NGHIEN CJU KHA NANG TAI SINH CAY INVITRO VA TIEP NHAN GEN GUS &

CAY DUA CHUQT (CUCUMIS SATIVUS L)

TONG QUAN
1. TGNG QUAN TINH HINH NGHIEN CUU THUOC LINH VUC CUA BE TAI & TRONG VA
NGOAINUGC
1.1. Ngodi nuéc
1.1.1. Tinh hinh sé&n xuat va tigu thy

Theo 56 ligu thdng ké cla 8 chirc Nong lvong thé gisi (FAO) [9], nam 2009 dién tich
trong dua chudt trén the gisi khodng 1.958 nghin ha, nang suét dat 30,9 tan/ha, sén luong dat
60.502,2 nghin tan. Trong d6, Trung Quéc la nudc cé dién tich trong dua chudt [6n nhét chiém
52,9% vé dién tich (1.037,4 nghin ha) va 73,2% t8ng sdn luong (42.256,2 nghin tdn) so véi thé
gi6i. Tiép d6 la Iran véi dién tich 82,9 nghin ha; sén luong 1.599,9 nghin tan chiém 2,6% cda thé
giéi (Bang 1).
Bang 1. Tinh hinh sdn xuét duva chudt cia mét s6 nuéc trén the gidi qua cde ném 2008, 2009

Quéc gia

Dién tich
(nghin ha)

Né&ng sudt

(tdn/ha)
Sén luvong

(nghin tén)

2008

2009

2008



2009

2008

2009

Trung Quéc

1.008,5

1.037,4

41,9

42,7

42.256,15

44.296,9

Iran

66,9

82,9



21,8

19,3

1.458,42

1.599,9

Lién Bang Nga

66,2

66,2

17,0

17,1

1.125,4

1.132,0

58,1

58,4



15,8

15,2

9179

887,7

Thé N ky

57,5

60,0

29,2

28,9

1.679

1.734,0

Indonesia

52,9



53,0

10,2

10,9

539,6

577,7

Ukraina

49,6

51,5

15,2

17,1

753,9

880,46

Iraq



44,9

43,9

8,5

9,6

381,7

421,4

KnDé

22,5

22,9

6,1

6,2

137,3

141,9

Théi Lan



21,4

21,1

8,1

8,2

173,3

173,0

Ba Lan

19,9

20,1

25,1

23,9

499,5

480,4



Rumani

12,9

13,1

13,4

13,4

172,9

175,5

Mexico

17,1

14,6

27,7

29,6

473,7

432,2



A rdp Syria

10,3

10,4

13,6

12,7

140,1

132,1

Uzbekistan

10,0

15,0

31,8

23,3

318,0



349,5

Nhat Ban

12,5

12,4

50,2

50,0

627,5

620,0

Thé gisi

1.913,1

1.958,0

30,4

30,9

58.158,24



60.502,2

(Nguén: FAO.org, 2011)

Nhin chung dién tich, nang sudt va sén lvong dua chudt cla cdc nudce trén thé gidi bién déng
khéng nhiéu qua cac ndm 2008 va 2009, trén 1.930 ha. Diéu dé cho thdy dua chudt ¢é vai trd
quan trong trong séin xudt va tiéu dung & céc nudc trén the gidi. Ddc biét la & cdc nuéc phdt trién
nhu Trung Quéc, Nga, My...

Theo véc tinh mic tiéu dung rau t3i thi€u cho méi nguai can 90 - 110 kg/ngudi/ndm tic khodng
250 -300g/nguei/ngdy. DSi véi mét s8 nuée phét trién nhu céu tigu dung rau & méc cao nhy
Nam Triéu Tién 141,1 kg/ngudi/ndm; Newzealand 136,7 kg/ngudi/ndm, Ha Lan 202
kg/ngudi/ndm, Canada 227 kg/ngudi/nam.

Bang 2. Tinh hinh xudt nhap khau dua chudt mét s6 nudc trén thé gisi 2005

Nhdap khau

Xuét khéu

Quéc gia

Khéi luvong
(nghin tén)

Quéc gia
Khéi luvong

(nghin tén)



Hoa Ky

423,4

Tay Ban Nha

399,3

Dic

410,1

Mexico

398,9

Anh

104,1

Newtherland

360, 1



Newtherland

66,9

Jordan

64,3

Phép

59,0

Canada

54,9

Lién Bang Nga

44,1

Hoa Ky

48,5

Canada



42,5

Iran

36,9

Thé gisi

1.545,8

Thé gisi

1.331,7

(Nguén: FAO, 2006)

T Bdng 2 cho thdy, hién nay 5 nuéc c6 khéi lvong dua chuét xuét khdu 1én nhét la Tay Ban Nha
(399,3 nghin tén), Mexico (398,9 nghin tan), Newtherland (360,1 nghin tan), Jordan (64,3 nghin
tén) va Canada (54,9 nghin tén). Nhirng nuéc ding ddu vé nhdp khdu la Hoa Ky (423,4 nghin
tdn), Doc (410,1 nghin tén), Anh (104,1 nghin tan), Newtherland (66,9 nghin tén), Phdp (59,0
nghin 18n). O nhitng nuéc nhu Hoa Ky, Newtherland cang nghé ché bign dé hép dang phat trién
manh do dé & nhirng nuéc ndy vira cé khéi lugng nhép khdu va xudt khdu rét Ién [9].

1.1.2. Tinh hinh nghién ctu

Dua chuét la logi céy trong quan trong & nhiéu quéc gia trén the giéi. Qua dua chudt ngodi duoc
su dyng lam rau &n con la nguyén liéu trong cdc nganh céng nghiép ché bign dé hép, duoc
phdm, ... So véi cdc cdy trong khdc nhu l6a, ngd, dua chuét thuong nhay cdm véi céc yéu t6 vé
khi héu hay sau bénh hai [10]. Mat khdc, viéc chon tao gidng & dua chuét bang phuong phdp
truyén thdng cing gdp khé khan do sy bét hop vé lodi [6]. Nhan giéng dua chuét bdng ky thuat
nudi cdy mé 1€ bao da duoc dp dung & nhiéu nudc trén the gidi. Bang phuong phép nay cé thé
tao ra s& lugng céy theo mong mudn [1,2,4]. Nhiéu nghién ctu nhdm xay dyng quy trinh nhén
giéng da dugc céc nha khoa hoc quan tém nhu nhén gidng tir doan cét Id mém [2], méu la [4],
nudi cdy hat phén, thén mém [6] hay chéi dinh [1]. Mét s6 nhém téc gid khéc lgi tap trung nghién
cGu anh hudng cda cac auxin va cytokinin trong qud trinh nuéi cdly dén kha nang nhan nhanh [7].



Nam 2005, A.K.M. Mohiuddin va céng sy da néing cao hiéu qud nhén gidng bdng viéc thay ddi
nong dd chdt AgNO3 trong méi trudng nudi cdy [2].

Bé&n canh cdc nghién cu hoan thién quy trinh nhéan gidng, mét s& nha khoa hoc da ung dung ky
thudt chuyén gen cdy tréng dé cdi thién tinh trang cho cdc gidng dua chuét [3,5]. Gan hai thép ky
qua, phuong phdp chuyén gen gidn tiép thong qua vi khudn Agrobacterium va phuong phép
chuyén gen tryc tiép da duoc ép dung trén cay dua chudt [8]. Cho dén nay, nhiéu quy trinh
chuyén gen cho dua chuét da duoc xay dyng. Tadayuki Wako va céng sv (2000) da chuyén
thanh céng gen ZYMV tao duoc 2 dong dua chuét khang bénh vang 1 do virus géy ra ti gidng
Aofushinari ca Nhét Ban [5]. Zhimin Yin va céng sy (2005) da xéc dinh duoc cdc yéu t6 dnh
hudng dén higu qud chuyén gen, bao gém kigu gen, loai m&u nusi cdy, cdu tric vector va ching
vi khudn s dung cho bién nap,...[3]. Prem Anand Rajagopalan va Rafael Perl Treves (2005) cho
thdly cé thé ndng cao hiéu qué chuyén gen bdng théng qua thay déi phuong phdp tao méu dé
bién nap, hiéu qud chuyén gen GUS dat 1,7% [4].

1.2. Trong nudc

1.2.1. Tinh hinh sé&n xuat va tiéu thy

O Viét Nam, dua chudt duoc xem | mot trong nhirng logi rau chd lyc, cé dién tich 19.874 hq,
nang sudt 16,88 tan/ha, sdn luong 33.537 tan chi dirng sau ca chua. Céc vung trong dua chudt
l6n cla cd nudc bao gdm cdc tinh phia Béc thudc ving déng bdng séng Héng. Phia Nam, cdc
huyén ngoai thanh TP. H5 Chi Minh, déng bdng séng Ciu Long nhu Tén Hiép - Tién Giang, Chéu
Thanh - Cén Tho, Vinh Chéu - Séc Trang. Mién Trung va Tay Nguyén gém viing rau truyén théng
nhu Da Lat, Pon Duong, Dic Trong (Ldm Déng), cac tinh duyén hdi mién Trung (Thua Thién
Hué...).

Bdng 3. Dién tich, nang sudt va sén lugng mét s6 loai rau chd lyc nam 2004

Logi rau

Dién tich
(ha)

Néng sudt

(tdn/ha)

Sén lugng
(téin)



Ca chua

20.648

17,34

357.210

Dua chuét

19.874

16,88

33.537

Dua héau

18.140

17,82

322.890

Déu rau



7.681

6,87

52.760

Cai cdc loai

26.184

22,64

592.805

Hanh tdi

14.678

15,84

232.500

(Nguén: Téng cuc thang k&, 2009)

Sén pham lam ra tir dua chudt khéng chi dé tigu thy tai chd ma mét luong khé lén duoc

ché bién va xudt khdu sang thi truong nuée ngodi nhu Nga, Méng C8, Nhét Bén, ... Theo 56 liéu
thdng ké tir Téng cyc Hai quan kim ngach xuédt khau céc logi dua chudt vao cusi thang 04 ném



2007 dat trén 571 nghin USD, tdng 38% so véi cung ky thang 03/2007.

Bang 4. Kim ngach xuét khau céc logi dua chust cusi thdng 4 ném 2007

Thi truong xudt khdu

Ching logi

Kim ngach (nghin USD)

Nga

Dua bao to ddm dém, dua chuét déng lo, dva chust  déam dém, dua trung to

318,9

Méng C8

Dva chuét dam dém

65,7

Nhat Ban

Dua chudt mudi, dua chudt bao t mudi



58,2

Pai Loan

Dua chudt mudi, dua bao t& mudi, dva gang muéi

47,7

Céng hoa Séc

Dua chuét déng lo

34,6

Nhin chung, kim ngach xudt khdu hang rau qué cda Viét Nam trong 8 thang ddu ném 2008 déu
t&ing Sn dinh so véi cling ky ném 2007. Trong d, kim ngach xudt sang cdc thi truomg chd lyc nhy
Dai Loan, Nhéat Ban déu taing khd manh, 3 thi truong dirng ddu vé kim ngach xuét khdu hang rau
quéd cda nuéc ta trong 8 thang déu nam la Nhat Bén, Dai Loan va Indonesia. Dua chuét vén la
chiing loai ding ddu vé kim ngach xudt khau trong tét cd céc logi rau.
Bang 5. Kim ngach xuédt khuain mét s6 logi rau 8 théng déu ném 2008

Ching logi

Thi trudng



Kim ngach
(nghin USD)

Dua chuét

Dai Loan, Nhat Ban

16.666,2

Hanh

Nhéat Ban, Dai Loan, Singapore, Dic

11.182,2

Ot

Nhéat Ban, Dai Loan, Singapore, Malaysia

27.848,3

Dau  cdc loai

Dai Loan, Singapore, Héng kéng.



13.113,5

1.2.2. Tinh hinh nghién ctu

O Viét Nam d& tang nang sudt dua chust da cé nhidu bién phap nhu tréng dua chuét béing
phuong phép thuy canh, cdi tién quy trinh trong dua chudt ngodi déng, trong nha cé méi che,
nhap ndi cdc gidng dua chuét cho ndng suét cao,... Tuy nhién cho dén nay chua cé gidng dua
chudt nusi cdly mé hay chuyén gen dvoc dua ra dénh gid & dién rong trén déng rusng. Céng téc
nghién clu vé dua chudt da duoc thyc hién chd yéu trén céc finh vyc [10]:

* Thu thap, nhé&p ndi ngudn gen cdc gidng dua chudt tao co s& cho lai tao va nghién ctu.

* Tao ngudn vét liéu bdng lai tao va x& ly dét bién bang cdc tdc nhan héa hoc.

* Chon va tgo cdc gidng dua chuét cho ché bién va sdn xudt tréi vy.

* Buéc dau nghién cu cdng nghé sén xuét rau sach (ham luong nitrat, dv luong thuéc héa hoc,
kim loa néing va vi sinh vét duéi ngudng cho phép).

* Tap trung viéc phdt trién cdc gidng dua chudt t6t trong sdn xudt, chuyén giao cdng nghé sdn xudt
rau cho néng dan.

Mét s8 gidng dua chuédt da duoc chon tao:

- Gidng dua chust CV5 va CV11 (Vién nghién cu Rau qud). Qua nghién ctu va cdc mé hinh thy
nghiém tai céc tinh nhu Hung Yén, Bac Giang, Vinh Phic... cho thdy hai gidng dua chuét CV5 va
CV11 sinh trudng phdt trién khoé, than I& mau xanh dam, phan canh khd, nhiéu hoa cdi, ty lé dau
quad cao.

- Giéng dua chudt Hiu Nghi: la giéng lai gitra gidng Viét Nam (Qué V) va Nhat Ban (Nasu
Fuxinari) do Vién Céy luvong thyc va thyc pham chon tao cho néing sudt cao, phém chét tét, chin
sém, ch&ng bénh, thich hop trdng trong vy Déng & déng bang séng Hong.

- Giéng PC1, Sao xanh 1 do Vi Tuyén Hodng va céng sy lai tgo. Thai gian sinh trudng tvong déi
ngdn, cho ndng sudt cao, 8n dinh, dugc nguai tiéu dung va thich

Ngodi ra con cé cdc logi gidng nhép néi ciing da duoc dua vao tréng thi nghiém nhu:

- Gidng CS758: Nhép néi tr Théi Lan va dé duoc dua vao trong the nghiém. Két qué cho théy,
giéng dua leo CS758 (F1) sau tréng 38 ngay la cho thu hoach, binh quéan méi cay cho 6 qué.
Néng sudt dat khodng 3 tédn/sdo

- Mummy 331: Nhép néi tir Théi Lan, sinh truéng khd, ra nhanh manh, bt déu cho thu hoach 35
— 37 ngady sau khi gieo (NSKG), qué sudng dep, to trung binh (dai 16 - 20 cm, néing 160 - 200 g),
vé mau xanh trung binh, gai tréng, thit chdc, phdm chdt ngon, don, khéng bi déng, nang sudt
trung binh 30 - 50 tan/ha.

- Gidng 759: Nhap néi tir Théi lan, sinh trudng manh, cho thu hoach 35 - 37 NSKG, qué thdng,
to trung binh, gai trdng, mau sdc quéd hoi nhat, néng sudt va tinh chéng chiu tvong duong Mummy
331.

- My Tréng: Nhép néi tir Théi Lan, cdy phdt trién va phan nhénh t6t, cho thu hoach 35 - 37 NSKG,
#f |& dau qud cao, qua to trung binh, mau trdng xanh, gai trdng.

- My Xanh: Nhép néi tir Théi Lan, cdy sinh trudng t8t, chéng chiu t6t hon gidng My Tréng, qué to
tvong duvong My Trdng nhung cho nhiéu qud va néing suédt cao hon.



- Happy 2 va Happy 14: Nhdp néi tr Ha Lan, céy phdt trién rdt manh nén cdn gidn cao, cdy cho
100 % hoa céi, c6 10 % céy dyc cho phén. Qué to (dai > 20 cm, ndng > 200g), mau xanh trung
binh, ruét nhd, gai tréng nén qué gitr duoc rét lau sau thu hoach. Duva Happy chéng chiu 18t bénh
dém phdn va cho ndng suét cao tvong duong céc gidng F1 khéc.

Céc gidng dua chudt & dia phuong:

- Dua leo Xanh: Tang trudng khd, it dam nhanh nén phai trong déy, cho qué rét sém (32 - 35
NSKG), qud to trung binh, v xanh trung binh, gai den, dva cho néng sudt tir 20 - 40 tén/ha.

- Dua Tay Ninh: Téing trudng manh, dém nhanh manh, hoa céi xuét hién trén déy nhanh nén cho
thu hoach muén (40 - 42 NSKG), qué to dai hon dua leo xanh, vé xanh trung binh, ¢é soc. Dua
Tay Ninh chiu néng t8t, thich hop canh tdc trong thoi diém giao mua hon dva Xanh va cho néng
suét cao hon.

Céc loai dua chuét dia phuong khéc nhu: Cao Bang, Yén My, Ha Tay, Thanh Héa, Cu Chi, Binh
Thanh, Da Lat...

Nhin chung cdc giéng dua chudt hign cé cia ching ta con chua dép tng duoc yéu cau vé
sdn xudt va tiéu dung. Cdc gidng dia phuvong van chua duoc khai thdc trigt dé trong céng téc
chon giéng dua chuét & Viét Nam. Chua cé nhitng gidng chuyén dung cho ché& bién va phuc vy
xuét khdu ma thuong phéi nhap tir nuée ngodi nhu: gidng dua chuét lai F1 TO, TK cda Nhét Bén;
gidng dua chuét bao to nhép tir Thai Lan MTXTE; gidng Marina qué chum hodic gidng Levina qué
don, v.v.., gid hat giéng cao. D6 la mét yéu 16 quan trong dén dén chi phi sdn xuét trén don vi
dién tich t&ng [10].

1.3. Danh myc cdc céng trinh dé céng bé thudc linh vyc cia dé tai cda chd nhiém va nhitng thanh
vién tham gia nghién cu (ho va én tac gid; bai bdo; @n phdm; cdc yéu 18 vé xudt ban)
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MUC TIEU

MUC TIEU DE TAI

- Nghién cuu kha'néing tai sinh céy invitro cua mét s& gidhg dua chudt khu vuc miéh nui phia Béic.
- Nghién cut kha'néing tigp nhén gen la cua mét s&'gidhg dua chuédt nghién cdu

- Ddnh gid higu qud chuyén gen GUS

NOI DUNG

N&i dung 1: Nghién ctu khd nang tdi sinh cdy invitro

Thi nghiém 1: Nghién ctu dnh hudng cda BAP dén khd nang téi sinh chdi

Thi nghiém duoc tién hanh véi 7 cong thic (CT) nhu sau:

CT1: Nén + Omg BAP/I ; CT2 : Nén + 0,3mg BAP/Il; CT3: Nén + 0,5mg BAP/I; CT4: Nén +
0,7mg BAP/I; CT5: Nén + 1,0mg BAP/I; CTé: Nén + 1,3mg BAP/|; CT7: Nén + 1,5mg BAP/I

Thi nghiém 2: Nghién ctu dnh hudng cda kinetin dén khd nang téi sinh chdi

Thi nghiém duoc tién hanh véi 7 cong thic (CT) nhu sau:

CT1: Nén + Omg kinetin/| ; CT2 : Nén + 0,3mg kinetin /I; CT3: Nén + 0,5mg kinetin /I; CT4: Nén
+ 0,7mg kinetin/I; CT5: Nén + 1,0mg kinetin /I; CTé: Nén + 1,3mg kinetin/I; CT7: Nén + 1,5mg
kinetin/I

Thi nghiém 3: Nghién cu &nh hudng cda GA3 dén khd nang kéo dai chéi

Thi nghiém duoc tién hanh véi 7 cong thic (CT) nhu sau:

CT1: Nén + Omg GA3/l ; CT2 : Nén + 0,3mg GA3 /I; CT3: Nén + 0,5mg GA3 /I; CT4: Nén +
0,7mg GA3/I; CT5: Nén + 1,0mg GA3 /I; CTé: Nén + 1,3mg GA3 /I; CT7: Nén + 1,5mg GA3/I
Thi nghiém 4: Nghién cu dnh hudng cia IBA dén khd néng ra ré

Thi nghiém duoc tién hanh véi 7 cong thic (CT) nhu sau:

CT1: Nén + Omg IBA/I ; CT2 : Nén + 0,3mg IBA /I; CT3: Nén + 0,5mg IBA /I; CT4: Nén + 0,7mg
IBA/I; CT5: Nén + 1,0mg IBA /I; CTé: Nén + 1,3mg IBA /I; CT7: Nén + 1,5mg IBA/I

N&i dung 2: Nghién cu dnh hudng cia mét sS yéu 16 dén hiéu qud chuyén gen

Thi nghiém 1: Nghién cGu &nh hudng cia mét dé vi khudn (OD) dén hiéu qué chuyén gen.

Thi nghiém dugc tién hanh véi 5 cong thie nhy sau:



CT1:OD=0,3;CT12:0OD=0,5;CT3: OD=0,8,CT4: OD=1,0,CT5: OD =1,3

Thi nghiém 2: Nghién cu dnh hudng cla thoi gian bign nap dén hiéu qud chuyén gen.

Thi nghiém dugc tién hanh véi 6 cong thie nhy sau:

CT1: 5 phat; CT2: 7 phot; CT3: 10 phdt; CT4: 12 phat; CT5: 15 phat; CTé: 30 phot

Thi nghiém 3: Nghién ctu &nh hudng cla yéu 18 téing cuong khd néng xam nhiém cda vi khudn
Thi nghiém duoc tién hanh véi 4 cong thic:

CT1: khéng ép dung céc yéu 16 tang cudng (d/c)

CT2: su séng siéu ém

CT3: St dyng hit chén khéng

CT4: két hop hit chan khéng va siéu ém

N&i dung 3: Nghién ctu khé néng tiép nhén gen cda mét s gidng dua

Khd néing tiép nhdn gen cda mét s6 gidng dua dugc tién hanh dya trén céc yéu 16 t8i vu & Noi
dung 2.

N&i dung 4: Dénh gié hiéu qué chuyén gen

Hiéu qud chuyén gen cta céc gidng dva duoc danh gid bang phuong phép nhuém GUS hodc
théng qua phén tich PCR.

PHUONG PHAP NGHIEN CUU

1. Nghién ctu khd ndng tdi sinh invitro

Hat cda cdc gidng dua chuét duoc thu thap va bdo quén & 40C dé phuc vy nghién céu. Hat duoc
khi tring bdng dung dich NaOCl & néng dé 15% trong thoi gian 30 phdt. Nudi cdy ndy méam hat
trén mdi trudng MS sau 3-5 ngay. Cat bd try duéi, tach riéng phan lé mém su dung lam méu nuéi
cdy. Mdnh l& mém duoc nudi cdy trén méi trudng téi sinh chéi. Sau 14 ngay tdi sinh cdt bd toan
b ld mam va chuyén sang méi truong kéo dai chdi va ra ré.

2. Nghién cu khé néng tiép nhén gen cda céc gidng dua chudt

Gidng dua chudt ¢6 khd néng tdi sinh invitro 16t (lya chon & N&i dung 1) duoc tién hanh dénh gié
khé néng tiép nhan gen la bang phuong phdp chuyén gen gidn tiép thong qua vi khudn
Agrobacterium tumefaciens: phén ld méam dugc téch sau nudi cdly ndy mém 3-5 ngay, tién hanh
gdy tdn thuong xung quanh nét I& mém va lay nhiém véi vi khudn mang gen chi thi GUS trong 10
phdt. Mau sau bién nap duoc déng nudi cdy & 250C. Danh gid khé néng tiép nhan gen sau 5
ngdy déng nudi cdy.

3. Phuong phép dénh gid hiéu qué chuyén gen

Mau bién nap sau 5 ngay ddng nusi cdy duoc logi bd vi khudn va dénh gid khd ndng tiép nhan
gen théng qua gen chi thi GUS theo phuong phdp cda Jefferson, R. (1997). Mdu duoc nhuén
bdng dung dich X-Gluc & 370C trong 48h. Tiép dé, mau duoc ria bang dung dich cén 70% trong
48h. Hiéu quéd chuyén gen duoc xéc dinh dya trén s6 mau cé biéu hién mau xanh cham trén téng
s& mau kiém tra. Mc do tiép nhén dugc danh gid thong qua mau séc va ving biéu hién.

4. Phuong phdp x ly théng ké

K&t qué thi nghiém duoc x ly théng ké bdng cdc phdn mém SAS 9.0 hodc IRRISTAT

HIEU QUA KTXH

bé tai gép phan néing cao néing lyc nghién céu cho cdn bd va sinh vién cda Nha truong

Sén pham cia dé tai:

(i) Gop phén déy manh phat trién néing cao ndng suét chét lvong dua chudt cda Viét Nam

(ii) L& tién dé cho cdc nghién cru chuyén gen khdc nhau trén cay dua chust

PON VI SU DUNG



Trudng Dai hoc Néng Lam



