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Quy tr×nh ph©n lËp gen b»ng ph−¬ng ph¸p PCR 

Quy tr×nh Ph©n lËp gen b»ng ph−¬ng ph¸p PCR 

1. C¸c b−íc trong quy tr×nh ph©n lËp gen vip3 

B−íc 1. T¸ch chiÕt ADN tæng sè cña Bacillus thuringiensis AB51 

T¸ch chiÕt ADN tæng sè cña Bacillus thuringiensis AB51 ®−îc tiÕn hµnh theo ph−¬ng 

ph¸p cña Vance Kramer vµ céng sù (2002). 

- CÊy chuyÓn mét khuÈn l¹c vµo 10 ml LB láng, nu«i l¾c ë 30oC, 200v/p, qua ®ªm. 

- Ly t©m  6.000 v/p, 10 phót, 40C, thu tña. 

- Hoµ tan tña trong 4 ml TE cã chøa  8 mg lyzozym. 

- ñ hçn hîp ë 37oC trong 1 giê, thªm protein K tíi nång ®é cuèi cïng 100 µg/ml råi 

ñ tiÕp ë 37oC trong 1 giê. 

- Thªm tiÕp vµo hçn hîp c¸c chÊt sau theo thø tù: 1M urea 7M, 50mM EDTA, 1% SDS. 

- Sau mçi lÇn thªm c¸c chÊt ph¶i ®¸nh ®Òu. ñ ë 550C qua ®ªm. 

- T¸ch chiÕt 1 lÇn víi Phenol/Chloroform (tØ lÖ 1:1 so víi mÉu), ly t©m 5 phót ë 4oC. 

- T¸ch chiÕt l¹i mét lÇn n÷a víi Phenol, tña dÞch chiÕt b»ng Isopropanol (tØ lÖ 1:1 so 

víi mÉu), ®Ó qua ®ªm ®Ó ADN tña hoµn toµn. Ly t©m thu tña ë 12.000 v/p, 15 

phót, 4oC. Röa tña 3 lÇn b»ng cån 70%. 

- §Ó kh« ADN ë nhiÖt ®é phßng, hoµ tan trong TE, b¶o qu¶n ë 40C. 

B−íc 2. Ph¶n øng PCR  

Trªn c¬ së tr×nh tù gen vip3A ®· ®−îc c«ng bè (kÝ hiÖu AY295778 trong ng©n hµng 

gen NCBI), chóng t«i ®· thiÕt kÕ cÆp måi ®Æc hiÖu V2.1 vµ V2.2 ®Ó nh©n gen vip3. 
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Quy tr×nh ph©n lËp gen b»ng ph−¬ng ph¸p PCR 

B¶ng 1. Tr×nh tù vµ c¸c th«ng sè cÇn thiÕt cña hai måi V2.1 vµ V2.2 

STT Tr×nh tù måi Tm % GC VÞ trÝ g¾n 

V2.1 5’-GCGGATCCATGAACAATAATAACTAA-3’ 61o C 32,2 1 - 20 

V2.2 5’-CGGAGCTCTTACTTATATGAGACATCGTA-3’ 62,5oC 41,5 2349 - 2370 

                          

B¶ng 2. Thµnh phÇn ph¶n øng PCR 

Thµnh phÇn                                       ThÓ tÝch (µl) 

N−íc cÊt hai lÇn 

Dung dÞch ®Öm (10X)  

dNTP 

MgCl2

V2.1

V2.2

ADN mÉu 

Taq ADN polymerase 

29,75 

5 

3 

3 

2 

2 

5 

0,25 

Tæng 50 

 

B¶ng 3. Ch−¬ng tr×nh thùc hiÖn ph¶n øng PCR 

B−íc Ph¶n øng NhiÖt ®é (OC) Thêi gian Chu kú 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

BiÕn tÝnh 

BiÕn tÝnh 

B¾t cÆp 

KÐo dµi 

Hoµn tÊt kÐo dµi 

KÕt thóc ph¶n øng 

94 

94 

61 

72 

72 

4 

2 phót 

30 gi©y 

45 gi©y 

1 phót 30 gi©y 

10 phót 

∞ 

1 

 

       x29 

 

1 

 

 

B−íc 3. G¾n gen vip3 vµo vect¬ t¸ch dßng 

Sau khi nh©n b¶n gen vip3 vµ kiÓm tra s¶n phÈm PCR b»ng ®iÖn di trªn gel agarose 

0,8%, chóng t«i ®· tiÕn hµnh g¾n trùc tiÕp s¶n phÈm PCR vµo vect¬ t¸ch dßng pCR®2.1-

TOPO cña h·ng Invitrogen. 

§Ò tµi KC.04.13 6



Quy tr×nh ph©n lËp gen b»ng ph−¬ng ph¸p PCR 

B¶ng 4. Thµnh phÇn hçn hîp ph¶n øng nèi ghÐp 

Thµnh phÇn ThÓ tÝch (µl) 

N−íc cÊt hai lÇn 3,5 

Dung dÞch ®Öm (10X) 1 

S¶n phÈm PCR 4 

Vect¬ pCR®2.1- TOPO (25 ng/µl) 0,5 

T4 ADN ligase 1 

Tæng 10 

DÞch hçn hîp ®−îc ñ ë 16OC qua ®ªm (16 giê) sau ®ã ®−îc biÕn n¹p vµo tÕ bµo kh¶ 

biÕn chñng E.coli DH5α ®Ó t¸ch dßng. 

B−íc 4. BiÕn n¹p plasmit t¸i tæ hîp vµo tÕ bµo E.coli DH5α 

BiÕn n¹p plasmit t¸i tæ hîp vµo tÕ bµo E.coli DH5α ®−îc tiÕn hµnh theo Cohen vµ 

céng sù (1972). Mµng tÕ bµo vi khuÈn d−íi t¸c dông cña ho¸ chÊt hoÆc ®iÖn tr−êng trë 

nªn xèp, máng h¬n vµ t¹o c¸c lç cho c¸c ph©n tö ADN cã thÓ chui vµo. Sau ®ã, c¸c tÕ 

bµo ®−îc phôc håi trong m«i tr−êng nu«i cÊy vµ c¸c thÓ biÕn n¹p ®−îc ph¸t hiÖn trªn m«i 

tr−êng thÝch hîp. 

+ ChuÈn bÞ tÕ bµo kh¶ biÕn 

Chän mét khuÈn l¹c E.coli nu«i cÊy trong 10 ml LB láng, l¾c 200 v/p, 370C, qua ®ªm. 

Hót 0,5 ml dÞch tÕ bµo cho vµo 50 ml LB láng, l¾c 200 v/p, 370C, trong 4 giê. Ly t©m 4.000 

v/p, 40C, 5 phót, thu tña. Tan tña tÕ bµo trong 5 ml CaCl2 0,1M (®Ó l¹nh s½n ë 00C), ly t©m 

thu tña.  

Tan tña tÕ bµo trong 0,85 ml CaCl2 0,1M vµ 0,15 ml glyxerol. Chia nhá 200 µl vµo c¸c 

èng Eppendorf 1,5 ml; bá nhanh vµo N2 láng, gi÷ ë 800C. 

+ BiÕn n¹p 

Bæ sung trùc tiÕp vµo èng ®ùng tÕ bµo kh¶ biÕn 3 µl ADN plasmit, ñ 30 phót trong ®¸. 

Sèc nhiÖt ë 420C trong 2 phót råi chuyÓn ngay sang gi÷ trong ®¸ 2 - 3 phót. Cho thªm 

250µl l m«i tr−êng SOC, nu«i l¾c 200 v/p ë 370C trong 45-60 phót. Tr¶i 100 µl dÞch tÕ bµo 

lªn trªn ®Üa LB ®Æc chøa Ampicillin nång ®é cuèi cïng 100 µg/ml, IPTG 100µg/ml vµ X-Gal 

0.4% råi ñ ë 370C qua ®ªm. 
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Quy tr×nh ph©n lËp gen b»ng ph−¬ng ph¸p PCR 

B−íc 5. T¸ch plasmit 

TiÕn hµnh theo ph−¬ng ph¸p cña Birnboim & Dody (1979); Ish-Horowicz & Burke 

(1981).  

- CÊy chuyÓn mét khuÈn l¹c vµo èng nghiÖm chøa 10 ml LB láng cã bæ sung kh¸ng 

sinh chän läc, l¾c qua ®ªm ë 370C, 200 v/p. 

- ChuyÓn 2 ml dÞch nu«i cÊy vµo c¸c èng Eppendorf lo¹i 2 ml vµ ®em ly t©m 6.000 

v/p, 5phót, 40C ®Ó thu tÕ bµo. CÆn ®−îc hoµ trong 200 µl dung dÞch I b»ng m¸y 

vortex. 

- Bæ sung ngay 400 µl dung dÞch II, ®¶o nhÑ nhµng, gi÷ trong ®¸ 5 phót.  

- Bæ sung tiÕp 300 µl dung dÞch III, ®¶o nhÑ nhµng, gi÷ trong ®¸ 3 phót. 

- Ly t©m 10.000 v/p, 40C, 10 phót. ChuyÓn dÞch næi sang èng Eppendorf míi. Bæ 

sung 900 µl dung dÞch Phenol/Chloroform/Isoamyl Alcohol (25:24:1), trén thËt ®Òu 

vµ ®em ly t©m 10.000 v/p, 15 phót ®Ó lo¹i protein vµ ADN nhiÔm s¾c thÓ. 

- Hót nhÑ nhµng pha trªn sang èng Eppendorf míi (tr¸nh lµm vÈn pha d−íi). Tña 

dung dÞch thu ®−îc víi 1 lÇn thÓ tÝch Isopropanol. §¶o nhÑ nhµng, ®Ó yªn ë nhiÖt 

®é phßng 2-5 phót. Thu ADN kÕt tña trong dung dÞch b»ng c¸ch ly t©m 13.000 v/p, 

15 phót. 

- Bæ sung thªm 1 ml cån 70%, ly t©m 13.000 v/p, 2 phót. Lµm kh« tña. Hoµ tan ADN thu 

®−îc trong 300 µl TE hoÆc n−íc cÊt hai lÇn khö trïng chøa ARNase 10 µg/ml vµ ñ ë 

370C trong vßng 1 giê. Ch¹y ®iÖn di kiÓm tra 2-5 µl trªn gel agarose 0.8%.  

+ Hãa chÊt 

- Dung dÞch I: glucose 50mM; Tris-HCl 25mM; EDTA 10mM; pH 8,0 

- Dung dÞch II: NaOH 0,2N; SDS 1% 

- Dung dÞch III: 60 ml Potassium acetat 5M; 11,5 ml axit acetic;  28,5 ml H2O 

B−íc 6. Chän plasmit mang gen vip3 

ADN plasmit ®−îc xö lý víi  enzym  giíi h¹n E.coRI theo ph¶n øng: 
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Quy tr×nh ph©n lËp gen b»ng ph−¬ng ph¸p PCR 

H2O                         3,7 µl 

§Öm 10X riªng cña enzym               1 µl 

ADN                  5 µl 

 Enzym  (10U/µl)             0,3 µl 

Tæng thÓ tÝch ph¶n øng             10 µl 

B−íc 7. §äc tr×nh tù nucleotit gen vip3 

Gen vip3 ®−îc x¸c ®Þnh tr×nh tù trªn m¸y tù ®éng ABI PRIMS® 3100 Avant Genetic 

Analyzer b»ng c¸ch sö dông bé ho¸ chÊt sinh chuÈn BigDye® Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing. Do gen vip3 cã kÝch th−íc lín nªn ®Ó x¸c ®Þnh ®Çy ®ñ vµ chÝnh x¸c tr×nh tù, 

nªn chóng t«i ®· sö dông thªm mét cÆp måi n»m phÝa bªn trong gen kÝ hiÖu lµ V3.1 vµ 

V3.2. 

B¶ng 6. Thµnh phÇn ph¶n øng PCR cho x¸c ®Þnh tr×nh tù 

Thµnh phÇn ThÓ tÝch(µl) 

Dung dÞch ®Öm(5X) 

Måi xu«i 

ADN mÉu (~100 ng) 

BigDye 

3 

1,275 

7,725 

3 

Tæng 15 

B¶ng 7. Ch−¬ng tr×nh ph¶n øng PCR cho x¸c ®Þnh tr×nh tù 

B−íc  Ph¶n  øng Nh iÖ t  ®é  Thê i  g ian  Chu  kú  

1  

2  

3  

4  

5  

6  

B iÕn  t Ý nh  

B iÕn  t Ý nh  

B¾ t  cÆp  

KÐo  dµ i  

Hoµn  tÊ t  kÐo  dµ i  

KÕ t  thóc  ph¶n  øng  

96 0 C  

96 0 C  

55 0 C  

60 0 C  

72 0 C  

4 0 C  

1  phó t  

10  g i©y  

5  g i©y  

4  phó t  

8  phó t  

30phó t  

1  

 

     x25   

 

1
 

S¶n phÈm PCR ®−îc tña b»ng c¸ch bæ sung 5µl 125mM EDTA, 60µl 100% EtOH. ñ ë 

nhiÖt ®é phßng 15 phót. Ly t©m dÞch 12000 v/p trong 15 phót, lo¹i bá EtOH. Röa tña b»ng 
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Quy tr×nh ph©n lËp gen b»ng ph−¬ng ph¸p PCR 

70 µl 70% EtOH, ly t©m 12000 v/p trong 5 phót råi ®Ó kh«. Bæ sung 10 µl Hi-DiTM 

Formamide vµ biÕn tÝnh ë 950C trong 5 phót. C¸c mÉu ®−îc tra vµo c¸c giÕng cña khay 

®ùng mÉu vµ ®iÖn di trong èng mao qu¶n (80 cm x50 µl) víi polymer POP-4TM cña h·ng 

ABI, Mü. 

B−íc 8. So s¸nh tr×nh tù nucleotit 

Tr×nh tù nucleotit võa ®−îc x¸c ®Þnh sÏ ®−îc xö lý so s¸nh víi tr×nh tù nucleotit cña 

gen vip ®· ®−îc c«ng bè trong ng©n hµng gen quèc tÕ b»ng phÇn mÒm ADNStar vµ 

BioEdit. 

2. S¶n phÈm cña quy tr×nh 

1. Plasmit pCR2.1 mang gen vip3. 

2. TÕ bµo vi khuÈn E.coli chñng DH5α mang gen vip3. 

3. 01 tr×nh tù gen vip3 
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Quy tr×nh ph©n lËp gen b»ng ph−¬ng ph¸p PCR 

 

S¬ ®å 1. Quy tr×nh ph©n lËp gen vip3 

B−íc Néi dung thùc hiÖn ¶nh minh häa 

1 T¸ch chiÕt ADN tæng sè 
cña Bacillus 
thuringiensis AB51 

 
2 Ph¶n øng PCR 

 
3 G¾n gen vip3 vµo vect¬ 

t¸ch dßng 

 

4 BiÕn n¹p plasmit t¸i tæ 
hîp vµo tÕ bµo E.coli 
DH5α 
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Quy tr×nh ph©n lËp gen b»ng ph−¬ng ph¸p PCR 

5 T¸ch plasmid 

 
   

6 Xö lý enzym c¾t chän 
plasmid mang gen vip3 

 
7 §äc tr×nh tù nucleotit gen 

vip3 
 

8 So s¸nh tr×nh tù nucleotit  
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Quy tr×nh t¸i sinh c©y b«ng qua ®a chåi 

 
Quy tr×nh t¸i sinh c©y b«ng qua ®a chåi phôc 

vô chuyÓn gen 
 

1. Nguyªn liÖu  

- C¸c gièng b«ng C118, D16-2, LRA, SB1, TM1, VN36P vµ 254 do ViÖn Nghiªn cøu 

c©y B«ng vµ c©y cã sîi cung cÊp. 

- Hãa chÊt cÇn thiÕt cho nu«i cÊy m« bao gåm : 

M«i tr−êng sö dung trong quy tr×nh nh©n gièng in vitro c©y b«ng ®−îc x©y dùng dùa 

trªn m«i tr−êng kho¸ng c¬ b¶n cña Murashige vµ Skoog (1962), kÕt hîp víi tû lÖ chÊt diÒu 

tiÕt sinh tr−ëng kh¸c nhau theo tõng giai ®o¹n nu«i cÊy.  

B¶ng 1. Thµnh phÇn c¸c m«i tr−êng c¬ b¶n cña Murashige vµ Skoog 

L−îng pha 1 lÝt dung dÞch mÑ L−îng cÇn cho 1 lÝt m«i tr−êng (mg) 

1. MS - I  
NH4NO3 1650 
KNO3 1900 
MgSO4.7H2O 370 
KH2PO4 170 
2. MS -  II  
CaCl2.2H2O 440 
3. MS - III  
H3BO3 6,2 
MnSO4.4H2O 22,3 
ZnSO4.4H2O 8,6 
KI 0,83 

Na2MoO4.2H2O 0,25 
CoCl2.6H2O 0,025 
CuSO4.5H2O 0,025 
3. MS - IV  
FeSO4.7H2O 27,8 
Na2EDTA 27,3 
4. MS - V  
Glycine 2 
Axit Nicotinic 0,5 
Thiamine HCl 0,5 
Pyridoxine HCl 0,5 
myo - Inositol 100 
Vitamin B5  
Axit Nicotinic  
Thiamine HCl  
Pyridoxine HCl  
Myo - Inositol  
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Quy tr×nh t¸i sinh c©y b«ng qua ®a chåi 

- BAP: 6- Benzylaminopurine 

- 2,4D: 2,4- Dichlorophenoxyacetic acid 

- NAA: α - Napthaleneacetic acid 

- Hygromycine: Kh¸ng sinh chän läc (cña h·ng Merk) 

- Kanamicine: Kh¸ng sinh chän läc (cña h·ng Merk) 

- Than ho¹t tÝnh kh«ng ph¶i lµ chÊt ®iÒu tiÕt sinh tr−ëng nh−ng cã t¸c dông hÊp thô 

bít nh÷ng chÊt kh«ng cÇn thiÕt trong m«i tr−êng nu«i cÊy, lµm thuËn lîi cho kh¶ 

n¨ng h×nh thµnh rÔ. 

- N−íc dõa: §−îc lÊy tõ qu¶ dõa b¸nh tÎ sö dông lµm n−íc uèng, läc qua giÊy läc, 

sau ®ã b¶o qu¶n trong tñ l¹nh ®¸. N−íc dõa bæ xung thªm nguån dinh d−ìng 

trong giai ®o¹n nh©n c©y.  

- Gi¸ thÓ trÊu hun: TrÊu kh« ®−îc hun thµnh than sau ®ã ®−îc sÊy khö trïng ë 

100oC trong  15 phót hoÆc sö dông ho¸ chÊt khö trïng ë nång ®é thÝch hîp. 

- Ho¸ chÊt pha dung dÞch plasmid pCAMBIA1300 lµ n−íc cÊt khö ion 2 lÇn ®· khö trïng. 

- Sö dông cån tuyÖt ®èi vµ cån 70% trong khi khö trïng 

2. Néi dung vµ ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

2.1. Khö trïng vµ ®Æt ph«i 

H¹t b«ng sau khi t¸ch sîi ®−îc lét bá líp l«ng ng¾n b»ng H2SO4 ®Ëm ®Æc, x¶ n−íc 

cho thËt s¹ch, thÊm kh« b»ng giÊy thÊm khö trïng, lo¹i bá nh÷ng h¹t kh«ng ®¹t yªu cÇu, 

h¹t ®−îc khö trïng bÒ mÆt b»ng cån 70% trong 1 phót, tiÕp theo l¾c trong dung dÞch javen 

60% (Hãa chÊt ViÖt Tr×) trong 20 - 25 phót vµ röa nhiÒu lÇn b»ng n−íc cÊt khö trïng ®Õn 

khi n−íc trong. Cuèi cïng thÊm kh« h¹t b»ng giÊy thÊm khö trïng. Sö dông dao cÊy, lo¹i 

bá líp vá cøng vµ t¸ch lÊy ph«i b«ng. TiÕp theo, ph«i ®−îc cÊy trªn m«i tr−êng c¶m øng 

t¹o ®a chåi CU gåm cã: m«i tr−êng c¬ b¶n MS víi tæ hîp 0,4mg/L 2,4D, 1.5mg/L BAP vµ 

0,1mg/L NAA. 

2.2. T¹o côm chåi 

Sau 10 ngµy, khi c¸c ph«i ®¹t chiÒu cao 1,5cm, ®Ønh chåi ®−îc c¾t víi chiÒu dµi 4-

5mm, lo¹i bá l¸ mÇm cßn ph¸t triÓn vµ cÊy trªn m«i truêng t¹o ®a chåi MDN gåm cã: MS 

víi tæ hîp 1mg/L Kinetin, 2mg/L BAP vµ 0,1mg/L NAA ®Ó t¹o côm chåi. Trªn m«i tr−êng 

nµy, chåi n¸ch ®−îc ho¹t hãa vµ ph¸t triÓn.  

2.3. Nh©n chåi 

Sau 5 tuÇn trªn m«i tr−êng MDN, c¸c côm chåi ®· h×nh thµnh. §Ó lµm t¨ng sè l−îng 

chåi, toµn bé côm chåi ®−îc cÊy chuyÓn sang m«i tr−êng nh©n chåi MBK gåm cã: MS víi 

tæ hîp 0,5mg/Lkinetin + 0,5mg/L BAP + 0,1 mg/L NAA). C¸c chåi n¸ch liªn tôc ®−îc ho¹t 
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ho¸, ph¸t triÓn thµnh chåi ®¬n ®ång thêi tiÕp tôc ho¹t ho¸ c¸c chåi n¸ch cña chåi ®¬n. 

2.4. KÐo dµi chåi  

Sau 3 tuÇn, sè l−îng chåi ®· t¨ng cao, c¸c côm chåi ®−îc chuyÓn sang m«i tr−êng 

kÐo dµi chåi MS kh«ng cã hooc m«n sinh tr−ëng. Trªn m«i tr−êng nµy, côm chåi kh«ng 

tiÕp tôc nh©n, c¸c chåi ®¬n kÐo dµi vµ mét sè ®· xuÊt hiÖn rÔ .  

2.5. T¹o c©y b«ng hoµn chØnh tõ chåi ®¬n 

C¸c chåi ®¬n t¸ch ra tõ  côm chåi ®−îc cÊy trªn m«i tr−êng t¹o rÔ MNT gåm cã: MS 

víi tæ hîp 0,2mg/L NAA, 1g/L than ho¹t tÝnh. Trªn m«i tr−êng nµy, c¸c chåi ®¬n h×nh 

thµnh rÔ vµ ph¸t triÓn thµnh thôc. Sau 4 tuÇn, toµn bé c¸c chåi ®¬n ®· ra rÔ vµ t¹o c©y 

hoµn chØnh. 

S¬ ®å 1. Qui tr×nh t¸i sinh c©y b«ng b»ng ph−¬ng ph¸p ®a chåi 

B−íc Néi dung thùc hiÖn ¶nh minh häa 
1 Khö trïng h¹t  

2 T¸ch, ®Æt ph«i CU 

 

3 T¹o côm chåi MDN 

 

4 Nh©n chåi MBK 

 

5 KÐo dµi chåi MS 
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6 T¹o c©y hoµn chØnh MNT 

 

7 HuÊn luyÖn c©y 

 

8 Trång c©y b«ng trong nhµ l−íi 
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Quy tr×nh t¸i sinh c©y b«ng qua ph«i soma 

phôc vô chuyÓn gen 
 

1. Nguyªn liÖu 

- Hai gièng b«ng Cooker 310 vµ SSR60 do ViÖn Nghiªn cøu c©y B«ng vµ c©y cã 

sîi cung cÊp. 

- C¸c hãa chÊt sö dông trong nu«i cÊy m« 

B¶ng 1. Thµnh phÇn c¸c m«i tr−êng c¬ b¶n cña Murashige vµ Skoog 

L−îng pha 1 lÝt dung dÞch mÑ L−îng cÇn cho 1 lÝt m«i tr−êng (mg) 

1. MS - I  
NH4NO3 1650 
KNO3 1900 
MgSO4.7H2O 370 
KH2PO4 170 
2. MS -  II  
CaCl2.2H2O 440 
3. MS - III  
H3BO3 6,2 
MnSO4.4H2O 22,3 
ZnSO4.4H2O 8,6 
KI 0,83 

Na2MoO4.2H2O 0,25 

CoCl2.6H2O 0,025 
CuSO4.5H2O 0,025 
3. MS - IV  
FeSO4.7H2O 27,8 
Na2EDTA 27,3 
4. MS - V  
Glycine 2 
Axit Nicotinic 0,5 
Thiamine HCl 0,5 
Pyridoxine HCl 0,5 
myo - Inositol 100 
Vitamin B5  

Axit Nicotinic  

Thiamine HCl  
Pyridoxine HCl  
Myo - Inositol  

- BAP: 6- Benzylaminopurine 

- 2,4D: 2,4- Dichlorophenoxyacetic acid 
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- NAA: α - Napthaleneacetic acid 

- Hygromycine: Kh¸ng sinh chän läc (cña h·ng Merk) 

- Kanamicine: Kh¸ng sinh chän läc (cña h·ng Merk) 

- Than ho¹t tÝnh kh«ng ph¶i lµ chÊt ®iÒu tiÕt sinh tr−ëng nh−ng cã t¸c dông hÊp 

thô bít nh÷ng chÊt kh«ng cÇn thiÕt trong m«i tr−êng nu«i cÊy, lµm thuËn lîi cho 

kh¶ n¨ng h×nh thµnh rÔ. 

- N−íc dõa: §−îc lÊy tõ qu¶ dõa b¸nh tÎ sö dông lµm n−íc uèng, läc qua giÊy 

läc, sau ®ã b¶o qu¶n trong tñ l¹nh ®¸. N−íc dõa bæ xung thªm nguån dinh 

d−ìng trong giai ®o¹n nh©n c©y.  

- Gi¸ thÓ trÊu hun: TrÊu kh« ®−îc hun thµnh than sau ®ã ®−îc sÊy khö trïng ë 

100oC trong  15 phót hoÆc sö dông ho¸ chÊt khö trïng ë nång ®é thÝch hîp. 

- Ho¸ chÊt pha dung dÞch plasmid pCAMBIA1300 lµ n−íc cÊt ®Ò ion 2 lÇn ®· khö 

trïng. 

- Sö dông cån tuyÖt ®èi vµ cån 70% trong khi khö trïng 

2. Néi dung vµ ph−¬ng ph¸p 

2.1. Khö trïng ®Æt h¹t t¹o c©y nguyªn liÖu 

H¹t b«ng sau khi t¸ch sîi ®−îc lét bá líp l«ng ng¾n b»ng H2SO4 ®Ëm ®Æc, x¶ n−íc 

cho thËt s¹ch, thÊm kh« b»ng giÊy thÊm khö trïng, lo¹i bá nh÷ng h¹t kh«ng ®¹t yªu cÇu, 

h¹t ®−îc khö trïng bÒ mÆt b»ng cån 70% trong 1 phót, tiÕp theo l¾c trong dung dÞch javen 

60% (Ho¸ chÊt ViÖt Tr×) trong 20 - 25 phót vµ röa nhiÒu lÇn b»ng n−íc cÊt khö trïng ®Õn 

khi n−íc trong. Ng©m h¹t trong n−íc cÊt khö trïng  tõ 1 - 2 giê sau ®ã g¹n bá n−íc vµ 

thÊm kh« b»ng giÊy thÊm khö trïng. 

Dïng dao vµ panh t¸ch bá líp cá cøng, kh«ng lµm tæn th−¬ng ®Õn h¹t sau ®ã ®Æt h¹t 

trªn m«i tr−êng c¬ b¶n MS,khi thao t¸c ®Æt h¹t cÇn c¾m phÇn mÇm rÔ vµo m«i tr−êng. H¹t 

b«ng ®−îc nu«i tèi 2 - 3 ngµy sau ®ã chuyÓn  ®iÒu kiÖn 16h chiÕu s¸ng, 8 giê tèi, nhiÖt ®é 

nu«i cÊy 28± 20C, c−êng ®é ¸nh s¸ng 2000lux. 

2.2. C¶m øng t¹o m« sÑo 

Sau 6 - 8 ngµy gieo h¹t, th©n d−íi l¸ mÇm ®−îc c¾t thµnh tõng ®o¹n 4-5mm, lo¹i bá 

phÇn th©n giµ vµ ®Ønh sinh tr−ëng. C¸c ®o¹n c¾t ®−îc ®Æt lªn m«i tr−êng c¶m øng t¹o m« 

sÑo (MSM) gåm cã MS + tæ hîp 0,1mg/L 2,4D vµ 0,1 mg/L NAA + B5 (Myo- inositol 

100mg/L) + 30mg/L Glucose + 8,5g/L Agar, pH 5,8.  

2.3. Nh©n m« sÑo 

Sau 4 tuÇn trªn m«i tr−êng MSM, m« sÑo ®−îc chuyÓn lªn m«i tr−êng nh©n m« sÑo 

(MNS) gåm cã: MS + B5 + 30mg/L Glucose + 8,5g/L Agar, pH 5,8. M« sÑo ®−îc nu«i cÊy 
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kho¶ng 4 - 8 tuÇn trªn MNS vµ cã cÊy chuyÓn mét lÇn. M« sÑo ph¸t triÓn m¹nh vµ liªn tôc 

t¨ng vÒ sinh khèi cÇn theo dâi cÊy chuyÓn kÞp thêi, tr¸nh lµm tæn th−¬ng trong thao t¸c 

nu«i cÊy. 

2.4. C¶m øng ph©n ho¸ ph«i 

Sau 4 - 8 tuÇn, trªn m«i tr−êng MNS, m« sÑo ®−îc chuyÓn lªn m«i tr−êng c¶m øng 

ph©n ho¸ ph«i MCP: MS + 1,9mg/l KNO3+ B5 + 30mg/L Glucose + 8,5g/L Agar, pH 5,8. 

Thêi gian  nu«i cÊy ë giai ®o¹n nµy kho¶ng 4 - 8 tuÇn trªn MCP vµ cã cÊy chuyÓn mét lÇn. 

ë giai ®o¹n nµy, m« sÑo rÊt mÒm vµ t¬i xèp v× vËy ph¶i thao t¸c nhÑ nhµng, tr¸nh vì m«. 

M« sÑo ®−îc gi÷ trªn m«i tr−êng nµy tíi khi xuÊt hiÖn tÕ bµo tiÒn ph«i soam mµu tr¾ng 

hång. 

2.5. Ph¸t triÓn ph«i 

Sau thêi gian nu«i cÊy trªn m«i tr−êng MCP, tÕ bµo tiÒn ph«i ®−îc cÊy chuyÓn lªn 

m«i tr−êng ph¸t triÓn ph«i MSE gåm: MS + 1,9mg/l KNO3+ B5 + 1g/L Glutamine + 0,5g/L 

Asparagine + 30mg/L Glucose + 8,5g/L Agar, pH 5,8. Ph«i phÊt triÓn thµnh thôc cã d¹ng 

h×nh dÇu dôc, mµu xanh. 

2.6. Ph«i n¶y mÇm 

Sau 3 tuÇn, ph«i ®−îc chuyÓn sang m«i tr−êng n¶y mÇm MSN: MS + B5 + 30mg/L 

Glucose + 8,5g/L Agar, pH 5,8. Trªn m«i tr−êng nµy, ph«i n¶y mÇm, kÐo dµi vµ xuÊt hiÖn  

d¹ng l¸ (ch−a ph¶i lµ l¸ thËt). RÔ ph«i h×nh thµnh vµ b¾t dÇu ph¸t triÓn.  

2.7. T¹o c©y hoµn chØnh 

Toµn bé ph«i ®· n¶y mÇm ®−îc chuyÓn sang m«i tr−êng t¹o c©y hoµn chØnh MST: 

MS + B5 + 1g/L than ho¹i tÝnh + 30mg/L Glucose + 8,5g/L Agar, pH 5,8. Trªn m«i tr−êng 

nµy, c©y con tõ ph«i soma tiÕp tôc ph¸t triÓn vµ xuÊt hiÖn c¸c l¸ thËt. Tuy nhiªn, c©y con 

tr¶i qua thêi gian dµi trªn m«i tr−êng n¶y mÇm vµ ph¸t triÓn c©y nªn bé rÔ bÞ giµ hãa khã 

t¸i sinh. V× vËy, toµn bé c©y con ®−îc c¾t bá phÇn th©n giµ vµ rÔ råi cÊy chuyÓn mét lÇn 

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

3. HuÊn luyÖn vµ trång c©y t¸i sinh 

C©y b«ng cã 5 - 6 l¸ thËt, cã bé rÔ æn ®Þnh, gi÷ trong èng nghiÖm më nót vµ ®Æt ra ë 

®iÒu kiÖn phßng. Sau 3 - 4 ngµy, toµn bé c©y ®−îc lÊy ra, röa s¹ch hÕt m«i tr−êng b¸m, 

chuyÓn vµo gi¸ thÓ (c¸t, trÊu hun, ®Êt, tû lÖ 1:1:1) ®· khö trïng. Nu«i trong tñ sinh tr−ëng 2 

- 3 tuÇn víi ®iÒu kiÖn ®iÒu kiÖn 16h chiÕu s¸ng, 8 giê tèi, nhiÖt ®é nu«i cÊy 28±2oC. Nh÷ng 

ngµy ®Çu cÇn che phñ nylon cho c©y ®Ó tr¸nh mÊt n−íc, th−êng xuyªn t−íi Èm d¹ng phun 

s−¬ng mï, tuyÖt ®èi kh«ng ®Ó gi¸ thÓ qu¸ Èm g©y thèi rÔ b«ng. Sau 3 tuÇn nu«i trong tñ 

sinh tr−ëng, c©y b«ng ®−îc ®−a ra ®iÒu kiÖn ngoµi trêi ®Ó thÝch nghi, th−êng xuyªn gi÷ Èm 

cho c©y vµ tr¸nh ¸nh n¨ng trùc tiÕp. Khi c©y ®· sinh tr−ëng æn ®Þnh, xuÊt hiÖn l¸ míi th× 

chuyÓn ra nhµ l−íi trång vµ ch¨m sãc. C©y b«ng ®−îc tiÕp tôc theo dâi ch¨m sãc, phßng 
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trõ s©u bÖnh theo quy tr×nh chung cña ngµnh trång b«ng. 

S¬ ®å 1. Qui tr×nh t¸i sinh c©y b«ng b»ng ph−¬ng ph¸p t¹o ph«i soma 

B−íc Néi dung thùc hiÖn ¶nh minh häa 

1 Khö trïng đặt h¹t 

 

2 T¹o c©y nguyªn liÖu MS 

 

3 C¶m øng m« sÑo MSM 

 

4 C¶m øng ph©n hãa ph«i MCP 

 

5 Ph¸t triÓn ph«i MSE 

 

6 Ph«i n¶y mÇm MSN 

 

7 T¹o c©y hoµn chØnh MST 

 

8 Trång c©y b«ng trong nhµ l−íi 
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quy tr×nh chuyÓn gen trùc tiÕp qua èng 

phÊn b»ng vi tiªm 
 

1. ChuyÓn gen b»ng vi tiªm qua èng phÊn 

1.1. VËt liÖu 

- Mét sè gièng b«ng do ViÖn Nghiªn cøu c©y B«ng vµ c©y cã sîi cung cÊp. 

- Gen chuyÓn: Gen kh¸ng s©u cryIA(c) ®−îc thiÕt kÕ trong vect¬ pCAMBIA1300, 

kÌm gen chØ thÞ kh¸ng kh¸ng sinh Hygromycine. Nång ®é dung dÞch sö dông cho vi 

tiªm lµ 10µg/ml. 

- Kim tiªm lo¹i micropipet dung tÝch 10µl, mét sè dông cô cÇn thiÕt kh¸c. 

- Dung dÞch ®Ëu qu¶ vµ dung dÞch khö trïng. 

1.2. Ph−¬ng ph¸p tiÕn hµnh 

1.2.1. Qui tr×nh t¸ch chiÕt vµ tinh s¹ch ADN plasmid  

Chñng E. coli DH5α mang plasmid pCAMBIA1300-Ubi-CryIA(c) ®−îc nu«i l¾c trong 

m«i tr−êng LB láng víi kh¸ng sinh kanamycin (50mg/l), nu«i qua ®ªm ë 37oC, 220 

vßng/phót. DÞch nu«i cÊy ®−îc ly t©m ë 4.500 vßng/phót ®Ó thu tña tÕ bµo sö dông cho 

t¸ch plasmid. Plasmid ®−îc t¸ch theo ph−¬ng ph¸p cña Horowicz sö dông "miniprep kit" 

cña h·ng Quiagen. Plasmid pCAMBIA1300-Ubi-CryIA(c) ®−îc më vßng b»ng cÆp enzym 

h¹n chÕ Hind III/BamH I. KÕt qu¶ t¸ch plasmid vµ c¾t më vßng ®−îc kiÓm tra b»ng ®iÖn di 

trªn trªn gel agarose 1%. 

1.2.2. Gieo h¹t vµ ch¨m sãc c©y 

H¹t b«ng ®−îc lo¹i bá líp l«ng ng¾n b»ng H2SO4 ®Ëm ®Æc, lo¹i bá nh÷ng h¹t lÐp, h¹t 

s©u bÖnh kh«ng ®ñ tiªu chuÈn. Gieo h¹t trªn nÒn ®Êt theo quy tr×nh canh t¸c chung cña 

ngµnh b«ng. Ch¨m sãc theo dâi vµ phßng trõ s©u bÖnh. Khi gieo ph¶i bè trÝ theo tõng « thÝ 

nghiÖm ®Ó tiÖn cho ®¸nh dÊu vµ vi tiªm sau nµy. 

1.2.3. Theo dâi ®¸nh dÊu hoa tr−íc khi vi tiªm 

Khi c©y b«ng ®· tr−ëng thµnh vµ xuÊt hiÖn nô hoa, chóng ta theo dâi kh¶ n¨ng ra hoa 

cña c©y b«ng vÇ ®¸nh dÊu nh÷ng b«ng hoa në ®Ó chuÈn bÞ cho vi tiªm ngµy h«m sau, 

th−êng chän nh÷ng hoa ë vÞ trÝ ®èt qu¶  thø 1 - 2 cña cµnh qu¶. 
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S¬ ®å 1. Plasmid pCAM1300/cryIA(c) 

1.2.4. Vi tiªm trùc tiÕp vµo no·n 

ChuÈn bÞ dung dÞch plasmid pCAMBIA1300 mang gen cryIA(c) víi nång ®é 10µg/ml, 

b¶o qu¶n trong hép ®¸. ChuÈn bÞ kim tiªm, kÐo khö trïng. 

Chän nh÷ng b«ng hoa míi në ngµy h«m tr−íc ®· ®−îc ®¸nh dÊu. 

Dïng kÐo lo¹i bá hÕt nh÷ng c¸nh hoa, c¾t bá vßi nhôy c¸ch bÇu hoa 4 - 5mm, tr¸nh 

lµm tæn th−¬ng tíi bÇu hoa. 

Dïng kim tiªm lo¹i micropipet dung tÝch 10µ hót dung dÞch plasmid pCAMBIA1300 

cryIA(c) ®· chuÈn bÞ tr−íc, tuyÖt ®èi kh«ng ®Ó cã bät khÝ trong xi lanh. Sau ®ã c¾m s©u 

®Çu kim theo vßi nhôy (khi c¾t cßn trõa l¹i) tíi 2/3 bÇu, rót ra 1/3 bÇu, nhÑ nhµng thao t¸c 

kim tiªm truyÒn dung dÞch biÕn n¹p vµo trong bÇu nhôy. Sau khi rót kim tiªm ra nhá 1 - 2 

giät dung dÞch khö trïng vµ gi÷ ®Ëu qu¶. §¸nh dÊu vµ ghi sè thø tù vµo hoa ®· vi tiªm. 

Röa kim tiªm, kÐo.. b»ng dung dÞch khö trïng tr−íc khi tiªm cho hoa kh¸c. 

Thêi gian tiªm vµo 7 - 10h s¸ng, nªn chän nh÷ng ngµy thêi tiÕt tèt, r©m m¸t, tr¸nh 

nh÷ng ngµy n¾ng g¾t hay cã m−a.  

1.2.5. Ch¨m sãc vµ thu ho¹ch 

  
BÇu nhuþ ®· c¾t trµng  hoa vµ 

vßi nhôy 
§−a kim tiªm vµo bÇu nhôy Tiªm dÞch biÕn n¹p vµo bÇu 

nhôy 
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Sau khi vi tiªm, toµn bé hoa ®−îc ®¸nh dÊu, ng¾t tÊt c¶ nh÷ng mÇn qu¶ ë cµnh hoa 

nµy ®Ó tËp trung dinh d−ìng, t¨ng tû lÖ t¹o qu¶ cho b«ng hoa ®· vi tiªm. Th−êng xuyªn 

theo dâi phßng trõ s©u bÖnh cho c©y b«ng.  

Thu ho¹ch: Thu ho¹ch riªng tõng qu¶, t¸ch h¹t b¶o qu¶n riªng ®Ó thu nguyªn liÖu 

cho c¸c ph©n tÝch kiÓm nhiÖm sau. 

2. Ph−¬ng ph¸p chän läc vµ ®¸nh gi¸ c©y b«ng chuyÓn gen sau vi tiªm 

2.1. T¹o vÕt ch¸y kh¸ng sinh trªn l¸ 

2.1.1. VËt liÖu 

a) Thùc vËt 

H¹t b«ng chuyÓn gen vµ ®èi chøng ®−îc gieo trong bÇu nhá ®−êng kÝnh 10cm, kÝch 

th−íc kho¶ng 15 - 20cm. Khi c©y b«ng non cã l¸ thËt thø 2 (kho¶ng 10 - 14 ngµy) th× tiÕn 

hµnh thö tÝnh kh¸ng kh¸ng sinh. 

b) Dông cô vµ ho¸ chÊt 

- Pipetman, ®Çu c«n (100, 200, 1000µl), èng eppendorf, cèc ®ong, lä thñy tinh, 

phÝch ®¸, giÊy b¹c, chun vßng. 

- Kanamycin (Sigma), Hygromycine (Merk), Tween 20, n−íc cÊt khö trïng. 

2.1.2. Ph−¬ng ph¸p tiÕn hµnh 

a. ChuÈn bÞ kh¸ng sinh 

Hygromycine (Hyg), Kanamycine (Kn) 

Pha nång ®é kh¸ng sinh sö dông trong n−íc cÊt v« trïng cã bæ sung Tween-20 nång 

®é 5%. Pha dung dÞch sö dông mçi lÇn thÝ nghiÖm vµ nªn th−êng xuyªn gi÷ trong ®¸. 

b.  Ph−¬ng ph¸p tiÕn hµnh 

§Çu tiªn sö dông chun vßng ®eo vµo ļ  dïng ®Ó thö tÝnh kh¸ng ë mçi lÇn test 

- Test tÝnh kh¸ng kh¸ng sinh lÇn 1: Nhá 10µl dung dÞch kh¸ng sinh (dung dÞch ®· 

pha lo·ng tíi nång ®é sö dông) lªn mÆt l¸ thËt thø 2 (chó ý kh«ng lµm x−íc l¸), 

cÇn tr¸nh chç g©n l¸. Theo dâi sau 1,2,3 ngµy ®èi víi test Hyg vµ sau 5, 6, 7.. 

ngµy ®èi víi test Kn, ®¸nh gi¸ kÕt qu¶. 

- Test tÝnh kh¸ng kh¸ng sinh lÇn 2: Sau khi ®¸nh gi¸ lÇn 1 chän nh÷ng c©y cã kh¶ 

n¨ng kh¸ng (kh«ng bÞ ®èm ch¸y l¸ nÕu test Hyg vµ kh«ng bÞ ®èm vµng l¸ nÕu test 

Kn) ®Ó riªng ra mét l« vµ test lÇn 2. V× sè c©y d−¬ng tÝnh thu ®−îc kh«ng nhiÒu 

nªn test t−¬ng tù nh− lÇn 1 nh−ng sÏ nhá lªn 2 ®iÓm trªn l¸ thËt thø 4 nh− h×nh 

d−íi. Theo dâi vµ ®¸nh gi¸ nh− lÇn 1. 

- Test tÝnh kh¸ng kh¸ng sinh lÇn 3: T−¬ng tù nh− 2 lÇn trªn nh−ng sö dông l¸ míi 

thø 6 vµ t¨ng nång ®é kh¸ng sinh sö dông víi nh÷ng c©y tiÕp tôc kÕt qu¶ d−¬ng 
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tÝnh lÇn 2. (VÝ dô: 100mg/L víi Hyg vµ 1000mg/L víi Kn) 

c. Ph−¬ng ph¸p ®¸nh gi¸ 

- C©y thö tÝnh kh¸ng Hyg: Theo dâi sau 1 - 2 ngµy nhËn thÊy chç nhá thuèc cã 

nh÷ng ®¸m h¹t li ti mµu ®en  vµ tíi ngµy thø 3 - 5 t¹i chç ®ã sÏ h×nh thµnh  ®èm 

ch¸y. Víi c©y d−¬ng tÝnh, vÕt xö lý vÉn cã mµu s¸ng bãng, sau ®ã nh¹t dÇn vµ trë 

l¹i b×nh th−êng, m« l¸ vÉn cã mµu xanh vµ kh«ng bÞ chÕt. Sau ®ã ®Õm tæng sè 

l−îng c©y vµ sè c©y biÓu hiÖn d−¬ng tÝnh ë mçi gièng.  

- C©y thö tÝnh kh¸ng Kn: Theo dâi sau 5 ngµy nhËn thÊy chç nhá thuèc h×nh thµnh 

®èm vµng nh¹t vµ sau ®ã  ®èm vµng ®ã ngµy cµng râ rµng vµ rÊt dÔ quan s¸t.  

- §Õm tæng sè l−îng c©y vµ sè c©y biÓu hiÖn d−¬ng tÝnh ë mçi gièng.  

- ChuÈn bÞ chËu ®Êt ®Ó trång c¸c c©y kh¸ng kh¸ng sinh (c©y d−¬ng tÝnh) vµ chuÈn 

bÞ c¸c thÝ nghiÖm tiÕp theo. 

Chó ý: Chän ngµy d©m m¸t, kh«ng cã n¾ng g¾t hay m−a ®Ó thö kh¸ng sinh trªn l¸ 

nh»m h¹n chÕ ¶nh h−ëng ngo¹i c¶nh tíi ho¹t tÝnh cña kh¸ng sinh chän läc 

d. Ch¨m sãc c©y d−¬ng tÝnh vµ thu h¹t 

Toµn bé c©y cã biÓu hiÖn d−¬ng tÝnh ®−îc ®¸nh dÊu cÈn thËn, ch¨m sãc vµ th−êng 

xuyªn theo dâi phßng trõ s©u bÖnh.  

Thu ho¹ch triªng tõng qu¶, tõng c©y, t¸ch h¹t vµ b¶o qu¶n cho thÝ nghiÖm chän läc 

tiÕp theo. 

  
TriÖu trøng sau 2-3 giê TriÖu trøng sau 3 ngµy TriÖu trøng sau 4 ngµy 

2.2. Chän läc c©y b«ng chuyÓn gen trªn m«i tr−êng kh¸ng sinh chän läc 

2.2.1. Nguyªn liÖu 

C¸c h¹t b«ng T2 thu ®−îc sau vi tiªm trùc tiÕp qua èng phÊn vµ chän läc kh¸ng sinh 

trªn l¸ cña ViÖn C«ng nghÖ Sinh häc Hµ Néi. 

C¸c hãa chÊt dïng trong nu«i cÊy m«, Kh¸ng sinh Hygromycine (cña h·ng Merk). 

2.2.2. Néi dung vµ ph−¬ng ph¸p 

a. Khö  trïng, t¸ch vá h¹t b«ng 

H¹t b«ng sau khi t¸ch sîi ®−îc lét bá líp l«ng ng¾n b»ng H2SO4 ®Ëm ®Æc, x¶ n−íc 
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cho thËt s¹ch, thÊm kh« b»ng giÊy thÊm khö trïng, lo¹i bá nh÷ng h¹t kh«ng ®¹t yªu cÇu, 

h¹t ®−îc khö trïng bÒ mÆt b»ng cån 70% trong 1 phót, tiÕp theo l¾c trong dung dÞch javen 

60% (Ho¸ chÊt ViÖt Tr×) trong 20 - 25 phót vµ röa nhiÒu lÇn b»ng n−íc cÊt khö trïng ®Õn 

khi n−íc trong. Cuèi cïng thÊm kh« h¹t b»ng giÊy thÊm khö trïng sö dông dao cÊy lo¹i bá 

líp vá cøng.  

b. Chän läc kh¸ng sinh lÇn mét 

Toµn bé h¹t ®· ®−îc khö trïng t¸ch vá ®−îc cÊy lªn m«i tr−êng kh¸ng sinh chän läc 

MH (MS + víi nång ®é Hygromycine thÝch hîp). Sau 7 ngµy ®¸nh gi¸ tû lÖ n¶y mÇm cña 

h¹t, sau 21 ngµy ®¸nh gi¸ tû lÖ ra rÔ. 

c. Chän läc kh¸ng sinh lÇn hai 

Sau 4 tuÇn, toµn bé sè c©y cã kh¶ n¨ng ra rÔ ®−îc c¾t lÊy phÇn ®Ønh sinh tr−ëng dµi 

2cm, lo¹i bá hai l¸ mÇm vµ cÊy sang m«i tr−êng MH míi. Sau hai tuÇn, ®Ønh sinh tr−ëng 

l¹i ®−îc cÊy chuyÓn mét lÇn.  

d. T¸i sinh c©y hoµn chØnh sau chän läc 

Sau hai lÇn chän läc, toµn bé c©y cã kh¶ n¨ng sèng sãt, ra rÔ ®−îc chuyÓn sang m«i 

tr−êng nh©n c©y MN (MS + 100ml/L n−íc dõa). Khi c©y b«ng ph¸t triÓn tèt ®−îc t¸ch ra vµ 

cÊy chuyÓn ®ång thêi thu l¸ cho c¸c thÝ nghiÖm tiÕp theo. 

e.  HuÊn luyÖn vµ trång c©y t¸i sinh 

C©y b«ng cã 5 - 6 l¸ thËt, cã bé rÔ æn ®Þnh, gi÷ trong èng nghiÖm më nót vµ dÆt ra 

®iÒu kiÖn phßng. Sau 3-4 ngµy, toµn bé c©y ®−îc lÊy ra, röa s¹ch hÕt m«i tr−êng b¸m, 

chuyÓn vµo gi¸ thÓ (c¸t, trÊu hun, ®Êt, tû lÖ 1:1:1) ®· khö trïng. Nu«i trong tñ sinh tr−ëng 2 

- 3 tuÇn víi ®iÒu kiÖn ®iÒu kiÖn 16h chiÕu s¸ng, 8 giê tèi, nhiÖt ®é nu«i cÊy 28± 20C. 

Nh÷ng ngµy ®Çu cÇn che phu nylon cho c©y ®Ó tr¸nh mÊt n−íc, th−êng xuyªn t−íi Èm 

d¹ng phun s−¬ng mï, tuþªt ®èi kh«ng ®Ó gi¸ thÓ qu¸ Èm g©y thèi rÔ b«ng. Sau 3 tuÇn 

nu«i trong tñ sinh tr−ëng, c©y b«ng ®−îc ®−a ra ®iÒu kiÖn ngoµi trêi ®Ó thÝch nghi, th−êng 

xuyªn gi÷ Èm cho c©y vµ tr¸nh ¸nh n¨ng trùc tiÕp. Khi c©y ®· sinh tr−ëng æn ®Þnh, xuÊt 

hiÖn l¸ míi th× chuyÓn ra nhµ l−íi trång vµ ch¨m sãc. C©y b«ng ®−îc tiÕp tôc theo dâi 

ch¨m sãc, phßng trõ s©u bÖnh theo quy tr×nh chung cña ngµnh trång b«ng. 

Thu ho¹ch h¹t riªng theo tõng c©y, tõng qu¶ lµm nguyªn liÖu cho c¸c thÝ nghiÖm tiÕp theo. 

3. Chän läc c©y b«ng chuyÓn gen b»ng kü thuËt sinh häc ph©n tö  

3.1. VËt liÖu 

C¸c dßng b«ng d−¬ng tÝnh thu ®−îc sau chän läc trªn m«i tr−êng kh¸ng sinh chän 

läc. L¸ ®−îc t¸ch tõ c©y d−¬ng tÝnh b¶o qu¶n trong tñ (-84oC) lÇm nguyªn liÖu cho t¸ch 

chiÕt ADN. 
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3.2. Ph−¬ng ph¸p 

a. T¸ch chiÕt ADN 

ChuÈn bi c¸c hãa chÊt  

- §Öm chiÕt, ®Öm röa ®−îc pha theo B¶ng 3. 

- M¸y æn nhiÖt ®Æt nhiÖt ®é 65oC 

- PhÝch chøa ®¸ 

- §òa thñy tinh ®Æt trong tñ ©m 

B¶ng 3. C¸c ho¸ chÊt sö dông cho t¸ch chiÕt ADN 

Hãa chÊt Nång ®é cÇn dïng Nång ®é stock 

§Öm röa 

Tris- HCl 0,5M 100mM 

EDTA(pH8) 0,5M 5mM 

Sorbitol 2M 0.35M 

Na2HPO4 4% 0.4% 

§Öm chiÕt 

CTAB 2% 5% 

NaCl 1.4M 5M 

EDTA 20mM 0,5M 

Tris- HCl 100mM 1M 

Hãa chÊt kh¸c 

Chloroform/isoamyl alcohol(24:1)   

Isopropanol (l¹nh)   

Ethanol 70%   

Phenol/chloroform/isoamyl 
alcohol(25:24:1) 

  

Ethanol 100%   

Sodium acetate 3M  

R-  Nase 10µg/µl  

TE buffer   

Tris- HCl 10mM 1M 

NaCl 2M 5M 

EDTA 1mM 0,5M 

C¸c buíc tiÕn hµnh 

- Thu mÉu vµ gi÷ mÉu ë tñ l¹nh s©u cho tíi khi sö dông. 

- C¸c b−íc t¸ch chiÕt ADN. 

1. LÊy  mÉu l¸ vµo eppendorf 2ml ®æ Nit¬ láng vµo èng vµ nghiÒn thËt mÞn, thao t¸c 
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nhanh. 

2. Bæ sung 0,8ml ®Öm röa, vortex trong 40 gi©y, ly t©m 12000 vßng/phót ë nhiÖt ®é 

phßng trong 15 phót, lo¹i bá dÞch næi (lÆp l¹i 2 - 3 lÇn). 

3. Bæ sung 200µl ®Öm röa vortex trong 40-60 gi©y 

4. Bæ sung 650µl CTAB 2% + 0,03% β-mercaptoethanol vµo epepndorf chøa mÉu 

nghiÒn. L¨c ®¶o ®Òu èng. Gi÷ ë 65oc trong 30 phót cø 10 phót lÊy ra l¾c ®Òu mét 

lÇn. TiÕp tôc gi÷ mÉu ë nhiÖt ®é phßng trong 10 phót. 

5. Bæ sung 650µl Chloroform/isoamyl alcohol(24:1) vµo chøa mÉu vµ l¾c ®¶o c¸c 

trong 10 phót ®Ó trén ®Òu dung dÞch. 

6. Ly t©m mÉu víi tèc ®é 12000 vßng/phót trong 15 phót ë nhiÖt ®é phßng vµ dïng 

Pipet chuyÓn dÞch næi sang èng míi.  

7. Bæ sung 455µl Isopropanol (l¹nh) vµo eppendorf vµ l¾c ®¶o ®Òu, gi÷ èng mÉu ë 

trong ®¸. 

8. NÕu cã ADN næi thi vít sang èng eppendorf kh¸c, nÕu kh«ng cã th× ly t©m víi tèc 

®é 12.000 vßng/phót trong 5 phót ta thu ®−îc c¸c cuén ADN nhá.  

9. Röa ADN b»ng 350-400µl Ethanol 70%  hai lÇn. Sau mçi lÇn röa, ly t©m víi tèc 

®é 13000 vßng/phót trong 2 phót sau ®ã nhÑ nhµng lo¹i bá Ethanol (tr¸nh ®Ó c¸c 

cuén ADN r¬i ra ngoµi). 

10. Lµm kh« ADN b»ng m¸y hót ch©n kh«ng. 

11. Gi÷ ADN trong 200µl TE ë nhiÖt ®é phßng trong 10 - 30 phót vµ bæ sung vµo 5µl 

RNase(10mg/ml). Gi÷ s¶n phÈm ë nhiÖt ®é 370C trong 1 - 2 giê (cã thÓ ®Ó qua 

®ªm). 

12. Cho vµo 200µl hçn hîp Phenol/chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1) (tr−íc khi 

sö dung ph¶i l¾c ®Òu hçn hîp). Sau ®ã l¾c m¹nh hçn hîp ®Ó trén ®Òu c¸c s¶n 

phÈm. Ly t©m víi tèc ®é 10.000 - 13.000vßng/phót trong 5 phót ë 4oC (l¾c ®¶o 

®Òu hçn hîp thÊy xuÊt hiÖn hai líp , phÇn dÞch næi bªn trªn cã chøa ADN). 

13. ChuyÓn phÇn dÞch næi (pha trªn) sang èng eppendorf míi vµ bæ sung 20µl 

Sodium acetate 3M, cho tiÕp 450µl Ethanol l¹nh (100%) vµo l¾c ®¶o nhÑ. 

14. Gi÷ s¶n phÈm  ë -20oc trong 30 phót. Ly t©m ë 12000vßng/phót trong 15 phót thu cÆn 

15. Röa ADN b»ng 150 - 200µl Ethanol 70%  hai lÇn. Sau mçi lÇn röa, ly t©m víi tèc 

®é 13.000 vßng/phót trong 2 phót sau ®ã nhÑ nhµng lo¹i bá Ethanol (tr¸nh ®Ó 

c¸c cuén ADN r¬i ra ngoµi) 

16. Bæ sung 100µl TE vµo s¶n phÈm vµ gi÷ trong tñ l¹nh 4oC qua ®ªm (§Ó b¶o qu¶n 

trong tñ l¹nh -200c) 
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17. §iÖn di ADN tæng sè vµ ®o OD. 

18. Pha lo·ng ra nång ®é 10ng/µl ®Ó phuc vô cho ch¹y PCR. 

b. Ph¶n øng PCR 

Thµnh phÇn, nång ®é c¸c hîp chÊt vµ chu k× nhiÖt PCR 

Thµnh phÇn, nång ®é c¸c chÊt tham gia 25µl ph¶n øng PCR mµ chóng t«i tiÕn hµnh 

®Ó nh©n gen cryIA ®−îc nªu trong b¶ng 4. 

B¶ng 4. Thµnh phÇn vµ nång ®é c¸c ho¸ chÊt trong ph¶n øng PCR (25µl) 

STT Thµnh phÇn ph¶n øng Nång ®é cuèi cïng  ThÓ tÝch  

1 H20 -  

2 §Öm PCR (Buffer) 1 X  2,5 µl 

3 25mM MgCl2  2,5 mM  2,5 µl 

4 2,5mM dNTPs  200 nM  2 µl 

5 10 pM Primer  0.4pM  0,5 µl  

6 5u/µl Taq pol  0,1 u 0,2 µl 

7 ADN  25 ng  

  Tæng thÓ tÝch  25µl 

Nång ®é AND cña mÉu pha ®Ó lµm  sao lÊy 2µl 

§Ó nh©n gen CryIA(b) vµ CryIA(c) chóng t«i sö dông cÆp måi T1, T2 cã tr×nh tù nh− sau: 

- T1: 5’-AGGTGCTGGGTTCGTTCTCG-3’. 

- T2: 5’-CATTGTTGTTCTGTGGTGGGATTT-3’. 

Chu kú nhiÖt cña ph¶n øng PCR lµ 

- 95 0C , 3 phót. 

- 94 0C , 30 gi©y. 

- 56 0C , 35 gi©y. 

- 72 0C , 1,5 phót. 

- 72 0C , 8 phót. 

- l−u gi÷ ë 4 0C. 

Tõ b−íc 2 ®Õn b−íc 4 tiÕn hµnh lÆp l¹i 30 chu kú. 

ThiÕt bÞ: M¸y PCR (Gene Amp* PCR System 9700 - Appied Biosystems);  m¸y ®iÖn 

di (Biorad); m¸y soi gel (Gel Doc-Pharmacia), m¸y chôp ¶nh (Poloriod). 

c. Kü thuËt lai Southern 

+ Ho¸ chÊt, dung dÞch vµ thiÕt bÞ 

§Ò tµi KC.01.13 28



Quy tr×nh t¸i sinh c©y b«ng qua ph«i soma 

Ho¸ chÊt:  NaCl ;  NaOH;  Na-C i t ra t ;  T r is -HCl ;  SDS;  ax i t  ma le ic ; N-

lauroylsarcosine; Tween 20; bé kit lai DIG (DIG-High Prime DNA labeling and 

Detction Starter Kit II- Roche);  n−íc cÊt 2 lÇn vµ khö trïng; thuèc hiÖn phim X-

quang. 

Dung dÞch: 

- Dung dÞch biÕn tÝnh ADN: 0,4M NaOH, 0,6M NaCl, tiÖt trïng. 

- 20X SSC: 3M NaCl, 300 mM Na-Citrat, 5X SSC, 2X SSC vµ 0.5X SSC, tiÖt trïng. 

- §Öm axit maleic: 0,1M axit maleic, 0,15M NaCl, pH7,5 (chØnh pH b»ng tinh thÓ 

NaOH), tiÖt trïng. 

- N-lauroylsarcosine 10%, SDS 10% läc qua mµng läc v« trïng. 

- Dung dÞch  c¶n 10% (10X): nÊu 10 g bét g©y c¶n trong 100ml ®Öm axit maleic, tiÖt 

trïng. Dung dÞch nµy cã thÓ cã s½n trong bé kit. 

- Dung dÞch c¶n 1X: Pha lo·ng dd c¶n 10X (10%) trong ®Öm  axit maleic, chuÈn bÞ 

tr−íc khi  dïng. 

- Dung dÞch tiÒn lai: 5X SSC, 0,1% N-lauroylsarcosine, 0,02% SDS, 1% dung dÞch 

c¶n, chuÈn bÞ tr−íc khi dïng. 

- Dung dÞch lai: Dïng 64ml n−íc cÊt hai lÇn tiÖt trïng ®Ó hoµ tan bét lai chøa trong 

mçi lä trong bé kit. 

- §Öm röa: 0,3% thÓ tÝch tween 20 trong dung dÞch ®Öm axit maleic. 

- §Öm  dß: 0,1M Tris-HCl , 0,1M NaCl, pH 9,5, tiÖt trïng. 

- Dung dÞch röa: 2X SSC, 0,1% SDS vµ 0,5X SSC, 0,1% SDS. 

- Dung dÞch kh¸ng thÓ: Li t©m èng kh¸ng thÓ anti-DIG-AP trong bé kit ë 10.000v/p 

trong 5 phót. Pha lo·ng 1:10 000 (75 mU/ml) trong dung dÞch c¶n, chuÈn bÞ tr−íc 

khi dïng. 

- ChÊt nÒn ph¸t quang: CSPD lµ dung dÞch nÒn ph¸t quang cã s½n trong bé kit. 

- Dông cô vµ thiÕt bÞ: GiÊy thÊm (Whatman); mµng nylon (Positive charges 1417240 

- Roche Diagroshc Gmh); bÓ thÊm  chuyÓn (khay nhùa hoÆc thñy tinh); tñ Êm;  

èng lai; lß ph¶n øng lai (Bio-labo), hép chôp phim X-quang (Kodak X-OMATIC 

Cassette); phim X-quang vµ n−íc hiÖn. 

+ Quy  tr×nh thÊm chuyÓn vµ lai Southern 

C¾t ADN genom b»ng enzym giíi h¹n vµ ph©n gi¶i trªn gel 

- Cho 5µg ADN genom vµo èng eppendorf, bæ sung dung dÞch ®Öm, enzym  (40-

50u) vµ n−íc tíi thÓ tÝch 35µl. ñ ë 37oC, trong 16 -18 giê. 
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- Ch¹y ®iÖn di ADN c¾t giíi h¹n trªn gel agarose 0,8%, ®iÖn thÕ 40 - 50V, 12 - 14 giê. 

ThÊm chuyÓn ADN lªn mµng nylon  

ADN ë d¹ng sîi ®¬n ®−îc chuyÓn lªn mµng nylon theo ph−¬ng ph¸p thÊm ng−îc 

(H×nh 7). C¸c b−íc tiÕn hµnh nh− sau: 

- Xö lý b¶n gel ®iÖn di ADN trong dung dÞch biÕn tÝnh, l¾c nhÑ 20 phót. 

- §æ dung dÞch thÊm chuyÓn (0,4M NaOH vµ 0,6M NaCl) vµo bÓ. 

- ThÊm −ít 3 líp giÊy thÊm trong bÓ thÊm chuyÓn, ®Æt lªn vËt ®ì lµ tÊm kÝnh hay 

mét vËt cøng kh¸c  t¹o thµnh cÇu giÊy cã chiÒu dµi ®ñ ngËp trong dung dÞch vµ 

réng khÝt víi chiÒu réng cña b¶n gel. 

- §Æt óp mÆt b¶n gel lªn cÇu giÊy. 

- ThÊm −ít mµng nylon cã kÝch th−íc nh− b¶n gel. §Æt mµng nylon lªn b¶n gel. 

- §Æt 3 líp giÊy thÊm cã kÝch th−íc b»ng b¶n gel lªn mµng nylon. 

   

H×nh 3. BÓ thÊm chuyÓn Southern  

- §Æt mét líp dÇy c¸c giÊy thÊm máng cã kh¶ n¨ng thÊm nhanh c¸c dung dÞch 

thÊm ng−îc tõ d−íi lªn; 

- §Æt vËt nÆng kho¶ng 300 - 500g ë trªn cïng, bªn d−íi vËt nÆng nªn ®Æt mét tÊm 

kÝnh máng ®Ó ph©n bè ®Òu träng lùc cña vËt nÆng lªn c¸c líp giÊy thÊm. 

- Cho thÊm chuyÓn 10 - 12 giê. 

- Röa mµng nylon trong dung dÞch 2X SSC. §Ó mµng kh« trong nhiÖt ®é phßng, 

sau ®ã xö lý ë nhiÖt ®é 65oC, trong 2 giê. B¶o qu¶n mµng nylon ë nhiÖt ®é phßng 

cho ®Õn khi tiÕn hµnh lai víi mÉu dß. 

§¸nh dÊu mÉu dß vµ thang ADN chuÈn b»ng lai víi måi ngÉu nhiªn 

§¸nh dÊu mÉu dß lai Southern víi DIG ®−îc tiÕn hµnh theo c¸c b−íc sau ®©y: 
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- BiÕn tÝnh ADN: Bæ sung H2O vµo 30ng ADN (s¶n phÈm PCR nh©n gen CryIA(b), 

1,1kb) thµnh thÓ tÝch 15µl trong eppendorf. §Æt eppendorf vµo n−íc s«i, ñ trong 

10 phót. LÊy èng ra vµ ®Æt ngay vµo ®¸. 

- G©y ph¶n øng: Bæ sung hçn hîp 10X Hexanuleotide; 2µl 10X dNTPs vµ 1µl 

enzym Klenow (nång ®é cuèi cïng lµ 100u/ml). NÕu c¸c thµnh phÇn trªn cã s½n 

trong kit víi nång ®é 5X th× lÊy 4µl bæ xung vµo 16µl ADN ®· biÕn tÝnh. 

- Trén ®Òu hçn hîp, ñ ë 37oC qua ®ªm th× cã thÓ thu ®−îc kho¶ng 1050ng ADN  

®¸nh dÊu. Dõng ph¶n øng b»ng xö lý ë 65oC, 10 phót. B¶o qu¶n ë -20oC. 

- Thang ADN chuÈn ®−îc ®¸nh dÊu nh− trªn. ChØ cÇn g©y ph¶n øng trong 1 giê, thu 

ho¹ch 130ng ADN ®¸nh dÊu lµ ®ñ cho nhiÒu thÝ nghiÖm lai. 

TiÕn hµnh  lai Southern 

Lai Southern cã thÓ ®−îc tiÕn hµnh trong èng thñy tinh hay hép nhùa. NÕu dïng èng 

thñy tinh th× cÇn ph¶i cã trôc quay ®Ó quay ®Òu èng trong suèt qu¸ tr×nh lai. NÕu dïng hép 

lai th× dïng m¸y l¾c. Trong thÝ nghiÖm nµy chóng t«i sö dông èng thñy tinh ®Ó lai vµ lß lai. 

Qui tr×nh lai mÉu dß trªn mµng Southern ®−îc tiÕn hµnh theo c¸c b−íc nh− sau: 

- Röa  mµng trong dung dÞch 2X SSC, 5 phót. 

- §Æt mµng vµo èng lai. §æ 50ml dung dÞch tiÒn lai ®· ®−îc lµm nãng tr−íc vµo èng. 

Quay èng lai 12 vßng/phót ë nhiÖt ®é 67oC, 2 - 3 giê. 

- ChuÈn bÞ dung dÞch lai: §un s«i 10 phót mÉu dß vµ thang ADN chuÈn ®· ®¸nh 

dÊu, ®Æt nhanh lªn ®¸ vµ dïng pipet cho vµo dung dÞch lai ®· ®ung nãng ë 67oC.  

ThÓ tÝch dung dÞch lai trung b×nh 3 - 4ml/100 cm2 mµng. §Ó lai dß mét b¶n gen 

chuyÓn th−êng dïng mÉu dß 20 - 50ng/ml. Cßn ®èi víi thang ADN chuÈn chØ cÇn 

2 - 3ng cho mét mµng. 

- §æ dung dÞch tiÒn lai ®i. Thay thÕ nhanh b»ng dung dÞch lai. Quay èng lai ë nhiÖt ®é 

vµ tèc ®é nh− ë tiÒn lai. Lai 10 - 20 giê. Chó ý: nhiÖt ®é lai lu«n ®−îc gi÷ æn ®Þnh 

trong suèt qu¸ tr×nh lai. 

- §æ dung dÞch lai vµo èng, bäc b»ng giÊy b¹c vµ cÊt gi÷ tñ l¹nh s©u ®Ó cã thÓ dïng l¹i. 

- Röa mµng lai trong 200ml dung dÞch röa 2X ®· ®−îc lµm nãng ë 67oC, 5 phót, 2 

lÇn vµ röa b»ng c¸ch cho èng quay liªn tôc trong lß lai. 

- Röa tiÕp mµng lai trong 200ml dung dÞch röa 0.5X ®· ®−îc lµm nãng ë 67oC, 15 

phót, 2 lÇn. 

Ph¶n øng dß t×m ADN 

ViÖc dß ®Þnh vÞ c¸c ®iÓm lai gi÷a mÉu dß vµ ADN genom  ®−îc tiÕn hµnh dùa trªn c¬ 

së ph¶n øng liªn hîp phosphatase kiÒm gi÷a kh¸ng thÓ cña DIG vµ chÊt nÒn ph¸t quang. 
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- §æ ®Öm röa (100ml/100 cm2 mµng) vµo khay hay hép nhùa vµ röa mµng lai 2 phót, 

bá ®Öm röa ®i. 

- Bæ sung dung dÞch c¶n (100ml/100cm2), ñ trªn m¸y l¾c 30 phót (cã thÓ tíi 3 giê), 

bá dung dÞch c¶n ®i. 

- Bæ xung dung dÞch kh¸ng thÓ (20ml/100 cm2), ñ trªn m¸y l¾c 30 phót, bá dung 

dÞch kh¸ng thÓ ®i. 

- Röa mµng trong ®Öm röa (100ml/100 cm2), 15 phót, 2 lÇn. 

- C©n b»ng mµng trong ®Öm  dß (20ml/100 cm2). 

- Nhá chÊt nÒn ph¸t quang CSPD (1 ml/100cm2) lªn ®¸y mét khay thñy tinh hoÆc 

nhùa s¹ch, ®Æt óp mÆt mµng lªn giät chÊt nÒn ®ã. Chó ý: kh«ng ®−îc ®Ó mµng bÞ 

kh«, nÕu bÞ kh« sÏ cã ph«ng nÒn ®en khi hiÖn phim; dïng cÆp máng di chuyÓn nhÑ 

mµng sao cho kh«ng ®Ó cã bät khÝ gi÷a chÊt nÒn vµ mµng nh»m môc ®Ých ph©n bæ 

®Òu chÊt nÒn trªn bÒ mÆt cña mµng. 

- ñ mµng 5 phót. Dïng kÑp g¾p mµng lªn vµ ®Ó ch¶y bít chÊt nÒn. §Æt nhanh mµng 

vµo tói ni l«ng vµ d¸n kÝn l¹i. 

- ñ mµng ë nhiÖt ®é phßng, 5 phót. Cã thÓ ñ mµng tiÕp sau ®ã ë 37oC, 10 phót ®Ó 

t¨ng c−êng ph¶n øng ph¸t quang. 

 HiÖn phim X-quang 

- §Æt phim X-quang vµo hép chôp phim vµ ®Æt mµng trong tói nylon lªn trªn. Cµi 

chÆt hép chôp phim  vµ bäc kÝn trong v¶i ®en. 

- Sau 1 giê ®em röa phim trong phßng tèi. NÕu tÝn hiÖu ph¸t quang yÕu th× kÐo dµi 

thêi gian chôp phim  (cã thÓ ®Ó qua ®ªm). 
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S¬ ®å 1. Quy tr×nh chuyÓn gen trùc tiÕp qua èng phÊn b»ng vi tiªm 

B−íc Néi dung thùc hiÖn ¶nh minh häa 

Gieo h¹t vµ ch¨m sãc b«ng 

 

 

Theo dâi, ®¸nh dÊu hoa tr−íc khi tiªm 

 

 

Vi tiªm trùc tiÕp vµo no·n 

 

1 

ChuyÓn gen 
qua èng 
phÊn  b»ng vi 
tiªm 

Ch¨m sãc, thu ho¹ch vµ b¶o qu¶n h¹t 

 

 

Gieo h¹t To vµ ch¨m sãc c©y b«ng 

 

Thö kh¸ng sinh trªn l¸ 3 lÇn (víi c¸c l¸ thø tù 2, 
4, 6) 

 

2 
T¹o vÕt ch¸y 
kh¸ng sinh 
trªn l¸ 

Ch¨m sãc c©y d−¬ng tÝnh, thu ho¹ch h¹t vµ b¶o 
qu¶n 
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Khö trïng, t¸ch vá vµ ®Æt h¹t 

 

Chän läc kh¸ng sinh lÇn 1 (MS + 
Hygromycine) 

 

3 

Chän läc 
c©y b«ng 
chuyÓn 
gen trªn 
m«i 
tr−êng 
kh¸ng 
sinh chän 
läc 
 

Chän läc kh¸ng sinh lÇn 2 (MS + 
Hygromycine) 

 

T¸i sinh c©y hoµn chØnh sau chän läc 
MN 

 

Thu l¸ b¶o qu¶n ë tñ -84oC 
T¸ch chiÕt ADN 
KiÓm tra b»ng ph¶n øng PCR 

 

Lai southern 

HuÊn luyÖn vµ chuyÓn c©y ra nhµ l−íi 

 

4 

Chän läc 
c©y b«ng 
chuyÓn 
gen b»ng 
kü thuËt 
sinh häc 
ph©n tö 

Ch¨m sãc, thu h¹t vµ b¶o qu¶n 
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Quy tr×nh chuyÓn gen 
c©y H«ng (Paulownia fortunei) 

 

1. Nguyªn liÖu vµ ph−¬ng ph¸p 

1.1. Nguyªn liÖu 

Sö dông gièng c©y h«ng (Paulownia fortunei). C©y trong èng nghiÖm ®−îc dïng lµm 

nguyªn liÖu cho viÖc x©y dùng hÖ thèng t¸i sinh c©y h«ng. 

1.2. Ph−¬ng ph¸p 

T¸i sinh tõ m¶nh l¸: ®Ó t¸i sinh chåi tõ m¶nh l¸, c¸c c©y con trong èng nghiÖm cao 

kho¶ng 5 - 6cm víi 3 - 5 cÆp l¸ ®−îc sö dông. C¸c m¶nh l¸ ®−îc c¾t víi kÝch th−íc 

kho¶ng 1 - 2cm2 ®−îc ®Æt trong m«i tr−êng t¸i sinh. Theo dâi vµ ®¸nh gi¸ kh¶ n¨ng t¸i 

sinh chåi sau 5 tuÇn. 

T¸i sinh tõ cuèng: c¸c cuèng l¸ ®−îc c¾t víi chiÒu dµi kho¶ng 5 - 10mm ®−îc ®Æt trong m«i 

tr−êng t¸i sinh. Theo dâi vµ ®¸nh gi¸ kh¶ n¨ng t¸i sinh chåi sau 5 tuÇn. 

T¸i sinh tõ th©n c©y: c¸c ®o¹n th©n c©y víi chiÒu dµi khoµng 3 - 5mm ®−îc ®Æt trong m«i 

tr−êng t¸i sinh. Theo dâi vµ ®¸nh gi¸ kh¶ n¨ng t¸i sinh chåi sau 5 tuÇn. 

M«i tr−êng vµ ®iÒu kiÖn nu«i cÊy: M«i tr−êng nu«i cÊy MS (3) chøa 30g/l ®−êng, 9g/l 

Agar víi sù hiÖn diÖn cña c¸c chÊt kÝch thÝch sinh tr−ëng theo tæ hîp lµ BA (1, 5,10 mg/l) 

vµ NAA (0,1- 0,5- 1mg/l). Mçi b×nh tam gi¸c chøa kho¶ng 6 - 8 mÉu vµ mçi nghiÖm thøc 

trung b×nh kho¶ng 30 mÉu. C¸c mÉu ®−îc ®Æt trong ®iÒu kiÖn 9 giê chiÕu s¸ng/ngµy, nhiÖt  

®é 27- 28 oC. Sau 3 tuÇn cÊy truyÒn mét lÇn.  

 T¸i sinh tõ ph−¬ng ph¸p c¾t líp máng tÕ bµo: Líp máng tÕ bµo ®−îc c¾t ë nh÷ng vÞ trÝ 

kh¸c nhau cña c©y, gåm l¸t c¾t ngang (dµy kho¶ng 0,5 - 2mm) vµ l¸t c¾t däc (dµy kho¶ng 0,5 

- 2mm, dµi kho¶ng 2 - 5mm). 

- VÞ trÝ c¾t mÉu: cuèng l¸, phiÕn l¸, g©n l¸, ®èt th©n. 

- Dïng dao c¾t qua c¸c vÞ trÝ kh¸c nhau cña c©y víi l¸t c¾t ngang vµ däc, dao lam 

®−îc v« trïng víi Hypochlorit calci vµ röa nhiÒu lÇn b»ng n−íc cÊt v« trïng. 

- Dïng ®Üa petri nhùa v« trïng, cÊy mÉu vµo petri 60mm, petri ®−îc d¸n kÝn b»ng 

mét líp parafilm. 

- MÉu invitro dïng ®Ó thÝ nghiÖm ®−îc nh©n gièng b»ng c¸ch c¾t ®o¹n cã ®Ønh sinh 

tr−ëng hoÆc chåi n¸ch, c¸c mÉu nµy ®−îc cÊy trong b×nh tam gi¸c 250ml, ®Ëy b»ng 

giÊy trong ®iÒu kiÖn chiÕu s¸ng 10 giê/ngµy. Sau 30 ngµy cÊy, mÉu ®−îc dïng ®Ó 

thùc hiÖn l¸t c¾t máng. Mçi ®Üa petri ®−îc ®Æt 7 mÉu vµ c¸c mÉu c¾t kh«ng cã ®Ønh 

§Ò tµi KC.04.13 35



 
Quy tr×nh chuyÓn gen c©y H«ng (Paulownia fortunei) 

sinh tr−ëng. §èi víi ®èt cuèng l¸ ®−îc c¾t ë vÞ trÝ gi÷a chåi n¸ch vµ l¸. 

2. Quy tr×nh chuyÓn gen vµo c©y h«ng 

2.1. Nguyªn liÖu  

2.1.1. M«i tr−êng vµ ®iÒu kiÖn nu«i cÊy c©y H«ng 

M«i tr−êng nu«i cÊy MS (3) chøa 30g/l ®−êng, 9g/l Agar víi sù hiÖn diÖn cña c¸c chÊt 

kÝch thÝch sinh tr−ëng theo tæ hîp lµ BA (1, 5,10 mg/l) vµ NAA (0,1- 0,5- 1mg/l). Mçi b×nh 

tam gi¸c chøa kho¶ng 6 - 8 mÉu vµ mçi nghiÖm thøc trung b×nh kho¶ng 30 mÉu. C¸c mÉu 

®−îc ®Æt trong ®iÒu kiÖn 9 giê chiÕu s¸ng/ngµy, nhiÖt  ®é 27- 28 oC. Sau 3 tuÇn cÊy truyÒn 

mét lÇn.  

2.1.2. M«i tr−êng nu«i cÊy vi khuÈn 

M«i tr−êng gi÷ gièng lµ LB cã kh¸ng sinh Kanamycin 50 mg/l. §Ó nh©n gièng phôc vô 

nghiªn cøu chuyÓn gen, vi khuÈn ®−îc nu«i cÊy l¾c qua ®ªm trong m«i tr−êng AB (Chilton 

vµ céng sù, 1974). 

2.1.3. Chñng vi khuÈn vµ plasmid 

Sö dông vi khuÈn Agrobacterium tumefaciens EHA 105 chøa plasmid ITB mang gen 

cryIA(c) (gen kh¸ng s©u), gen bar (gen kh¸ng thuèc trõ cá Basta) vµ gen gusA (gen chØ thÞ). 

- Gen chØ thÞ gusA: §−îc ph©n lËp tõ vi khuÈn E. coli, gen gusA m· hãa cho viÖc 

tæng hîp e. 

- Gen kh¸ng PPT (bar): cã nguån gèc tõ loµi nÊm Steptomyces hygroscopicus. 

Gen nµy m· hãa cho enzym phosphinothricin acetyl transferase (PAT), gióp biÕn 

®æi PPT tõ d¹ng øc chÕ sinh tæng hîp glutamine g©y chÕt c©y trång sang d¹ng bÞ 

acetyl hãa kh«ng cßn g©y ®éc cho c©y. 

- Gen cryIA(c): m· hãa cho mét lo¹i ®éc tè delta-endotoxin cã nguån gèc tõ vi 

khuÈn Bacillus thuringiensis. Lo¹i protein nµy theo thøc ¨n x©m nhËp vµo c¬ thÓ 

c«n trïng lµm s©u ngõng ¨n vµ chÕt. 

2.1.4. Thùc vËt  

Sö dông gièng c©y h«ng (Paulownia fortunei). L¸ c©y trong b×nh nu«i cÊy kÝch th−íc 

kho¶ng 1 - 2cm2 ®−îc dïng lµm nguyªn liÖu chuyÓn gen. 

2.2. Ph−¬ng ph¸p chuyÓn gen 

Sö dông vi khuÈn ®· nu«i l¾c qua ®ªm ®Ó g©y nhiÔm m¶nh l¸, sau ®ã c¸c m¶nh l¸ 

®−îc nu«i cÊy trªn m«i tr−êng t¸i sinh t¹o chåi (m«i tr−êng MS cã 0,1 mg/l NAA vµ 10 mg/l 

BA) cã bæ sung chÊt acetosyringone nång ®é 100µM. Sau ®ã röa vµ diÖt vi khuÈn 

Agrobacterium tumefaciens b»ng dung dÞch kh¸ng sinh Cefotaxim 500 mg/l trong thêi gian 

30 phót, chuyÓn c¸c m¶nh l¸ sang m«i tr−êng t¸i sinh t¹o chåi cã chøa chÊt chän läc lµ 

Phosphinothricin (PPT) vµ Cefotaxim 500 mg/l. CÊy  truyÒn 2 tuÇn/lÇn trªn cïng lo¹i m«i 
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tr−êng. Sau 6 tuÇn, mÉu l¸ cã chåi t¸i sinh ®−îc cÊy truyÒn sang m«i tr−êng ra rÔ cã chøa 

PPT. Mét sè c©y ra rÔ tèt ®−îc ®−a ra trång ë v−ên −¬m. 

2.2.1. KiÓm tra gen chØ thÞ gusA b»ng dung dÞch X-Gluc 

Gen gusA ®−îc xem lµ gen chØ thÞ gióp chóng ta ph¸t hiÖn nhanh nhÊt m« hay c©y 

chuyÓn gen, nªn gen gusA hiÖn ®−îc sö dông rÊt phæ biÕn trong c¸c kü thuËt chuyÓn gen 

ë c©y trång. B»ng c¸ch ng©m c¸c m¶nh l¸ vµ chåi nhá víi dung dÞch X-Gluc kho¶ng 15 

giê ë nhiÖt ®é 37oC, mÉu chuyÓn gien sÏ cã mµu xanh chµm ®Æc tr−ng, cßn mÉu ®èi 

chøng sÏ kh«ng chuyÓn mµu. 

2.2.2. KiÓm tra gen sù hiÖn diÖn cña gen cryIA(c) b»ng ph¶n øng PCR 

C¸c kü thuËt sinh häc chuÈn bÞ cho ph¶n øng PCR: 

a) Quy tr×nh t¸ch nhiÔm s¾c thÓ ADN thùc vËt cho ph©n tÝch PCR ®−îc tiÕn hµnh theo 

ph−¬ng ph¸p cña Dellaporta (1983) nh− sau: 

- C¾t mét m¶nh nhá l¸ vµ nghiÒn trong tuýp eppendorf 1,5ml b»ng dông cô nghiÒn. 

- Thªm 400 lµ  dung dÞch t¸ch chiÕt vµ nghiÒn thªm vµi phót cho l¸ bÞ nghiÒn n¸t. 

- Thªm 30 lµ  cña dung dÞch SDS 20% vµ ñ ë nhiÖt ®é 65oC trong 10 phót. 

- Cho thªm 400 lµ  hçn hîp phenol-chloroform, trén ®Òu vµ ly t©m trong 5 phót. 

- Thu nhËn phÇn dÞch trªn vµo tuýp eppendorf míi. Cã thÓ lÆp l¹i b−íc 4 vµ 5. 

- Cho 300 lµ  iso-propanol vµ gi÷ trong ®¸ kho¶ng 10 phót. 

- Ly t©m ë 3000 vßng trong 5 phót vµ cÈn thËn lo¹i bá dÞch phÝa trªn. 

- Thªm 100 lµ  cßn 70%, ly t©m trong 5 phót vµ cÈn thËn lo¹i bá cån. 

- §Ó kh« mÉu kho¶ng 20 - 30 phót vµ hßa tan kÕt tña trong 40 lµ  cña TE. 

- Thªm 2 lµ  enzym RNAse (2mg/ml) vµ ñ ë 37oC trong 30 phót. 

ADN cã thÓ sö dông ngay hoÆc b¶o qu¶n trong -20o. 

b) ChuÈn bÞ ph¶n øng PCR 

- Hãa chÊt: LÊy ADN ra khái tñ -20o, 10X PCR buffer, dNTPs, primers trong b×nh ®¸ 

vôn (c¸c hãa chÊt nµy lu«n ®−îc gi÷ l¹nh, khi dïng xong chuyÓn ngay vµo tñ  -20o. 

- Víi cÆp måi chuyªn biÖt cã tr×nh tù måi nh− sau: 

Måi 1: ACAGAAGACCCTTCAATATC 

Måi 2: GTTACCGAGTGAAGATGTAA 

- §¸nh sè lªn èng eppendorf råi cho hãa chÊt vµo èng theo thø tù: 

dNTPs: 5 lµ  (nång ®é ®¹t 2mM cho mçi lo¹i NTP) 
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10X buffer PCR: 5 lµ  

Primer 1: 2 lµ  (nång ®é tõ 50 - 100ng) 

Primer2 : 2 lµ  (nång ®é tõ 50 - 100ng) 

MÉu ADN : 5 lµ  (thay ®æi tïy theo nång ®é ADN tõ 50 - 500ng ADN thùc vËt) 

H2O : 30,5 lµ  (cã thÓ thay ®æi tïy theo thÓ tÝch cuèi cïng lµ 50 lµ ) 

Tag Polymerase : 0,5 lµ  

ThÓ tÝch cña mçi èng ph¶i lµ 50 lµ . 

NÕu mÉu ADN lµ plasmid chØ kho¶ng 0,1ng lµ ®ñ ch¹y mÉu d−¬ng tÝnh. 

§Æt èng PCR. Cho m¸y ch¹y theo ch−¬ng tr×nh ®· ®Þnh 

Ch−¬ng tr×nh cho ho¹t ®éng cña ph¶n øng PCR nh− sau: 

- B¾t ®Çu t¸ch chuçi ADN  95oC  5 phót  1 cycles 

- T¸ch chuçi ADN   95oC  30 gi©y 

- Primer cÆp vµo ADN   54oC  1 phót  25 - 30 cycles 

- KÐo dµi sîi ADN míi  72oC  1 phót 

- Hoµn thµnh ®o¹n ADN míi 72oC  7 phót 

- Gi÷ mÉu ë 4oC cho ®Õn khi lÉy mÉu. 

Sau khi ph¶n øng xong, dïng dung dÞch phÝa d−íi ®Ó ch¹y ®iÖn di víi ®iÖn thÕ kho¶ng 

tõ 65 - 80V, ch¹y tõ 90 - 120 phót. 

Xem kÕt qu¶ trªn ®Ìn cùc tÝm. KÝch th−íc ®o¹n ADN cña gen cryIA(c) ë c©y chuyÓn 

gen vµ ®èi chøng d−¬ng tÝnh (plasmid) ®−îc khuyÕch ®¹i lµ 0,65kb.   

2.2.3. Ph−¬ng ph¸p thùc hiÖn kü thuËt Southern Blot 

Sö dông bé Kit AlkPhos Direct Labelling and Detection Systems cña C«ng ty 

Amersham Pharmacia Biotech. 

 + T¸ch chiÕt AND cña nhiÔm s¾c thÓ c©y chuyÓn gen 

  NhiÔm s¾c thÓ tõ l¸ c©y H«ng trång ngoµi v−ên −¬m ®−îc t¸ch chiÕt b»ng ph−¬ng 

ph¸p CTAB (cetyltrimeethylammonium bromide). Kho¶ng 5 gam l¸ ®−îc lµm ®«ng cøng 

b»ng nit¬ láng vµ nghiÒn trong dung dÞch ®Öm CTAB ( nãng 65oC) gåm 2% CTAB, 0.1M 

Tris-HCl, 0,02M Na2-EDTA, 1.4M NaCl,1%PVP. Hçn hîp ®−îc ñ ë 60oC trong 1 giê. Hçn 

hîp víi  10 ml  chloroform/isoamyl alcohol ®−îc trén ®Òu, xong ly t©m ë 3000vßng trong 

10 phót. PhÇn dÞch trong trªn ®−îc lÊy cho vµo èng nhùa míi. Thªm 1 phÇn thÓ tÝch iso-

propanol. Gi÷ l¹nh 4oC trong 1 giê ®em ly t©m ë 3000 vßng trong 20 phót. Lo¹i bá dÞch 

trªn, röa kÕt tña tr¾ng b»ng cån 70% tiÕp ly t©m ë 3000 vßng trong 5 phót, lo¹i bá cån ®Ó 
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kh« kÕt tña trong nhiÖt ®é phßng vµ hoµ tan b»ng dung dÞch ®ªm TE, cã thÓ xö lý mRNA 

b»ng enzym RNAse, ñ trong 37oC trong vµi giê ®Ó ADN cña nhiÔm s¾c thÓ c©y tan hoµn 

toµn. Sau ®ã ®o l−îng ADN . 

+ Sö dông enzyme giíi h¹n ®Ó c¾t ADN cña nhiÔm s¾c thÓ c©y chuyÓn gen 

 Sö dông enzym giíi h¹n Hind III ®Ó c¾t ADN, thiÕt lËp ph¶n øng c¾t nh− sau: 

- NhiÔm s¾c thÓ (ADN) c©y:  (10 gµ )  40 lµ  

- Buffer (10x) :        4 lµ  

- Hind III :      2 lµ  

- H2O :       14 lµ  

Tæng céng :      60 lµ  

Gi÷ hçn hîp ph¶n øng ë 37oC qua ®ªm.   

   + Ch¹y ®iÖn di ADN cña nhiÔm s¾c thÓ c©y chuyÓn gen sau khi c¾t bëi enzym Hinh III 

1. C©n 3,5 g Agarose hßa tan trong 350ml dung dÞch ®Öm 1x TAE  b»ng lß vi ba . 

2. §Ó nguéi dung dÞch kho¶ng 55oC cho vµo 14  �l EB, ®æ vµo khung bé ®iÖn di. 

3. Cho ADN ®· c¾t cïng víi thuèc nhuém vµo c¸c giÕng cña gel. Theo thø tù : thang 

chuÈn (Lamda DNA c¾t bëi Hind III), PC: gen cryIA(c), NC: ADN c©y kh«ng chuyÓn 

gen, ADN c©y chuyÓn gen. 

4. Ch¹y ®iÖn di ë 20 V cho ®Õn khi mÉu ®· ®i ®ù¬c 3/4 gel. 

Pha ho¸ chÊt: 

- Dung dÞch x50 TAE: 242g Trizma base + 18,6g EDTA hßa tan trong 8000ml n−íc 

cÊt, chØnh pH = 8 b»ng acid acetic. Lªn thÓ tÝch 1000ml. B¶o qu¶n nhiÖt ®é phßng trong 3 

th¸ng. 

 + ChuyÓn ADN cña nhiÔm s¾c thÓ c©y tõ gel vµo mµng Hybond-N 

- §Æt gel vµo khay ®ùng 300 ml HCl 0,25N (Depurinating solution). L¾c nhÑ khay 

trong 10 phót, råi ®æ bá dung dÞch acid vµ tr¸ng b»ng n−íc cÊt. 

- Lµm biÕn tÝnh ADN víi dung dÞch 0,4N NaOH (Denaturating solution). L¾c nhÑ 

khay trong 30 phót. Läai bá dung dÞch NaOH vµ tr¸ng b»ng n−íc cÊt. 

- Trung hßa gel b»ng c¸ch l¾c nhÑ khay víi dung dÞch trung tÝnh (Neutralizing 

solution) kháang 30 phót. 

- Röa gel b»ng n−íc cÊt v« trïng vµ chuÈn bÞ cho gel tiÕp xóc víi mµng Hybond-N. 

- §æ dung dÞch 20xSSC vµo khay cã miÕng kiÕng thñy tinh ®Æt trªn thµnh khay. Sö 

dông 3 tÊm giÊy thÊm 3MM (®· thÊm −ít tr−íc víi dung dÞch 20xSSC) phñ trªn 
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miÕng kiÕng cho giÊy nhóng vµo dung dÞch 20x SSC. 

- §Ó gel vµo trªn giÊy 3MM, phñ mµng Hybond-N trªn gel kh«ng ®Ó cã bét khÝ. §Æt 

tiÕp 3 miÕng giÊy 3MM trªn mµng Hybond-N (®· thÊm −ít tr−íc víi dung dÞch 

20xSSC), phñ mét chång giÊy thÊm lªn phÝa trªn, xong ®Æt mét vËt nÆng ®Ó ®Ì 

trªn c¸c tÊm giÊy. §Ó qu¸ tr×nh chuyÓn ADN vµo mµng Hybond-N qua ®ªm. 

- Gì bá tÊt c¶ giÊy mét c¸ch nhÑ nhµng, röa mµng Hybond-N  b»ng dung dÞch 20x 

SSC, råi ®Æt vµo buång lai. 

Pha ho¸ chÊt: 

- Dung dÞch 20x SSC: 88,23 g Tri-sodium citrate + 175,32 g NaCl hßa tan trong 

800ml n−íc cÊt chØnh pH = 7 - 8. Lªn thÓ tÝch 1000ml. B¶o qu¶n nhiÖt ®é phßng trong 3 

th¸ng. 

- Dung dÞch läc trong (Depurinating solution) :11 ml HCl + 989 ml n−íc cÊt. B¶o 

qu¶n nhiÖt ®é phßng trong 1 th¸ng. 

- Dung dÞch biÕn tÝnh (Denaturating solution): 87,66g NaCl + 20g NaOH hßa tan 

trong 1000 ml n−íc cÊt. B¶o qu¶n nhiÖt ®é phßng trong 1 th¸ng. 

- Dung dÞch trung tÝnh (Neutralizing solution): 87,66 g NaCl + 60,5g Trizma hßa 

tan trong 800ml n−íc cÊt chØnh pH = 7,5 b»ng HCl . Lªn thÓ tÝch 1000ml. B¶o qu¶n nhiÖt 

®é phßng trong 3 th¸ng. 

 + ChuÈn bÞ probe ®¸nh dÊu 

1. Pha lo·ng 20 lµ  dung dÞch cross linker (cã s½n trong bé Kit) víi 80 lµ  n−íc 

thµnh dung dÞch cã nång ®é sö dông (dung dÞch ph¶n øng cross linker). (Cã thÓ 

b¶o qu¶n l¹nh 2 - 8oC trong 1 tuÇn) 

2. Pha lo·ng DNA( gen cryIA) víi n−íc tíi nång ®é 10ng/ lµ  dïng ®Ó ®¸nh dÊu 

(Nång ®é muèi trong mÉu DNA nªn ®−îc gi÷ ë møc thÊp nhÊt, kh«ng qu¸ 50mM) 

3. Cho 10 lµ  DNA ®· pha lo·ng vµo trong èng nhùa ly t©m vµ lµm biÕn tÝnh bëi 

nhiÖt ®é b»ng c¸ch ®un 5 phót trong n−íc ®ang s«i m¹nh. (Ph¶n øng ®¸nh dÊu 

cã thÓ gia t¨ng víi tØ lÖ c¸c thµnh phÇn gia t¨ng ®ång ®Òu) 

4. Lµm l¹nh ngay trªn ®¸ trong 5 phót. Ly t©m nhanh ®Ó dån dung dÞch xuèng ®¸y èng. 

5. Thªm 10 lµ  dung dÞch ®Öm ph¶n øng Reaction buffer (cã s½n trong bé Kit) vµo 

DNA ®· ®−îc lµm l¹nh. §¶o trén nhÑ cho ®Òu (Ph¶n øng nªn gi÷ trªn ®¸) 

6. Thªm 2 lµ  chÊt ®¸nh dÊu Labelling reagent (cã s½n trong bé Kit). Trén nhÑ, 

®Òu. 

7. Thªm 10 lµ  dung dÞch ph¶n øng cross linker. Trén ®Òu. Ly t©m nhanh ®Ó dån 

hçn hîp xuèng ®¸y èng. 
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8. ñ 30 phót ë 37oC cho ph¶n øng x¶y ra.  

9. Probe cã thÓ ®−îc dïng ngay hoÆc gi÷ trªn ®¸ ®Õn 2 giê. Trong tr−êng hîp muèn b¶o 

qu¶n l©u h¬n Probe ®· ®¸nh dÊu ®−îc gi÷ trong 50% glycerol ë - 15oC ®Õn - 30oC cho 

®Õn 6 th¸ng (Kh«ng cÇn xö lý g× thªm dung dÞch probe nµy sau khi b¶o qu¶n) 

 + Lai 

- §un tr−íc ( kho¶ng 50ml) dung dÞch ®Öm lai AlkPho Direct ®Õn 55oC. Dung dÞch 

®Öm AlkPhos Direct cÇn dïng ph¶i ®−îc chuÈn bÞ tr−íc khi ®em lai b»ng c¸ch 

thªm NaCl ®Ó ®¹t nång ®é 0.5M (1,45 gNaCl) vµ chÊt kÕt g¾n (Blocking reagent) 

2g ®Ó ®¹t nång ®é 4% (w/v) . Cã thÓ thay thÓ tÝch dung dÞch ®Öm tuú thuéc vµo 

thÓ tÝch vËt chøa vµ sè l−îng cña mµng ®em lai. 

- §Æt mµng vµo trong dung dÞch lai vµ gi÷ Ýt nhÊt 15 phót ë 55oC trong buång lai. 

- Cho dung dÞch probe ®· ®−îc ®¸nh dÊu vµo dung dÞch lai trong buång lai. Nªn lÊy 

mét phÇn dung dÞch buffer ®ang dïng ra vµ trén ®Òu víi probe råi ®æ vµo l¹i phÇn 

dÞch trong dung dÞch lai.  

- Lai ë 55oC qua ®ªm trong buång lai . 

- Pha ho¸ chÊt: 50ml dung dÞch ®Öm lai AlkPho Direct ph¶i ®−îc chuÈn bÞ tr−íc khi 

®em lai b»ng c¸ch thªm 1,45g NaCl ®Ó ®¹t nång ®é 0.5M vµ 2g chÊt kÕt g¾n 

(Blocking reagent) ®Ó ®¹t nång ®é 4% (w/v) . Hßa tan b»ng khuÊy ®Òu trong 1 giê 

sö dông ngay hay tr÷ ë -20oC. 

 + Röa mµng sau khi lai 

- §un dung dÞch röa 1 - 55oC. L−îng dung dÞch röa 1 −íc l−îng 2 - 5ml/cm2 mµng 

hoÆc nhiÒu h¬n. 

- ChuyÓn cÈn thËn mµng vµo dung dÞch nµy vµ l¾c nhÑ trong 10 phót ë 55oC.  

- Röa l¹i lÇn thø hai trong dung dÞch röa 1 míi trong 10 phót ë 55oC. 

- §Æt mµng trong trong hép s¹ch vµ cho vµo mét l−îng buffer röa 2. L¾c nhÑ 5 phót 

ë nhiÖt ®é phßng. 

- Röa l¹i lÇn thø hai trong dung dÞch röa 2 míi trong 5 phót ë nhiÖt ®é phßng (Cã 

thÓ lÊy mµng ra khái dung dÞch röa 2 kho¶ng 30 phót tr−íc khi thùc hiÖn ph¶n øng 

ph¸t hiÖn). 

 Pha ho¸ chÊt: 

Dung dÞch röa 1: pha 1000 ml 

- Urª: 120g 

- SDS: 1g 

- Na phosphate 0, 5 M pH 7 : 100ml 
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- NaCl: 8,7g 

- MgCl2 1M: 1ml 

- Blocking reagent: 2g 

- Dung dÞch röa 1 gi÷ ®−îc 1 tuÇn trong 4oC. 

Dung dÞch röa 2 (Stock 20x): pha 100ml 

- Tris Base : 12,1g 

- NaCl : 11,2g 

- ChØnh pH=10 , dung dÞch nµy gi÷ trong 4oC ®Õn 4 th¸ng. 

Dung dÞch röa 2: Pha lo·ng 20 lÇn (20ml stock + 180ml n−íc cÊt) víi 500 lµ  dung 

dich MgCl2 1M . Dung dÞch röa 2 pha xong sö dông ngay.  

 + Ph¸t sinh tÝn hiÖu quang ho¸ vµ ph¶n øng ph¸t hiÖn víi CDP-Star 

1. §æ dung dÞch röa 2 ®i (b»ng c¸ch gi÷ mét gãc cña mµng vµo thµnh hép trong khi 

®æ dÞch ®i), råi ®Æt mµng lªn mét mÆt ph¼ng kh«ng thÊm. Kh«ng ®Ó mµng bÞ kh« 

(Dïng Saran Wrap). 

2. Dïng pipet hót 3ml chÊt ph¸t hiÖn cho ®Òu lªn mµng vµ ®Ó 2 - 5 phót råi ®æ bá 

phÇn dÞch d− thõa trªn bÒ mÆt. 

3. Bao mµng trong Saran Wrap. §Æt mµng lªn cassette sao cho phÝa cã DNA ë trªn  

tiÕp xóc víi mÆt phim. 

4. Trong phßng tèi, ®Æt phim lªn mµng. §Ëy cassette l¹i. §Ó qua ®ªm.  

5. Röa phim.  

2.2.4. Ph−¬ng ph¸p thùc hiÖn kü thuËt Western blot 

Thu thËp mÉu vµ t¹o dÞch chøa protein 

- C¾t nhá kho¶ng 0,5g l¸ c©y h«ng chuyÓn gen cho vµo tuýp nhùa. 

- Cho vµo 1ml dung dÞch t¸ch chiÕt mÉu (PBS), nghiÒn mÉu xong ly t©m ë 3000 

vßng trong 10 phót nhiÖt ®é 4oC. 

- LÊy dÞch phÝa trªn cho vµo tuýp míi. 

- T¹o hçn hîp nh− sau: 40 lµ  dung dÞch chiÕt protein+ 40 lµ  dung dÞch ®Öm mÉu 

2X SDS ( 2X SDS sample buffer)+ 4 lµ   b-mercaptoethanol. 

- §un s«i dung dÞch trªn ë 100oC trong 10 phót. 

 Pha hãa chÊt: 

- Dung dÞch t¸ch chiÕt mÉu (PBS): cho 1000ml (1X): NaCl 8g, KCl 0, 2 g, Na2HPO4 

1,44g, KH2PO4 0,24g. Hßa tan trong n−íc cÊt vµ läc qua phin v« trïng 0.45µ m. 
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- Dung dÞch ®Öm mÉu 2X SDS (2X SDS sample buffer): cho 10ml: glycerol 2ml, 

SDS 0,4g, Bromophenol blue: 4mg, Tris 0,152g, DTT 60mg.  

+ §o hµm l−îng protein trong dÞch chiÕt b»ng ph−¬ng ph¸p Bradford: cÇn kho¶ng 25 -

30µ g protein/ mÉu cho mét giÕng ch¹y ®iÖn di ®øng. 

Ch¹y ®iÖn di protein 

- ThiÕt lËp bé ®iÖn di vµ cho vµo dung dÞch ®Öm 1X SDS (Tris 3g, Glycin19g, SDS 1g). 

- Nhá cña dÞch ®· xö lý trªn (kho¶ng 30µ g protein/mÉu) vµo mçi giÕng. Ch¹y ë 150 

volt trong 2 giê. 

ChuyÓn protein tõ gel vµo mµng Nitrocellulose 

- Sau khi ch¹y ®iÖn di xong lÊy gel ra khái bé ®iÖn di. 

- Ng©m gel trong dung dÞch chuyÓn kho¶ng 15 phót. 

- §Æt gel trong b« chuyÓn theo thø tù: 2 miÕng giÊy thÊm Whatman, gel protein, 

mµng Nitrocellulose vµ 2 miÕng giÊy thÊm Whatman. 

- Ch¹y ë 100 volt trong 1 giê. 

Röa mµng vµ kÕt dÝnh 

- Röa mµng trong dung dÞch t¸ch chiÕt mÉu (PBS) trong 5 phót. 

KÕt dÝnh víi kh¸ng thÓ 

- Ng©m mµng dung dÞch kÕt dÝnh PBS chøa bét s÷a vµ Tween 20 trong ®iÒn kiÖn l¾c 

nhÑ kho¶ng 1 giê. 

- TiÕp tôc ng©m l¾c nhÑ mµng trong dung dÞch kÕt dÝnh PBS chøa kh¸ng thÓ thø 

nhÊt gen Bt kho¶ng 1 giê. 

- Röa mµng trong dung dÞch kÕt dÝnh PBST (PBD chøa bét s÷a vµ Tween) 3 lÇn 

trong ®iÒn kiÖn l¾c nhÑ kho¶ng 10 phót/lÇn. 

- Ng©m l¾c nhÑ mµng trong dung dÞch kÕt dÝnh PBS chøa kh¸ng thÓ thø hai (alkaline 

phosphatase) kho¶ng 1 giê. 

- Röa mµng trong dung dÞch kÕt dÝnh PBST ( PBD chøa bét s÷a vµ Tween) 3 lÇn 

trong ®iÒn kiÖn l¾c nhÑ kho¶ng 10 phót/lÇn. 

HiÖn mµu 

- Ng©m mµng vµo dung dÞch alkaline phosphatase. Khi xuÊt hiÖn mµu xong th× dõng 

ph¶n øng b»ng cho mµng vµo dung dÞch kÕt dÝnh PBS chøa EDTA. 

- Röa mµng b»ng n−íc cÊt vµ chôp ¶nh ngay. 
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S¬ ®å 1. Quy tr×nh chuyÓn gen c©y H«ng (Paulownia fortunei) 

B−íc Néi dung thùc hiÖn ¶nh minh häa 

1 T¹o c©y nguyªn liÖu in vitro 

 

2 BiÕn n¹p gen th«ng qua Agrobacterium  

3 Chän läc c©y chuÓn gen trªn m«I tr−êng kh¸ng sinh 

 

4 KiÓm tra gen chØ thÞ gusA b»ng dung dÞch X-Gluc 

 

5 
KiÓm tra gen sù hiÖn diÖn cña gen cryIA(c) b»ng 

ph¶n øng PCR 

 

6 Ph−¬ng ph¸p thùc hiÖn kü thuËt Southern Blot 
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7 
Ph−¬ng ph¸p thùc hiÖn kü thuËt Western blot 

 

 

8 Thö tÝnh k¸ng s©u trªn ®Üa petri 

9 Ra c©y ch¨m sãc ngoµi nhµ l−íi 
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Quy tr×nh vµ ph−¬ng ph¸p nu«i cÊy m«, chuyÓn 

gen vµ ®¸nh gi¸ c©y hoa cóc chuyÓn gen 
 

 

1. Quy tr×nh nu«i cÊy m«, t¸i sinh  vµ ®−a c©y hoa cóc hoµn chØnh ra ®Êt  

1.1. Khö trïng vµ xö lý mÉu cÊy 

1. MÉu l¸ hoa cóc ®−îc chän lµm vËt liÖu nghiªn cøu trong thÝ nghiÖm t¸i sinh vµ t¹o 

c©y hoa cóc hoµn chØnh. 

2. Nh÷ng mÉu l¸ b¸nh tÎ, cã ®é tuæi trung b×nh, cã søc sèng cao, kh«ng bÞ s©u bÖnh, 

®−îc tuyÓn lùa dïng trong thÝ nghiÖm. 

3. Röa s¹ch nh÷ng mÉu l¸ ®· thu ®−îc b»ng n−íc m¸y. Röa b»ng xµ phßng lo·ng ®Ó 

lo¹i bá c¸c thµnh phÇn b¸m bÈn. Cuèi cïng tr¸ng s¹ch ®Ó lo¹i bá hÕt chÊt bÈn vµ xµ 

phßng. 

C¸c b−íc sau ®©y ®−îc thùc hiÖn trong ®iÒu kiÖn v« trïng cña c¸c box c©y v« trïng: 

4. Tr¸ng qua mÉu l¸ hoa cóc trong cån 70% trong 30”. 

5. Tr¸ng l¹i mét lÇn n÷a b»ng cån 70% trong 10”, sau ®ã lo¹i bá hÕt cån. 

6. Khö trïng c¸c mÉu l¸ b»ng H2O2 12% trong thêi gian 15’, l¾c nhÑ ®Ó t¨ng bÒ mÆt 

tiÕp xóc víi H2O2 , t¨ng hiÖu qu¶ cña qu¸ tr×nh khö trïng mµ kh«ng lµm tæn h¹i ®Õn 

mÉu thÝ nghiÖm. 

7. Tr¸ng s¹ch b»ng n−íc cÊt khö trïng 3 lÇn ®Ó lo¹i bá hÕt H2O2 cßn ®äng l¹i trªn mÉu 

nh¨m tr¸nh cho mÉu bÞ tæn th−¬ng sau nµy khi tiÕp xóc qu¸ l©u víi H2O2 . 

8. C¾t bá phÇn tiÕp xóc trùc tiÕp víi H2O2  ®Ó lo¹i bá phÇn bÞ tæn h¹i, tr¸nh kh¶ n¨ng bÞ 

ho¹i tö vÒ sau nµy. 

9. Xö lý c¸c mÉu thÝ nghiÖm thµnh c¸c m¶nh c¾t cã kÝch th−íc 0,8x0,8cm. 

1.2. Nu«i cÊy vµ t¸i sinh c©y  

C¸c mÉu cÊy ë trªn ®−îc nu«i cÊy trªn m«i tr−êng MS cã bæ sung c¸c chÊt kÝch thÝch 

sinh tr−ëng thÝch hîp ®Ó t¸i sinh trùc tiÕp tõ mÉu l¸: 

Víi gièng HCT1 - R1: M«i tr−êng MS + 1,5mg/l BAP + 0,5 mg/l NAA 

Víi gièng HCV1 - R2: M«i tr−êng MS + 2,0mg/l BAP + 1,0mg/l NAA 
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1. C¸c mÉu cÊy ®−îc nu«i trong ®iÒu kiÖn nh©n t¹o víi nhiÖt ®é æn ®Þnh lµ 25oC, thêi 

gian chiÕu s¸ng/ tèi lµ 16h/8h víi c−êng ®é ¸nh s¸ng (3000lux). 

2. Sau 3 tuÇn, xuÊt hiÖn c¸c chåi t¸i sinh tõ mÐp l¸, ®Õn tuÇn thø 5 th× t¸ch c¸c chåi ra 

khái mÉu l¸ vµ chuyÓn sang m«i tr−êng kÐo dµi chåi vµ t¹o rÔ MS bæ sung 

0,1mg/Lnaa. 

3. Sau 4 tuÇn khi bé rÔ ®· hoµn chØnh th× ®−a c©y ra ngoµi ®iÒu kiÖn phßng thÝ nghiÖm. 

Gi¸ thÓ ®−îc chän ®Ó ra c©y lµ c¸t ®en ®· qua xö lý lo¹i bá c¸c yÕu tæ l©y nhiÔm  cã 

thÓ ¶nh h−ëng ®Õn kh¶ n¨ng sèng sãt cña c©y nh− vi khuÈn vµ vi nÊm. 

1.3. Quy tr×nh ®−a c©y ra gi¸ thÓ trång 

1. C¸c c©y hoµn chØnh cã ®ñ bé rÔ kháe ®−îc ®−a ra gi¸ thÓ ë ®iÒu kiÖn tù nhiªn. 

2. §−a c©y ra khái b×nh, ®Ó tr¸nh cho rÔ kh«ng bÞ tæn th−¬ng nhiÒu, ta cã thÓ cho n−íc 

®Ó lµm mÒm gi¸ thÓ cò. 

3. Lo¹i bá c¸c phÇn cßn sãt l¹i cña gi¸ thÓ cò ®Ó tr¸nh kh¶ n¨ng l©y nhiÔm vi khuÈn, 

nÊm sau nµy. Cã thÓ dïng dßng n−íc nhÑ sèi qua  ®Ó lo¹i bá phÇn th¹ch dÝnh b¸m. 

CÇn chó ý h¹n chÕ kh¶ n¨ng g©y tæn th−¬ng ®Õn rÔ, ¶nh h−ëng ®Õn søc sèng cña c©y 

4. §Ó phÇn rÔ cña c©y th¼ng tù nhiªn, kh«ng ®−îc xo¾n, gi¶m nguy c¬ g·y. 

5. CÇn tr¸nh cho c©y bÞ mÊt n−íc, kh«ng tiÕn hµnh c«ng viÖc ë n¬i kh« vµ nhiÒu giã. 

6. §−a c©y vµo gi¸ thÓ c¸t, ®Ó rÔ cña c©y th¼ng tù nhiªn, tr¸nh kh¶ n¨ng nghÑt rÔ, víi 

mËt ®é kho¶ng 400 c©y/m2
 . 

7. Trong thêi gian ®Çu cÇn chó ý ®Õn ®é Èm cña m«i tr−êng khi c©y ch−a kÞp thÝch nghi 

víi ®iÒu kiÖn tù nhiªn, søc sèng cña c©y ch−a cao do bé rÔ bÞ tæn th−¬ng. 

8. Sau 3 tuÇn, c©y ®−îc chuyÓn ra gi¸ thÓ ®Êt trong ®iÒu kiÖn nhµ l−íi. Gi¸ thÓ ®−îc sö 

dông ë ®©y lµ ®Êt v−ên thÝ nghiÖm ®−îc lµm kü, t¬i xèp, kh¶ n¨ng tho¸t n−íc vµ gi÷ ®é 

Èm tèt, ®−îc bãn lãt ph©n chuång oai. 

9. Thêi gian ®Çu che c©y b»ng l−íi ®en, tr¸nh bÞ t¸c ®éng cña c−êng ®é chiÕu s¸ng 

m¹nh cña mÆt trêi. 

10. ChÕ ®é ch¨m sãc c©y hoa cóc trong ®iÒu kiÖn nhµ l−íi: 1,5kg Ph©n ®¹m: 1,3kg ph©n 

l©n: 1,1kg ph©n kali Ph©n ®¹m dïng ®Ó bãn thóc 3/4 l−îng ph©n l©n dïng ®Ó  bãn lãt: 

1/4 dïng ®Ó bãn thóc 2/3 l−îng ph©n l©n dïng ®Ó  bãn lãt: 1/3 dïng ®Ó bãn thóc.  

Ph©n h÷u c¬: sö dông ph©n chuång ®−îc ñ kü  bãn lãt cho c©y nh»m môc ®Ých c¶i t¹o 

®Æc tÝnh c¬ lý vµ ®é th«ng tho¸ng cña ®Êt. 

Ph©n vi l−îng: Sö dông ph©n vi l−îng víi nång ®é 0,01% bãn trùc tiÕp  qua l¸ vµ thêi kú 
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c©y con. 

1.4. Thêi vô gieo trång vµ thêi gian sinh tr−ëng 

C¶ 2 gièng HCT1 vµ HCV1 ®Òu sinh tr−ëng tèt vµo vô thu ®«ng, trång vµo th¸ng 8, 9, 

thêi gian sinh tr−ëng cña gièng cóc HCT1 lµ 3 th¸ng, víi gièng cóc HCV1 th× gian sinh tr−ëng 

lµ ng¾n h¬n mét chót cì 2,7 th¸ng. 

Ngoµi ra 2 gièng cóc trªn còng cã thÓ trång vµo c¸c vô kh¸c nh− ®«ng xu©n vµ xu©n hÌ. 

2. Quy tr×nh chuyÓn gen vµ x¸c ®Þnh c©y chuyÓn gen  

2.1. Quy tr×nh chuyÓn gen 

2.1.1. TiÒn nu«i cÊy mÉu l¸ chuyÓn gen 

- C¸c mÉu l¸ cã kÝch th−íc 0,8 x 0,8cm ®−îc ®Æt trªn m«i tr−êng tiÒn nu«i cÊy. 

- M«i tr−êng R1 víi gièng HCT1 vµ m«i tr−êng R2 ®èi víi gièng HCV1. 

- §Æt nh÷ng mÉu tiÒn nu«i cÊy  trong ®iÒu kiÖn nu«i cÊy 25oC, thêi gian chiÕu s¸ng/tèi 

lµ 16h/8h, c−êng ®é chiÕu s¸ng lµ 3000lux, trong 2 ®Õn 3 ngµy. 

- Nh÷ng mÉu l¸ nµy ®−îc sö dông cho thÝ nghiÖm biÕn n¹p. 

2.1.2. Nu«i cÊy vi khuÈn Agrobacterium tumefaciens 

Vi khuÈn Agrobacterium tumefaciens ®−îc nu«i cÊy trong m«i tr−êng LB theo nh÷ng tr×nh 

tù nh− sau: 

- Nu«i cÊy vi khuÈn trªn m«i tr−êng LB ®Æc cã bæ sung c¸c kh¸ng sinh thÝch hîp, trªn 

®Üa Petri, ë 28oC,  trong 48h. 

- Nu«i cÊy 1 khuÈn l¹c thu ®−îc trong 10ml m«i tr−êng LB láng cã chøa kh¸ng sinh 

thÝch hîp ë 28«C l¾c 200 vßng/phót, trong 24 giê. 

- Hót chuyÓn 500µl dÞch nu«i cÊy sang nu«i ooOC l¾c 200 vßng/phót, trong 16h. 

- Ly t©m thu sinh khèi vi khuÈn ë ®iÒu kiÖn 3000vßng/phót, trong 30 phót, ë 4«C. 

- KÕt tña vi khuÈn ®−îc röa s¹ch b»ng MgSO4 10mM sau ®ã ®−îc hoµ tan trong m«i 

tr−êng biÕn n¹p theo tû lÖ 1:1. s½n sµng dïng cho biÕn n¹p. 

2.1.3. Xö lý biÕn n¹p vµ ®ång nu«i cÊy. 

- C¸c mÉu l¸ t×ªn nu«i cÊy ®−îc xö lý c¾t r×a cña mÐp l¸, vµ cã thÓ c¾t nh÷ng vÕt c¾t 

s©u vµo trong phiÕn l¸ ®Ó t¨ng phÇn tiÕp xóc víi vi khuÈn ë nh÷ng chç bÞ th−¬ng. 

- Ng©m nh÷ng mÉu l¸ ®· ®−îc xö lý trong dÞch biÕn n¹p, ë ®iÒu kiÖn 28oC, l¾c nhÑ ®Ó 

t¨ng kh¶ n¨ng tiÕp xóc vµ kÕt b¸m cña vi khuÈn trong thêi gian 30’. 
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- LÊy nh÷ng mÉu l¸ ®· ®−îc xö lý biÕn n¹p ra, thÊm kh« cho bít dÞch, ®Æt trªn m«i 

tr−êng ®ång biÕn n¹p. 

- M«i tr−êng R1 cho gièng HCT1; M«i tr−êng R2 cho gièng HCV1. 

- Nu«i cÊy trong tèi ë 28oC, trong thêi gian 2 ngµy 

2.1.4. Chän läc vµ t¸i sinh c©y 

- Nh÷ng mÉu l¸ xö lý ®ång biÕn n¹p ®−îc röa s¹ch b»ng MS láng cã chøa kh¸ng sinh 

Claforan ®Ó lo¹i bá vi khuÈn. 

- CÊy nh÷ng mÉu l¸ ®· ®−îc röa s¹ch ®ã lªn m«i tr−êng t¸i sinh vµ chän läc c¸c mÉu 

l¸ chuyÓn gen vµ cã kh¶ n¨ng t¸i sinh. 

- M«i tr−êng chän läc vµ t¸i sinh: R1, R2 cã bæ sung 50mg/l Kanamycin, 300mg/l 

Claforan cho gièng HCT1 vµ HCV1 t−¬ng øng. 

- Sau thêi gian lµ 5 tuÇn, víi chu tr×nh cÊy chuyÓn 1 lÇn/ tuÇn, nh÷ng mÉu l¸ sèng sãt 

trªn m«i tr−êng chän läc cho ra chåi. 

- Nh÷ng chåi sèng sãt 18 ngµy tuæi tiÕp tôc ®−îc chän läc bëi m«i tr−êng cã chøa 

kh¸ng sinh. 

- Sau 35 ngµy nh÷ng chåi sèng sãt ®−îc ®−a ra rÔ. Sau 4 tuÇn khi bé rÔ hoµn chØnh 

c©y ®−îc ®−a ra ®Êt theo quy tr×nh C ®· nªu ë trªn. Nh÷ng c©y trång chuyÓn gen sÏ 

®−îc theo dâi ®¸nh  gi¸ cïng víi c¸c c©y trång ®èi ch÷ng kh«ng  chuyÓn gen 

2.2. X¸c ®Þnh c¸c c©y chuyÓn gen 

2.2.1. Sö dông ph−¬ng ph¸p PCR ®Ó x¸c ®Þnh sù cã mÆt cña c¸c gen cÇn chuyÓn 

B»ng kü thuËt PCR ¸p dông cho nh÷ng ®o¹n måi ®Æc hiÖu, chóng t«i ®· tiÕn hµnh x¸c 

®Þnh sù cã mÆt cña Promoter 35S trong c¸c c©y hoa cóc chuyÓn gen sö dông cÆp måi 

35S1/S2. §©y lµ mét promoter ®Æc tr−ng ®−îc sö dông trong c¸c vector biÕn n¹p vµ dùa vµo 

sù cã mÆt cña promoter nµy ta cã thÓ kh¼ng ®Þnh sù cã mÆt cña gen quan t©m. 

- C¸c mÉu l¸ thu ®−îc tõ c¸c c©y trång trong ®iÒu kiÖn nhµ l−íi (®−îc cho lµ c¸c c©y 

trång chuyÓn gen) vµ c¸c mÉu l¸ cóc ®èi chøng kh«ng chuyÓn gen ®−îc t¸ch chiÕt 

lÊy ADN theo ph−¬ng ph¸p DNA miniscale extraction cho phÐp cã ®ñ l−îng ADN tinh 

s¹ch dïng cho ph¶n øng PCR. 

- Hßa lo·ng c¸c mÉu ADN thu ®−îc ®Õn nång ®é 25ng/µl. 

- Thµnh phÇn vµ ch−¬ng tr×nh ch¹y PCR: 

- S¶n phÈm PCR ®−îc ®iÖn di trªn gen Agarose vµ ®−îc x¸c ®Þnh b»ng c¸ch so s¸nh 

víi b¨ng chuÈn 
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B¶ng 1. 

Thµnh phÇn ThÓ tÝch 

*ADN khu«n 

*Måi 35S1/35S2 

• dNTPs 

• MgCl2 

• Buffer PCR 

* Taq ADN polymerase 

* H2O 

1,0µl 

2,0µl 

2,0µl 

2,5µl 

2,5µl 

1,0µl 

14,0µl 

V tæng 25µl 

 

B¶ng 2. 

C¸c b−íc NhiÖt ®é (oC) Thêi gian Chu kú 

BiÕn tÝnh 94 9 phót 

1. BiÕn tÝnh 94 30’’ 

2. G¾n måi 55 30’’ 

3. Tæng hîp 72 30’’ 

4 chu kú 

Tæng hîp nèt 72 5’  

B¶o qu¶n 4 ∞   

 

2.2.2. X¸c ®Þnh sù cã mÆt cña c¸c gen ®−îc chuyÓn b»ng ph−¬ng ph¸p lai Southern 

- ADN cña c¸c mÉu l¸ trªn ®−îc t¸ch chiÕt lÊy l−îng lín dïng ph−¬ng ph¸p CTAB. 

- Xö lý b»ng Enzyme giíi h¹n thÝch hîp 

- Enzyme Not I cho ®o¹n mang gen cryIAc, vµ enzyme SacI vµ XbaI cho ®o¹n mang 

gen Anti - ACO. 

- Ch¹y trªn gen Agarose ®Ó x¸c ®Þnh kÕt qu¶ cña qu¸ tr×nh ph©n c¾t giíi h¹n b»ng 

enzyme. 

- ChuyÓn sang mµng lai nylon b»ng ph−¬ng ph¸p thÊm chuyÓn. 

- Ph−¬ng ph¸p lai vµ biÓu hiÖn kÕt qu¶ ®−îc tiÕn hµnh cã sö dông bé kit ECL. 
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- X¸c ®Þnh c¸c b¨ng cña c¸c gen ®−îc chuyÓn trªn mµng lai sau khi hiÖn phim so s¸nh 

víi ADN chuÈn ®−îc t¸ch ra tõ vi khuÈn ®−îc xö lý Enzyme giíi h¹n 

- Enzyme NotI cho plasmid ART27 mang gen cryIAc, vµ enzyme SacI vµ XbaI cho 

plasmid p2300 - Anti ACO mang gen Anti - ACO  

2.3. §¸nh gi¸ tÝnh kh¸ng s©u vµ ®é t−¬i l©u cña c©y 

Nh÷ng quy tr×nh ®¸nh gi¸ ®ang ®−îc chóng t«i tiÕn hµnh vµ nh÷ng kÕt qu¶ ®ang ®−îc 

®¸nh gi¸ vµ so s¸nh ®Ó rót ra kÕt luËn 

S¬ ®å 1.  Quy tr×nh nu«i cÊy m«, chuyÓn gen vµ x¸c ®Þnh c©y chuyÓn gen ë Hoa Cóc 

B−íc Néi dung thùc hiÖn ¶nh minh häa 

1 Xö lý vµ t¹o c¸c mÉu tiÒn nu«i cÊy 

 
2 Nu«i cÊy vµ t¹o dÞch huyÒn phï vi khuÈn  

3 BiÕn n¹p vµ ®ång nu«i cÊy (28oC, 2 - 3 
ngµy, trong tèi) 

 

4 Röa mÉu biÕn n¹p, nu«i cÊy trªn m«i 
tr−êng chän läc (cã kh¸ng sinh thÝch hîp) 

 

5 T¸i sinh vµ chän läc c¸c chåi biÕn n¹p 
 

 
 

6 Ra rÔ vµ t¹o c©y hoµn chØnh 
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7 §−a ra c¸t vµ huÊn luyÖn c©y  

8 
§−a ra ®Êt, trång, thu nhËn mÉu l¸, hoa 
vµ ®¸nh gi¸ víi c©y trång ®èi chøng 
kh«ng chuyÓn gen 

 

9 Ph©n tÝch sinh häc ph©n tö c©y chuyÓn 
gen  

 

M        1       2        3        4         5        6        7       NC     PC

3,145Kb
4kb

 
10 T¸i kh¼ng ®Þnh c©y hoa cóc chuyÓn gen, 

tiÕp tôc trång l−u gi÷ vµ so s¸nh 
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Quy tr×nh t¹o c©y lóa chuyÓn gen (1) 

 
Qui tr×nh chuyÓn gen vµo c©y lóa 

nhê sóng b¾n gen 
 

1. VËt liÖu vµ ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

1.1. VËt liÖu 

H¹t g¹o cña c¸c gièng lóa KDML105, IR 64, Taipei 309 ®−îc dïng cho c¸c thÝ 

nghiÖm nu«i cÊy m« vµ chuyÓn n¹p gen. 

1.2. Ph−¬ng ph¸p tiÕn hµnh 

1.2.1. ChuÈn bÞ m« sÑo   

H¹t g¹o ®−îc khö trïng nh− b−íc trªn. H¹t g¹o ®−îc cÊy trªn m«i tr−êng t¹o m« sÑo 

MSCI vµ  nu«i trong tèi ë 28oC. Theo dâi sù ph¸t triÓn cña m« sÑo trong 3 tuÇn. C¸c m« 

sÑo cã d¹ng sinh ph«i ®−îc chän vµ t¸ch nhá (3mm)  trªn m«i tr−êng N60.5 tr−íc khi b¾n 

gen Ýt nhÊt 4 giê. C¸c thµnh phÇn m«i tr−êng nu«i cÊy xem B¶ng 1. 

1.2.2. Qui tr×nh chuyÓn n¹p 

Dßng E. coli mang plasmid pWG1515-GUSA-hpt mang gen hpt kh¸ng hygromycin vµ 

gen GUS, pUbi-cryIA(c), pUbi-GNA  ®−îc dïng ®Ó chuyÓn vµo c¸c gièng lóa. 

Dßng vi khuÈn chøa c¸c plasmid ®−îc b¶o qu¶n, tån trö trong glycerol 50% (v/v) vµ 

nu«i cÊy trªn m«i tr−êng LB. Tõng khuÈn l¹c ®¬n cña E. coli ®−îc nu«i trong m«i tr−êngTB 

chøa Ampicilline 100mgl-1 vµ nu«i tõ 15 - 18 giê ë nhiÖt ®é 37oC. Dung dÞch vi khuÈn nµy 

®−îc dïng cho ly trÝch plasmid-DNA. DNA cña plasmid ®−îc ly trÝch theo bé Kit (Concert 

Rapid Plamid Purification Systems, h·ng Life Technologies) theo ph−¬ng ph¸p cña 

Birnboim vµ Doly (1979). DNA ®−îc pha lo·ng trong TE ë nång ®é 1µg/µl. DNA cña dßng 

pWG1515-GUSA-hpt ®−îc b¾n riªng lÎ hoÆc cïng kÕt hîp víi c¸c gen h÷u dông kh¸c. 

DNA nµy ®−îc dïng cho qui tr×nh b¾n gen. 

DNA ®−îc tÈm trªn c¸c h¹t vi ®¹n b»ng vµng (Au) cã kÝch th−íc 1µ, c¸c vi ®¹n mang 

DNA ®−îc b¾n vµo m« sÑo ®· nu«i 4 giê trªn m«i tr−êng N6 nhê m¸y b¾n gen Biolistic 

PDS-1000 He víi c¸c kho¶ng c¸ch vµ ¸p lùc b¾n kh¸c nhau. 

1.2.3. Chän läc vµ t¸i sinh c©y chuyÓn gen  

Sau khi b¾n 20 - 24 giê, c¸c m« sÑo ®−îc chuyÓn sang m«i tr−êng phôc håi MSCI ®Ó 

nh©n m« sÑo. Sau 2 tuÇn, c¸c m« sÑo ®−îc t¸ch nhá 1 - 2mm vµ chuyÓn sang m«i tr−êng 

thanh läc  MSSe cã hygromycin 30 mg/l. Sau 3 tuÇn, c¸c m« sÑo sèng sãt ®−îc t¸ch nhá 

vµ chuyÓn sang m«i tr−êng thanh läc lÇn thø 2 cã hygromycin 50 mg/l.  

C¸c dßng kh¸ng hygromycin vµ ph¸t triÓn qua 2 lÇn thanh läc ®−îc chuyÓn qua m«i 

tr−êng N6P (nh©n nhanh m« sÑo)  vµ theo dâi sù ph¸t triÓn cña m« sÑo tõ 2 - 3 tuÇn. C¸c 
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m« sÑo ph¸t triÓn tèt ®−îc chuyÓn sang m«i tr−êng t¸i sinh MSRe  vµ nu«i ë 28oC trong 

tèi 1 tuÇn  tr−íc khi ®−îc chuyÓn ®Õn phßng s¸ng cã Èm ®é 70%, nhiÖt ®é 28oC vµ thêi 

gian chiÕu s¸ng 16 giê/ngµy. C©y t¸i sinh ®−îc chuyÓn sang m«i tr−êng t¹o rÔ MSR. Sau 

khi rÔ ®· ph¸t triÓn ®Çy ®ñ c©y con chuyÓn vµo chËu ®Êt vµ trång ë nhµ kÝnh. 

1.2.4. Tr¾c nghiÖm sù biÓu hiÖn gen GUS 

Tr¾c nghiÖm sù biÓu hiÖn t¹m thêi (transient assay) gen GUS trong tÕ bµo ®−îc 

chuyÓn n¹p ®−îc thùc hiÖn ë c¸c m« sÑo vµo ngµy thø 3 sau khi chñng hoÆc b¾n, tr¾c 

nghiÖm sù biÓu hiÖn æn ®Þnh (stable assay) ë c¸c m« sÑo ph¸t triÓn tèt qua thanh läc tr−íc 

khi t¸i sinh vµ ë c©y t¸i sinh (Jefferson, 1987). 

C¸c vËt liÖu gåm m« sÑo ®−îc chñng A. tumefaciens hoÆc b¾n gen sau 3 ngµy vµ 

®o¹n phiÕn l¸ dµi 5 - 10mm cña c¸c c©y t¸i sinh ®−îc chuyÓn vµo lç cña ®Üa nhiÒu giÕng 

cã chøa dung dÞch X-Gluc. Quan s¸t sù biÓu hiÖn gen GUS, sau 24 giê ñ ë c¸c mÉu cã 

nh÷ng ®iÓm mµu xanh. DiÖp lôc tè trong l¸ ®−îc tÈy b»ng hçn hîp aceton: methanol (1:3). 

B¶ng 1. Thµnh phÇn c¸c dung dÞch nhuém X-gluc 

Thµnh phÇn Cho 10 ml Nång ®é cuèi 

Phosphat Buffer (pH7.0) 500 µl 0,05 M 

Triton X-100 10 µl 1% 

Beta-mercapethanol 10 µl 10 mM 

X-Gluc 500 µl 1 mM 

H2O cÊt 9,9 ml  
X-Gluc: 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-glucuronic acid 

B¶ng 2. Thµnh phÇn c¸c m«i tr−êng nu«i cÊy 

M«i tr−êng Thµnh phÇn 
AB (Chilton vµ 
ctv. 1974) 

3 g.l-1 K2HPO4, 1g.l-1 Na2HPO4, 1g.l-1 NH4Cl, 0,3g.l-1 MgSO4.7H2O,    0,15g.l-1 

KCl, 0.01g.l-1 CaCl2, 0,0025 g.l-1 FeSO4.7H2O, 5g.l-1 glucose, 15 g.l-1 agar, 
pH7,2. 

LB 10 g.l-1 trypton, 10 g.l-1yeast extract, 5 g.l-1 NaCl,  pH7,0 
YEP 
 (An 1988) 

10g.l-1 trypton, 5g.l-1 yeast extract, 10 g.l-1 NaCl, 18 g.l-1 agar, pH7,0 

PIM2 1 g.l-1 NH4Cl, 0,3 g.l-1 MgSO4.7H2O, 0,15 g.l-1 KCl, 0.01 g.l-1 CaCl2,  0,0025 g.l-
1 FeSO4.7H2O, 10 g.l-1 glucose, 14,64 g.l-1 MES, 0,28 g.l-1 Na2HPO4, 0,27 g.l-1 
NaH2PO4, 20 mg.l-1 acetosyringon, pH5,6. 

N6CI Muèi  vµ vitamin N6, 30 g.l-1 sucrose, 2 mg.l-1 2,4-D, 1 g.l-1 casein hydrolysate, 
6 g.l-1 agar, pH 5,8. 

MSCI Muèi vµ vitamin MS, 30 g.l-1 sucrose, 2 mg.l-1 2,4-D, 50 mg.l-1 trytophane, 6 
g.l-1 agar, pH 5,8. 

N6Gas Muèi  vµ vitamin N6, 20 g.l-1 sucrose, 2mg.l-1 2,4-D, 1 g.l-1 casemino acid, 10 
g.l-1 glucose, 3 g.l-1 gelrite, 20 mg.l-1 acetosyringon, pH 5,8. 

MSGAs Muèi  vµ vitamin MS, 20 g.l-1 sucrose, 2 mg.l-1 2,4-D, 1 g.l-1 casemino acid, 10 
g.l-1 glucose, 3 g.l-1 gelrite, 20 mg.l-1 acetosyringon, pH 5,8. 

N60.5 Muèi  vµ vitamin N6, 10 g.l-1 glucose, 60 g.l-1 maltose, 0,1 g.l-1 myo-inositol, 
0,5 mg.l-1 BAP, 1 mg.l-1 NAA, 0,5 mg.l-1 2,4-D, 6 g.l-1 agar, pH 5,8. 
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N6P Muèi  vµ vitamin N6, 30 g.l-1 sucrose, 30 g.l-1 sorbitol, 1,0 gl-1 myo-inositol, 0,5 
mg.l-1 BAP, 2 mg.l-1 2,4-D, 3 g.l-1 gelrite, pH 5,8. 

N6Se Muèi  vµ vitamin N6, 30 g.l-1 sucrose, 1 g.l-1 casamino acid, 2 mg.l-1 2,4-D, 1 
mg.l-1Kin, 3 g.l-1 gelrite, pH 5,8. 

MSSe Muèi  vµ vitamin MS, 30 g.l-1 sucrose, 1 g.l-1 casamino acid, 2 mg.l-1 2,4-D, 1 
mg.l-1Kin, 3 g.l-1 gelrite, pH 5,8. 

N6Re Muèi  vµ vitamin N6, 20 g.l-1 sucrose, 2,5 mg.l-1 Kinetin, 0,5 mg.l-1 NAA, 6  g.l-

1 agarose, pH5,8 
MSRe Muèi  vµ vitamin MS, 20 g.l-1 sucrose, 30 g.l-1sorbitol, 2 mg.l-1 BAP, 0.5 mg.l-1 

NAA, 6  g.l-1 agarose, pH5,8 
MSR Muèi  vµ vitamin MS, 30 g.l-1 sucrose,  50 mg.l-1 trytophane, 6 g.l-1 agar, pH 

5,8. 

S¬ ®å 1. Quy tr×nh chuyÓn gen vµo c©y lóa nhê sóng b¾n gen 

B−íc Néi dung thùc hiÖn ¶nh minh häa 

1 ChuÈn bÞ m« sÑo 

 
2 T¸ch chiÕt ADN plasmid pWG1515-GUSA-hpt  

3 DNA ®−îc tÈm trªn c¸c h¹t vi ®¹n b»ng vµng (Au)  

4 B¾n gen  b»ng Biolistic PDS-1000 He  

 

5 Chän läc vµ t¸i sinh c©y chuyÓn gen 

 

6 Tr¾c nghiÖm sù biÓu hiÖn cña gen gus 

 

7 C¸c dßng c©y chuyÓn gen ®−îc chuyÓn ra nhµ kÝnh 
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Quy tr×nh chuyÓn gen vµo lóa th«ng qua vi 
khuÈn Agrobacterium vµ chän dßng b»ng 

manose ®¶m b¶o t¹o ra c©y chuyÓn gen „s¹ch“, 
kh«ng chøa gen kh¸ng kh¸ng sinh 

 

1. VËt liÖu vµ ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

1.1. VËt liÖu  

1.1.1. Thùc vËt 

Ph«i non cña gièng lóa IR64 vµ ph«i giµ tõ h¹t g¹o KDML105, Mét Bôi ®−îc trÝch vµ 

nu«i cÊy trªn m«i tr−êng t¹o m« sÑo. 

1.1.2. Vi khuÈn 

Dßng vi khuÈn A. tumefaciens LBA4404 mang vector pUBB-Man vµ pUBC-Man ®−îc 

dïng ®Ó chuyÓn n¹p gen. 

1.2. Ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

1.2.1. ThiÕt kÕ vector chøa gen kh¸ng s©u cry1Ab vµ cry1Ac víi gen chän läc lµ pmi  

§Ó t¹o ra c¸c dßng lóa biÕn ®æi gen kh¸ng s©u b»ng hÖ thèng chän läc mannose, 

chóng t«i ®· thiÕt kÕ hai vector míi: 

Vector pUBB-Man (H×nh 1): ®−îc thiÕt kÕ b»ng c¸ch dïng vector pCaCar (Hoa vµ CS, 

2003) nh−ng gen crtI vµ psy  trªn v¾c-t¬ nµy ®−îc lÊy ra b»ng enzyme giíi h¹n Hind III + 

BamHI vµ thay vµo ®ã lµ ubiquitin promoter-cry1Ab. §Ó thùc hiÖn  môc tiªu nµy, ubiquitin-

cry1Ab tõ vector pUBB (do Dr. Altosaar cung cÊp) ®−îc t¸ch ra b»ng enzyme giíi h¹n 

Hind III+ Spe I vµ ®o¹n DNA gÇn 2,2kb cã mang ubiquitin promoter ®−îc chän. Vector 

pUBB còng ®−îc c¾t víi Spe I+ BamH I ®Ó chän ®o¹n DNA kho¶ng1,9kb cã mang gen 

cry1Ab. Hai ®o¹n DNA 2,2kb vµ 1,9kb ®−îc g¾n ®ång thêi vµo vÞ trÝ t−¬ng øng Hind III vµ 

Bam HI trªn vector pCaCar. V¾c-t¬ pUBB-Man chuyÓn vµo tÕ bµo cã kh¶ n¨ng tiÕp nhËn 

DNA ngo¹i nhËp (competent cell) cña A. tumefaciens chñng LBA 4404 (Hoekema vµ 

CS.1984).  

Vector pUBC-Man (H×nh 2): ®−îc thiÕt kÕ b»ng c¸ch dïng vector pCaCar (Hoa vµ 

CS, 2003) nh−ng gen crtI vµ psy  trªn vector nµy ®−îc lÊy ra b»ng enzyme giíi h¹n Hind 

III + BamHI vµ thay vµo ®ã lµ ubiquitin-cry1Ac ®−îc c¾t tõ vector pUBC (do Dr. Altosaar 

cung cÊp). C¸c c«ng ®o¹n c¾t, ghÐp ®−îc thùc hiÖn nh− trªn ®Ó t¹o ra vector pUBC-Man 

vµ ®−îc chuyÓn vµo A. tumefaciens chñng LBA 4404 (Hoekema vµ CS.1984). 
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H×nh 1.  S¬ ®å vector pUBB-Man 
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H×nh 2. S¬ ®å vector pUBC-Man 

1.2.2. ChuÈn bÞ vi khuÈn 

Vi khuÈn A. tumefaciens, tõ èng tån trö trong glycerol 50%, ®−îc nu«i cÊy trªn m«i 

tr−êng AB (Chilton vµ CS. 1974). Tõng khuÈn l¹c mét cña vi khuÈn ®−îc chuyÓn nu«i 

trong m«i tr−êng YEP (An vµ CS. 1988) cã hygromycin 50mg/l vµ nu«i 28 - 30 giê, ë 28oC. 

Dung dÞch vi khuÈn nµy ®−îc li t©m trong 15 phót (2800 vßng/phót). Vi khuÈn thu ®−îc  

pha lo·ng  trong 10ml dung dÞch PIM2 chøa 100mM acetosyringone vµ ñ ë 29oC trong 14 

-16 giê víi tèc ®é l¾c 200rpm (®¹t mËt sè OD600 : 1,6-1,9), bæ sung 200mM acetosyringon 

tr−íc khi chñng lªn m« sÑo vµ ph«i non. 

1.2.3. Nu«i cÊy 

Ph«i non: Ph«i non cña h¹t lóa ®−îc t¸ch d−íi kÝnh soi næi, ®Æt lªn m«i tr−êng l©y 

nhiÔm Agrobacterium tumefaciens (cocultivation medium) MSGAs víi bÒ mÆt cña thuÉn 

(scutellum) h−íng lªn trªn. 

H¹t g¹o: C¸c h¹t g¹o sau khi bãc vá vµ h¹t lóa tõ b«ng lóa 2 tuÇn sau træ ®−îc khö 

trïng b»ng dung dÞch Sodium hypochloride 2% trong 30 phót (2 lÇn), sau ®ã röa l¹i nhiÒu 
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lÇn víi n−íc cÊt v« trïng. C¸c h¹t g¹o sau khi khö trïng ®−îc nu«i cÊy trªn m«i tr−êng t¹o 

m« sÑo MSCI. Sau 3 tuÇn, c¸c m« sÑo cã kh¶ n¨ng sinh ph«i ®−îc t¸ch nhá kho¶ng 1 - 

2mm vµ chuyÓn sang m«i tr−êng tiÒn l©y nhiÔm MSCI vµ gi÷ ë 28oC kháang  4 - 5 ngµy råi 

chuyÓn sang m«i tr−êng MSGAs. 

Mçi ph«i non vµ m« sÑo trªn m«i tr−êng MSGAs ®−îc chñng víi 10µl dung dÞch vi 

khuÈn A. tumefaciens, ñ 2 - 3 ngµy trong tèi ë 24 - 25oC. Sau 3 ngµy, c¸c ph«i non vµ m« 

sÑo ®−îc chuyÓn sang m«i tr−êng chän läc. 

C¸c c«ng thøc m«i tr−êng nu«i cÊy nh− ë B¶ng 1. 

B¶ng 1. Thµnh phÇn c¸c m«i tr−êng nu«i cÊy 

M«i tr−êng Thµnh phÇn 

AB (Chilton vµ 
ctv. 1974) 

3 g.l-1 K2HPO4, 1g.l-1 Na2HPO4, 1g.l-1 NH4Cl, 0,3g.l-1 MgSO4.7H2O,    0,15g.l-1 

KCl, 0.01g.l-1 CaCl2, 0,0025 g.l-1 FeSO4.7H2O, 5g.l-1 glucose, 15 g.l-1 agar, 
pH7,2. 

LB 10 g.l-1 trypton, 10 g.l-1yeast extract, 5 g.l-1 NaCl,  pH7,0 

YEP 
(An 1988) 

10g.l-1 trypton, 5g.l-1 yeast extract, 10 g.l-1 NaCl, 18 g.l-1 agar, pH7,0 

PIM2 
1 g.l-1 NH4Cl, 0,3 g.l-1 MgSO4.7H2O, 0,15 g.l-1 KCl, 0.01 g.l-1 CaCl2,  0,0025 g.l-
1 FeSO4.7H2O, 10 g.l-1 glucose, 14,64 g.l-1 MES, 0,28 g.l-1 Na2HPO4, 0,27 g.l-1 
NaH2PO4, 20 mg.l-1 acetosyringon, pH5,6. 

N6CI 
Muèi  vµ vitamin N6, 30 g.l-1 sucrose, 2 mg.l-1 2,4-D, 1 g.l-1 casein hydrolysate, 
6 g.l-1 agar, pH 5,8. 

MSCI 
Muèi vµ vitamin MS, 30 g.l-1 sucrose, 2 mg.l-1 2,4-D, 50 mg.l-1 trytophane, 6 
g.l-1 agar, pH 5,8. 

N6Gas 
Muèi  vµ vitamin N6, 20 g.l-1 sucrose, 2mg.l-1 2,4-D, 1 g.l-1 casemino acid, 10 
g.l-1 glucose, 3 g.l-1 gelrite, 20 mg.l-1 acetosyringon, pH 5,8. 

MSGAs 
Muèi  vµ vitamin MS, 20 g.l-1 sucrose, 2 mg.l-1 2,4-D, 1 g.l-1 casemino acid, 10 
g.l-1 glucose, 3 g.l-1 gelrite, 20 mg.l-1 acetosyringon, pH 5,8. 

N60.5 
Muèi  vµ vitamin N6, 10 g.l-1 glucose, 60 g.l-1 maltose, 0,1 g.l-1 myo-inositol, 
0,5 mg.l-1 BAP, 1 mg.l-1 NAA, 0,5 mg.l-1 2,4-D, 6 g.l-1 agar, pH 5,8. 

N6P 
Muèi  vµ vitamin N6, 30 g.l-1 sucrose, 30 g.l-1 sorbitol, 1,0 gl-1 myo-inositol, 0,5 
mg.l-1 BAP, 2 mg.l-1 2,4-D, 3 g.l-1 gelrite, pH 5,8. 

N6Se 
Muèi  vµ vitamin N6, 30 g.l-1 sucrose, 1 g.l-1 casamino acid, 2 mg.l-1 2,4-D, 1 
mg.l-1Kin, 3 g.l-1 gelrite, pH 5,8. 

MSSe 
Muèi  vµ vitamin MS, 30 g.l-1 sucrose, 1 g.l-1 casamino acid, 2 mg.l-1 2,4-D, 1 
mg.l-1Kin, 3 g.l-1 gelrite, pH 5,8. 

N6Re 
Muèi  vµ vitamin N6, 20 g.l-1 sucrose, 2,5 mg.l-1 Kinetin, 0,5 mg.l-1 NAA, 6  g.l-

1 agarose, pH5,8 

MSRe 
Muèi  vµ vitamin MS, 20 g.l-1 sucrose, 30 g.l-1sorbitol, 2 mg.l-1 BAP, 0.5 mg.l-1 

NAA, 6  g.l-1 agarose, pH5,8 

MSR 
Muèi  vµ vitamin MS, 30 g.l-1 sucrose,  50 mg.l-1 trytophane, 6 g.l-1 agar, pH 
5,8. 

1.2.4. Chän läc vµ t¸i sinh c©y chuyÓn gen 

Chän läc ®−îc tiÕn hµnh c¸ch nhau mçi hai tuÇn trªn m«i tr−êng MS (Murashige vµ 
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Skoog, 1962) cã chøa 30g/l sucrose vµ 25g/l mannose (D(+)-mannose 99+%, Heros 

Organics, Geel, Belgium) ë vßng chän läc thø nhÊt, 15g/l sucrose vµ 25g/l mannose ë 

vßng chän läc thø hai vµ  5g/l  sucrose céng víi 35g/l mannose ë vßng chän läc thø ba. 

C¸c dßng kh¸ng nµy ®−îc gi÷ trong phßng nu«i  c©y cã c−êng ®é ¹nh s¸ng 2500 lux, ®é 

Èm 70%, nhiÖt ®é 28oC, 16 giê chiÕu s¸ng/ngµy. C©y t¸i sinh ®−îc chuyÓn sang m«i 

tr−êng t¹o rÔ MSR. C¸c c©y kh¸ng mannose ®−îc kiÓm tra l¹i b»ng xÐt nghiÖm 

chlorophenol red (CR) (Hoa vµ Bong, 2003) tr−íc khi chuyÓn trång ra ®Êt. C©y con sau ®ã 

®−îc chuyÓn trång nhµ kÝnh cho c¸c ph©n tÝch tiÕp theo. 

1.2.5. TrÝch DNA vµ ph©n tÝch Southern 

DNA ®−îc trÝch tõ l¸ theo ph−¬ng ph¸p cña McCouch vµ CS (1988). 10 micrograms 

DNA ®−îc c¾t ®o¹n víi EcoRI vµ BamHI (hai ®iÓm c¾t) ®Ó x¸c ®Þnh sù hiÖn diÖn cña gen 

cry1Ab ®èi víi dßng lóa chuyÓn n¹p b»ng vector pUBB-Man vµ c¾t ®o¹n víi KpnI (1 ®iÓm 

c¾t) ®Ó x¸c ®Þnh sè copy. T−¬ng tù DNA cña c¸c dßng lóa chuyÓn n¹p b»ng vector pUBC-

Man ®−îc c¾t ®o¹n víi EcoRI vµ BamHI hoÆc XhoI (2 ®iÓm c¾t) ®Ó x¸c ®Þnh sù hiÖn diÖn 

cña gen cry1Ac vµ c¾t víi KpnI (1 ®iÓm c¾t) ®Ó x¸c ®Þnh sè copy. DNA c¾t ®o¹n ®−îc ch¹y 

®iÖn di qua 0.8%  agarose gel tr−íc khi chuyÓn b»ng mao dÉn vµ cè ®Þnh trªn mµng nyl«ng 

(Hybond-N+, Amersham). Gen cry1Ab vµ cry1Ac ®−îc ®¸nh dÊu b»ng DIG (Boeheringer, 

Rotkreuz, Switzerl) ®−îc dïng lµm mÉu dß lai (probe). Lai, röa, ph¸t hiÖn vµ x¸c ®Þnh gen 

®−îc thùc hiÖn theo ph−¬ng ph¸p cña Wiinn vµ CS (1996). 

1.2.6. Ph©n tÝch sù ph©n ly cña c¸c dßng lóa biÕn ®æi gen 

H¹t tù thô T1 tõ c¸c c©y lóa biÕn ®æi gen T0 ®−îc nu«i cÊy trªn m«i tr−êng 1/2 MS + 

20g/l mannose. C¸c c©y kh¸ng ph¸t triÓn trªn m«i tr−êng sau 2 tuÇn ®−îc chuyÓn trång 

trªn ®Êt trong nhµ l−íi. MÉu l¸ ®−îc lÊy ®Ó ph©n tÝch Southern.  

B¶ng 2. Thµnh phÇn c¸c dung dÞch ly trÝch DNA 

Tªn nhãm Thµnh phÇn Nång ®é 

G1 
Tris-HCl pH8,0 

EDTA 

50mM 

10mM 

RNase Rnase trong n−íc 20mg/ml 

G2 
NaOH 

SDS 

200mM 

1% 

G3 Potassiumacetate, pH5,5 víi acetic ac. 3M 

G4 NaCl, EDTA vµ Tris-HCl pH8,0 Tïy c«ng thøc 

GX Acetat, guadinine-HCl, EDTA, ethanol Tïy c«ng thøc 

TE 
Tris-HCl pH8,0 

EDTA 

10mM 

0,1mM 
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1.2.7. Thö nghiÖm sinh häc tÝnh kh¸ng s©u ®ôc th©n hai chÊm Scirpophaga incertulas cña 

c¸c dßng lóa biÕn ®æi gen Bt 

S¬ ®å 1. Quy tr×nh chuyÓn gen vµo lóa th«ng qua vi khuÈn Agrobacterium vµ chän dßng 

b»ng manose 

B−íc Néi dung thùc hiÖn ¶nh minh häa 

1 ChuÈn bÞ m« sÑo lóa 

 

2 
ThiÕt kÕ vector chuyÓn gen pUBB-Man vµ pUBC-
Man cã mang gen pmi (phôc vô cho chän dßng b»ng 
manose) 
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CaMV35S PolyA

PMI
CaMV35S Gt-1 PSY

Short CaMV35S terminator

35S

SSU transit peptide

Ctrl nos
T-Boder (right)

pCaCar

T-Boder (left)

CaMV35S PolyA

PMI

CaMV35S promoter
T-Boder (right)Ubiquitin pro CryIA(c) gene nos

BamHI
Kpnl

Xhol

Hindlll

pUBC-Man

Ubiquitin
promoter 
CryIA(c)

Gt1- PSY- 35S-Ctrl

EcoRI
Xho I

Xho I

Xho I

Xho I Xho I

Xho I

EcoRI

3 ChuÈn bÞ vi khuÈn  

4 §ång nu«i cÊy m« sÑo lóa víi vi khuÈn 3 ngµy  

5 Chän läc vµ t¸i sinh c©y chuyÓn gen 

 

6 
Ph©n tÝch sù ph©n ly cña c¸c dßng c©y biÕn ®æi gen 
b»ng c¸ch cho h¹t n¶y mÇm trªn m«i tr−êng cã 
kh¸ng sinh chän läc 

 

7 Lai Southern 

 

8 C©y chuyÓn gen ®−îc trång trong nhµ kÝnh 

 

9 

Thö nghiÖm sinh häc tÝnh kh¸ng s©u ®ôc th©n hai 
chÊm Scirpophaga incertulas cña c¸c dßng lóa biÕn 
®æi gen Bt 
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Quy tr×nh chuyÓn gen vµo lóa  th«ng qua  

vi khuÈn Agrobacterium vµ chän dßng  
kinh ®iÓn b»ng kh¸ng sinh hygromycin 

 

1. VËt liÖu nghiªn cøu 

Thùc vËt: M« sÑo 15- 25 ngµy tuæi tõ h¹t cña gièng lóa C71 do (ViÖn B¶o vÖ Thùc vËt 

cung cÊp), ®−îc dïng lµm vËt liÖu ®Ó chuyÓn gen. 

Vi khuÈn: Chñng/vector LBA4404/pC1300, LBA4404/pC1301 do ViÖn Nghiªn cøu 

Thuèc l¸, NhËt B¶n cung cÊp mang gen Xa21 kh¸ng bÖnh b¹c l¸ vµ gen CryIA(b) kh¸ng 

s©u ®ôc th©n do phßng C«ng nghÖ TÕ bµo Thùc vËt, ViÖn C«ng nghÖ Sinh häc thiÕt kÕ. 

Vector EHA105/pC1300  do Trung t©m CAMBIA, Australia cung cÊp do phßng C«ng nghÖ 

ADN øng dông, ViÖn C«ng nghÖ Sinh häc thiÕt kÕ mang gen CryIA(c) kh¸ng s©u ®ôc th©n. 

C¸c vector nµy ®Òu mang gen chän läc kh¸ng hygromycin hpt.    

2. Ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu   

2.1. T¹o c©y chuyÓn gen 

2.1.1. T¹o m« sÑo   

H¹t lóa C71 bãc vá, khö trïng b»ng cån 70o trong 1 phót, n−íc giaven 60% trong 25 

phót, röa kü b»ng n−íc cÊt tiÖt trïng 3 lÇn. H¹t ®· khö trïng ®−îc thÊm kh« trªn giÊy thÊm 

tiÖt trïng vµ cÊy lªn m«i tr−êng t¹o m« sÑo, nu«i trong tèi, ë nhiÖt ®é 25±2oC. 

B¶ng 1. Thµnh phÇn c¸c m«i tr−êng nu«i cÊy ®−îc sö dông trong nghiªn cøu chuyÓn gen 

th«ng qua A. tumefaciens ë lóa 

M«i tr−êng Thµnh phÇn 

T¹o m« sÑo tõ ph«i h¹t (C)  MS* ; 30 g/l saccharose; 10g/l agar;  2,0 mg/l 2,4-D 

TiÒn t¸i sinh (PR) MS*; 30 g/l saccharose; 10 g/l agar; 0.1 mg/l NAA;  0.2 mg/l BAP 

T¸i sinh c©y lóa (R) MS*; 30 g/l saccharose; 10 g/l agar; 0.5 mg/l NAA;  2,0 mg/l BAP 

Nu«i cÊy vi khuÈn (LB) 5 g/l yeast extract;10 g/l trypton; 10 g/l NaCl; pH 7.0; 16 g/l agar 

T¹o huyÒn phï vi khuÈn 
(MS, MSA) 

 MS*; 30 g/l saccharose 
 MS*; 30 g/l sacchsarose; 100 µM acetosyringone 

M«i tr−êng céng sinh (CA)  MS* ; 30 g/l saccharose; 10 g/l agar;  2,0 mg/l 2,4-D; 50 µM 
acetosyringone  

M«i tr−êng chän läc (CH)  MS* ; 30 g/l saccharose; 10 g/l agar;  2,0 mg/l 2,4-D; 50 mg/l 
hygromycin,  250 mg/l cefotaxime 

MS*: C¸c muèi kho¸ng theo Murashige & Skoog (1962) (Murashige T + et al., 1962) 
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2.1.2. T¹o dÞch huyÒn phï vi khuÈn A. tumefaciens, nhiÔm m« sÑo vµ nu«i céng sinh 

KhuÈn ®−îc lÊy tõ glycerol nu«i trong m«i tr−êng LB láng (B¶ng 1), l¾c 220v/p ë 28oC 

trong 12 - 14 giê. 

CÊy quÖt trªn m«i tr−êng LB th¹ch cã bæ sung kanamycin 50mg/l, nu«i ë 29oC trong 3 

ngµy. LÊy mét khuÈn l¹c vi khuÈn l¾c 220v/p, 28ºC qua ®ªm trong 100ml m«i tr−êng LB 

láng cã bæ sung kanamycin 50mg/l. LÊy ra 4ml cho vµo m«i tr−êng LB láng míi, nu«i l¾c 

tiÕp 4 giê trong cïng ®iÒu kiÖn. Ly t©m thu sinh khèi tÕ bµo råi hoµ tan vµo m«i tr−êng MS 

láng cã bæ sung acetosyringone ®Ó t¨ng hiÖu qu¶ chuyÓn gen (Hood E.E. + et al., 1993; 

Ian Godwin + et al.,1990). 

M« sÑo lóa 15 - 18 ngµy tuæi, ®−îc ng©m trong dÞch huyÒn phï vi khuÈn cã mËt ®é 

OD660= 0.2 - 0.4 (1.0 OD660=3.109 tÕ bµo) trong 15 phót. Sau khi thÊm kh« dÞch m«i tr−êng 

trªn giÊy läc khö trïng, m« sÑo ®−îc nu«i céng sinh víi vi khuÈn trong 3 ngµy trªn m«i 

tr−êng céng sinh, ë nhiÖt ®é 25±20C, trong tèi. 

2.1.3. Chän läc m« sÑo, chuyÓn gen vµ t¸i sinh c©y 

Sau ba ngµy, m« sÑo ®−îc ng©m vµ röa vi khuÈn trong m«i tr−êng láng nu«i m« sÑo 

cã bæ sung 300mg/l cefotaxime. Sau khi thÊm kh« trªn giÊy thÊm, m« sÑo ®−îc cÊy lªn 

m«i tr−êng chän läc cã chøa 50mg/l hygromycin vµ 250mg/l cefotaxime trong 3 - 4 tuÇn. 

Nh÷ng m« sÑo sèng sãt ®−îc cÊy chuyÓn lªn m«i tr−êng t¸i sinh, ®Æt d−íi giµn ®Ìn 2000 

lux, 8/16 h, ë nhiÖt ®é 25±20C. 

2.2. KiÓm tra sù cã mÆt cña gen chuyÓn  

ADN ®−îc t¸ch nhanh theo ph−¬ng ph¸p cña Egnin vµ CS : 1, 2 g l¸ ®−îc nghiÒn kü 

trong nit¬ láng thµnh d¹ng bét mÞn. DÞch nghiÒn ®−îc bæ sung 1ml Bufer A (50mM TrisHCl 

pH8; 300mM NaCl; 20mM EDTA; 2% PVP; 0,1% Sodium Ascorbate; 1,5% Sarkosine; 

1g/100ml Bufer A) vµ gi÷ l¹nh 2 phót råi thªm 1ml Phenol: Chloroform, l¾c kü sau ®ã ®Ó 

l¹nh trong ®¸ 5 phót råi ly t©m ë  nhiÖt ®é 4oC, tèc ®é 10 000 vßng/phót trong 15 phót. 

PhÇn dÞch næi ®−îc chuyÓn sang èng kh¸c cã s½n 1 ml  isopropanol, l¾c nhÑ vµ gi÷ l¹nh ë 

-20oC trong 30 phót sau ®ã ly t©m 10 000 vßng/phót ë 4oC trong 5 phót, lo¹i bá phÇn dÞch 

næi, röa cån vµ lµm kh« ADN b»ng m¸y Speed - vac.  

ADN ®−îc hoµ tan trong TE vµ dïng lµm mÉu ®Ó kiÓm tra sù cã mÆt cña gen chuyÓn 

b»ng kü thuËt PCR. 

Kü thuËt PCR ®−îc dïng ®Ó kiÓm tra  sù cã mÆt cña gen CryIA(c) víi 30 chu tr×nh 

nhiÖt: 95oC trong 3 phót, 95oC 1phót, 55oC 1 phót,  72oC 1 phót, 72oC 10 phót l−u gi÷ 4oC; 

sö dông cÆp måi cã tr×nh tù: 

5' -AGGTGCTGGGTTCGTTCTCG- 3' vµ 5' –CATTGTTGTTCTGTGGTGGGATTT- 3'. 
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H×nh 1. S¬ ®å vector 1300/cryIA(c) 

2.3. Thö nghiÖm sinh häc tÝnh kh¸ng s©u ®ôc th©n c¸c dßng chuyÓn gen 

B−íc Néi dung thùc hiÖn ¶nh minh häa 

1 ChuÈn bÞ m« sÑo 

 

2 ChuÈn bÞ vi khuÈn 

 
3 §ång nu«i cÊy m« sÑo lóa víi vi khuÈn 3 ngµy  

4 Chän läc vµ t¸i sinh c©y chuyÓn gen 

 

2 1
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5 KiÓm tra sù cã mÆt cña gen chuyÓn (PCR) 

 

6 C©y chuyÓn gen ®−îc trång ngoµi nhµ l−íi 

 

 

7 Thö nghiÖm sinh häc tÝnh kh¸ng s©u ®ôc th©n 
c¸c dßng chuyÓn gen 
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Quy tr×nh Thö nghiÖm sinh häc tÝnh kh¸ng 

s©u ®ôc th©n hai chÊm Scirpophaga 
incertulas cña c¸c dßng lóa biÕn ®æi gen Bt 

 

 

1. VËt liÖu 

- Gièng chuÈn kh¸ng W1263, IR 62 vµ chuÈn nhiÔm IR29.  

- C¸c dßng lóa chuyÓn n¹p gen Bt ë thÕ hÖ T1 vµ T3 

- Vît b¾t b−ím hoÆc èng nghiÖm, bãng ®Ìn ®iÖn, 

- Lång nhùa lín ®Ó nu«i b−ím lÊy trøng. èng nhùa nhá dïng tõng chËu lóa 

- Khay to lín. Lång nhùa nhá dïng trong thö nghiÖm. 

- Hép nhùa (= 6cm) ®Ó ñ trøng në, cä nhá dïng b¾t s©u non. 

- ChËu sµnh (= 15cm) trång c¸c dßng gièng lóa cÇn thö nghiÖm. 

- Cä nhá dïng b¾t s©u non 

- Kim mòi gi¸o ®Ó t¸ch chÎ th©n lóa ®Õm s©u 

- Ph©n bãn cho lóa thö nghiÖm . 

2. Ph−¬ng ph¸p trång lóa vµ nu«i s©u 

C¸c dßng lóa thö nghiÖm ®−îc trång trong chËu nhùa nhá ®−êng kÝnh 15cm, 3 

chËu/dßng, cÊy ë tuæi m¹ 15 ngµy vµ thö nghiÖm ë giai ®o¹n 30 ngµy sau khi cÊy. ThÝ 

nghiÖm ®−îc bè trÝ theo kiÓu khèi hoµn toµn ngÉu nhiªn, 3 lÇn lËp lai trong 3 khay t«n kÝch 

th−íc 1.2 x 2.4 x 0.2m. Theo dâi kh«ng ®Ó c¸c loµi s©u, rÇy g©y h¹i vµ kh«ng sö dông 

thuèc trõ s©u trong vßng 20 ngµy tr−íc khi thö nghiÖm. 

B−ím s©u ®ôc th©n ®−îc b¾t vµo buæi tèi d−íi bãng ®Ìn ®iÖn b»ng èng nghiÖm. 

B−ím ®−îc nu«i cho ®Î trøng trong lång nhùa cã ®Æt s½n lóa 30 ngµy tuæi. B−ím ®Î trøng 

sau 1 - 2 ngµy vµ ná sau 5 - 7 ngµy. L¸ cã æ trøng ®−îc thu cho vµo hép nhùa cã lãt giÊy 

thÊm ñ 2 ngµy tr−íc khi trøng në. Hép ®ùng æ trøng ®−îc gi÷ ë nhiÖt ®é phßng b×nh 

th−êng. 

3. Ph−¬ng ph¸p thö nghiÖm ®Üa petri 

- C¾t ®o¹n th©n (7cm) cho vµo ®Üa petri cã lãt giÊy läc Èm (3 lÇn lËp l¹i cho mçi dßng). 

- Th¶ 5 s©u míi në vµo mçi ®Üa, d¸n kÝn b»ng parafilm ®Ó tranh sù thÊt tho¸t s©u. 
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- Cho ®Üa petri vµo phßng cã nhiÖt ®é ± 25o C. 

- T¸ch th©n lóa ®Ó quan sè s©u sèng, chÕt hoÆc thÊt tho¸t sau 4 ngµy l©y nhiÓm. 

4. Ph−¬ng ph¸p thö nghiÖm toµn c©y 

Lµm s¹ch c¸c chËu lóa b»ng c¸ch t¸c bá c¸c l¸ giµ, hÐo, bÑ l¸ cã vÕt bÖnh hoÆc vÕt 

rÇy ®ôc. 

Duy tr× ®ång ®Òu 10 chåi/chËu, 3 lÇn lÆp l¹i cho mçi dßng. 

Mçi chËu ®−îc chñng víi 10 con s©u non míi në, 1 con/chåi vµ chôp kÝn l¹i b»ng èng 

nhùa nhá ®Ó tr¸nh sù di chuyÓn cña s©u. 

ChØ tiªu theo dâi gåm: 

- §Õm sè chåi hÐo do s©u ®ôc vµo c¸c ngµy : 5,10,15 vµ 20 sau khi th¶ s©u. TÝnh 

tû lÖ hÐo ®ät. 

- TÝnh tû lÖ s©u sèng trªn mçi dßng vµo ngµy thø 25 sau chñng s©u b»ng c¸ch: C¾t s¸t 

gèc c©y lóa thö nghiÖm ®Ó chÎ t¸ch ®Õm s©u sèng hay nhéng trªn mçi dßng gièng. 

T×m s©u theo vÕt ®ôc ë th©n vµ s©u th−êng ë trong lãng th©n gÇn ®èt, thËm chÝ lãng 

®èt ë gèc rÔ. 

- C©n träng l−îng s©u ngay sau khi ®Õm s©u sèng cña tõng dßng víi 3 lÇn nh¾c l¹i (3 

chËu). 

- CÊp h¹i cña s©u ®ôc th©n trªn c¸c dßng tr¾c nghiÖm ®−îc ®¸nh gi¸ theo thang 

®iÓm (IRRI) dùa trªn tû lÖ chåi chÕt nh− sau: 

B¶ng 1. Thang ®iÓm (IRRI) ®¸nh gi¸ cÊp h¹i cña s©u ®ôc th©n 

Tû lÖ chÕt ®ät CÊp Ph¶n øng 

0% 0 RÊt kh¸ng (RK) 

1 - 10% 1 Kh¸ng (K) 

11 - 20% 3 H¬i kh¸ng (HK) 

21 - 30% 5 H¬i nhiÔm (HN) 

31 - 60% 7 NhiÔm (N) 

> 60% 9 RÊt nhiÔm (RN) 
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S¬ ®å 1A. Quy tr×nh thö nghiÖm sinh häc tÝnh kh¸ng s©u ®ôc th©n hai chÊm Scipophaga 

incertulas cña c¸c dßng biÕn ®æi gen Bt trong ®Üa petri 

B−íc Néi dung thùc hiÖn ¶nh minh häa 

1 
ChuÈn bÞ lóa: lóa 30 ngµy tuæi (CÊy m¹ 15 ngµy 

tuæi vµo chËu φ 15cm, 3 chËu/dßng 

 

2 

ChuÈn bÞ s©u: b¾t b−ím vµo ban ®ªm gÇn bãng 

®Ìn ®iÖn, cho b−ím ®Î trøng trªn lóa 30 ngµy tuæi 

trong lång nhùa, s©u në sau 5 - 7 ngµy. Thu l¸ cã 

æ trøng cho vµo hép nhùa cã lãt giÊy thÊm Èm 2 

ngµy tr−íc khi trøng në. 

 

3 
NhiÔm s©u: C¾t ®o¹n th©n lóa dµi 7cm cho vµo 

®Þa petri cã lãt giÊy thÊm Èm. Th¶ 5 con s©u míi 

në, hµn kÝn b»ng parafilm 

 

4 Nu«i s©u: ë nhiÖt ®é  25± o C trong 4 ngµy  

5 
LÊy kÕt qu¶: §Õm sè s©u sèng, chÕt hoÆc thÊt 

tho¸t, giai ®o¹n ph¸t triÓn cña s©u 
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S¬ ®å 1B. Quy tr×nh thö nghiÖm sinh häc tÝnh kh¸ng s©u ®ôc th©n hai chÊm Scipophaga 

incertulas cña c¸c dßng biÕn ®æi gen Bt trªn toµn th©n c©y lóa 
 

B−íc Néi dung thùc hiÖn ¶nh minh häa 

1 
ChuÈn bÞ lóa: lóa 30 ngµy tuæi (CÊy m¹ 15 

ngµy tuæi vµo chËu φ 15cm, 3 chËu/dßng 

 

2 

ChuÈn bÞ s©u: b¾t b−ím vµo ban ®ªm gÇn bãng 

®Ìn ®iÖn, cho b−ím ®Î trøng trªn lóa 30 ngµy tuæi 

trong lång nhùa, s©u në sau 5 - 7 ngµy. Thu l¸ cã 

æ trøng cho vµo hép nhùa cã lãt giÊy thÊm Èm 2 

ngµy tr−íc khi trøng në. 

3 
NhiÔm s©u: duy tr× 10 chåi trªn mçi chËu, 3 lÇn 

lÆp l¹i/dßng. Th¶ 1 s©u míi në/chåi, chôp kÝn c©y 

b»ng lång nhùa ®Ó tr¸nh sù di chuyÓn cña s©u 

 

4 
Nu«i s©u: theo dâi sè chåi hÐo sau 5, 10, 15 vµ 

20 ngµy th¶ s©u 

 

5 

LÊy kÕt qu¶: t¸ch th©n lóa ®Õm sè s©u sèng 

hay nhéng/dßng vµo ngµy thø 21, c©n träng 

l−îng s©u. §¸nh gi¸ cÊp h¹i theo thang ®iÓm 

chuÈn cña IRRI 
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QuY tr×nh NhËn biÕt vµ ®¸nh gi¸ c©y lóa 

chuyÓn gen 
 
 
1. Ph−¬ng ph¸p nhËn biÕt vµ ®¸nh gi¸ c©y lóa chuyÓn gen kh¸ng s©u ®ôc th©n 

1.1. Ph−¬ng ph¸p ®¸nh gi¸ c©y chuyÓn gen ë phßng thÝ nghiÖm 

1.1.1. Ph−¬ng ph¸p sinh lÝ thö tÝnh kh¸ng kh¸ng sinh 

C¸c dßng c©y t¸i sinh sau khi chuyÓn gen ®−îc nu«i gi÷ lªn m«i tr−êng chän läc cã 

chøa kh¸ng sinh chän läc trong vßng 4 – 8 tuÇn. Nh÷ng c©y sèng sãt trªn m«i tr−êng chän 

läc ®−îc ®−a ra ngoµi nhµ kÝnh ®Ó theo dâi kh¶ n¨ng sinh tr−ëng vµ ph¸t triÓn cña c©y vµ 

t¹o nguån nguyªn liÖu cho c¸c ph−¬ng ph¸p ph©n tÝch tiÕp theo  

1.1.2. Ph−¬ng ph¸p ho¸ sinh ®Ó x¸c ®Þnh gen Gus 

C¬ chÊt sinh mµu ®−îc sö dông lµ X-gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β,D-

gluconidase) lµ mét chÊt kh«ng mµu. Dïng c¸c bé phËn c©y lóa non  (l¸, th©n, rÔ) c¾t nhá 

thµnh tõng ®o¹n vµ  ng©m trong dung dÞch 50mM X-gluc råi ñ ë 37oC trong 24h. Khi cã 

mÆt gen gus th× c¸c tÕ bµo biÕn n¹p sÏ cã mµu xanh ®Æc tr−ng, cßn c¸c tÕ bµo kh«ng cã 

mang gen gus th× sÏ kh«ng chuyÓn mµu. Do ®ã m« cña c¸c ®o¹n c¾t ë  c©y chuyÓn gen 

®Òu chuyÓn sang mµu xanh c« ban ®Æc tr−ng. Ng−îc l¹i m« cña c¸c ®äan c¾t ë c©y kh«ng 

chuyÓn gen sÏ kh«ng chuyÓn mµu (H×nh 1) 

 

 

 

H×nh 1. Sù thÓ hiÖn cña gen 

Gus cña rÔ c©y lóa chuyÓn 

n¹p gen kh¸ng s©u trong dung 

dÞch X-gluc 

1.1.3. Ph−¬ng ph¸p sinh häc ph©n tö  

• T¸ch chiÕt ADN tæng sè 

Lóa non (5 gram) cña c©y chuyÓn gen vµ c©y ch−a chuyÓn gen ®−îc nghiÒn trong ni 

t¬ láng. Bét l¸ ®−îc chuyÓn ®Õn èng ependoff 50ml . Thªm vµo èng 15ml ®Öm chiÕt vµ 

1ml  20% SDS. Trén ®Òu råi ñ ë nhiÖt ®é 65oC trong bÓ æn nhiÖt. Thªm 5ml 5M potasium 

acetate vµ trén ®Òu, råi ñ kho¶ng 20 phót ë nhiÖt ®é 0oC. Ly t©m  30 phót víi vËn tèc 3500 
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v/p.  LÊy phÇn dÞch trong phÝa trªn èng råi thªm vµo ®ã 10ml isopropanol. Trén ®Òu vµ tiÕp  

tôc ñ ë nhiÖt ®é –20oC trong 30 phót. Ly t©m víi vËn tèc 3500v/p trong 30 gi©y. PhÇn kÕt 

tña sau khi kh« ®−îc hoµ tan trong 70ml n−íc cÊt. Thªm vaß ®ã 1ml RNAse vµ ñ ë nhiÖt 

®é trong 10 gi©y. Ly t©m lÇn 3 trong 10 phót. LÊy phÇn dÞch ë trªn èng råi thªm vµo ®ã 

75µl 3M sodium acetate vµ 500 µl isopropanol. Ly t©m kho¶ng 1 phót, lÊy phÇn kÕt tña. 

Röa kÕt tña b»ng ethanol 70%. Lµm kh« kÕt tña råi l¹i hoµ tan trong n−íc cÊt. KiÓm tra 

nång ®é ADN b»ng c¸ch nhuém víi Ethidium bromine vµ ®iÖn di  trªn gel  0,7% agarose 

• T¸ch chiÕt protein tæng sè 

L¸ lóa cña c©y chuyÓn gen vµ c©y kh«ng chuyÓn gen ®−îc nghiÒn trong nit¬ láng. 

ChuyÓn bét l¸ vµo èng ependorf sau ®ã thªm 300 - 400µl dung dich ®Öm chiÕt. Ly t©m hai 

lÇn (lÇn 1: 10 phót; lÇn 2: 5 phót). Sau mçi mét lÇn ly t©m lÊy phÇn dÞch næi ë trªn chuyÓn 

sang èng míi. Hµm l−îng protein tæng sè trong dÞch chiÕt ®−îc x¸c ®Þnh b»ng c¸ch sö 

dông protein bicichoninic acid (BCA) víi bovine serum albumin. Hçn hîp hoµ tan ®−îc ®o 

ë b−íc sãng 550nm.  

• T¸ch chiÕt ARN tæng sè 

NghiÒn 3 gram l¸ trong nit¬ láng. ChuyÓn bét l¸ sang èng Corex 15ml. Thªm 5ml dÞch 

chiÕt (200mM Tris, pH9,0+ 100nM Na2 EDTA+ 0,5 SDS+ 14mM BME). Lo¹i bá Protein 

b»ng hçn hîp  phenol: choloroform:  isomylalchohol (24:4:1). Ly t©m lÇn 1 (5 phót, 10000 

v/p, 40C). Dïng pipet hót mét l−îng bá mét phÇn dung dÞch trong ë phÇn trªn vµ cho thªm 

1ml dung dÞch ®Öm chiÕt. Ly t©m (5 phót, 10000 v/p, 4oC) ly t©m lÇn 2, chuyÓn phÇn dÞch 

trong ë trªn sang èng kh¸c råi cho thªm 4ml dung dÞch phenol: choloroform: 

isoamylalcohol (PCL). Ly t©m (5 phót, 10000 v/p, 4oC) lÇn 3 vµ chuyÓn phÇn dÞch trong 

phÝa trªn  sang èng kh¸c. Thªm 400µl dung dÞch LiCl (4M LiCLvíi n−íc 0.1% DEPC) vµ 

8ml Ethanol 100%. Trén ®Òu råi ñ 30 phót ë nhiÖt ®é –70oC. Ly t©m (5 phót, 10000 v/p, 

4oC) lÊy phÇn kÕt tña. Hoµ tan kÕt tña víi 2ml n−íc DEPC (gåm 0.1% 

diethylpyrocarbanate) vµ 2ml dung dÞch LiCL. ñ qua ®ªm ë 4oC. Ly t©m (5 phót, 10000 

v/p, 4oC). Röa s¹ch kÕt tña b»ng 70% Ethanol vµ lµm kh«. Hoµ tan kÕt tña víi 100µl  n−íc 

DEPC vµ b¶o qu¶n ë –70oC.   

KÕt qu¶ 

• Kü thuËt PCR (Polymerase Chain Reaction) 

10ng ADN mÉu, 5ng cho mét primer, 0.16mM dNTPs, 1 PCR Bufer (10mM Tris, 

pH=8.4, 50 mM KCl vµ 15mM MgCl2), 1 ®¬n vÞ Taq polymerase. Ch−¬ng tr×nh PCR ®−îc 

thiÕt kÕ víi b−íc1 ë 94oC trong 5 phót; b−íc 2: 94oC 30 gi©y; b−íc 3: 55oC  30 gi©y; b−íc 

4: 720C trong1 phót. Chu kú lÆp l¹i 35 vßng. 

KÕt qu¶ ph©n tÝch b»ng PCR sÏ cho ta biÕt sù cã mÆt cña gen chän läc kh¸ng 

hygromicine(hph ) ë vÞ trÝ 0,76kb, gen th«ng b¸o gus ë vÞ trÝ 1,1kb. 
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    NT      1       2       3      4      M   

 

   1         2             3           4           5            6            

NT 

   B    Ev    B    Ev   B   Ev   B  Ev   B   Ev    B     

 

H×nh 2. kÕt qu¶ PCR: (1-4) sù thÓ hiÖn cña  gen 
Gus (1,1kb) vµ gen hph (0,76kb) trong c©y 
chuyÓn gen; NT: c©y ch−a chuyÓn gen M: Thang 
chuÈn 

H×nh 3. KÕt qu¶ lai Southern. BiÓu hiÖn cña 
CryIA/c qua lai 1-6: c©y chuyÓn n¹p gen; NT: 
§èi chøng B: BamHI; Ev: EcoRV  

1,1kb 

9,5 Kb 

1,76kb
1,8 Kb 

• PhÐp lai Southern (Southern blotting) 

10 lµ  ADN, ñ qua ®ªm víi Enzime c¾t h¹n chÕ BamHI vµ EcoRV ë  37oC . Sau khi 

diÖn di trªn gen agarose 0,8%,  ADN ®−îc chuyÓn lªn mµng Hybond-N+ (Amersham) vµ 

®−îc lai víi mÉu dß (®o¹n ADN  660 bp cã chøa ph©n tö phãng x¹ [32P] dCTP) víi thêi 

gian lµ 12 giê ë nhiÖt ®é 65oC trong 5x Sanline Sodium phosphate EDTA (SSPE), 5x dung 

dÞch Denhardt vµ 0,5 SDS. Mµng sau khi lai ®−îc röa 2 lÇn víi 2xSSPE, 0,1% SDS ë 

nhiÖt ®é phßng trong 10 phót. Mµng lai ®−îc bao b»ng tÊm nilon máng vµ ®Æt trong hép 

tèi víi phim Kodak X-Omat phim ë nhiÖt ®é –70oC trong 48 giê.  KÕt qu¶ lai sÏ hiÖn ë trªn 

phim sau khi röa. B»ng ph¶n øng nµy cã thÓ nhËn biÕt ®−îc sù cã mÆt cña gen chuyÓn 

cryIAc  th«ng qua sù thÓ hiÖn cña c¸c ®o¹n DNA t¹i c¸c vÞ trÝ c¾t ®Æc tr−ng bëi enzyme 

giíi h¹n 1.8kb (víi BamHI) vµ t¹i 9.4kb (víi EcoRV), trong khi ®ã ë b¨ng ®èi chøng hoµn 

toµn kh«ng cã sù xuÊt hiÖn cña c¸c ®o¹n A DN®Æc tr−ng nµy (H×nh 4). 

• PhÐp lai Northern (Northern blotting) 

ARN sau khi ®iÖn di  trªn gel chøa fomaldehyd ®−îc chuyÓn mµng Hybond-N+ 

(Amersham) vµ ®−îc lai víi mÉu dß nhÉu nhiªn cã chøa ph©n tö phãng x¹ [32P] dCTP) víi 

thêi gian lµ 12 giê ë nhiÖt ®é 56oC trong 50% formamid+ 5x Sanline Sodium phosphate 

EDTA (SSPE)+ 5x dung dÞch Denhardt + 0,5 SDS. Mµng sau khi lai ®−îc röa víi 1xSSC ë 

nhiÖt ®é phßng trong 20 phót, sau ®ã röa víi 0,2xSSC ë nhiÖt ®é 68oC. Mµng lai ®−îc bao 

b»ng tÊm nilon máng vµ ®Æt trong hép tèi chøa phim X-quang ®Ó lµm b¶n phãng x¹ tù 

chôp.  KÕt qu¶ lai sÏ hiÖn ë trªn phim sau khi röa.  

S¶n phÈm phiªn m· mARN cña gen CryIA/c ®Òu thÓ hiÖn ë møc cao víi kÝch th−íc 

ph©n tö t−¬ng øng víi lµ 1.8kb. 

C¸c c©y ®−îc chuyÓn n¹p víi cryIA/c thÓ  hiÖn cña protein ®Æc tr−ng víi träng l−îng 

ph©n tö 66kDa  
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            1        2         3         4       NT 

 

             NT     1     2      3      4     5 

 

H×nh 4. BiÓu hiÖn cña CryIA/c qua kÕt qu¶ 
Northern blot 1-4: C©y chuyÓn n¹p gen, NT: 
§èi chøng ch−a chuyÓn n¹p  

H×nh 5.  s¶n phÈm protein cña CryIA/c qua kÕt 
qu¶ Western blot 1-5: c©y chuyÓn n¹p gen; 
NT:®èi chøng ch−a chuyÓn n¹p  

66kDa1,8Kb

• PhÐp lai Western (Western blotting) 

Protein tæng sè (50µg) sau khi ®iÖn di trªn gel 10%polyacrylamide cã chøa sodium 

doecylsufate (SDS-PAGE) ®−îc chuyÓn lªn mµng nitrocellulose (Hybond C, Amersham).   

Mµng lai ®ùoc cè ®Þnh trong 3 giê víi 30ml dung dÞch tris Bufferes cã chøa 3% Bovine 

Serum Albumin (BSA), Tween 20% vµ 5% s÷a. Röa mµng lai víi TBST)Tris buffered 

salinetrong 5 phót, sau ®ã ng©m mµng lai vµo kh¸ng thÓ cña thá – Bt qua ®ªm ë nhiÖt ®é 

phßng. Röa mµng lai víi TBST trong 5 phót vµ 2 lÇn víi TBS. Mµng lai ®−îc röa trong 

dung dÞch gåm: 10ml TBS víi 2ml  methanol, 0.6mg Horse radish peroxidase vµ 6µl 30% 

H2O2 .  

C¸c c©y ®−îc chuyÓn n¹p víi cryIA/c thÓ  hiÖn cña protein ®Æc tr−ng víi träng l−îng 

ph©n tö  66kDa . 

1.2. Thö c©y chuyÓn gen trong nhµ kÝnh  

1.2.1. Thö tÝnh kh¸ng s©u 

§Æt 5 con s©u non vµo trong mçi ®Üa cã chøa c¸c mÈu th©n, l¸ cña c©y lóa ®· ®−îc 

chuyÓn gen hoÆc cã chøa thøc ¨n (16g agar, 53g yeast, 1.7g sorbic acid, 3.3g methyl 

parabenzoate, 5.3g ascorbicacid, 0.25g streptomycinva 1.35 ml formaldehyde 10% trong 

800ml n−íc cÊt) cã bæ sung thªm mét l−îng protein (hµm l−îng ®éc 0,011 - 0,02%) ®−îc 

chiÕt xuÊt tõ th©n l¸ c©y lóa ®−îc chuyÓn gen.  

  

 

H×nh 6. KÕt qu¶ phÐp thö sinh häc ®èi víi 

c©y chuyÓn gen CryIA(c). T. S©u non ¨n 

l¸ c©y chuyÓn n¹p gen; U. S©u ¨n l¸ c©y 

ch−a chuyÓn n¹p gen. 

T

U 
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Sau 5 ngµy ¨n th©n l¸ hoÆc thøc ¨n cã chøa protein ®éc tõ c©y lóa ®· ®−îc chuyÓn 

gen th× s©u non  sÏ chÕt. S©u non biÓu hiÖn mµu n©u tr−íc khi chÕt. Sè s©u non cßn sèng 

còng cã träng l−îng c¬ thÓ gØam kho¶ng 70% kh«ng thÓ kÕt nhéng. Ng−îc l¹i s©u non ¨n 

th©n l¸ c©y ch−a chuyÓn gen vÉn sèng vµ ph¸t triÓn b×nh th−êng (H×nh 6). 

S¬ ®å 1. Ph−¬ng ph¸p nhËn biÕt c©y lóa chuyÓn gen kh¸ng s©u ®ôc th©n 

B−íc Néi dung thùc hiÖn ¶nh minh häa 
 C©y lóa ban ®Çu  

1 Thö tÝnh kh¸ng kh¸ng 
sinh 

ChuyÓn c©y t¸i sinh sang 
m«i tr−êng cã kh¸ng sinh 
chän läc  

 

2 Thö hãa sinh 
Bé phËn cña c©y lóa 
chuyÓn mµu xanh trong 
dung dÞch X-gluc 

 

3 ChuyÓn c©y ra bÇu ®Êt 
Theo dâi sù sinh tr−ëng 
vµ ph¸t triÓn b×nh th−êng 
cña c©y 

 

4 Thö tÝnh kh¸ng kh¸ng 
s©u 

Cho s©u non ¨n th©n l¸ 
c©y lóa trùc tiÕp (a)  
S©u non ¨n thøc ¨n cã bæ 
sung protein chiÕt tõ l¸ 
(b) 

 

 

PCR nhËn biÕt ADN (gus, 
hph, cry) 

     NT     1       2       3      4      M   

 

Lai Southern nhËn biÕt 
ADN (gus, hph, cry) 

 1         2             3           4           5            6         
NT 
 B    Ev    B    Ev   B   Ev   B  Ev   B   Ev    B     

 

Lai Northern 

 

5 Kü thuËt ph©n tÝch sinh 
häc ph©n tö 

Lai Western nhËn biÕt 
protein chuyÓn  

 

a b 

1,1kb 

1,76kb 

9,5 Kb

1,8 Kb 
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2. Ph−¬ng ph¸p nhËn biÕt vµ ®¸nh gi¸ c hîp  
    beta-caroten 

2.1. Ph−¬ng ph¸p ®¸nh gi¸ c©y chuyÓn gen

2.1.1. Ph−¬ng ph¸p sinh lÝ thö tÝnh kh¸ng kh¸n

C¸c dßng c©y t¸i sinh sau khi chuyÓn ge

chøa kh¸ng sinh chän läc trong vßng 4 – 8 tuÇ

läc ®−îc ®−a ra ngoµi nhµ kÝnh ®Ó theo dâi kh

t¹o nguån nguyªn liÖu cho c¸c ph−¬ng ph¸p 

2.1.2. Ph−¬ng ph¸p sinh häc ph©n tö 

KÕt qu¶ PCR: cã thÓ nhËn biÕt  c¸c gen 

                                  NT PC 

H×nh 7. KÕt qu¶ PCR víi sù thÓ hiÖn cña gen Ps

thÓ c©y ch

KÕt qu¶ lai Shouthern  nhËn biÕt  gen cr

                                     

 

H×nh 8. KÕt qu¶ lai Sout

NT: c©y ch−a chuyÓn n¹p gen (§/c). 1-12

2.2. Ph−¬ng ph¸p ®¸nh gi¸ c©y chuyÓn gen

2.2.1. NhËn biÕt b»ng m¾t th−êng   

Qu¸ tr×nh tæng hîp beta - caroten  tro

(phytoene synthase), crt1 (phytoene desatura

§Ò tµi KC.04.13 
©y lóa chuyÓn gen tæng 
 ë phßng thÝ nghiÖm 

g sinh 

n ®−îc nu«i gi÷ lªn m«i tr−êng chän läc cã 

n. Nh÷ng c©y sèng sãt trªn m«i tr−êng chän 

¶ n¨ng sinh tr−ëng vµ ph¸t triÓn cña c©y vµ 

ph©n tÝch tiÕp theo 

psy (1,033kb), lcy  ë vÞ trÝ 0,97kb 

y (a) t¹i 1,033 kb v Lcy 

uyÓn gen 

1,033 Kb 

 

t1 trong c¸c c©y chuy

                                  NT

hern víi sù thÓ hiÖn cña

 : ADN cña c©y chuyÓn

 ë quy m« nhµ l−íi 

ng h¹t lóa ®−îc qui 

se), vµ lcy (lycopene 
 0,97 Kb
(b) t¹i 0.97 kb trong quÇn 

Ón gen ë vÞ trÝ 3,5kb 

 PC 

 

 crt1 

 gen. PC:  v¹ch chuÈn 

3,5kb 

®Þnh bëi 3 gen lµ psy 

cyclase).  
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Néi nhò cña c©y lóa th−êng cã mµu tr¾ng trong (1), trong khi h¹t cña c©y lóa ®· ®−îc 

chuyÓn gen cã mµu vµng ngµ. (H×nh 9, 10).  

              

H×nh 9. Ph©n biÖt néi nhò h¹t lu¸ cña c©y chuyÓn gen vµ c©y lóa b×nh th−êng 

1: H¹t lóa b×nh th−êng; 2,3: H¹t lóa chuûÓn gen tæng hîp beta-caroten 

 

H×nh 10.  Gièng lóa N¾ng Hång chî ®µo (ViÖt nam) ®−îc chuyÓn gen tæng hîp beta- caroten 
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S¬ ®å 2. Quy tr×nh nhËn biÕt c©y lóa chuyªn gen beta-ceroten 

B−íc Néi dung thùc hiÖn ¶nh minh häa 
 C©y lóa ban ®Çu  

1 Thö tÝnh kh¸ng 
sinh 

§Æt c©y trªn m«i tr−êng cã chøa 
Hygromicine  

2 ChuyÓn c©y ra 
bÇu ®Êt 

Theo dâi sù sinh tr−ëng vµ ph¸t 
triÓn b×nh th−êng cña c©y 

 

3 NhËn biÕt b»ng 
m¾t th−êng 

Néi nhò h¹t lóa cã mµu vµng 
®Æc tr−ng cña Vitamin A 

 

PCR nhËn biÕt ADN (gus, hph, 
psy, lcy, ctrl) 

          NT 
          PC 

      
4 Kü thuËt ph©n 

tÝch ph©n tö 

Lai Southern nhËn biÕt ADN 
(gus, hph, psy, lcy, ctrl) 

 

 

1,033kb

0,97kb

3,5kb
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