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1. Ngodi nudc

Khoai lang la d&i tvong rét khé xay dyng hé théng nudi cdy, tdi sinh cdy in vitro va chuyén
gen. Trong nhiéu ném qua, d& cé nhiéu nghién cdu tép trung vao viéc tim ra méi truong nudi cdy
cing nhu phuong thic téi sinh pht hop nhét & cac gidng khoai lang khéac nhau, déc biét la cac
gidng khoai lang c6 ndng sudt cao va chét luong 16t. Theo nhiéu két qud nghién ctu, méi trudng
nudi cdly mé khoai lang s dung phé bién la méi truong Murashige va Skoog (1965) va duoc bs
sung 18 hop cdc chét diéu hoa sinh trudng khac nhau.

Mét s6 tac gid da sv dung céng théc méi truong nudi cdy mé khoai lang gém hai giai
doan.Giai doan ddu nusi cdly bd sung auxin, giai doan thi hai bs sung cytokinin la zeatin hodic
TDZ cho hiéu qud tdi sinh t6t. Theo Dessaiet al., cdc ménh 14 cia khoai lang [lpomoea batatas L.
(Lam.)] duoc nudi cdy trén méi truang MS bé sung 2,4D 0,2mg/| trong 3 ngdy va sau dé chuyén
sang mdi trudng bd sung riboside zeatin 0,2mg/| cho hiéu qué tdi sinh t6t & kigu gen PI 318846-3
(Dessaiet al., 1995). Gosukondaet al. thu duoc ty 1& téi sinh chéi dat 78,2% trong vong 28 ngay
trén méi trudng giai doan hai b sung thidiazuron 0,2mg/I (Gosukondaet al., 1995).

Sy tdi sinh cdy khoai lang trong nudi cdy mé va chuyén gen da thu duoc tr nhiéu nguén nguyén
ligu khéic nhau. Nguén nguyén ligu dem nuéi cdy cé thé la 1&, cudng 1d, doan thén, mé phan sinh
va phy thudc vao cée giai doan phét trién cda ching. Phuong thie phét sinh cay cia cdy khoai
lang in vitro rét da dang: céy cé thé téi sinh tir protoplast (Mordnet al.,1998), théng qua sy phat
sinh co quan, tir ré, 1 va dét théan (Lucet al., 2006). Ngodi ra, sy tao chéi cé thé duoc cdm Gng
tryc tiép tr ré bat dinh hodc tir chdi (Zanget al., 2009). Sy phdt sinh phéi séma tr céc ménh cét
nhu dinh chéi, dinh sinh trudng, l&, cudng lg, than, va ré (Newelet al.,1995; Yiet al., 2007), tir
nudi cdly huyén phu t&€ bao (Yuet al., 2007; Zanget al., 2009).

Tinh hinh nghién c&u chuyén gen & khoai lang

Viéc chén mot gen don 18 vaio khoai lang bang phuong phép truyén théng rét phic tap vi
trang théi lyc bdi ty nhién cla né. Vi vdy, chuyén gen vao khoai lang théng qua vi khuén
A tumefaciens la cach thic vu viét nhét dé tranh phdi thyuc hién viéc lai chéo hay lai nguoc t8n rét
nhiéu th&i gian va céng stc.

Trong mét vai ndm gan day, cdc nha khoa hoc trén thé giéi da cé nhiéu nd lyc dé t8i vu héa
quy trinh ti sinh v tao cdy khoai lang chuyén gen. Nhiéu nghién cu chuyén gen vao cdy khoai
lang nhu nghién cGu chuyén gen nho xung dién vao protoplast, chuyén gen nho vi khuan A.
rhizogenes (Otani et al.,1993), sing bdn gen (Yi et al., 2007), va nghién ctu chuyén gen nho A.
tumefaciens duoc xem la pht hop nhét va duoc st dyng rong réi dé chuyén gen vaio khoai lang
(Newel et al., 1995; Mordn et al., 1998, Otaniet al., 1998; Song et al., 2004; Otani et al., 2001;
Luo et al., 2006; Yu et al., 2007; Zang et al., 2009). Tuy nhién, hau hét cac két qué thu duoc tan
s& chuyén gen con thép va phy thude nhiéu veio kiéu gen va chi thanh céng trén mét vai gidng nhdt
dinh.

Chuyén gen vao khoai lang tép trung chd y&u vao huéng tao cdy khoai lang chuyén gen
khéng séu va cén trung (Newel et al.,1995; Morén et al., 1998), khéng thudc diét ¢ (Yi et al.,



2000; Zang et al., 2009 ) va khéng virus (Okada et al., 2001), chuyén gen lam ting ham luong
tinh bot.

Newel et al.(1995) da xay dung duoc mét quy trinh chuyén gen vao gidng Jewel s dung
phuong phép chuyén gen nho A. tumefaciens. Mordn et al. (1998) ciing da thu duoc mét & dong
Jewel chuyén gen CrylllA bdng phuong phdp chuyén gen nho A. tumefaciens. Okada et al. (2001)
da tao dugc cdy khoai lang chuyén gen khéng virus SPFMV bang phuong phdp chuyén gen ma
héa protein v virus bdng phuong phdp xung dién. Nhém téc gid da thu duoc 3 dong cay chuyén
gen va phan tich sy phién ma, dich ma cda gen bdng cdc phuong phdp Nothern va Western va
cling dd phan tinh tinh khéng virus cba céc dong khoai lang chuyén gen.

Yi et al. (2007) da tgo dugc cay khoai lang mang gen bar khéng thusc diét ¢d bang phuong
phdp bdn gen vao callus phét sinh phai bét nguén tir nuéi cdy dinh sinh truéng. Zang et al. (2009)
ciing dé tao duoc cdy khoai lang chuyén gen bar nho ching vi khudn A. tumefaciens EHA105
théng qua nudi cdy huyén phu phét sinh phsi. Khi phén tich sy c6 mét cda gen GUS va thyc hién
phdn Gng PCR thu duoc tan s chuyén gen cao 86,5 % cdy chuyén gen, sS ban copy la tir 1 dén 3.
Tuy nhién, & day céc téc gid chua dénh gid dugc tinh khéng thuéc diét ¢é cda cdc dong cay
chuyén gen.
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2. Trong nudc

3 Viat Nam, trong nhiing ném gén déy ciing d& c6 mét s6 Vién nghién cu déu nganh nhu
Vién Céng nghé sinh hoc-Vién KH & CN Viét Nam, Vién Di truyén Néng nghiép Viét Nam thyc
hién cac dé tai, dy an nghién ctu trén déi tvong khoai lang va cing da thu duoc mét s& két qua
buéc dau (Vién Céng nghé sinh hoc, 2011).

Vién Céng nghé sinh hoc da thyc hién mét s& dé tai nhu: Phén l&p gen va tao céy khoai lang
chuyén gen khéng bo ha (Hop téc 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 tgo gidng khdng séu bénh va cé chat luong cao & mét s6 cdy cé cd” do Vién Di truyén néng
nghiép chd tri. Mot s8 két qud ndi bat ca 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 tai sinh cdy chuyén gen va dp dung th nghiém.

Dé tai “Xay dyng va hoan thién cdc qui trinh chuyén gen cho céc dsi tvong thyc vat va tao cay
tréng chuyén gen” da xdy dung duoc quy trinh chuyén gen vaio mét s8 cdy tréng nhu la, thudce 14,
béng, du d0, khoai lang, ca chua, cdy xoan, déu tvong, céy cam sanh, quyt duong canh.

Dé tai “Phén ap céc gen cé gid tri kinh t& cia cdy trong ndng lam nghiép Viét Nam”. Nhém
nghién ctu da tién hanh phén lap cac promoter dac higu thyc vét, céc gen lién quan dén tinh
khdng cén trung, thiét k& vector chuyén gen thyc vat. Nhirng két qué nay phyc vy t6t cho céc
nghién cGu vé chuyén gen thyc vat néi chung va ddc biét la chuyén gen & khoai lang.

Vién Di truyén néng nghiép da chuyén gen khéng ném, gen khéng bo ha, va gen khéng virus vao
khoai lang. Da thu duoc 10 dong trong dé c6 2 dong mang gen Cry1Cm, 13 dong trong dé ¢6 2
dong mang gen VIP, 01 dong khoai lang chuyén gen CP khang virus. Céc dong khoai lang nay
hién dang duoc tréng thi tai Tram chuyén giao cong nghé Vén Giang, Hung Yén.

Hién nay, Vién Céng nghé sinh hoc dang tién hanh dé tai “Nghién ctu tao gidng khoai lang
khéing bo ha bang céng nghé gen” do GS.TS. Lé Trén Binh lam chd nhiém dé tai. Day la dé tai ¢6
tinh &ng dung cao, cdc k&t qué nghién ctu thu duoc s& gép phdn vao viéc phdt trién cay khoai
lang khéng bo ha cia Viét Nam.
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10.3. Danh myc céc cong trinh da céng bé thudc linh vyc cda dé tai cda chd nhiém va nhiing
thanh vién tham gia nghién cdu
a) Céng trinh cba chd nhiém dé tai:

V@ Thi Lan, Quéch Thi Lién, Nguyén Dac Thanh, “Anh hudng cla t6 hop cdc chat diéu hoa sinh
trudng va nuédc dira dén sinh khéi mé seo céy Trinh nir hodang cung (Crinum latifolium L.)”, Tap chi



KH&CN- DHTN, Tap 82, s6 06, 2011, trang 65-69
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“Nghién ctu sy phan b cia xa khuén sinh khdng sinh phén lap & dat Thai Nguyén”, Béo cdo hoi
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hodng cung (Crinum latifolium L.)”, Tap chi cdng nghé sinh hoc, tap 3, s6 3, nam 2005, trang
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b) Céng trinh cba nhitng nguoi tham gia dé tai:

Vi Thanh séc, Nghién cu nhén giéng in vitro cdy ban Au (Hypericum perforatum L.), H8i nghi
Céng nghé sinh hoc toan quéc 2009

Nguyén Thanh Nhan, Pham Thi Minh Déc, L& Thu Ngoc, Lé Van Truong, D6 Thi Huyén, Trdn Ngoc
Tan, Pham Thuy Linh, Trvong Nam Hai (2010), Thiét k& plasmid tdi t6 hop tir vector biéu hién
pAC7 mang gen entP dung hop véi céc phan doan baamylF1 va baamylF2 dé tang hop enterocin
P trong Bacillus subtilis 168, Tap chi Céng nghé Sinh hoc 8(1): 13-20.

Nguyén Thanh Nhan, L& Thu Ngoc, D6 Thi Huyén, Trdn Ngoc Téan, Pham Thuy Linh, L& Van
Trudng, Truong Nam Hai (2009), “Téch dong va bigu hién gen Enterocin P & dang dung hop véi
CBD-SSP Intein trong Escherichia coli ER2566", Tap chi Céng nghé Sinh hoc 7(2), tr. 27-33.

Pham Thuy Linh, L& Thu Ngoc, Trdn Ngoc Téan, Nguyén Thanh Nhan, D& Thi Huyén, L& Vén
Truong, Treong Nam Hdi (2009), “Bigu hién gen méa héa cho Enterocin P cda vi khudn
Enterococcus faecium trong ndm men Pichia pastoris GS115”, H8i nghi Quéc gia vé Sinh vét bién
dai gen va Qudn ly an toan sinh hoc 2009, tr.145-149.

MUC TIEU

- Xéc dinh duoc mét s diéu kién nudi cdy, tdi sinh céy in vitro thich hop cho giéng khoai lang
nghién ctu.

- Lya chon duoc phuong thic téi sinh cdy higu quéd nhdm xdy dung duoc quy trinh ti sinh cay
khoai lang phyc vu cho chuyén gen.

- Xdy dyng quy trinh chuyén gen vao khoai lang bdng chuyén gen GUS théng qua vi khudn
Agrobacterium.

NOI DUNG
1) Nghién ctu khé néng tdi sinh théng qua da chéi
Xéc dinh logi méu cdy phv hop



Xdc dinh thanh phan méi trudng, diéu kién nudi cdy thich hop cho cdm Gng tao da chdi

Xéc dinh thanh phdn méi truong, diéu kién nuéi cdy dé nhan nhanh chéi

Xdc dinh thanh phan méi trudng, diéu kién nudi cdy pht hop cho tgo cdy hoan chinh
2) Nghién ctu khd nang téi sinh théng qua phéi séma

Xéc dinh logi mdu cdy pht hop cho tao mé seo

Xdc dinh thanh phan méi truong, diéu kién nuéi cdy thich hop cho cdm ng tao mé seo

Xdc dinh thanh phan méi truong, diéu kién nusi cdy thich hop cho tao phéi v mé seo

Xéc dinh thanh phdn méi truong, diéu kién nuéi cdy dé nhan nhanh chéi

Xdc dinh thanh phan méi trudng, diéu kién nudi cdy pht hop cho tgo cdy hoan chinh
3) Nghién cu chuyén gen GUS vao gidng khoai lang théng qua Agrobacterium da xdy dyng
duoc quy trinh téi sinh

Xéc dinh diéu kign x |i va thoi gian fién nudi cdly cba vat liéu s dyng cho chuyén gen

Xéc dinh néng dé vi khuan gdy nhiém, thoi gian nhiém khuén, thoi gian déng nusi cdy phu
hop cho hiéu qud chuyén gen cao

Xéc dinh ngudng chon loc t8i vu d& sang loc chdi/céy chuyén gen
4)Ddnh gid hiéu qud cba quy trinh chuyén gen vao khoai lang
PHUONG PHAP NGHIEN CUU
a)Phuong phdp nuéi cdy mé t& bao:

Phuong phép kh tring méu

Phuong phdp tao mé seo

Phuong phdp téi sinh théng qua tao da chdi

Phuong phdp téi sinh théng qua phéi soma
b) Phuong phép chuyén gen thong qua A. tumerfaciens

Agrobacterium mang vecto chuyén gen cé gen chi thi GUS duoc nhiém vao mdnh céy
(mdnh l&, cudng l&). Tiép tyc nudi céng sinh vat lidu chuyén gen véi Agrobacterium trong 2-3
ngdy. Sau dé, tién hanh chon loc cdy chuyén gen trén méi truong cé chia khéng sinh

Phuong phdp nhuém GUS (Theo phuong phdp nhuém t& bao hoc cda Jefferson &

CS,1986)

Chon loc cay chuyén gen trén méi truong chia chdt khang sinh
Kiém tra sy c6 mét cla gen GUS bang ky thugt PCR
HIEU QUA KTXH
PON V| SU DUNG



