1.1.4. Gia tri dinh dudng va gid tri kinh 1 cda céy khoai lang

Gid tri dinh dudng:

Khoai lang chra nhiéu logi chét dinh dudng va vitamin khac nhau: 8 - 29% tinh bét, 7,5% glucose;
khi con tuoi cb chva 1,0 - 2,4% protein, 1,8 - 6,4 % chét béo.Trong tro ¢6 Mn, Ca, Cu, céc vitamin
A, B,C, 4,24% tanin, 1,375% pentosan. Khi da phoi & chd thodng mét, trong cd cé inosit, dextrin,
axit chlorogenic, phytosterol, carotin, adenin, betain, cholin. Déy khoai lang ciing cé chiva adenin,
betain, cholin.

Bang 1.1. Thanh phén va ham luong dinh dudng trong cd khoai lang

Ham luong

Phén trém hodc mg/100g

Protein

1,0-2,4

Chat béo



1,8-6,4

Tinh bot

8,0-29

Glucose

0,5-7,5

buong khu

0,5-7,5

Tro

0,9-1,4

Caroten

4mg/100 g



Thiamin(B1)

0,1 mg/100 g

Vitamin C

259/100 g

Riboflavin

0,06 mg/100 g

Ngoadi ra, trong khoai lang tuoi con cé nhiéu vitamin va mudi khodng. Khi phoi khé rit gén hét
nuéc, gid tri dinh dudng cba cdy khoai lang cdn cao hon. Trong 100g khoai lang khé ¢ 11g
nuéc, 2,2 g protit, 0,5 g lipit, 80g gluxit, 3,6 g xelulaza va cé thé cung cdp cho co thé sdng 342
calo (Dinh Thé Léc, 1995;1997; Nguyén Céng Tan, 2012).

Khoai lang ngdy cang duoc the gi¢i quan tém va duoc coi la céy tréng ddm bdo an ninh lvong
thuc vi cé ham lugng vitamin va dinh dudng cao. Hién nay & chéu Phi, khoai lang dang duoc su
dung nhu mét v khi hru higu dé chéng lai nan thiéu vitamin A va C dang lan réng. Theo CIP
(June, 2000), ngn thiéu vitamin A & chdu Phi d& gdy mu 1oa va thém chi cuép di sinh mang cda
250.000 - 500.000 tré em mdi n&m.

Trén 90% sén phdm khoai lang duoc sén xuét & céc nude dang phét trién. Khodng gén mét nia
s&n phdm khoai lang & chau A duoc s dung lam thie &n gia sic, phan con lai duoc s¢ dung lam
lvong thuc cho ngudi va ché bign. O nhitng nuéc déng déan cu ving nia déng béing cda Tay Phi
cdy khoai lang dugc vi la “ngudi bdo hé cia tré em”. Lich si d& ching minh khoai lang la cay
trong cru déi vao nhirng thoi ky khing hodng cia thé gisi nhu thai ky sau Thé chién thé 2, sau
trdn dong dét tan phé ndm 1990 & Béc Luzon, bao loan néi chién tai Rwanda véi ndm gén day...

Ngay nay, khoai lang ngdy caing tré nén quan trong do nhu céu tiéu thy tinh bét khoai lang & thi

trudng chau A tang cao.
Gid tri kinh té:
Céc gidng khoai lang gidu tinh bét duoc su dung theo céc huéng sau day



- Lam nguyén liéu dé ché& bién céc sdn pham céng nghiép: Tinh bét khoai lang c6 thé ché bign séu
thanh céc sén pham tinh bét bign tinh, céc sdn phdm hod céng, cdc sén phdm lén men thuy phan,
duoc st dung réng réi trong nhiéu nganh céng nghiép thyc pham, dét, gidy, vat liéu xay dung,
cao su nhdn tgo...

- Lam nguyén ligu ly tudng d& sdn xudt thére &n chéin nudi ¢é gid canh tranh cao. Véi cdng nghé
mé&i, khoai lang khé théng qua céng nghé vi sinh dé ché bién thic &@n vi sinh giau dam, c6 ham
lvong protit cao t6i trén 40%, tvong duong ham luong dam trong déu tvong. Nguyén ligu giau
dam hién nay chd y&u dya vao dau tuong va bét cé nhép khdu. N&u st dung thic @n vi sinh giau
dam i khoai lang dé phéi ché véi céc nguyén ligu chét bot khéc thi s& gidm hén nhu cdu nhap
khdu déu tuong va bot cé dét tién, la nhitng mat hang ma Viét Nam khéong cé loi the phét trign
nhu My, Braxin, Achentina va Peru (Nguyén Céng Tan, 2012).

- Lam nguyén liéu d& sdn xudt ethanol sinh hoc c6 gid canh tranh, than thién véi méi truong, gép
phén phét trién néing lugng tdi tao thay thé néng lugng héa thach. Cay khoai lang duoc coi la ey
vua ndng lugng. Higu sudt sdn xudt ethanol sinh hoc tr khoai lang cao hon hédn mia duong, cao
lvong, ngd, sén va khoai tdy. Véi néing sudt khoai lang ¢6 tinh bét dat 70 tdn/ha/vy thi 1 vy
khoai c6 thé sdn xudt 10 tén ethanol/ha, néu 1 ném lam 2 - 3 vu ¢6 thé sén xuét 20 tan- 30 tén
ethanol/ha ndm, tao ra trién vong phét trién ethanol sinh hoc c6 gid canh tranh, khéng tranh chép
lvong thyc cia lodi ngudi. Véi cdng nghé sén xudt ethanol sinh hoc tir khoai lang, théng qua chu
trinh tuén hodan khép kin, khong théi ra doc 18, lai con sén sinh khi CH4 dé phét dién, dem lai loi
ich to lén vé kinh t& gdn v&i bdo vé& méi truong (Bui Huy Dép, 1984; Nguyén Céng Tan, 2012).
Véi cdc cong néing nhu trén, khoai lang dang | mét sdn phém cé thi truong tigu thy khé réng lén.
Khéng chi trong nuée ma con xuédt khdu di nhiéu nuéc trén the gisi. Khoai lang la mét cay trong
hda hen mang lai hiéu qué kinh t&€ cao. Khoai lang déu tu it, bén duoc gid, loi nhuén dem lai cho
ndng dan chéc chdn cao hon hdn nhitng céy tréng ngén ngay khéc & nuéc ta.

1.1.5. Tinh hinh san xuét khoai lang trén thé giéi va Viét Nam

Bdng 1.2. Dién tich, nang sudt, sdn lvong khoai lang nam 2012
(http://gso.gov.vn/default.aspx@tabid=717)

Chi tiéu
Khu vuc

Dién tich (ha)

Néng sudt (hg/ha)

San luvong (tan)



Thé gisi

8087116

127543

103 145 500

Chau Phi

3 506 508

51332

17 999 686

Chau M7

264 230

122786

3244 382



Chau A

4177 239

194139

81 096 554

Chau Au

4054

126687

51359

Chéu Dai Duong

135084

55782

753 520

Hg/ha: hectogam/ha (Thg = 0,1kg = 0,001 tq)



Khoai lang l& cdy lvong thyc cé dia ban phéan bé réng, thich tng véi cac diéu kién nhiéu ving
sinh thai khéc nhau, phén bé réng réi & nhiéu chéu lyc trén thé gisi, dac biét la cac ving nhiét
déi, can nhiét déi va 6n doi.

Hién nay khoai lang d& duoc tréng & trén 100 quéc gia trén thé giéi nhu & chau A (31 nuéc),
chdu Phi (39 nuéc) va chdu My La Tinh (31 nuéc). Theo théng ké cda FAO (2012), t8ng sén luong
thu hoach khoai lang tap trung chd y&u & chau A véi xéip xi 81,1 triéu t&n/ nam, trong dé Trung
Quéc la nudce ¢ t8ng sén luong cao nhat the gidi véi 73,14 triéu tén va néng sudt 21 tén/ha.
Trong khi & chéu Phi sdn lugng la 17,99 triéu tan véi nang suét trung binh tuwogn déi thép la 5,1
tdn/ha, chdu My c6 sén luong la 3,2 triéu tan va néing sudt la 12,28 tén/ha. Dién tich canh tac
khoai lang khéng ngirng tang trong nhitng ném vira qua.

Bang 1.3. Dién tich va sdn lvong khoai lang cba 4 ving sinh thai va cd nuéc

(http:/ /www.fcri.com.vn/images/c198/33)

Chi tieu

Vung

Nam 2009

Né&m 2010

N&m 2011

Dién tich (ha)

Sén lugng
(nghin tén)

Dién tich
(ha)



Sén lugng
(nghin tén)

Dién tich
(ha)

San lvong (nghin tan)

C4 nudc

146,6

1.211,3

150,8

1.318,5

148,5

1.390,6

Déng bdng séng Héng

22,8

195,1



27,0

2470

26,1

2419

Trung du v& mién noi phia Béc

38,1

239,1

38,9

256,3

37,7

251,0

Bc Trung B& va Duyén héi mién Trung

55,4



330,7

53,9

340,6

49,6

313,8

Péng bdng séng Ciu Long

14,2

279,4

14,9

307,1

18,7

410,5

O nuéc ta, khoai lang chiém mét vi tri quan trong trong sén xudt luong thyc, dong thi 3 sau loa

va ngd. Khoai lang la céy lvong thyc dé tréng, déu tu thdp nhung cé tiém ndng, néing suét cao.

T lau, nhén dén ta da cé truyén théng st dyng khoai lang lam lvong thyc thyc phdm va thic @n
gia suc (tvoi hodc phoi khd), ngon va lé sv dung lam rau xanh. Hién nay, do lvong khoai lang



lam lvong thyc cho nguoi gidm, nganh chdn nudi ngdy cang phét trién, nén ngodi nhirng gidng
khoai lang c6 nang sudt cu cao, céc gidng thudéc nhém cé ndng suédt thén ld cao dang duoc ngudi
san xudt quan tém. Nhiing gidng cé ham lvong duong, ham luong protein cao lam nguyén ligu
cho ch& bién (banh keo, chips khoai lang,...) cing dang duoc chi y.

Nhirng nédm gdn ddy, do viéc chuyén déi co cdu céy trong nén dién tich khoai lang & nhiéu ving
bi thu hep lai. Tuy nhién, & nhitng vung dét nghéo dinh dudng, khéng chid déng tudi nuéc, cay
khoai lang véin chigm mét dién tich kha lén. O nhiing viing san xudt loa khé khén, ving dét bac
mau, dét cat ven biénkhoai lang da chiém vi tri ngang hodic cao hon sén xuét l6a, déc biét khoai
lang l& céy tréng hiéu qud nhat khi mua mang bi thiét hai do thién tai, bao lyt viné gép phan dém
bdo an ninh lvong thyc (Bui Huy Dép, 1984; Nguyén Céng Tan, 2012).

Riéng ddi véi ving Béc Trung Bo, khoai lang la cdy tréng chinh trén dét cét ven bién va la cay
trong khong thé thiéu trong co cdu cdy tréng cla ving dét bai, dét phu sa béi dép, & nhiing ving
ven bién khoai lang con la céy ¢ téc dung khai hoang va lam thie &n gia stc quan trong. Trude
déy cé nhiing ndm dién tich khoai lang c& nuéc da dat t6i 450.000 ha.

Dién tich khoai lang cda Viét Nam dy kién &n dinh khodng 188,4 nghin ha nhung s& ting néng
sudt va sén lvong khoai lang bdng céch chon tao va phét trign céc gidng khoai lang 18t ¢6 néng
sudit cU tuoi va ham luong tinh bét cao, xdy dung va hoan thién quy trinh ky thudt canh téc khoai
lang bén vitng va thich hop ving sinh théi, ddm bdo thu nhép cho ngudi dan, nhét la cac hd
nghéo, céc hd ving séu ving xa.

1.1.6. Nguén gen gidng khoai lang Viét Nam

Héu hét nhitng nudc tréng nhiéu khoai lang trén thé gidi déu cé bd suu tdp ngudn gen gidng
khoai lang. Noi luu gitr nguén gen khoai lang [én nhét toan céu la Trung tam Khoai tay Quéc 1
(Centro Internacional de la Papa - CIP) véi t8ng s6 7007 mdu giéng khoai lang duoc duy tri ndm
2005. Trong s6 ndy c6 5920 méu gidng khoai lang tréng (Ipomoea batatas) va 1087 méu giéng
khoai lang lodi hoang dai (Ipomoea trifida va céc lodi Ipomoea khéc). Viéc duy tri nguén gen &
CIP duoc thyc hién trong 8ng nghiém, trén déng rudng, bdo quén bang hat va duoc danh gid theo
tidu chudn qudc té.

Ngudn gen gidng khoai lang Viét Nam chi y&u duoc thu thap, danh gid va bdo t6n tai Trung

tdm Tai nguyén Thyc vét, thude Vién Khoa hoc Néng nghiép Viét Nam véi 528 méu gidng da
duoc tu lidu hod (trong dé c6 344 méu do Trung tam Nghién cdu Thyc nghiém Néng nghiép
Hung Loc chuyén dén), Vién Cay lvong thyuc va Céy thyc phdm (FCRI) ¢6 118 méu gidng, Trung
tdm Nghién cdu Thyc nghiém Néng nghiép Hung Léc hién c6 78 mdu gidng, Trudng Dai Hoc
Néng Lam thanh ph& H6 Chi Minh cé 30 méu giéng.
Ty 1999 - 2006, Trung tam Khoai tdy Quéc t& tai Ha N&i (CIP-Hanoi) va CIP Peru hop tac hé tro
vé kinh phi va vét liéu gidng phuc vy cho céng téc nghién ctu, chon tao gidng va phét trign cay
khoai lang tai Viét nam, céc co quan nghién céu nhu Vién Khoa hoc Ky thuat Néng nghiép Viét
Nam (VASI ¢, nay la VAAS), Vién Cay luong thyc - Cay thyc phém (FCRI) va Truong Dai hoc
Néng nghiép | Ha Nbi da chon tao ra nhiéu gidng cé trién vong theo cdc huéng s dung: Lai tao
theo huéng ham luong chét khé cao; Chon tgo gidng theo huéng nang suét thén | va néng sudt
¢l cao.

Bdng 1.4. Hién trang nguén gen khoai lang tai Viét Nam ném 2009 (Hodang Kim, 2011)



Co quan, dia diém

S8 mdau ban dau

S8 mdu bdo tén

VASI (Ha Nai)

1993-2004

528

FCRI (Hai Duong)

2004

118



1993

HARC (D6ng Nai)

1993

344

/8

1993-2006

12.071 hat lai

UAF(H& Chi Minh)

2006-2009



30

Cdc nha chon tao gidng da chon ra nhiéu gidng méi ¢é trién vong nhu: K1 (S8 59), K2 (S 8), K4
(V15-70), K51, KL5, KL1, KB1, VX-37, HL4, TV1, H12, giéng khoai lang cyc nhanh, gidng khoai
lang 143. Hai giéng khoai lang TV1 va H12 la 2 giéng méi do Vién Khoa hoc Ky thugt Néng
nghiép Viét Nam chon loc ¢6 ndng suét va chdt lugng é@n tuoi cao da dugc B Néng nghiép va
Phdt trién néng thon cong nhan gidng tam thoi nam 2004. Méc du vy, viéc st dyng giéng vao
trong sdn xudt chua nhiéu, ky thuat tham canh con mét s8 khdu van can phdi hodan thién d& dém
bdo cho 2 gidng phdt trién bén virng trong vy Déng va vu He Thu cda cée vung ven dé, Trung du
va Duyén hdi B&c Trung Bb.

O céc finh phia Nam, céc gidng khoai lang hién tréng phé bign la HL518 (Nhat dd), HL491 (Nhat
tim), Murasa kimasari (Nhét tim), Kokey 14 (Nhét vang), HL497 (Nhét cam), HL4, Hodng Long,
Chiém Dau, Trui Sa, Bi D & Lat, Dvong Ngoc, Tau Nghen, Trui Sa (Céan Sa), Khoai Stra, Khoai
Gao.

Nhiing ném gén déy, Truong Dai hoc Nong Lam TP. HS Chi Minh ciing dénh gid va tuyén chon
24 gidng khoai lang khdo nghiém toan céu trong chuong trinh hop téc véi CIP va khéo sdt cac
gidng khoai lang nhiéu déy l&, néing sudt bét cao cho hudng ché bién cén trong chuong trinh hop
téc v&i cdng ty Technova va céng ty Toyota Nhét Ban (Hodang Kim, 2008).

Nhing gidng khoai lang phém chét ngon dang dugc danh gid va tuyén chon trong dé tai “Thu
thép, khdo sét, so sanh va phuc tréing gidng khoai lang tai huyén Xuén Léc tinh Béng Nai 2008-
2010". Bay la néi dung hop téc gitra S& Khoa hoc Céng nghé Béng Nai, Vién Sinh hoc Nhiét déi,
Truong Dai hoc Néng Lam TP. H6 Chi Minh va Phong Néng nghiép Xuén Loc. Két qud buéc déu
c6 HL518, HL491, Kokey 14, HL284, HL536 (CIP 083-14), HL574 (Cao sén), HL585, HL597.

K&t qud nghién cdu khéc lién quan dén viéc déanh gid céc tép doan gidng khoai lang do Vién
Khoa hoc ky thuat néng nghiép Béc Trung Bé chi tri da l&p duoc danh séch 3 tap doan gidng
khoai lang thudc: (1.) Nhém cdc gidng néing sudt cao; (2.) Nhém céc gidng chdt lugng cao va (3.)
Nhém gidng chuyén lam rau xanh. Déy la tién dé tSt dé chung 16i phéi hop lya chon gidng trong
nhém gidng néing sudt va nhém gidng chdt lvong cao nhing déi tugng thich hop cia bo ha dé
nghién cu chuyén gen khang bo ha.

Khdi quét vé gidng khoai lang KB1: Giéng khoai lang KB1 duoc chon loc tr t6 hop lai ty nhién
cUa gidng me Regal cé ngudn géc tr My tr ndm 1993 tai Vién Cay luong thyc. Gidng dugc cong
nhén la gidng quéc gia theo Quyét dinh s6 5310 QD/BNN-KHCN ngay 29 thang 11 ném 2002.
Giéng KB1 c6 déic diém chinh sau:

- Gidng khoai lang KB1 ¢6 dang than nua dirng 1 hinh tim mau xanh nhat, [& non mau tim.

- Giéng khoai lang KB1 cé cU to va khé déng déu, mau vé vang nhat, mau ruét cd trdng nga.

- Nédng sudt cd cé thé dat 15 - 30 tdn/ ha, cao hon Hodng long tir 20 - 40%. Chét lvong cd cda
gidéng khoai lang KB1 tvong duong Hodng long.



Hinh 1.2. Mét 58 gidng khoai lang Viét Nam:
A)KB1:B) Chiém Dau; C)KL5; D) K51

Hinh 1.3.  Hinh thdi cd gidng khoai lang KB1 va Hoding Long
(http://www.fcri.com.vn/images/c198/33)

1.2. Phuong phép nudi cdy mé - t& bao thyc vét
Trong mdy thap ki qua nudi cdly mé & bao thyc vat da phdt trién manh mé & nhiéu quéc gia trén
the gidi (cd & céc nuée phét trién va dang phét trién). Day la cong cy cdn thiét trong nhiéu finh vyc
nghién cu co bén va ¢ng dung cda nganh sinh hoc
1.2.1.Tinh todn néng cla t& bao thyc vét (totipotency)

N&m 1838, Schleiden vai Schwann dua ra hoc thuyét t& bao. Hai khia canh quan trong cda hoc
thuyét t& bao: 1) Ngodi tinh da dang cao cla co thé séng, moi sinh vat déu gom t& bao va 2) moi



1€ bao déu tvong ty vé cdu tric va chic néing.
N&m 1902, Haberlandt - nha thyc vét hoc ngudi Bic la ngudi dé xudng hoc thuyét vé tinh toan
ndng cua t& bdo.

Tinh toan ndng cda thyc vat: M3i t& bao cla bét ky co thé sinh vat ndo déu mang toan bé théng
tin di truyén cda co thé dé va cé khd ndng phét trién thanh co thé hoan chinh khi ggp diéu kién
thuén loi

Tinh todin ndng cda TBTV: la khd ndng cda cia t&€ bao da biét hod (trir mét s6 t&€ bao da biét hod
s&u nhu 8ng mach, mao dén) cé khd néng thé hién todn bé théng tin di truyén va c6 thé phdt trién
thanh cdy hodn chinh trong diéu kién thuan loi gidng nhu chu trinh phét trién cda phai.

Nudi cdy md t& bao thyc vét in vitro d& hinh thanh i vai thap ky truéc ma co sé cda né la gid
thuyét cba nha thyc vét hoc ngudi Dic Haberland (1902): Tét cé céc € bao cia thyc vét déu c6
tinh todn ndng (totipotency), nghia la méi t& bao déu mang todn bé lugng théng tin di truyén cia
co thé. Theo Haberland méi t& bao thyc vét déu cé khd néing phdt trién thanh co thé hoan chinh
khi gap diéu kién thuén loi. Ong chinh la nguai ddu tién dé xuét phuong phdp nuéi cdy mé 1€ bao
thyc vt d€ ching minh tinh toan néing cta t& bao. Ong da tién hanh thi nghiém véi céc t& bao mé
mém, t& bdo biéu bi, tigc rang da thét bai do ching khéng thé phan chia duoc.

N&m 1922, Kotte vai Robbins 18p lai céc thi nghiém cia Haberland va da thanh céng nuéi duoc
dinh sinh trudng tach tir ddu ré cda cay ngd, ddu Ha lan tao ra hé ré nhd cé cé ré phy trong 12
ngdy trén méi trudng ldng c6 chiva duong glucozo, musi khodng. Ong da ching minh higu qué
cda dich chiét ném men cho sinh trudng va sy cén thiét cda céc vitamin.

1.2.2. Céc giai doan phdt trién cla phuong phép nudi cdy mé t& bao

a) Pha phét trién sinh i

Na&m 1934, White nudi cdly thanh céng déu ré ca chua trong mét thai gian dai trén méi trudng
ldng c6 chéra mudi khodng, duong glucose va nuéc chiét ndm men. Gautheret da thanh céng
frong nudi cdly md tugng tang va tim duoc méi trudng thich hop.

- Khém phé ra vai trd thic ddy cda hang loat céc vitamin nhém B ( B1- Thiamin HC; B6- Pirydoxin
HCl, axit nicotinic — B3).

- Went va Thimann tim ra duoc chat KTST dau tién la 1AA. Sau d6, Miller vai Skoog trong khi nuéi
cdy md 13i cdy thuse lé da xdc dinh dugc vai tro cda kinetin trong sy kich thich phét trigén mé.

- 1939, Gautheret va Nobercourt da duy tri duoc sinh trudng cda mé seo cd rét trong mét thoi
gian dai. Nam 1941, Van Overbeck d& chirng minh téc dyng t8t cia nuéc dra trong nuéi cély céy
ho ca. N&m 1952, Steward va Milles xdc dinh tam quan trong cla nuéc dira trong nudi cdy méd
seo va phdt sinh phdi & ca rét. Cing trong khodng thai gian nay (1950), nhiéu chdt KTST nhém
auxin duoc nghién ctu va tdng hop thanh cong: 2,4D, NAA. Ném 1954, Skoog da phét hién ra
kinetin- ¢4 trong ché& pham thuy phén ticnh dich cé ¢6 tac dung kich thich sy phan beo.

Viéc phét hién ra céc chat KTST cung véi cdc logi vitamin va nuéc dira la nhitng nhirng buéc tién
6 y nghia trong giai doan 2 cba phuong phép nuéi cdly mé & bao thyc vét.

Nam 1957, Skoog va Miller da chirng minh sy biét hod cia ré, chdi trong nudi cdy mé tuy cdy
thudc & phy thuéc vao néng dé tvong déi cia auxin/cytokinin. Thanh céng nay ¢6 y nghia vé
cung quan trong dan dén nhiéu phdt hién quan trong la tién dé cho giai doan phdt trién tigp theo
cUa nudi cdy md 1€ bdo thyc vat.

Trong giai dogn méi tr nédm 1960 tré lai ddy, cing véi viéc nudi cdy mé t&€ bao don, 1 bao trén
(protoplast), ky thudt nusi cdy bao phdn, hat phdn duoc phét trién manh
- 1960, Morel d& nusi céy dinh sinh trudng phong lan va tao duoc céc protocorm, va céc



protocorm ndy trong cdc diéu kién nhdt dinh c6 thé phdt trién thanh cay lan hoan chinh va sach
bénh.

- 1960, Cooking da thu duoc cdc t& bao tran dung cho nuéi cdly mé t& bao thyc vat x& |i bang
enzyme xenllulaza

- 1966, Guha va cs da tao duoc cdy don béi tr nudi cdy toi phén céy ca déc duoc (Datura
inoxia). 1967, Borgin va Nitsch ciing déa thanh céng & cay thuéc lé

Viéc tao céy don bdi thanh céng & nhiéu loai thyc vét théng qua nuéi cdly bao phdn va hat phén
da déng gép rét lén cho nghién ctu di truyén va lai tao gidng.

T 1970 tré di, céic nha khoa hoc da rét chd y vao trién vong cia ky thuat nudi cdy protoplast khi
Takebe va cs (1971) tao dugc céy hoan chinh dau tién tr protoplast.

b) Giai doan phét trién di truyén

Melcher va cs da lai tao thanh céng protoplast cia ca chua va protoplast khoai tay, mé ra mét
rién vong méi trong lai xa & thyc vét.

Ngodi ra, trong nhirng diéu kién nhét dinh, protoplast c6 khé néing hép thu céc phén to lon, céc
co quan tu tr bén ngodi, do dé ching la déi tuong li tudng cho céc nghién ciu di truyén thyc vét.
c) Giai doan pht trién chuyén gen

Na&m 1985, Horsch va cs da chuyén gen vao thyc vat bang Agrobacterium tumerfaciens va tao
cay chuyén gen ddu tién. Ném 1986, 1dn ddu tién tai phdp va Mi céy thudc lé chuyén gen
khéngthuéc diét cd di ra tréng th nghiém trén déng rudng. Dién tich cay trong chuyén gen khong
nglrng tang lén trén toan cdu. Nam 1996, dién tich cay tréng chuyén gen trén toan cdu méi chi la
1,7 triéu ha, dén ndm 1997 con s6 nay da la 11 triéu ha. Nam 2001 con s& nay da 1én dén 44
trigu ha v ném 2004 dién tich cdy trdng chuyén gen toan cdu da lén dén 81 triéu ha. Dén ném
2010, con s& nay da lén dén 148 triéu ha (James, 2010)

1.2.3. Cac yéu 16 dnh huéng dén nudi cdly mé 1 bao thyc vat

1.2.3.1.Anh hudng cia méi trudng nudi cdy

Nghién céu vé méi trudng nudi cdy gitr mét vi tri quan trong trong lich st phdt trién cda nudi cdy
md — t& bdo. Co s& cho viée xéy dung céc méi trudng nudi cdy la viée xem xét cdc thanh phén can
cho sy sinh trudng va phdt trién cla cdy. Da cé rdt nhiéu logi méi truong duoc nghién ctu phu
hop cho viéc nudi cdy ting lodi, trng bd phén va tuy theo muc dich nudi cdy. Cho dén nay ¢é
hang trdm loai méi truong dinh dudng da duoc xdy dung va thy nghiém 6 két qud. Hau hét céc
logi méi truong déu bao gém nhiing thanh phén chinh sau:

Thanh phén khodng

Cdc nguyén t8 khodng dung trong méi truong dinh dudng nudi cdly mé — t& bao thyc vét duoc
chia thanh hai nhém theo ham lvong si dung: nhém da lvong va nhém vi lugng.

- Nhém da lvgng: gém céc nguyén 16 nhu Nito, lvu huynh, photpho, magié, canxi. Ching dac
biét can thiét dai véi qué trinh sinh trudng va trao ddi chét cia 1 bao.

- Nhém vi luong gém cdc nguyén 8 nhu sét, mangan, bo, molypden... la nhém nguyén 6 duoc
sU dyng v&i ndng db rét nhd nhung lai khong thé thigu ddi véi sy phdt trién ca mé — 18 bao (Lé
Tran Binh et al., 1997).

Nguén cacbon



Phén lé6n mé va t& bao thyc vét nudi cdy in vitro séng theo phuong thie di dudng vi vay viéc dua
vaio mdi trudng nudi cdly nguén cacbon hiu co la diéu bat budc. Nguén cacbon théng dung hién
nay l& sucrose. Nong dé thich hop la 2-3% song ciing con phy thudc vaio myc dich nuéi cay ma
thay d&i. Ngodi ra con ¢é thé si dung mét sé nguén cacbon khéc nhu glucose, maltose, fructose. ..
Céc loai ruou nhy glycerin cing duoc t& bao st dung. Manitol hodic sorbitol con cé thé duoc st
dung trong nudi cdy huyén phi va nusi cdly protoplast véi chire ndng la chét n dinh ép sudt tham
thau (Lé Tran Binh et al., 1997).

Vitamin

Mdic du 18t cd céc loai mé va t& bao thyc vét nudi cdy in vitro cé khd ndng ty tdng hop duoc hdu
hét céc logi vitamin, nhung thuong khéng du vé lvong, do dé phdi bé sung thém tir bén ngoai
vdo, ddc biét la céc vitamin thuéc nhém B nhu: B1, B3, B5, B6, meso-inosit... rat can thiét cho céc
phdn dng sinh héa

@ Cdc chat diéu hoa sinh trudng thyc vét

Trong méi trudng nudi cdy méd — 1 bao thyc vat thanh phan phy gia quan trong nhét quyét dinh
két qud nudi cdy la céc chét diéu khién sinh trudng, thude céc nhém sau:

- Auxin (L& Trdn Binh et al., 1997; Nguyén Dtc Thanh, 2000)

Cé 4 logi auxin thudng duoc st dung la: Indole acetic acid (IAA), Naphthylacetic acid (NAA),
2,4-Dichlorphenoxyacetic acid (2,4-D), Indol butyric acid (IBA). Ching chd yéu ¢é téc dung kich
thich sinh trudng cda t& bao nhung cing lam phén bao.

- Cytokinin

L& nhém cdc phytohormone dén xuét cda adenin. Cytokinin lién quan chét ché véi phan bao, duy
tri sy tré héa cla céc co quan, lam gidm hién tvong vu thé ngon, kich thich sy phan héa chéi tr
md seo nudi cdy. Céc loai cytokinin thudng dung trong méi trudng nudi cdy la kinetin, 6-
Benzylaminopurin (BAP). Ngodi ra con cé Zeatin nhung né it duoc st dung trong nuéi cdly vi gid
thanh qué dét (L& Trdn Binh et al., 1997; Nguyén Déc Thanh, 2000).

- Gibberellic acid

T6i nay da phat hién duoc trén 60 logi thude nhém gibberellic acid. Logi théng dung nhét trong
nudi cdy mé la GA3. Trong co thé thyc vét, gibberellin déng vai tro quan trong déi véi nhiéu qué
trinh sinh ly nhu: Sinh |i ngd nght cda hat var chdi, phét trién cda hoa, lam tang sinh trudng chiéu
dai cta thyc vét.

- Abscisic acid

Abscisic acid (ABA) thudc nhém cdc chét e ché sinh trudng. ABA cé tac dung tang cudng kha
nang chéng chiu cda t&€ bao thyc vét déi véi diéu kién ngogi cénh bét loi, vi viy ABA duoc dua
vao mdi trudng tdi sinh cdy va mang lai hiéu qua nhét dinh (Duong Tan Nhyt, 2011; Vi Véan Vu,
2001).

Céc hén hop chét ty nhién

Sy b8 sung thém mét s8 cac hdn hop dinh dudng ty nhién nhu: nuéc dira, dich chigt mém loa mi,
dich chiét ndm men, dich thdy phén casein...vao méi truong nudi cdy nhdm téng cuong sy sinh



trudng va phdt trién cia mé nudi cdy.
Chat dén- thach (Agar)

Agar l& thanh phéan quyét dinh trang théi vét i cda méi truong. Ham luong agar dung trong nuéi
cély dao déng 0,6 — 1,0 % theo khéi lugng. Tuy nhién con tuy thudc vao ting déi tuong nudi céy
ma su dung cho phu hop (L& Trdn Binh et al., 1997; L& Tran Binh,Quyén Dinh Thi, 2009).

Nudc

Nuéc la thanh phén quan trong trong méi truong nudi cdy. Nudc pha méi trudng nudi cdy
thuong la logi nuéc cat 2 lan (L& Tran Binh,Quyén Dinh Thi, 2009).

D& pH cua méi truong

D6 pH cia méi truong dinh dudng dnh hudng tryc tiép t6i qua trinh thu nhén céc chét dinh dudng
tr mdi trudng vao t& bao. D6 pH méi trudng thuong duoc diéu chinh tir 5,5 - 6,0 trudc khi khy
trung. Nhin chung néu d6 pH cao hon 6,0 s& lam méi trudng bi cing va néu thdp hon 5,0 thiagar
khé dong (Lé Tran Binh et al., 1997; Nguyén D&c Thanh, 2000; VG Vén Vy, 2001).

1.2.3.2. Anh hudng cia diéu kién nusi cdy

Nhiét do

Yéu cdu vé nhiét d cho sinh trudng va phdt trién & cdc lodi la khdng nhu nhau. Tuy nhién trong
thyc t& phong thi nghiém nhiét d6 thuong duoc duy tri trong khodng tr 25 — 280C (VU Van Vy,
2001).

Anh séng

Anh séng c6 dnh hudng manh t6i qué trinh phdt sinh hinh théi cda mé nuéi cdy, bao gém cueng
da, chu ki va thanh phén quang phé dnh sang. Cuong dé énh séng duoc dung phd bién cho nuéi
cdy nhiéu logi mé la tr 1000-2500 lux. Véi cudng dd anh sang [én hon thi sinh trudng cia chéi
cham lai nhung s& thic day qud trinh tao ré. Sy thu nhan dnh sdng cda chéi in vitro phy thuéc vao
buéc séng énh sdng va chét lugng binh nuéi céy (Vo Van Vy, 2001).

1.3. Phuong phép chuyén gen thong qua Agrobacterium tumefaciens

Chuyén gen bdng théng qua Agrobacterium la phuong phdp chuyén gen gidn tigp hiru hiéu ddu
tin dung dé chuyén gen & thyc vat. Phuong phép nay dung Ti - plasmid cla Agrobacterium
tumefaciens lam vecto dua ADN vao t& bao. Day la phvong phdp chuyén gen 1 ra ¢6 hiéu qué
hon hén céc phuong phép chuyén gen tryc tiép va gian tiép khéc do dé s dyng, it t8n kém, higu
qud chuyén gen cao ma s8 luong bén copy di vao hé gen it, thuong chi cé mét ban sao tao thudn
loi cho viéc phan tich cay chuyén gen va khéng gay tn thuong t& bao(Anwar et al., 2011; Trén
Quéc Dung et al., 2006).

Méac du hé théng chuyén gen gidn tiép nho Agrobacterium la cé higu qué ddi véi mét s6 lodii
nhung khéng phai tét cd thuc vat cé thé duoc bign nap bdng con duong nay. Déc biét, lép mét la



mam bao gém cdc céy ngl cSc chinh trén thé gisi nhu 16a, 16a miva ngd la khéng duoc bién nap
dé& dang nho A tumefaciens.Phuong phép chuyén gen gidn tiép thong qua Agrobacterium thuong
duoc dung cho cdc logi cdy hai lé mém vi Agrobacterium mén cédm véi nhiing logi céy nay (L&
Trdn Binh et al., 1997; Nguyén Dic Thanh, 2003).

1.3.1.Co so khoa hoc cia phuvong phdp chuyén gen bdng Agrobacterium tumefaciens
Ching A. tumefaciens duoc st dung phé bién trong nghién cu chuyén gen & thyc vat. Theo co
ché ty nhién, lodi nay c6 khd néing xam nhiém qua vét thuong cda hdu hét cdc lodi thyc vét hai lé
mam va mdt s8 it cac lodi thuc vat mét [& mém, két quéd la gay ra nhitng khéi u hay hinh thanh
long to & ré. V& sau, ngudi ta xdc dinh duoc rdng trong t& bao cla cdc dang hoang dai A.
tumefaciens c6 chira mét logi plasmid ddc biét goi la Ti - plasmid (Tumor - inducing plasmid) chia
mot doan DNA (Transferred - DNA) ¢6 thé chuyén sang 18 bao chi theo co ché ty nhién. Do dé,
Agrobacterium |a mét hé thdng chuyén gen ty nhién (L& Trdn Binh 2008; Trdn Quéc Dung et al.,
2006).

Céc Ti plasmid cia Agrobacterium la céc phén t& ADN soi kép, mach vong cé kich thuéc khodng
200 kb gém bén ving A, B, C, D. Vung A hay con goi la T- ADN (transferred ADN) ¢6 kich thuéc
tr 10 kb dén 20 kb, luén duoc chuyén sang t& bao thyc vat. Né ¢é chia hai hé gen: (1) Hé gen
gdy khai u onc (oncogenic), né chra it nhat ba gen chiu tréch nhiém tdng hop céc phytohoocmon
la auxin (laaM, laaH) va cytokinin (iptz), cdm &ng sy phén chia & bao lién tyc tao mé seo (khéi u)
cUa cdc 1 bao bi nhiém ciing nhu dnh hudng sang céc 1 bao lén céin; (2) H& gen md hod cho céc
enzyme diéu khién sy sinh t8ng hop céc axit amin goi la opine. Hai logi enzyme duoc nghién ctu
ki nhét la octopine synthase va nopaline synthase (Lé Trén Binh et al., 1997; Nguyén Dc Thanh,
2003).

Vung D la viing déc (virulence region) chva cdc gen vir, gil vai trd quan frong trong viéc chuyén T
- ADN vdo hé gen cia t&€ bao thyc vét. N6 16n khodng 40 kb va bao gém 6 operon (vir A, vir B, vir
C, vir D, vir E, vir G). Céc gen vir trong Agrobacterium dugc khéi déng nhe cac chét hod hoc do
cdc t& bao thyc vt bi thuong t6n tiét ra. Hoat déng cda ving vir déng vai trd 1én trong vige chuyén
T- ADN sang t& bao thyc véat. Sau sy hoat hod cdc gen vir, nhén 16 T-ADN s& duoc cét khdi
plasmid.

LB va1 RB l& cdc yéu 18 cdn thigt dinh huéng cho sy chuyén ADN va lién quan dén sy cét T- ADN
khdi plasmid. Céc nghién ctu cho thdy khi cat bd 25 bp bén tréi vung I&p lai thi it dnh hudng dén
khd nang géy u nhung khi cét bd ving bén thi sy hinh thanh khdi u bi dnh hudng. Khi doan cét
han ché& chira ving bién phdi hogic doan 25 bp l&p lai dugc gdn lai vao viung bién phdi thi sy hinh
thanh khai u dugc khéi phyc. Ngodi ra néu doan 25 bp duoc gén nguoc so véi chiéu ty nhién clia
Ti plasmid thi hiéu qué chuyé&n nap bi gidm di rdt nhiéu. Céc két qua nay cho théy T- ADN duoc
chuyén theo chiéu tr phdi sang trdi va duoc xde dinh béi chiéu dai cda ving lép lai.

Dé& chuyén nap céc gen ngoai lai vao t& bao thyc vat bang Agrobacterium tumerfaciens can phdi
c6 hé thdng céc vecto hivu higu. Hién ¢ hai hé théng vecto duoc phdt trién dé la hé théng vecto

lién hop (co-integration) va hé théng vecto nhi thé (binary). V& nguyén tdc nguai ta logi bé vung T-
ADN gay khéi u va thay thé vao dé la céc gen trdi chi thi chon loc - thuong la céc gen khang
khang sinh hodic céc gen khang chét diét ¢d, cudi cung la gén doan gen cén bién nap cung véi
doan diéu khign phu hop (promoter). Nhitng phét hién nay cé y nghia rét quan trong cho sy ra
doi cda phuong phdp chuyén gen vao thyc vat nhd vi khudn A. tumefaciens (Nguyé&n Dic Thanh,
2003; Ziemienowicz, 2001).



Hinh 1.4. Phuong phép chuyén gen thong qua A. Tumerfaciens

1.3.2. Mét 58 yéu t6 dnh hudng dén qué trinh chuyén gen nho Agrobacterium
Hé théng nudi cdy

Xay dung mét hé théng nudi cdy va téi sinh cdy hoan chinh la tién dé quan trong cho thi nghiém
chuyén gen. D3i véi mdi lodi thyc vat, nhét thigt phdi nghién ctu 18i vu ky thugt nudi cdy thich
hop. Sau day la nhitng hé thdng nusi cdy da duoc sv dung (Lé Trdn Binh et al., 1997; Nguyén
Dac Thanh, 2000) :

Nubdi cdly mé seo: Mé seo la khéi cdc 1€ bdo mdé mém cé mic dd cdu tric di truyén thdp, chua
phén héa, phan chia mét céch hdn loan va ¢é tinh bigén déng di truyén cao. M6 seo thu duoc bdng
nudi cdy in vitro t cdc phdn non cla céc co quan cba thyc vét nhy than, ré, 1é, hoa.trong méi
truong chia chét diéu hoa sinh trudng nhém auxin va diéu kién nui cdy thich hop. Mé seo c6 thé
duoc duy trilién tyc trén méi truomg nusi cdy bang céch cdly chuyén dinh ki.

Nudi cdy & bao huyén phu: Nuéi cdy & bao huyén phu la ki thuét nuéi cdy t& bao don hodic cym
nhd t& bao trong méi truong [dng. Céc t& bdo nay ciing duoc tao ra tr md seo cé ngudn géc tr
than, ré, 14, hoa, phéi...Tuy nhién tré ngai lén nhét cda phuong phép nay cén thei gian nusi cdy
dai va &nh hudng tryc tiép téi kha naing tdi sinh cdy.

Nudi cdy t& bao tran: T& bao thyc vét bi phé bd toan bé [ép vé bao boc chi con lai khéi nguyén
sinh chéat duoc bao boc bdi mang nguyén sinh duoc goi la # bao tran. Céc € bao tran sau khi
duoc nudi cdy trén méi truong thich hop thi tdi tao thanh t& bao, phét trign thanh khdi mé seo va
hinh thanh céy hoan chinh. Ung dung c6 y nghia nhét & phuong phdp nay la tao céy soma, tao
cay lai t& bao chdt théng qua dung hop protoplast va tng dung dé bign nap gen.

Céc yéu t8 anh hudng khac

Ph& vat chd cia Agrobacterium da duoc xéc dinh la rét réng song hiéu qud bién nap gen lai
khéng gidng nhau & céc cay chd khéc nhau. O cay hai ld mém c6 tén suét chuyén nap gen cao
hon nhiéu so v&i cay mét Ia mém (Lé Tran Binh et al., 1997; Nguyén Déc Thanh, 2003).

Hiéu quéd bién nap gen théng qua Agrobacterium & thyc vét phy thudc véio mét s& yéu 16 nhu tién

xt ly mé thyc vét, ngudn vét liéu gay nhiém, néng do vi khuan, thoi gian nudi nhiém va ddc biét la
khd ndng tdi sinh cba thyc vat sau bign nap. Vivay, trong thi nghiém chuyén gen, viéc déu tién la
tim vt liéu thich hop va nghién ctu xéy dyng hé thdng nudi cdy t6i vu dé néing cao hé & tdi sinh
céy [én cao nhét.
Qua nghién ctu xdy dyng hé théng nudi cdy t8i vu va tim nguyén liéu thich hop Prakash va
Varadarajan da phét hién mé seo t mdnh lé va cudng lé la vat ligu phu hop nhét dé chuyén gen
théng qua Agrobacterium so véi cdc logi mé khéc nhu théan, dinh sinh truéng, déu ré
(Prakash,Varadarajan, 1992).

1.4. Tinh hinh nghién cdu nusi cdy mé va chuyén gen & khoai lang
1.4.1.Tinh hinh nghién cGu nudi cdy mé va téi sinh céy khoai lang
Nhiéu nghién cdu cho thdy khoai lang la mét trong nhiing déi tuong rét khé xay dung hé théng tai
sinh cdy in vitro va chuy&n gen. Trong nhiéu ndm qua da cé nhiéu nghién cGu trén thé gisi tap
trung vao viéc tim ra méi trudng nudi cdy cing nhu phuong thic téi sinh pht hop & cac gidng
khoai lang khéc nhau.

Theo cdc két qud nghién ctu da cdng bs, méi truong nusi cdy mé khoai lang duoc st dung phd
bién la méi truang MS (Murashige,Skoog, 1962), cé bé sung thém céc chét diéu hoa sinh trudng
khdc nhau nhu 2,4-D, kinetin, BAP...Mét & tdc gid da sv dung céng thic méi trudng nudi cdly mé



khoai lang gém 2 giai doan: Giai doan ddu nudi cdy bs sung auxin, giai doan 2 bd sung
cytokinin & zeatin hodic TDZ cho hiéu qud tdi sinh t6t (Dessai et al., 1995; Gosukonda et al.,
1995). Theo Dessai va ddng tac gid (1995), cédc manh 1a cda khoai lang duoc cdy trén méi truong
bé sung 2,4-D 0,2 mg/| trong 3 ngdy sau dé duoc chuyén sang méi truong bé sung riboside
zeatin 0,2 mg/| cho higéu quad tdi sinh t8t & ki€u gen PI 318846 — 3 (Dessai et al., 1995).
Gosukoda va déng téc gid (1995) thu duoc 1 1& tai sinh chdi dat 78,25% trong vong 28 ngady trén
mdi truong bd sung thidiazuron 0,2 mg/I. S& dung riboside zeatin, va kinetin cho két qué tan s&
ti sinh thép & kigu gen nghién céu. M&u cdy tir Id ngon cho tan sé téi sinh cao hon so véi nhiing
mdu |8y tr cac phdn co ban khac cda chéi. Mdnh mé 16 cho tén s tdi sinh thdp hon so véi cudng
la. Céc cay khoai lang tdi sinh bdng céch s dung thidiazuron Ién manh va tao ré dé dang khi
chuyén ra nha kinh (Gosukonda et al., 1995).

Phuong thic téi sinh cdy in vitro c6 thé théng qua sy phét sinh co quan tir ménh 16 (Dessai et al.,
1995; El Abidine Triqui et al., 2008; Gosukonda et al., 1995) va cudng 4, dét thén (Belarmino et
al., 1994; Gosukonda et al., 1995), théng qua da chéi tr mé seo (Anwar et al., 2011), phét sinh
phdi soma tr ménh 14, cudng 14 (Zheng et al., 1996), hogc tr 1€ bao nudi cdly huyén phu gen (Xing
et al., 2008 ; Yang et al., 2011; Yu et al., 2007) d& dvoc phét trién va Gng dung tao céy khoai
lang chuyén.

Garcia dd nghién cdu &nh hudng cda 151 18 hop céc chét diéu hoa sinh trudng dén higu qua tdi
sinh cdy va chuyén gen cla gidng khoai lang Jewel bao gém IAA ( 0 - 2,0 mg/l), NAA (0,1 - 2,0
mg/l), zeatin riboside (0,11-1,0 mg/l), kinetin (0,1- 2,0 mg/I), BAP (0,25 - 3,0 mg),
paclobutranol tr 0,1- 2,0 mg/I (Garcia et al., 2000). Céy khoai lang Jewel chuyén gen én dinh
thu duoc sau 6 dén 10 tuén sau khi nhiém véi A. tumefaciens EHA105 va téi sinh co quan tr mé
seo cUa cudng la. Tan s& chuyén gen thu duogc trén méi truong tdi sinh bd sung 4FA
(lourophenoxylacetic acid) la 20%, méi truang tdi sinh bé sung zeatin la 10%, méi truong bé sung
IAA la 4%. Diéu nay cho thdy, b sung ty & auxin/cytokinin pht hop cé thé cdi thién sy tdi sinh
cba md seo chuyén gen (Luo et al., 2006).

Theo Gonzalez va déng tac gid (2008), méi trudng phu hop cho téi sinh cdy khoai lang Jewel
CE va MSA 78354 chuyén gen nho A. tumefaciens la méi truong MS ¢6 bs sung 1AA 0,5 mg/I
sau bén tuan nudi cdy (RF = 2,02), méi trudng pho hop cho tdi sinh gidng khoai lang
CEMSA78354 la MS bé sung paclobutazol va 1,0 mg/I NAA (RF = 0,98) (Gonzalez et al., 2008).
1.4.2.Tinh hinh nghién céu chuyén gen khoai lang

Nhing két qué nghién ctu vé t8i uvu quy trinh nudi cdy mé khoai lang chinh la tién dé dé
&ng dung cdng nghé chuyén gen vao khoai lang.Trong mét vai ném gén déy, céc nha khoa hoc
trén thé gidi da cé nhiéu nd lyc dé t8i vu héa quy trinh téi sinh va tao cay khoai lang chuyén gen.
Nhiéu phuvong phdp chuyén gen da duoc nghién ctu s dung & céy khoai lang nhy phuong phép
chuyén gen nho xung dién (Dhir et al., 1998; Lawton et al., 2000; Mitchell et al., 1998a; Okada et
al., 2001), dung stng bén gen (Prakash,Varadarajan, 1992; Yi et al., 2007), chuyén gen nho vi
khudn A. rhizogenes (Otani et al., 1993) , Tuy nhién, nhitng phuong phép nay duoc xem la
khéng hiéu qué vi sy xuét hién thuong xuyén cda nhiing bién di, chuyén gen ma khéng téi sinh,
nding sudt hodc higu qué thap va phy thudce kigu gen (Lowe et al., 1994).

Chuyén gen thong qua A. tumefaciens d& duoc st dyng trong nhiéu lodi thyc vét vi tinh higu
qud, don gidn va 8n dinh cla né (Hansen et al., 1997; Joshi,Joshi, 1991; Yu et al., 2007). Chuyén
gen & khoai lang sv dyng A. tumefaciens da duoc thyc hién t nhiéu logi mé cdy khéc nhau
(Cipriani et al., 1999; Gama et al., 1996; Kimura et al., 2001; Luo et al., 2006; Mitchell et al.,



1998b; Mora n et al., 1998; Newell et al., 1995; Otani et al., 1998; Otani et al., 2001,;2003;
Shimada et al., 2006; Song et al., 2004; Wakita et al., 2001; Xing et al., 2008 ; Yu et al., 2007).
Tuy nhién, hdu hét céc két qud thu duoc tan sé chuyén gen con thdp va phy thudc nhiéu vao kigu
gen va chi thanh cdng trén mét vai giéng nhét dinh.

Da ¢ nhiéu nghién cGu trén thé gisi tién hanh nghién cdu chuyén gen vao khodai lang véi nhiéu
nhém gen khéc nhau, trong dé tdp trung chd y&u vao huéng tao céc dong khoai lang chuyén gen
khéng séu va cén trung (Mora'n et al., 1998; Newell et al., 1995), tao cdy khoai lang khang
thudc diét cd (Anwar et al., 2011; Choi et al., 2007; Maria et al., 2009; Yi et al., 2007; Zang et
al., 2009) va khang virus (Okada et al., 2001), céc dong khoai lang cdi thién chét lvong dinh
dudng (Lépez et al. 1996; Wakita et al. 2001 ), tang ham lugng tinh bét (Shimada et al., 2006),
chuyén gen lam téng khd néing chéng chiu stress phi sinh hoc (Lim et al., 2007).

Yi va déng téc gid (2007) dé tao duoc céy khoai lang mang gen bar khéng thuée diét ¢d bdng
phuong phép bdn gen vao callus phét sinh phai bét ngudn tir nuéi cély dinh sinh truédng (Yiet al.,
2007). Zang va déng tac gid (2009) ciing da tao duoc cdy khoai lang chuyén gen bar nhe ching
vi khudn A tumefaciens EHA105 thong qua nudi cdy huyén phu phdt sinh phéi. Khi phén tich sy 6
mdt cia gen GUS va thyc hién phdn ¢ng PCR thu duoc tan s6 chuyén gen cao 86,5 % cdy chuyén
gen, s6 ban copy la tr 1 d&n 3 (Zang et al., 2009). Tuy nhién, & déy cdc téc gid chua dénh gia
duoc tinh khang thusc diét cé cla cdc dong cay chuyén gen.

Yu va déng téc gid (2007) da chuyén gen & gidng khoai lang lpomoea batatas L. cv. Lizixiang
bdng ching vi khudn A. tumefaciens EHA105 va tién hanh nusi cdly huyén phu. Két qud thu duoc
90,37 % cdy chuyén gen, s8 bdn copy cia T-ADN la tr 1 dén 4, 100% céy chuyé&n gen séng sét
khi tréng trong nha kinh va khi dua ra ngodi déng rudng, khéng quan sét théy cé sy bién dj vé
hinh th&i cda céc cay ex vitro (Yu et al., 2007).

O Viat Nam, trong nhitng ndm géin déy ciing d& c6 mét s& vién nghién ctu ddu nganh nhu Vien
Céng nghé Sinh hoc - Vién Han 1édm Khoa hoc Céng nghé Viét Nam, Vién Di truyén Néng nghiép
Viét Nam thyc hién céc dé tai, cdc dy dn nghién ciu trén déi tvong khoai lang va ciing da thu
duoc mét s6 két qué budc déu.

Vién Céng nghé Sinh hoc da thyc hién mét s6 dé tai nhu: Phén lap gen va tao cdy khoai lang
chuyén gen khéng bo ha (Hop tdc ISAAA, tr 1997 dén nay). Dé tai “Nghién cu ing dung cong
nghé sinh hoc trong chon tgo gidng khdng séu bénh va cé chét lvong cao & cay khoai lang
(2003)”, dé tai nhénh trong dé tai KC-04-22: “Nghién ctu tng dung céng nghé sinh hoc trong
chon tao gidng khéng séu bénh va cé chét lvong cao & mét s6 céy c6 cd” do Vién Di truyén Néng
nghiép chd tri. Mot s8 két qud ndi bat cia dé tai la da phan lap va thiét ké gen diét bo ha & khoai
lang, da chuyén gen va dénh gid cay chuyén gen & phong thi nghiém va nha luéi, hoan thign quy
trinh téi sinh cdy chuyén gen va dp dung tht nghiém. Nhiing két qué nay phyc vy 8t cho cdc
nghién cGu vé chuyén gen thyc vat néi chung va ddc biét la chuyén gen & khoai lang.

Viéc ing dung ky thuéitnudi cély mé va t& bao thyc vat vao nghién ciu tao gidng sach bénh va tao
gidng khoai lang méi bang chuyén gen sé tao ra trién vong méi trong viéc ting néing suédt cing
nhv dién tich khoai lang tai Viét Nam. D& cé mét s6 nghién cGu vé sy téi sinh in vitro va chuyén
gen cba mét s6 gidng khoai lang Viét Nam (Pham Bich Ngoc et al., 2002) nhung két qué thu duoc
cdn han ché, dac biét la chua tap trung hoan thién hé théng téi sinh cda cée gidng khoai lang dia
phuong ¢ ndng sudt va chét luong 8t

1.5. Phuong phép sang loc va dénh gid cdy chuyén gen

1.5.1 Sang loc cay chuyén gen bdng chét chon loc



Sang loc sau khi chuyén gen bdng chdt chon loc déic higu duoc xem la buéc di dau tign va dac
biét quan trong dé xdc dinh duoc &€ bao mang gen chuyén déng thai giop lam gidm duoc céng
stc cho cdc phan tich tiép theo. Mudn véy can thiét phdi lap duoc méi truong chon loc thich hop
nhdm logi bét céc t& bao khéng mang gen chuyén, déng thai gitr lai duoc hdu hét céc t& bao c6
mang gen chuyén [15].

Dé& chon loc céc 1€ bao mang gen bién nap, trong vector bién nap thuang phdi chéa cdc gen
chon loc nhu: nptll — khdng kanamycine, hyg - khéng hygroycine, str/spc - khéng
streptomycine va spectinomycine, bar —khéng thuéc trr cé PPT (phosphinothricin)...Céc cac
loai vector nay da duoc ing dung va mang lai thanh céng trong viéc chon loc céc € bao mang
gen chuyén & nhiéu d&i tuong céy tréng nhu céy bong vai, cdy héng, cay thuse 16, 16a...[3], [13],
(211, [26].

Hién nay, v&i muyc tiéu an todan sinh hoc, an toan thyc phdm va than thién véi méi truang, ngudi ta
da dua vao vector chuyén gen cdc gen chi thi chon loc it déc hon nhu pmi mé héa cho enzyme
phosphomanso isomerase, hé théng chon loc si dung dudng mannose. Hé thdng chon loc nay da
mang lai thanh céng trén cac déi tuong nhu tdo, cam quyt, loa ...[28], [30], [37], [50]. Tuy nhién
dén nay trén déi tvong cdy théng véin chua ¢é két qud ndo duoc cong bé.

D& st dung dugc cée chét chon loc nhu khéing sinh, thudc digt cd hay duong trong hé théng chon
loc t& baio chuyén gen cén xéc dinh duoc ngudng néng dé chon loc thich hop véi ting logi t& bao,
md hay lodi cay. Cdc thi nghiém nay cdn tién hanh truée khi thyc hién chuyén gen vao mét dai
tvong cdy trong ndo dé. Theo Brukhin va céng sy [33], d& cong téc chon loc cé higu qué déng
thoi khong tiéu diét cd céc 1€ bao mang gen chuyén thi méi truang chon loc cén thigt lap mot
ngudng néng do thép nhdt cé thé logi bd duoc khodng 90% céc cé the khéng mang gen chuyén.
1.5.2. Phan tich cay chuyén gen gus bang nhuém hod mé t& bao

Hé théng dung hop gen gus (Escherichia coli - - D - glucuronidase gene) duoc kham pha béi
Jefferson [49]. N6 duoc xem nhu mét céng cu hivu higu trong viéc dénh gid hoat déng cia gen
trong cdy chuyén gen va duoc ing dung réng rdi trong finh vyc bién nap gen & thyc vat [15].

Gen gus (uidA) la mét gen chi thi ly tudng véi nhiing déic diém sau: Sdn phdm cba né la doc nhat
va khéng déc véi t& bao vét chl, cdc enzyme chi thi clia né ¢6 tinh 8n dinh cao, cdc phuong phdp
phan tich sén pham cda gen nay don gidn, thudn tién, ré tién, nhay va déc thu, cé khd nang két
hop véi céc polypeptide bén ngodi ma vén gitr dugc hogt tinh enzyme.

Co ché& biéu hién cda gen gus: gen gus ma héa cho enzyme -glucuronidase. Enzyme nay la mot
hydrolase xdc tdc cho sy phén gidi co chét X-Gluc (5-bromo-4- chloro-3-indolyl glucuronide), sén
phdm phén gidi c6 mau xanh déc trung dé nhan biét va rét bén viing. Trong ty nhién -
glucuronidase khéng t6n tgi trong thyc vét, vivay gen gus la gen chi thi rét htru hiéu trong ky thuat
chuyén gen & thyc vat [50].

D& thudn loi hon cho viéc s dung gen chi thi gus & thyc vat, ngudi ta tién hanh thigt k& ving cdu
tric intron (ving khéng phién ma) cé chra uidA. Do véy, trong cdc buéce biu hign gen gus tam
thoi & mé thyc vat tranh duoc hién tvong duong tinh gid. Khi con & trong vi khudn
Agrobacterium, gen gus ndm frong viing intron cba vector chuyén gen nén khéng duoc phién ma,
dich mé& dé tao sdn phdm enzyme va khéng cé phdn ng tao mau ddc trung khi nhuém trong co
chdt X-Gluc. Chi khi duoc chuyén vao t& bao thyc vét, théng qua bé mdy di tuyén cda 18 bao thyc
vét gen gus méi duoc phién md, dich ma dé tao ra sén phém tham gia vao phén gidi co chat va



tao phdn &ng mau dac trung.Hé théng dung hop gen gus (Escherichia coli - - D - glucuronidase
gene) duoc kham phé béi Jefferson [49]. N6 dugc xem nhu mét céng cy hu hiéu trong viéc
danh gid hoat déng clia gen trong céy chuyén gen va duoc tng dung réng rdi trong linh vuc bién
nap gen & thyc vat [15].

Gen gus (uidA) la mét gen chi thi ly tudng véi nhiing déic diém sau: Sdn phdm cba né la doc nhat
va khéng déc véi t& bao vét chl, cdc enzyme chi thi clia né ¢6 tinh 8n dinh cao, cdc phuong phdp
phan tich sén pham cda gen nay don gidn, thudn tién, ré tién, nhay va déc thu, cé khd nang két
hop véi céc polypeptide bén ngodi ma vén gitr dugc hogt tinh enzyme.

Co ché& biéu hién cda gen gus: gen gus ma héa cho enzyme -glucuronidase. Enzyme nay la mot
hydrolase xdc tdc cho sy phén gidi co chét X-Gluc (5-bromo-4- chloro-3-indolyl glucuronide), sén
phdm phén gidi c6 mau xanh déc trung dé nhan biét va rét bén viing. Trong ty nhién -
glucuronidase khéng t6n tgi trong thyc vét, vivay gen gus la gen chi thi rét htru hiéu trong ky thuét
chuyén gen & thyc vat [50].

D& thudn loi hon cho viéc s dung gen chi thi gus & thyuc vat, ngudi ta tién hanh thigt k& ving cdu
tric intron (ving khéng phién ma) cé chra uidA. Do véy, trong cdc buéce bidu hign gen gus tam
thoi & mé thyc vat tranh duoc hién tvong duong tinh gid. Khi con & trong vi khudan
Agrobacterium, gen gus ndm frong viing intron cba vector chuyén gen nén khéng duoc phién ma,
dich mé& dé tao sdn phdm enzyme va khéng cé phdn ng tao mau ddc trung khi nhuém trong co
chdt X-Gluc. Chi khi duoc chuyén vao t& bao thyc vét, théng qua bé mdy di tuyén cda 18 bdo thyc
vét gen gus méi duoc phién mé, dich ma dé tao ra sén phém tham gia vao phén gidi co chat va
tao phdn ¢ng mau déc trung.

MUC TIEU

- X&y dyng hé thdng nudi cdly mé va tdi sinh cdy in vitro thich hop cho gidng khoai lang nghién
cbu.

- Xay dyng quy trinh chuyén gen & khoai lang théng qua chuyén gen GUS st dung phuong phdap
nh vi khudn Agrobacterium tumefaciens.

NOI DUNG

1) Nghién c@u kha ndng téi sinh cay tryc tiép.

2) Nghién ctu khd nang téi sinh cay thong qua da chéi tr mé seo.

3) Xday dyng quy trinh chuyén gen théng qua chuyén gen GUS bang phuong phép théng qua
Agrobacterium tumefaciens.

PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.3. Phuong phdp nghién ciu

2.3.1. Phuong phdp nudi cdy mé t& bao thyc vat

@ Phuong phdp tao da chéi tryc tiép:

-Sudung cdc nguyén liéu khac nhau nhy cudng 1, ménh 14, 1t cdt than nudi cdy trén méi truong

khéc nhau dé tdi sinh chéi. Chéi duoc hinh thanh tryc tiép tr cdc nguyén ligu nuéi cdy.
@Phuong phdp téi sinh da chdi tr mé seo

- Phuong phdp nudi cdly mé seo: cdc phén non cia cdy khoai lang in vitro nhuy ménh l&, cuéng 14,
dinh ngon duoc nudi cdy trén méi truong b sung cdc logi auxin khdc nhau véi néng dé khac
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nhau d& cdm &ng mé seo.
- Phuong phdp tdi sinh cdy qua mé seo: M6 seo dugc nudi cdy trén céc mdi truang khéc nhau dé

cdm Ung sy téi sinh chéi.

@ Phuong phdp nhan nhanh chéi: Chéi sau khi ti sinh in vitro dugc dua vao nudi cdy trong méi
truomg phu hop dé téi sinhda chéi nhdm myc dich téing hé s& nhan chéi.

2.3.2. Phuong phdp chuyén gen théng qua A. tumefaciens
- Nuéi dich huyén phu vi khuan A. tumefaciens:

Cdly trdi A. tumefaciens C58 cdit git glycerol lén dia méi truong LB ddc bs sung kanamycin
50 mg/I, rifamycin 50 mg/I, chloramphenicol 50 mg/|, nuéi & 28 oC trong 48 - 96 git. Sau dé
ldly mét khudn lac vi khuéin nui trong 5 ml méi truong LB 1dng (b& sung khdng sinh phu hop) & 28
oC, léc & t8c dé 220 vong/phut trong 16-18 gio. Dich vi khuan duoc nusi hoat héa trén méi
truong LB 18ng khéng cé khéng sinh & 28 oC, I&c 220 vong/phdt trong tir 3 - 5gid cho téi
OD600= 0,8 -1,0. Dich huyén phu vi khuan duoc ly tém véi téc dé 4500 vong/ phit, & 4 oC
trong 10 phit d& thu cdn 1 bao va hoa tan trong méi truong 1/2 MS va pha loding cho t6i OD600
phu hop.
- Phan tich sy biéu hién tam thoi cla gen gus:Theo phuong phdp cda Jefferson va déng téc gid
(Jefferson et al., 1987):
Méu bién nap sau thdi gian déng nuéi cdy duoc thu ngdu nhién méi dia 10 - 20 méu, dem
nhuém véi dung dich X-gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl glucuronide), dé& 8-12 gio trong t5i &
nhiét d6 37 oC. Sau dé rda bdng cén 70% ba lan va quan sét duéi kinh hién vi. Nhitng vung biéu
hién gen gus c6 mau xanh cham hay xanh lam (goi la mau dvong tinh ). Hiéu qué chuyén gen
duoc tinh la & phén trém mdu bidu hién dvong tinh khi nhuém gus

@ Quy trinh chuyén gen:

+  Cdtnguyeén ligu thanh céc mdu c6 kich thuéc khodng 0,3 cm(dsi véi dinh sinh trudng), 0,3 x
0,3 cm (d&i v&i manh 14)

+  Nguyén liéu da cdt nhd duoc nhiém véi dich huyén phu vi khudn A. tumefaciens dé chuén bi
trong khodng thoi gian 20 - 30 phot.

+  Mau da nhiém khudn cdy lén méi truang dong nudi cdy trong khodng 2 - 3 ngay va dé
frong 15i.
> ~ N ~ x ~ A~ \ -~
+  Rua khudn va chuyén méu 1én méi trudng chon loc mé seo.
+  Cdc md seo sdng sét trén moi truomg chon loc, cdly chuyén [én méi truong tdi sinh la moi

truong MS bé sung céc chdt diéu hod sinh trudng phu hop dé tdi sinh chéi.
+  Chdi tdi sinh dugc chon loc trén méi truong ra ré MS bs sung 100 mg/| kanamycin.
2.3.3.Méi trudng va diéu kién nudi cay

@ Méi trudng nudi cdy
Mai truang tao mé seo la méi truong CP bé sung 20 g/l sucrose, 8 g/l agar. Méi

truong tao phdi la méi truong EP b sung 2% sucrose, 2,5 g/l gelrite, 50 mg/| vitamin C.
Mai truang nhén chdi va tdi sinh cay la méi truong MS bé sung 30 g/l sucrose, 8



g/1 agar. Ngodi ra, céic méi trudng con b sung thém céc chdt kich thich sinh trudng khéc nhau.
Gid tri pH cla mdi trudng nudi cdy la 5,8. Méi truong duoc khy tring & 1170C,
trong khodng thoi gian tir 15- 25 phot.

@ Diéu kién nudi cdy:

- Nhiét dé phong nudi cdy: 25- 280C

- Anh séng: St dung hé théng gian dén cung cdp anh sdng huynh quang véi cudng dé énh sang
tr 2000 - 3000 lux. Th&i gian chiéu sang 12- 14 h/ngay.

HIEU QUA KTXH

1. K&t qud nghién ciu thu duoc cla dé tai cé y nghia khoa hoc va thyc tién, cy thé la:

- K&t qud nghién cu vé xdy dung va hoan thién hé théng nudi cdly mé 1€ bao va ti sinh & gidng
khoai lang KB1 théng qua tdi sinh chéi tryc tiép va tai sinh chdi tr mé seo s& & co s& cho cac
nghién cGu ti sinh & céc gidng khoai lang dia phuong khéc cda Viét Nam, déng thai day s& la tai
liu tham khdo chuyén nganh cong nghé 8 bao thyc vét bé ich cho sinh vién, gido vién tai céc
truomg cao ddng, dai hoc quan tdm va nghién cdu vé finh vyc nay.

- K&t quéd vé xdy dyng va hodan thign quy trinh chuyén gen & khoai lang gidng KB1 s& co s& dé xay
dung quy trinh chuyén gen & céc gidng khoai lang khdc va la tién dé 18t cho céic nghién céu vé
chuyén gen Bt vao khoai lang dé tao cay khoai lang khéng bo ha & Viét Nam. Day la huéng
nghién cGu c¢6 tinh &ng dung thyc tién cao.

2. Hiéu qué dat duoc cda dé tai

- V& gidio dyc, ddo tao: Bdo cdo t8ng két cia dé tai s& duoc luu gitr tai Phong Cong nghé théng tin
va thu vién - trudng Dai hoc Khoa hoc va Trung tam hoc ligu - Bai hoc Thai Nguyén la tai ligu
tham khdo va hoc tép t6t cho cdc sinh vién, gido vién chuyén nganh Di truyén va Céng nghé t&
bao, Sinh li thuc vat...

+ Dé tai la mét phan két qud quan trong trong luéin én tién st cda chd nhiém dé tai

+ Dé tai déng gép 04 bai béo vao hé théng khoa hoc cda quéc gia va 01 bdo céo tai hdi nghi
quéc gia vé cdng nghé sinh hoc.

+ Dé tai cling gép phdn ddo tao 03 c nhan khoa hoc vé sinh hoc va céng nghé sinh hoc va 02
dé tai NCKH sinh vién.

- V& kinh 1& - x& héi: Cdc quy trinh tdi sinh va chuyén gen dé xay dung s& duoc ¢ng dung vao
trong cdc nghién ctu tiép theo dé tao gidng khoai lang khdng bo ha gép phén vao chuong trinh
chon tao gidng khoai lang méi cda Viét Nam.

PON V| SU DUNG

- Khoa Khoa hoc sy séng, Truong Dai hoc Khoa hoc

- Vién Céng nghé Sinh hoc, Vién Han lam Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam



