Chuyén dé: CONG NGHE CHUYEN GEN O THUC VAT BAC CAO
GV thuc hién: Vo Van Quy
Don vi: Truong THPT Chuyén LOD - Ninh Thugn
PHAN I: CO SO KHOA HQC CHO QUA TRINH CHUYEN GEN
I. Pic diém b may di truyén té bao thue vat:
Céc tinh trang cta thuc vat 1a biéu hién cua cac gen di truyén C6 cac tinh trang don
gen (do 1 gen phu trach) c6 nhiing tinh trang da gen( do tac dong phéi hop cta nhiéu gen)
Vé mat hoa hoc, gen la 1 day nucleotit co s6 nucleotit va ddy ma ty dac trung, sO
nucleotit cau tao nén 1 gen, thuong biéu thi theo KG (Kilobase = 1000 nucleotit). Biéu hién
tryc tiép hoat dong ciia gen 1a cac protein nay 1a cac E, nho viy qué trinh trao doi chat, sinh
trudng, phat trién .... cta thuc vat duge thuc hién theo 1 chuong trinh xac dinh trong thong
tin di truyén dic trung cho loai.
Té bao thyc vat khac xa v6i té bao dong vat va vi sinh vat:
|.1.Té bao thuc vit la mét té bao hivu nhan dién hinh:

Té bao thyc vat co cellulose bao boc bén ngoai mang nguyén sinh. cellulose cia céc té
bao thuc vat lién két nhau bang peclin va cac dan xuat cellulose khac.

Vai trd cia cellulose & chd bao vé va giup cho thyc vat dimg thang ma con gitp cho
toan bd qud trinh trao ddi chat.

Néu xir Iy mo thyc vat bang enzim peclinaza va celluloza, phan 16n peclin va celluloza
bi phan huy, cac té bao thuc vat tran khong c6 vo celluloza bao boc dugc giai phong ra moi
truong dugc goi 1a protoplast. Protoplast co thé duoc nudi sdng va tai tao lai thanh té bao,
mo hay cay hoan chinh. Trong bat ki moi trudng nao hoat dong song cua photoplase cling
bat dau viéc tai tao lai celluloza va khi vo celluloza da duoc tai tao thi té bao méi dugc phan
chia va tiép tuc phat trién.

Qua vo celluloza, cac mudi khoang va nudc co thé trao d6i dé dang, tuy vay ddi véi
cac dai phan tir nhu protein, nucleic axit thi vo celluloza ciing thé hién 1 sy ngin cach nhat
dinh. DNA c6 thé xam nhap té bao qua ca vo celluloza 13n mang nguyén sinh.

V6 celluloza dugc hinh thanh khong chi khi nam trén cdy hoan chinh ma khi nudi
chung riéng r& dudi dang céc té bao don va trong truong hop ndy ndé mang hinh thai rat da
dang.

Khi d¢3 mat han vo boc celluloza, cac protoplast ludn ¢ dang tron

Lap thé: bao quan dic biét cta té bao thuc vat (tuy té bao thyc vat xanh)

Luc lap: lap chira va di€p luc (diép luc la chat mau xanh luc)

Bio quan: con goi co quan tir. T bao chét cua tat ca té bao nhan thue chira mot s6 cau
tric ¢c6 mang bao boc, dam nhiém cac chirc ning chuyén héa. Nhitng cau tric nay dugc goi
la bao quan.

Ti thé: Bao quan cua cac té bao nhan that, c6 kich thude tuong tu té bao vi khuan mdi
té bao ¢6 hon 1.000 ti thé.



1.2. Té bao thue vit cé cdc lap thé dic biét la cdc luc lap:

Luc lap c6 ciu triic phan tr phue tap, chira toan b diép luc va lam nhiém vu quang
hop. Lyc lap chira bo may di truyen riéng cua ching trong mot mdi quan hé chit voi bo may
di truyén ctia nhan bao. Mot sb kha nang chdng chiu & thuc vat co lién quan dén cac gen
nam trong luc lap nhleu hon cac gen nam trong nhan hodc ti thé.

Binh quin mdi té bao thuc vat ¢ thé chira khoang 50 luc lap. Bang cac phuong phap
cong ngh¢ gen hién dai, co thé chuyen luc lap va bd may di truyen cua luc lap tir té bao cay
nay sang té bao loai cdy khac va giup ciy mang tinh trang di truyén méi. Cac nguyén nhan
theo hudng nay da hinh thanh nganh cong ngh¢ co quan tur (plastid engineezing) 1a nhanh
quan trong cua CNSH thuc vat ngay hom nay.

1.3. Té bao thuee vit cé tinh toan thé:

Kha ning toan thé duoc hiéu 1a kha ning tai sinh cdy hoan chinh tir md hoic té bao
don, tham chi tir protoplast thuc vat. Cac té bao dong vat hoan toan khong c6 kha ning nay.

Kha nang phat sinh hinh thai cua té bao thuc vat 1a van dé _quan trong c0 tinh chat
quyét dinh dbi véi cac ung dung cong ngh¢ gen trong chon tao gidng méi & thuc vat. Néu
sau khi chuyen gen, t& bao hoic md mat kha ning tai sinh, thi viéc chuyén gen coi nhu c6 y
nghia thyc té.

Kha nang tai sinh ciing c6 thé hién 1a su kich hoa. Khi méi cdy mo thuc vat trong diéu
kién kich thich nhan tao dé tao nén mo seo, ta d3 thuc hién qua trinh phan biét hoa: Khi
ngung cac tac dong kich thich moé thuc vat c6 khuynh hudng tu biét hoa trd lai thanh cac mo
c6 chuc nang nhu 1é, than, la...

Cudi nhitng ndm 60 da ching minh day du tinh toan thé cua thyc vat bic cao, dong
thoi d3 chirng minh 13 mdi té bao thuc vat déu chira day du cac thong tin di truyén cua toan
b6 co the.

Tir d6 dén nay, khoa hoc cdy md thuc vat da tién nhiing budc dai su phat sinh hinh
thai, hodc kha ning tai sinh cdy hoan chinh tir 1 té bao, mot mang la, mot khéi ma seo... da
duoc thyc hlen trén hang tram loai thyc vat, tap trung vao hau hét cac cay trong quan trong.

|.4. Té bao thuc vit co bo may di truyen Dphirc tap:

Céc hiéu biét vé di truyén phén t ¢ vi sinh vat khong du dé 1y giai nhiéu hién tuong
di truyén & thuc vat bac cao. Té bao thuc vat bac cao chua 1 luong DNA 16n gép nhiéu lan &
vi khuan va nhiéu trudng hop con gap boi so v6i lugng DNA & té bao nguoi.

DNA thyc vat khac véi DNA vi sinh vat, phét hién cac ddy ma 1ap di 1ap lai nhiéu lan.
Cac gen di truyén dugc phan cach nhau bang cic doan DNA khong ma hoa duoc goi 1a
introns.

Cac nhém gen ¢ thuc vat cling khong nam cb dinh trén cc thé nhidm sic. Mot sb co
thé nhay qua lai trong qua trinh cia thuc vat va chiing dugc goi tén 1a gen nhay (jumping
gen)

Tom lai sy phtic tap ctia bd may di truyén lam cho viéc ing dung CNSH dé giai quyét
cac muc tiéu khong dé dang.

.5. Sw thé hign ciia gen trong sao chép va dich ma:

1.5.1. Poc ma :

La qua trinh tao ra cac phan tir RNA thong tin (messengen RNA) theo khuoén mau
trén DNA, do enzim RNA polymerase xUc tac.

DNA miu -2-



(NMP)n + NFR-------+ > (NMP)n +1 + Py,
DNA polymeraza,Mg"

(NMP)n 1a doan RNA c6 sdn gébm n nucleotide monophotphat NTP cac nucleotit
triphotphat (nucleotide)

RNA polymeraza c6 kha ning nhan biét cic diém khai dau cho doc ma trén chudi
DNA

O vi khuan céc diém nay 1a cac diy ma TATA, con goi 1a “hop TATA”, hop TATA
¢ thuc vat phuc tap hon, dugc ma béng nhiéu nucleotit hon, da dang hon (van goi chung la
hop TATA), vidu :

T--- TATA---1-3---A

1 -3 : 12 s6 1an nhic lai ¢6 thé c6 ctia ademin

Ngoai hdp TATA, ¢ thuc vat con c6 hop CAAT nam & phia thuong luu cua hop
TATA, hop CAAT c6 nhiém vu diéu hoa muic d6 doc ma.

1. RNA polymeraza I doc ma cho sinh tong hgp RNA ribosome (rRNA), chung chi
hoat dong bén trong nhan bao.

2. RNA polymeraza IT doc ma cho sinh tong hgp mRNA, hoat dong chu yéu ¢ bén
ngoai nhan bao

3. RNA polymeraza Il doc mi cho sinh tong hop RNA ngin nhu RNA van chuyén
(tRNA) hoac hoac tRNA 5S

Mai té bao thuc vat chira dén vai triéu ribosome, vi vay & cac mo thuc vat dang tang
truong manh déu co hoat dong sinh tong hop rRNA rat cao. O ddy san pham hoat dong cia
RNA polymeraza chua tao ngay ra cac RNA hoan chinh ma chi tao ra cic tién chat cua
chung. Cac tién chit nay con phai qua “cit got” bang metyl hoa con lai kich thudc c& 3000 —
3500 nucleotit mai két hop véi protein va tao nén ribosome.

M&i mRNA khac nhau, twong tmg véi khoang 100.000 gen. Mdi mRNA déu c6 mot
diy ma dé tong hop protein, ngoai ra con c¢6 thém cac diy ma nam o 2 dau dé 1am nhiém vy
diéu khién qua trinh dich ma. Pau 5 cua mRNA ¢ mot ddy mé ngin goi 1a mii ¢ dau 5 (5
cap). Mii nay thuong 1a mot gbc qua nosine), duoc chup 1én dau 5 cia phan tt mRNA ngay
sau khi RNA polymeraza II két thiic qua trinh doc ma.M4 c¢6 nhiém vy bao vé mRNA hoic
ra 1énh cho qua trinh tong hop protein khoi sy.

Pau 3 ctia mRNA thuong 1a 1 ddy ma do 200 nucleotit toan 13 gdc ademosinem goi
tén 1a dudi poly A. Cling nhu ma 5, duéi poly A duoc gin vao mRNA ngay sau khi doc ma,
bang E poly (A) polymerase.

1.5.2. Dich ma:

La qua trinh sinh tong hop cic phan tir protein can cir vao diy mi trén phan tir
mRNA. Nhu thé sy thé hién gen co thé chia ra 2 mire, mtc doc va mure dich.

Pé thay & murc d6 phirc tap cuia su thé hién mot gen trong 100.000 gen cua ciy, hay
xem xét cau triic ctia gen ma hoa cho E polygalaclorunaza ¢ ca chua va san pham thé hién ¢
gen nay.

Trén gen ma hoa cho polygalaclorunaza c6 8 ddy sb. Kich thudc tir 99 dén 953
nucleotit. Hop CAAT nam & nucleotit-31, thuong nguén cua tin hiéu bat dau doc ATG. Qua
trinh doc va dich cho ra hai doan peptit 71 va 356 a.amin. Cudi cung peptit 79 a.amin bi loai

va hinh thanh phan tir E polygalaclorunaza c¢6 356 a.amin
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Hién tuong cac ddy ma doc xen 13n vé6i cac ddy mad mu rat pho bién trong ciu tao cac
gen thuc vat.

Chu y chi 1 phﬁn rat nhé DNA thuc vat duoc biéu hién thong qua doc va dich thanh
cac phan tu protein.

Cac nghién cliru méi day cho thdy su bao thi cua tinh di truyén ¢ thuc vat chi 1a
tuong d6i. Ngoai canh co thé anh huong dén tinh di truyén mét cach nhanh chong, khong
can hang triéu nam tién hoa va cac anh huong nay dugc di truyén qua cac doi sau. Do anh
hudng bén ngoai, bd may di truyen thuc vat 6 thé bi thay doi do :

Su xam nhap ciia DNA ngoai lai ( VK,virus)

Su chuyén dich cac gen tir vi tri nay qua céc vi tri khac.

Su chuyén dich DNA tur luc lap va ti thé vao nhan bao

Sy ton tai cua cic gen nhdy (jumping gens) 13 nét dic trung, thé nhidm sic nay sang
thé nhiém sic khac hodc & cac vi tri khac nhau trén cing 1 thé nhiém sac. Ching c6 thé nhay
vao gitta ddy ma cta 1 gen dang hoat dong lam cho gen nay bat hoat hodc nguoc lai.

L.6. Tinh bdo thii ciia gen vé di truyén va bién di:

Hién tuong di truyén va bién di 13 2 mit mau thuin théng nhét cta su séng, nho do su
tién hoa co thé thyc hién. Ban chét cta 2 hién twong nay c6 lién quan chat ché voi sy hinh
thanh ton tai axit deoxyribonucleic (DNA) . Vi vay DNA Ia phan tir cua sy song, soi chi cua
su song, chu01 xoan kép ctia su séng. Co ché sinh tong hop DNA, vai tro khuoén mau cta
DNA trong tong hop protein (enzim) thong qua cac phan tr axit ribonucleic (RNA) dan dan
da dugc kham pha dé 1i giai hién tuwong di truyén va bién di, cac p/p CN gen, hau hét 1a cac
p/p xtr Iy DNA hoac RNA.

Di truyén va bién di nam trong sy thé hién cuia gen trong qué trinh phét trién cta sinh
vat. Ngay nay gen da duoc do dac, chup anh va xac dinh chinh xac & mirc phan tir , 1a 1 hay
nhiéu doan DNA tuong tng véi 1 tinh trang.

Co ché sinh tong hgp DNA theo khudn miu dam bao tinh bao thl cua hién tuong di
truyén qua cac thé hé. Nhing thay d6i du nho, trén doan DNA twong tng véi 1 gen, it nhiéu
cling dan dén sy thay d6i tinh trang, co s cia hién tuong bién di.

PHAN II: CHUYEN GEN O THUC VAT BAC CAO
I. Xac dinh va dong hoa gen:
I.1. Chiét sudt va tinh sach DNA tir mé thuwe vit:

C6 rat nhiéu phuong phép tiy theo muc dich sir dung DNA dé 1am gi hodc chiét xuét
loai md nao. Khuynh hudng chung hién nay la tim phuong phap don gian nhat, thoi gian
thao tac ngan nhat nhung DNA thu dugc van c6 du do tinh khiét va do nguyén ven 50 — 100
KG can thiét cho cac thao tac tiép theo trong cong nghé gen thuc vat nhu cat bang E gidi
han, chay phan ung PCR ....Mudn thu DNA c6 chiéu dai 100 — 5.000 KG phai dung
phuong phap dién di c¢6 dién truong khong lién tuc

*Chiét suat va tinh sach DNA tong s6

Té bao thyc vat duoc nghién vO trong diéu kién lanh 1am cho DNA dugc hoa vao dém
chiét SDS (sodium dedecyl sulfatc) hoic CTAB (celytrimethyl amonium bromide) dugc
thém vao dé giip DNA hoa dé& hon, déy du hon vao dich dém. EDTA c¢6 tac dung gén chat
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cac ion Mg* 1a yéu t6 can cho su hoat dong cua nucleotit phan huy DNA trong qua trinh
chiét. Protein duoc tach khoi DNA bing phenol hodc chloroform

Chiét sudt DNA tir md thuc vat

L4 nghién v6i dém chiét CATB c6 chira mercabthoethamol. DNA duoc chiét biang hdn
hop cloroform izoamila, két tiia bang izphopanol, sau d6 qua 1 sé budc dé rira va tinh khiét
DNA.

Chiét xuat DNA thuc vat dé chay PCR

Mau 14 duoc st dung & lugng rat it. Qua trinh chiét duogc don giam hoa nhiéu dé thao
tac nhanh va lam cung 1 lac nhiéu mau, tuy vay DNA duoc chiét ra hoan toan da do 16m va
do sach dé chay PCR tiép theo.

1.2 Ciit DNA bing Enzim gidi han:

* Céac enzim gidi han:

Enzim gidi han 1a nhém endonucleoaza chi cat phan td DNA & nhiing vi tri c6 diy ma
nucleotit nhat dinh ma chung c6 kha niang nhan ra. Thudc tinh rit quan trong ndy clia enzim
gidi han cho phép cat phan tir DNA & cac vi tri chon sdn. Mdi enzim giGi han hoat dong t6i
thich trong cac diéu kién khac nhau.

Ung dung chil yéu cua melylaza 13 dé bao vé 1 s6 vi tri trén DNA ma nguoi ta khong
mudn bi cit boi enzim gidi han.

1.3 Pi¢n di DNA va cdc sin phdm cit DNA trén gel agaroze:

Cac doan DNA duoc cét tur phan tr DNA c6 khoi luong khac nhau va dién tich khac
nhau duoc tich ra khi di chuyén tir cuc 4m sang cuc duong ctiia may dién di trong 1 dién
truong c6 dién thé va cudng do thich hop.

1.4 Noi cic dogn bang DNA ligase:
DNA ligase 1a cac enzim ndi doan DNA lai v6i nhau. Diém ndi lai 1a dau 3° ciia mot
doan DNA va dau 5 cta doan con lai. Nang luong dé ndi 1a Atp
Ung dung quan trong nhét ctia ligase 13 trong ciu tric cua cac vector plasmid va céc
cau traic DNA khac dd c6 du cac diy ma can thiét cho viéc chuyén gen, biéu hién gen, sang
loc cac té bao da chuyén gen.

1.5. Dong hoa gen:

Dy ma tu nucleotit ctia gen thuong dugc biét thong qua tim hiéu diy md ty axit
amin cta san pham ctia nd, cac protein. Sau khi chiét xuat, tinh sach protein dé giai ma, day
ma ty axit amin cia ching

*Nhan dong gen:

Nhan dong gen 1a mot tién trinh trong d6 gen muc ti€u duoc dinh vi va nhan 1én tir
DNA duogec tach chiét tr mot cé the.

Khi tach chiét DNA khéi mot ca thé thi tat ca gen cua né ciing dugc tach ra khoi ca
thé. DNA nay chira dén hang ngan gen khac nhau nén nha di truyén hoc phai tim ra gen

Ngén hang gen:

Boi vi khong thé dinh vi gen trén DNA bang mat thuong, cic nha khoa hoc phai tao
ngan hang gen.



Ngéan hang gen 1a mot tdp hop khudn lac vi khuan sdng c6 mang nhiéu doan cua
DNA tir mot ca thé. Pay chinh 1a ngudn ctia gen muc tiéu.

% DNA cua té
plasmid bao co chira
tao dong gen muc tiéu

XU ly plasmid 3  JA
bang enzym gidi l cat DNA té bao
thanh nhirng

han
doan co kich
Q thudc mot gen
= bang enzyme
gidi han
2 | | @

@| ndiplasmid voi cac doan
DNA dé& duoc cét

CC L IC

tap hop tat ca cac plasmid da chén nhirhg doan khac nhau cua
DNA té bao

hop vao té bao chu thich

Tap hgp céc khuan lac vi khuan cé mang plasmid tai t8 hgp- Ngan hang gen

®l bién nap plasmid tai td

Hinh 2.1 Quy trinh xay dung ngan hang gen
X4y dung ngan hang gen

Xay dyng ngan hang gen can DNA tach chiét, enzyme cat gi6i han va plasmid.

Buéc 1: DNA tach chiét tir ca thé c6 chira gen muyc tiéu dugc cat boi enzyme gidi
han thanh nhiéu manh c6 kich thuéc ctia mot gen.

Buéc 2: plasmid cua vi khuan cling duge xir 1y boi cling enzyme gidi han.

Bude 3: DNA co6 kich thudc mot gen va plasmid da duoc xir Iy dugce tron chung véi
nhau trong mot tube. Mot s6 cac doan DNA da dugc cat béng enzyme s¢ ndi véi plasmid va
tao thanh plasmid tai to hop.

Buwéc 4: plasmid tai t6 hop sau d6 dugc chuyén vao té bao vi khuin bang dién bién
nap hodc hoa bién nap.

Buéc 5: vi khudn ting truong trén dia moi trudng va cho phép hinh thanh khuan lac.
Tat ca khuan lac trén dia méi truong duoc goi 1a ngan hang gen.

Buéc 6: ngan hang gen dugc sang loc dé tim ra khuan lac nao cé chira gen muc tiéu
bang cach phat hién trinh ty DNA cta gen myc tiéu hay mt protein ma gen dé6 ma hoa hay
st dung mau do. Vi vay, trudc khi sang loc ngén hang gen, nha khoa hoc phai biét dugc
trinh ty cua gen muyc tiéu hay gen gan glong n6 nhat hay protein ma gen d6 ma hoa hodc mot
mau do duoc thiét ké cho gen d6. Khi vi khuan dugc nhan 1én s& tao nhiéu DNA tai t6 hop
dan dén sd luong ban sao cua gen ciing ting 1én, nho d6 viéc phat hién gen hay protein dé
dang hon.

Sau khi x4c dinh dugc khuén lac co chtra gen muc tiéu, vi khuan c6 thé dugc nhan
dong dé tao hang triéu ban sao cuia plasmid tai t hop c6 chira gen do.

I1. Cac Ky thuit chuyén gen:



Thong tin di truyén acid deoxyribonucleic (DNA) ton tai ¢ 3 dang chinh:
- DNA cua co thé bac cao trong d6 c6 DNA nhan va DNA co quan tt.
- DNA cua vi sinh vat.
- DNA cua plasmid.
Bién nap thong tin di truyén (chuyen gen) 1a ky thuét st dung DNA tinh khiét
dé dua vao co thé hay té bao khéac va theo ddi b1eu hién cua thong tin di truyen mai nay.

Pé bién nap hiéu qua nguyén li¢u di truyen vao té bao vat chu, cac cdu trac di truyén
can dugc thiét ké thich hop cho su hop nhat va biéu hién ciia cic gen ngoai lai. Céu triic di
truyén phai mang mot gen chi thi chon loc (selectable marker gen: gen mé hoa mot protein
khur doc cua hoa chét b6 sung trong moi truong nudi cdy, cho phép sinh trudng wu tién cua
cac té bao c6 DNA ngoai lai dugc hop nhat) hodc sang loc (screenable marker gen: gen ma
hoa mot protein cho két qua trong san pham séng sot nho d6 c¢6 thé xac dinh té bao bién nap
thé hién gen) dé nhan biét hi¢u qua bién nap gen.

Mot cau tric di truyén dic trung bao gom: gen khoi dau (promoter), gen ma hoa
(coding gen) va gen két thuc (terminator). Cac gen ma hoa cé thé duoc dua vao mo thyc vat
nhd vao cac vector plasmid. Hai promoter chil yéu thuong duoc str dung cho bién nap gen ¢
thuc vat 1a: promoter CaMV 35S (cauliflower mosaic virus) thich hop cho sy biéu hién cia
DNA ngoai lai & cdy hai 14 mam va promoter ubiquitin ctia ngd thich hop cho su biéu hién
manh cua DNA ngoai lai ¢ cay mot la mam.

Cac mau vat (cac bo phan cua cay hodac mo dung dé bién nap) thich hop nhat cho bién
nap gen la nhirng mau vat doi hoi thoi gian nudi cay trude va sau khi bién nap ngin nhat.
Nhleu nghién ctiru cho thay thoi gian kéo dai ctia mé nudi cdy thuong tao ra cac dot bién di
truyén 1am mat kha ning ti sinh cta cac cdy duoc bién nap gen. Cac mau vat dugc sir dung
trong chuyén gen thuong la: protoplast, phoi non hodc callus c6 nguoén goc tir hat (laa mi),
cac md nudi cay phat sinh cum chdi, va tru phoi (c6 ngudn gdc tir cac hat non hodc hat gia)
dung dé bién nap truc tiép DNA ngoai lai vao mé phan sinh ¢ cay hai la mam (legumes,
bong...). Trong mot s6 trudng hop, bién nap thong qua nudi ciy phat sinh phoi (embryogenic
culture) ciing co thé thuc hién dugc, chang han & cac loai ting bach, cac loai cay an qua va
mot so loai khac.

Cong nghé chuyén gen (bién nap gen) thuc hién viéc chuyén cac gen ngoai lai vao té
bao va mo thue vat. Co nhiéu phuong phap chuyén gen khac nhau & thyc vat, nhung ¢ day
chi trinh bay mét s6 phuong phap chu yéu:

11.1. Agrobacterium:

Agrobacterium tumefaciens va Agrobacterium rhizogenes 1a hai loai vi khuan gy
bénh cho thuc vat dugc str dung nhu céc vector tu nhién dé mang cac gen ngoai lai vao mo
va té bao thuc vat. A. tumefaciens c6 chira mot plasmid 16n kich thudc khoang 200 kb goi 1a
Ti-plasmid (tumor inducing plasmid) chinh 13 tic nhan truyén bénh cho ciy. Khi cay bi
nhiém A. tumefaciens qua cac vét thuong, biéu hién bénh rd nhat 13 cac khéi u dugc hinh
thanh & ngay chd lay nhiém. Sy hinh thanh khéi u sau d6 co thé tiép tuc ma khong can thiét
phai c6 sy hién dién cua vi khuan. Kha ning nay c6 dugc do A. tumefaciens di chuyén mot
doan DNA cua Ti-plasmid (T-DNA) xam nhap vao h¢ gen cua cay bi bénh.



Hinh 2.2. Vi khuan Agrobacterlum tumefaciens

11.2. Ti-Plasmid:

Trong thé gi6i dong-thuc vat déu ton tai cac thé plasmid, d6 1a cac vong DNA ty sinh
san doc 1ap. O vi khuan va dong-thuc vat, plasmid lién quan t6i yéu t6 gidi tinh cua té bao,
dén kha nang chong chiu cac loai khang sinh...Dac dlem quan trong cua plasmid la chung co
thé lién két vao nhiém sic thé nhung ciling c6 thé ton tai bén ngoai nhiém sic thé mot cach
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Hinh 2.3. Ti-Plasmid

Cac plasmid cua Agrobacterium duoc sir dung vao cong nghé gen thuc vat ¢ hai dang
vector cis va trans. Pay 1a hai dang vector rat thuan loi dé tai t6 hop gen ngoai lai va chuyén
vao té bao thuc vat. Dang cis chi st dung Ti-plasmid va té bao vat chu 1a Agrobacterium
tumefaciens ma khong c6 su tham gia cia plasmid va vi khuan khac. Ving T-DNA cua Ti-
plasmid duoc thiét ké lai dé gan nhitng gen ngoai lai mong mudn, cac phan con lai cua Ti-
plasmid van duogc giit nguyén. Agrobacterium tumefaciens duoc dung lam té bao vat chu dé
nhan 1én nhiéu ban sao cua Ti-plasmid va chuyén gen. Dang trans hay binary 1a dang sir
dung hai hay nhiéu loai plasmid va vi khuan cung luc. Trudc tién, plasmid cua E. coli chira
doan T-DNA dugc gi6i han bdi bo phai (right border-RB) va bo trai (left border-LB) mang
gen ngoai lai (gen dich) dugc thiét ké va nhan 1én trong vi khuan E. coli. Tiép dén plasmid
mang gen ngoai lai dugc chuyén nap vao vi khuan Agrobacterium nhd mét helper plasmid
(qua trinh triparental matting). Vi khuan Agrobacterium da mang sin mot loai plasmid khac
chtra vung vir (virulence region) c6 chirc nang quan trong trong qua trinh chuyen gen ngoai
lai. Su ton tai song song hai plasmid nay di twong tac 1an nhau trong viéc chuyen gen vao té
bao thuc vat. Nhu vdy, gen ngoai lai va ving DNA gitp qué trinh chuyén gen (ving vir)
khong nam trén cung mot plasmid nén hé chuyén gen nay dugc goi 13 hé trans.
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Hinh 2.4.Qui trinh chuyén gen bang Agrobacterium tumefaciens

11.3. T-DNA:

T-DNA duoc nghién ctru rt k§. D6 1a mot doan DNA c¢6 kich thude 25 kb trong do
chira gen mi hoa cho sinh tong hop auxin, cytokinin, opine va cac gen gdy khdi u
(oncogenes). Trong Ti-plasmid, vi tri cia T-DNA duoc gidi han bang RB va LB. Ngoai T-
DNA, trén Ti-plasmid con c6 cac vung DNA ma hoa cho viéc tai sinh plasmid (replication),
cho kha ning lay nhiém va tiép hop (ving vir), cho viéc tiéu hoa opine (opine catabolism)

Trong cac vung DNA cua Ti-plasmid, ngoai T-DNA, dugc nghién ctru nhiéu hon ca 1a
vung DNA phu trach kha nang lay nhiém con goi 1a vung vir. San pham hoat dong cua cac
gen nam trong vung vir dudi tic dong kich thich cua cac hop chéat phenol tiét ra tir vét
thuong 1a mot loat cac protein dac hi€u nhu virE2, virB, virD, virD2, virCl... Céac protein
nay nhéan biét cac vét thuong & cac cy chi thich hop (hau hét 14 ciy hai 14 mam), kich thich
san sinh ra cadc doan T-DNA, bao boc che ché cac doan DNA nay va gitp ching tiép can voi
hé gen cua cay chu mdt cach an toan.

Khi cay nhiém A. tumefaciens, do T-DNA nap vao trong hé gen cua cdy cha bat dau
hoat dong va san sinh ra auxin, cytokinin va opine, toan bg sinh truéng cua cay bi rdi loan,
cac té bao phan chia vo to chirc va tao ra cac khéi u. Opine dugc vi khuan st dung nhu mot
loai “thirc an”. Nhd gen chuyén ‘hoa opine trén Ti-plasmid. Co ché 1ay nhiém cua A.
rhizogenes d6i v&i cdy hai 14 mam ciing tuong tu, nhung trong vung T-DNA cua A.
rhizogenes chi c6 gen san sinh ra auxin, vi thé su thay doi hinh thai chinh cua thyc vat 1a
chung tao ra rat nhiéu ré to (hairy roots) khi bi nhiém bénh.
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Trén thuc té bénh cdy, Agrobacterium chi gdy hai & cdy hai 14 mam, vi vy ngudi ta cho
rang chung chi ¢ thé dua T-DNA vao hé gen céac cay hai l1a mam. Gan day, nhiéu tac gia da
chtrng minh khi nhiém vi khuan, cac cdy mot 14 mam ciing c6 thé san xuét opine va co thé
khai thac kha ning bién nap gen ciia Agrobacterium vao cay mot 14 mam.

I1.4. Chuyén DNA ngoai lai vio té bao va mé thwe vt nho Agrobacterium
tumefaciens:

Co ché gy bénh cua cac Agrobacterium la sau khi xam nhiém vao té bao, chung gan
doan T-DNA vao bd may di truyén cta té bao thuc vat, din dén su r01 loan céc chat sinh
truong ndi sinh, tao ra khéi u (truong hop A. tumefaciens) hodc ré to (trudng hop A.
rhlzogenes) Kha nang chuyén gen nay da dugc khai thac dé chuyén gen ngoai lai vao bo
may di truyen cua té bao thuc vat theo y mudn.

Pé gin T-DNA vao té bao thuc vat, dau tién vi khuan A. tumefaciens phai tiép xtc
v6i thanh té bao thue vat bi ton thuong. Qua trinh nay duogc thuc hién nho cac gen chvA va
chvB. Gen chvB m& hoa mdt protein lién quan dén hinh thanh B-1,2 glucan mach vong,
trong khi d6 gen chvA xac dinh mot protein van chuyén, dinh vi & mang trong cua té bao vi
khuan. Protein van chuyén gitip van chuyén B-1,2 glucan vao khoang gitra thanh té bao va
mang sinh chat. p-1,2 glucan gitr vai tro quan trong dé vi khuan Agrobacterium tiép xuc voi
thanh té bao thuc vat. Néu khong c6 sy tiép xtc ndy, s& khong c6 sy dan truyen T-DNA.

Cac san pham protein ctia viung vir ¢6 tac dung cho viéc dan truyén T-DNA tir vi
khuan vao té bao thuc vat. Cac loai protein do rat can thiét cho qua trinh cit T-DNA khoi Ti-
plasmid, cam tmg thay d6i mang té bao thuc vat ma chung tiép xuc, tham giadi chuyen phan
T-DNA qua mang vi khuan t6i té bao chat cua té bao thuc vat, van chuyén t&i nhan 1i cudi
cung xam nhap vao genome cua cay chu.

Thuc chét chi riéng T-DNA cta Ti-plasmid dugce chuyén vao genome té bao thuc vat,
ma khong con phan nao khac. Qua trinh dan truyén chi do san pham cuia cac gen vir (ving
vir) va gen chv quyét dinh ma khong lién quan dén cac gen khac trén T-DNA. Tuy nhién,
chu01 DNA 25 bp (RB va LB cua T-DNA) ¢6 vai tro la vi tri cam ng cho cac san pham cua
t6 hop cac gen vung vir, dic biét 1a protein tir gen virE mang chiing dan truyén vao té bao
thyc vét. Chung hoat dong nhu cac tin hiéu nhan biét va khoi dong qua trinh dan truyén.
Trudc hét gen virA trong to hop gen ving vir duoc phosphoryl hoa nh¢ tac dong cua cac
hop chét phenol nhu acetosyringone giai phong ra tu cac té bao thuc vat ton thuong. San
pham clia qué trinh nay lai tiép tuc phosphoryl hoa gen virG. San pham cua gen virG lién
tiép 1am hoat hoa toan bd cac gen vir con lai, ma hai gen cudi cung dugc hoat hoa 1a gen
virB va virE. Trudc do, khi gen virD dugc hoat hoa, san phém cua né cam ung nhan biét RB
va LB ctia T-DNA va lam dat phan T-DNA ra khoi DNA ciia Ti-plasmid thanh céc soi don.
Pong thoi qué trinh phosphoryl hoa nay ciing lam thay doi tham xuat mang té bao thuc vat,
mang té bao bi mém ra va bi thung. Cac soi don T-DNA duoc gan vao protein do gen virE
tong hop va dich chuyen vé phia mang té bao vi khuan Ngay sau do, soi T-DNA duogc truot
tir vi khuan vao té bao thuc vat. Cau ndi chinh 1a sy tiép hop (conjugatlon) gilra hai té bao do
cam mg san pham gen virB ma thanh. Khi T- -DNA da dugc chuyén giao vao té bao thyc vét,
chiung nhanh chéng xam nhap vao genome té bao thyc vt (integration) dugc 6n dinh va di
truyén nhu cic gen binh thudng khac.
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11.5. Cdc gen chi thi chon lgc va gen chi thi sang loc:

Cac gen chi thi chon loc chung nhét ma hoa cac protein khir dgc cac nhan t6 trc ché trao
d6i chat nhu cac khang sinh hodc chét diét co (herbicide). Cac gen chi thi sang loc thuong
duoc sir dung 13 cac gen B-glucuronidase (gusA), luciferase va gan day hon 1a gen ma hoa
protein phat huynh quang mau xanh luc (green fluorescent) cua stra.

Bang cac phuong phap sinh hoc phan tir co thé tao ra cic cau traic DNA plasmld trong
do ngoai cac gen khoi dong (promoter gene), cac gen cua vi khuan Agrobacterium gitp cho
DNA plasmid gan dugc vao bo gen thyc vat, gen ngoai lai can chuyén vao... con co cic gen
gitip phan 14p ra té bao hodc mo thi nghiém. Cac gen dugc lip ghép vao DNA plasmid véi
muc dich nay duoc goi l1a gen chi thi chon loc hay gen chi thi sang loc.

Gen chi thi chon loc thuong dung nhat 1a cac gen md hoa cho mét sd enzyme chi co
trong vi khuan & diéu kién ty nhién ma khong co trong gioi thue vat. Sau khi chuyén gen,
néu thdy enzyme vi khuan hoat dong thi c6 thé suy ra la toan b DNA plasmid dé dugc gan
vao b gen cua thyuc vat va gen ngoai lai ma ta can chuyén da trd thanh mot bo phan cua bo
may di truyén thyc vat.

Cac gen chi thi thuong dung nhat 1a cac gen gus A (B-glucuronidase), gen npt I
(neomycin phosphotransferase), gen lux (luciferase), gen cat (chloramphenicol
acetyltransferase), gen nos (nopaline synthase)

Gen npt I1. Enzyme neomycin phosphotransferase (npt II) [a mot enzyme vi sinh vat c6
trong lwong phan tir khoang 25 kD, xtc tac cho phan img phosphoryl héa mot s6 khang sinh
gbc aminoglycoside nhu neomycin, kanamycin va G148. Trong phan ung ndy, nhom y
phosphate ciia ATP duoc gan vao phan tir chat khang sinh 1am né tré nén bat hoat do ngin
tré su lién két cua khang sinh véi ribosome.

Gen bar. Gen bar 1a tén goi cia gen ma hdéa cho enzyme phosphinothricin
acetyltransferase (PAT), c6 tac dung lam mat doc tinh ciia phosphinothricin (PPT), 1a hoat
chét chinh cta thudc trir ¢é nhu Bialaphos va Basta. Gen bar duoc tao dong dau tién tir mot
dong vi khuén Streptomyces hygroscopicus. Phuong phap don gian nhat dé kiém tra sy c6
mat cua gen bar la phuong phap truc tiép. Mo, té bao hoic cay chuyen gen dugc dit trén moi
truong c6 cac nong do phosphinothricin khac nhau (hodc cac thudc trir co twong ng) va so
sanh sinh truéng ctia mo, té bao hoic ciy d01 chirng dat trén cung moi truong.

Gen gus A. 13 gen mi hoa cho sinh tong hop enzyme B-glucuronidase. B-glucuronidase
1a mot hydrolase xtic tic cho su phan giai cac p-glucuronide, san phadm phéan giai c6 mau
xanh cham dic trung, dé nhan biét. p-glucuronide thudng ding nhat trong phan tmg dé nhan
biét sy ton tai ciia gen gus A 1a X-Gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glucuronide).
Dung dich X-Gluc khong mau duéi tac dong ctia enzyme B-glucuronidase s& chuyén sang
mau xanh cham rat dic trung.

Gen lacZ. Enzyme B-galactosidase (lacZ) trong luong phén tir 116 kD, pH t6i thich 7-
7,5 dugc ma hoa do gen lacZ. Gen lacZ ¢ E. coli duge dung rat pho bién trong cong ngh¢
gen vi sinh va dé co san cac h¢ thong phuong phap kiém tra rat nhay voi thudc thr X-Gal.
Su t6n tai hoat dong cua lacZ trong té bao thuc vat da duogc khang dinh. Vi Vay trude khi
kiém tra sy c6 mat cua gen lacZ ngoai lai, can phai bat hoat gen lacZ ndi sinh bang

glutaraldehyde.
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Gen cat. Puoc phan 1ap va tao dong tir dong vi khudn Tn9, 1a gen gay kha niang khang
chloramphenicol & vi khuan néi chung. Gen cat di duoc dung rong rai trong céng nghé gen
dong vat va thuc vat vi gen cat ma hoéa cho enzyme chloramphenicol acetyltransferase
(CAT). Enzyme nay xtc tac phan tng acetyl hoa hai vi tri trén phan tir chloramphenicol va
]lam nd béat hoat.

bay la phuong phap hién dang dugc sir dung phd bién tai cac phong thi nghiém cong
nghé sinh hoc thuc vat ¢ trong nudc va trén thé gioi. Nguyén tic cla ‘phuong phap nay 1a sur
dung cac vién dan c6 kich thude hién Vi, ¢0 ty trong cao dé dat gia tde cao xuyén qua vo va
mang té bao, dua 16p DNA boc ngoai tiép can voi bo may di truyén cia té bao.

Hat tungsten hoac vang c6 duong kinh 1-1,5 pm duoc dung lam vi dan
(microprojectile). Vi dan dugc tron voi DNA theo mot ty 16 thich hop cung véi cac chat phu
gia va sau khi két ttia DNA bao quanh vi dan, hon hop dugc 1am kho trén trén mot dia kim
loai mong kich thuéc 0,5-0,8 cm. Pia kim loai dugc gan vao dau mdt vién dan 16n
(macroprojectile) vua khit vi nong sung. Thuong dan 16n lam bang nhya hoac bong nén
hay cac vat liéu nhe. Khi ban, ap suat hoi dy vién dan 16n di vOi toc d6 cao. Ra khoi dau
nong, mot ludi thép min can vién dan 16n lai, nhung cac vi dan van tiép tuc quy dao véi gia
toc 16n dén dich va xuyén vao té bao. Mot ty 18 nhat dinh DNA ngoai lai hoi nhap voi DNA
té bao va biéu hién, thuc hién qu4 trinh bién nap gen

Kim hda ¥idan L8 théing hoi L chén vign dan 16n

I O\
M hoBic té héo thue vit
Bubng nap thude sing  vidn dan 16n
Membrase *
Particulas « DNA ey
Tele de protecho el ‘
Aoy

Hinh 2.5. So d6 sung ban gen.

*Lam vién dan.

Vién dan duoc tron véi DNA 1 ty 18 tich hop cing voi cac chat phu gia va sau khi két
tia DNA bao quanh vién dan, hdn hop dugc lam kho trén 1 dia kim loai mong, kich thudc
0,5 - 0,8 cm. Pia kim loai duoc gén vao dau mot vién dan 16n vira khit véi nong sung.
Thuong dan 16n 1am béng nhya hay cac vat li¢u nhe. Khi ban ap suét hoi déy vién dan 16n di
véi tbe dd cao ra khoi dau nong sung mot ludi thép min can vién dan 16n dan lai, nhung cac
hat vi dan van tiép tuc qui dao voi gia téc 16n dén dich va ngudn vao té bao. Mot ti 1é nhat
dinh DNA ngoai lai hi nhép voi DNA té bao va biéu hién, thuc hién qu4 trinh chuyén gen.

* Cac mau sing ban gen:

1) Stng ban gen PDS-1000:
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Ap luc day vién da 16n dugce tao ra bang thude sung, van tbc dau nong dat 800m/gidy.

Téc d6 vién dan co thé dat trén 1300m/gidy & cach ludi chin 2cm.

J 5 L

1 \eteoag [
Hinh 2.6. Cau tao sung

bin gen PDS-1000
1.kim hoa
2.thudc sting
3.vién dan 16n
4.nong sung
5.1udi1 chan
6.mo thuc vat.

2) Sung ban gen PDS-1000He:

-2

AN

Hinh 2.7. Phéng dai phan dau

nong va ludi chan

1.dau nong
2.bé chin

3.Iuéi chan
4.vién dan 16n
5.vién dan.

Trong d6 helum nén duge dung dé gia toc vién dan 16n thay cho thudce sung, mét ludi
chin béng kim loai dugc cai dat trén bé chan. Vién dan dugc tron véi DNA va lam kho trén
1 dfa kim loai nho, sau d6 gan 1én dau vién dan 16n. Loai ndy dugc dung phd bién hién nay.

A. Phan dau pipton bang nhua, thé tich khoang 1ml. Poan dau nhon cua pipton chira

agarose (t6 den) c6 hoa
ap vao dinh sinh truéng

Biolistic Transformation
The helium-driven “gene gun”
{Bio-Rad Laboratories PDS-1000 | He System)

bi chau nay chtra dat
noi voi cuc duong cua
Hinh 2.8. Cau tao

I=
&
p

i

DNA ngoai lai,
cia 1 chdi phu
trong, dat am
hé dién di
PDS-1000He
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Hinh 2.9. Céu tao PDS-1000HC

1.Binh chira HC ap suit cao, 2.Mang gitt ap suat HC trong binh 1,mang nay s€ tach khi
ap suat HC tang vot va cho khi HC thoat ra voi téc do cao, 3.Vién dan 16n, 1a dia kim loai
mong, trén d6 hon hop DNA va vi dan dugc két tia va 1am kho, cac vi dan ndm & mat dudi
nuéc dia, 4. Bé ban, 5.Ludi chan, 6.Budng ban gen dudi ap chan khong, 7.M6 thuc vat.

Sung ban gen Sautter 1991

Pé tranh céac yeu t6 gdy ra su khong dong déu vé van tée vi dan. khong dung vién dan
16n ma tao ra cac diéu kién dé cac hat vi dan lo ling trong khong khi ngay trudc khi ching
duogc gia toc.

Ong pipton la 1 6ng thép, trong c6 1 bng nho thang gdc voi truc dau dng nho nam trén
truc 6ng. Trong 6ng nhod chtra 20pl hdn hop vi dan bang vang va DNA. O 4p suit 60bar va
tdc do khi 2my/ giéy, hdn hop s& lan thanh suwong mu c6 kich thudc co XMIRON, céc hat nay
duoc théi qua dng vi quan bang thuy tinh c6 ¢$=300um-400um va dai 10mm. Cac hat suong
mu chira vi dan va DNA dugc gia téc khi chuyén qua 6ng vi quan va dudl anh huéng cia

chan khong ¢ budng 9. Luong hon hop vi dan va DNA duoc do chinh x4c bang bom vi tiém
6.

Gen-Pistole

|

Plastikscheibe mit DNA-
beschichteten Goldpartikeln

=/

ﬁ— Stop fir Plastikscheibe

* ,.*,t durch Gitter

DMA-beschichtete *
Goldpartikel

Hinh 2.10. Sting ban gen cta Biorad.

Thiét bi dién xung (electroporator) 1a thiét bi c6 kha ning tao ra cac xung dién trong
thoi gian rat ngan (5-6 phan nghin gidy) va ¢ dién thé (pulse strenght) chinh xac (500 V/cm)
v6i thoi gian tit dan (decay time) 20 ms. Protoplast duoc dit gitta hai tAm kim loai cach
nhau tr 1-4 mm trong mdt cuvette béng nhya. O dién thé cao, xung dién tao cac 16 tam thoi
(c& 30 nm) trén mang protoplast va DNA bén ngoai c6 thé xdm nhap vao chit nguyén sinh.

Xung dién dugc tao ra khi gidi phong dong dién chira trong mot dién dung (capacitor)
tr dién cuc nay qua dién cuc khéc. Cac vat nam trong khong gian gitra hai dién cyc chiu tac
dong tat dan cta xung dién. Xung dién duoc xac dinh boi hai gia tri 1a su chénh 1éch dién thé
va thoi gian tat dan. O cac thiét bi dién xung hién dai, thoi gian tat dan dugc thu lai rit ngan
va trén biéu do xung dién dugc biéu dién gan nhu mot cot vudng. Noi chung, cc thiét bi
dién xung hoan chinh duoc nhiéu hing cung cip dé thuc hién chuyén gen vao vi sinh vat,
protoplast thuc vat hodc té bao dong vat.
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Vi tiém (microinjection) 1a k¥ thuat st dung phd bién trong cong nghé té bao dong
vat. Trén hién vi thuong, DNA plasmid c6 thé duoc tiém vao protoplast va thuc hién bién
nap gen thanh céng ¢ kha nhiéu d6i tuong thyc vét. Tuy nhién, K§ thut nay hién nay it
duoc cac phong thi nghiém st dung, vi thao tac vi tiém dudi kinh hién vi doi hoi thiét bi vi
thao tac cuc nhay, thiét bi kéo va mai kim tiém tir cac 6ng thuy tinh. Ngoai ra, nd con doi hoi
k¥ ning thao tac va sy kién nhan cao ctia k¥ thuat vién.

Hinh 2.11. Chuyén gen bang vi tiém
PEG (polyethylene glycol) cung voi sy c6 mat cua Ca® 1a tac nhan dung hop dugc sir

dung pho bién nhat trong lai soma. Krens va cs (1982) la nhimg nguoi dau tién ching minh
c6 thé dung PEG dé chuyén truc tiép DNA vao trong protoplast thuc vat. K§ thuit nay doi
hoi phai nudi protoplast véi DNA tran c6 mat PEG va CaCly. Sau khi hoa tan dan dan hon
hop, cac protoplast duoc phan 1ap, rira va cudi cing dan tra1 trén moi truong chon loc. Tan
s6 chuyén nap trung binh ¢ protoplast thude 14 khoang tir 102 va 107,

Céch tién hanh:

- B6 sung PEG sau DNA

- X1r 1y shock nhiét protoplast & 46°C roi 1am 1am lanh trén bang.

PHAN III: CHUYEN GEN TRONG THUC TE TRONG TROT

I. Tinh hinh cay trong chuyen gen tren thé gioi:

Nam 2006, dién tich toan cau ciy trong chuyén gen tiép tuc ting cao vuot ngudng 100
triéu ha , khi 1an dau tién hon 10 triéu nong dan (10,3 triéu) tai 22 nudc canh tac cay chuyén
gen, cao hon so v6i 90 tri€u ha va 8,5 triéu ndng dan tai 21 nude nam 2005.

Dién tich cay chuyen gen toan cau tang hon 60 lan trong 11 nam dau tién thuong mai
hoa, 1am cho cdy trong chuyén gen duoc coi 1a ki thuat cay trong dugc chap nhan nhanh
nhat trong lich str hién dai. Dién tich cAy chuyén gen toan thé gidi nam 2006 1a 102 triéu ha,
twong duong 250 triéu mau Anh, cao hon so véi 90 triéu ha hay 220 triéu mau Anh nim
2005. Sy gia ting 12 triéu ha hay 30 triéu miu Anh gitta nim 2005 va 2006, 1a sy gia ting
cao thir hai trong 5 nam tr¢ lai day, tuwong duong voi ty 1¢ tang truong hang nam 1a 13%
trong nam 2006. Pang ghi nhan la hon mot nua (55% hay 3,5 ty nguoi) dan s6 cua 6,5 ty
ngudi sdng tai 22 nude ¢ canh tac cay chuyén gen trong nam 2006 di tao ra loi nhuan mot
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cach dang ké. Ciing hon mot nira (52% hay 776 triéu ha cua 1,5 ty ha) dién tich dat trong
trén thé gidi tai 22 nudc nam 2006 da canh tac cay chuyén gen.

Nam 2006, 22 nuée trong ciy chuyén gen, c6 11 nudc dang phat trién va 15 nudc cong
nghiép, trong do néu tinh theo tht tu vé dién tich, thi Hoa ky dan dau, tiép dén Achentina,
Brazil, Canada, An d¢, Trung Qudc, Paraguay, Nam phi, Uruguay, Philippin, Uc, Rumani,
Me hi c6, Tay Ban nha, C6l6mbia, Phap, Iran, Honduras, Cong hoa Czech, Bb dao nha, Dt
va Sloavakia.

Nam 2006, ding sau Hoa ky 1a Achentina, Brazil, Canada, An d6 va Trung quoc la 6
nudc chap nhén trong cay chuyén gen rong rii, Vol An d¢ 1an dau tién thay Trung quéc & vi
tri s6 5 trén thé gidi vé cay bong BT. Hoa ky van gitr vi tri din dau v6i 54,6 triéu ha (chiém
53% dién tich cay chuyén gen toan cau), tlep theo 1a Achentina véi 18,0 triéu ha, Brazil —
11,5 triéu ha, An d6 - 3,8 triéu ha va Trung qudc 3,5 triéu ha.

Cay dau nanh chuyén gen van gitr la cay chuyen gen chu yéu nam 2005, dat 58,6 triéu
ha (chiém 57% dién tich cdy chuyén gen toan cau) tiép theo la cay bap (25,2 triéu ha —

25%), cay bong (13,4 triéu ha — 13%) va cay cai dau (4,8 triéu ha — 5%). Gibéng co alfafa
khang thudc trir o, 12 loai cay chuyén gen lau nam dau tién dugc dua vao trong véi dién tich
80.000 ha & Hoa ky va glong bong khang thudc trir cd6 RR@ Flex dugc dua ra véi dién tich
800.000 ha ¢ Hoa ky va Uc. Glong du du khang virus, 1a loai cdy an qua dugc Uy ban An
tdoan Sinh hoc qudc gia Trung qudc khuyén céo thuong mai hoa vao quy IV/2006.

Nam 2006, cac gidng dau nanh, bap, cai dau va co alfalfa khang thudc trir co tiép tuc
chiém wu thé vo1 68% hay 69,9 tri€u ha, tiép theo 13 giong khang sau BT véi 19,0 triéu ha
(19%) va cac gidng cdy chuyén gen xép chong (chiu duoc ca thudc trir co va khang sau
chiém 13,1 triéu ha (13%). Céac giéng chuyén gen xép chong 13 nhom gidng ting truong
nhanh nhat tdi 30% giita ndm 2005 va 2006, so v6i 17% dbi voi nhom khang sau va 10% doi
v6i nhom khang thudce trir co.

Cay chuyén gen duogc trong boi 10,3 triéu nong dan tai 22 nudc nam 2006, so voi 8,5
tri¢u nong dan tai 21 nudc nam 2005. Pac biét 1a 90% hay 9,3 triéu nong dan ngheo tir cac
nudc dang phat trién, di ting dugc thu nhap tir cdy chuyén gen. Trong d6 chu yéu tir Trung
Quéc — 6,8 triéu nong dan va An Do - 2,3 triéu. Trong giai doan 1996 dén 2006, ty 1& dién
tich trong cay chuyen gen O cac nudc dang phat trién ting hang nam. Hon 1/3 dién tich
(40%) cay chuyén gen nim 2006, twong duong v6i 40,9 triéu ha 13 tai cac nudc dang phat
trién. Su ting trudng gitta nam 2005 va 2006 13 7,0 triéu ha hay 20% ting trudng & cac nudc
nay cao hon so voi cac nudc cong nghi€p — 5,0 triéu ha hay 9% tang truong.

Sy tac dong tich luy toan cau cua cay chuyén gen tir nam 1996 dén 2005 d3 dem lai loi
nhuan thuin cho noéng dan trong cdy chuyén gen 1a 27 ty USD ( 13 ty USD d01 Va1 cac nude
dang phat trién va 14 ty USD dbi véi cac nudc cong nghiép. D lam giam téng luong thude
trir sdu tir ndm 1996 dén 2005 1a 224.000 tan hoat chat, tuong duong vai viée giam 15%
trong tac dong moi truong xung quanh cia st dung thudc trir sau ddi vai cac loai ciy trong
trén.

I1. Chuyén gen & cac cdy trong chinh:
11.1. Cay ngo:
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Cay ngd bién nap gen déu tién tai sinh tir protoplast duoc blén nap béng xung dién da
bét thu (Rhodes va cs 1988). C6 thé dung phoi ngo trong nudi cay dich huyen phu phat sinh
phoi dé tai sinh cac cay hitu thu mang gen bién nap, sir dung phuong phép ban gen va chon
loc bang chat diét co “bialaphos” da cho két qua 1a mé callus phat sinh cac phodi duoc bién
nap gen. Cac cdy bién nap gen hitu thu da duoc tai sinh, 6n dinh di truyén va biéu hién gen
bar (khang chat diét co glufosinate khong chon loc) cung voi hoat tinh chirc ning cua
enzyme phosphinothricin acetyltransferase quan sat dugc trong nhu’ng thé hé sau. Hién nay,
bién nap gen & ngd bang phuong phap ban gen dugc sir dung rong rai. Gan day, cac két qua
bién nap gen gian tiép & ngd nho Agrobacterium cling dé duoc thong bao. Cac the bién nap
gen cua dong ngd lai gan (inbredline) A188 di duoc tai sinh sau khi nudi cdy chung
(cocultivation) gitta vector “super-binary” v6i phdi non. Tan sé dugc thong bao ¢ dong
A188 1a khoang 5-30%. Céc thé lai thé hé thir nhét giita dong A188 va 5 dong lai gan khéc
duoc bién nap véi tan s6 khoang 0,4-5,3% (tinh theo s cAy bién nap gen ddc 1ap/phoi).

Bang 3.1. Céc cdy trong chinh da duoc bién nap gen

Loai Phuong phap Thir nghiém trén dong
tt bién nap gen rudng
Chubi Ban gen/Agrobacterium -
Lua mach Bin gen Khang vi rus
Dau tay Bin gen -
Canola Bin gen/Agrobacterium Chéng chiu chat diét co,
diéu khién sy thu phén
San Bin gen/Agrobacterium -
Ngo Bin gen/Agrobacterium Khang coén trung, chong
chiu chat diét c¢o
Bong Ban gen/Agrobacterium Khang coén triung, chong
chiu chat diét ¢o
Pu du Bin gen/Agrobacterium Khang virus
Dau phung Bin gen/Agrobacterium Khang virus
Bach duong Bin gen/Agrobacterium Chéng chiu chat diét co
0
Khoai tay Agrobacterium Khang con trung, khang
1 virus, chéng chiu chét diét c6
La Bin gen/Agrobacterium Chdng chiju chat diét co
2
Pau tuong Ban gen/Agrobacterium Chéng chiu chat diét co
3
Bi Ban gen/Agrobacterium Khang virus
4
Cu cai duong Agrobacterium Chong chiu chat diét co
5
Mia Bin gen -
6
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Hudéng duong Bin gen -
5
Cachua Agrobacterium Qua chin mudn, khang
8 , virus
Lda mi Bén gen -
9
11.2. Cay lua: )
Phuong phap ban gen cho phép thuc

hién bién nap gen hi€u qua
kiéu gen doc lap, va hién
dd duoc bién nap gen
vat su dung la phoi non va
nguon goc tir hat trudng
Hygromycin B 1a marker
duoc dung cho lua. Tan sb
cao téi 50% (tinh theo sb
c6 ngudn goc doc lap/sb
gen).

0 laa trong cac
nay hon 40 giéng
thanh cong. Mau
caic callus c¢o6

thanh.
chon lgc thuong
bién nap c6 thé
cay bién nap gen
mau dugc  ban

Hinh 3.1. Chon loc
han bang cach chuyén gen

Gan day, ky thuat
thdng qua Agrobacterium
cai tién quan trong c6 hiéu
v6i k¥ thuat ban gen.

gidng lta chiu
chiu han cho laa

bién nap gen ¢ lua
cling da c6 nhiing
qua tuong duong

11.3. Cay lia mi:

Phuong phap ban gen ciing duoc st dung dé bién nap gen ¢ lia mi. DNA ngoai lai
duoc ban vao trong cac vay nho (scutellum) ctia phdi non cua hai gidng mua xuin va mot
glong mua déng. Cac callus chdng chiu duoc chon loc bang phosphinothricin hoic cac nhan
t6 tc ché trao ddi chat tuong ty nhu basta, bialaphos hodc glufosinate amonium. Chon loc
bang cac hop chat nhu thé khong hiéu qua 1dm va két qua 1a mot sb 16n cdy that thoat. Phan
tich di truyén va phan tir d3 xac nhan sy hop nhat 6n dinh cta cac gen bién nap. Noi chung,
cong nghé di truyén laa mi van con tap trung & mot hodc hai gidng dic trung co kha niang tai
sinh cdy nhanh, thich hop v&i phuong phép ban gen.

I1.4. Cdy liia mach:

Wan va Lemaux (1994), da tai sinh mot s6 luong 16n cac cay lia mach bién nap gen
doc lap, tu thu phan. Cac phoi hop tir non, cac callus mdi hinh thanh va cac phdi c6 ngudn
gdc tir tiéu bao tir hat phan da duoc dung dé ban gen véi plasmid mang gen bar va gusA don
doc hodc phdi hop véi plasmid khac mang gen protein vo cia virus gay bénh lun vang ¢ laa
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mach. Kiém tra kha ning ndy mam cua phdi non dé phan 1ap cac cdy biéu hién hoat tinh bar
bang mdi truong chira bialaphos, mac du day chua phai 1a mot chat chi thi tot cho sy c6 mat
hoac khong cua gen.

11.5. Cay dau twong:

Két qua dau tién ¢ dau twong 1a phuc hdi thanh cong cay bién nap gen nho
Agrobacterium. Phuong thirc nay dya vao sy phat sinh ch01 tr la mam cua giong Peking
chon loc cho tinh man cam vé&i Agrobacterium. Cac mau 1a mam dwgc xam nhiém véi
Agrobacterium mang plasmid khang kanamycin va c6 hoat tinh gusA, hodac khang
kanamycin va chdng chiu glyphosate. Co thé bién nap gen hiéu qua vao protoplast dau tuong
bing cac - phuong thire thong dung nhung rat kho tai sinh dugc cy.

Dé bién nap gen vao cac gidng ddu twong khac nhau ngudi ta di phdi hop hai yéu to:
genotype don gian - phuong thure tai sinh cay doc lap (dua trén co so sy tang sinh cua cum
chdi tir ving chung quanh md phén sinh cua tru phoi) voi sy tang gia téc cia vi dan
(particle) co phong dién dé phan ph01 DNA ngoai lai. Hang trdm cay dau tuong co ngudn
gbc doc 1ap da thu duoc va két qua bién nap di cho nhiéu phenotype khac nhau. N6i chung,
& cac dong dau twong bién nap gen co nhiéu ban sao cta cac gen bién nap (sb ban sao
khoang tir 1-50 nhung thuong thay d6i tir 2-10). Phan tich DNA (southern blot) & thé hé sau
ctia cac ban sao gen phirc cho thiy tit ca cac ban sao cung tach rdi, nhu thé mdi thé bién nap
SO cép chi hién dién mot két qua bién nap doc 1ap va co thé sy tai to hop théng nhat da
khong xuat hién thudng xuyén.

11.6. Cay bbng:

Phuong thirc bién nap gian tiép thong qua Agrobacterium tumefaciens 1a k¥ thuat dau
tién duoc str dung dé blen nap gen vao cay bong giong Coker 312 (Umbeck 1987). Cay bong
b1en nap gen ciing clia giong trén da dugc phuc hoi sau khi ban gen vao dich huyén phu nuéi
ciy phat sinh phoi (Finer va McMullen 1990). Hau hét cac giong bong c6 gia tri kinh té khéac
khong thé tai sinh cdy tir giai doan callus. Mot sb it cac giéng d6 co thé tai sinh cdy nhung
qua trinh nay thién vé bién di dong vo tinh.

KET LUAN

- Tom lai cong nghé chuyen gen o thyc vat bac cao da mo ra cho chung ta mét huong
moi trong cong tac tao gidng cay trong moi nham dap tng nhu cau ngay cang cao cla con
nguoi dong thoi dé giai quyet tinh trang luong thyc hién nay khi ma dan s6 ngay cang tang
nhanh trong khi dién tich dat phuc vu cho san xuit nong nghiép ngay cang giam di. Nhin
chung viéc ung dung cay chuyén gen di c6 nhing loi ich 16 rét nhu sau: ting san lugng,
giam chi phi san xuat tang lgi nhuin nong nghlep, cai thién mo1 truong.

- Mot s6 nguyén tac sinh hoc co ban cua viée chuyén gen:

+ Khong phai toan b té bao déu thé hién tinh toan nang.
+ Céc cay khac nhau c6 phan ung khong giéng nhau véi sy xAm nhap ciia mot gen
ngoai lai.
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+ cay bién nap chi c6 thé tai sinh tir cac té bao c6 kha ning tai sinh va kha ning thu
nhan gen bién nap vao genome.

+ Mo thuc vat 13 hdn hop cac quan thé té bao c6 kha nang khac nhau.

+ Thanh phan cua cac quan thé t& bao dugc xac dinh bdi loai, kiéu gen, timg co quan,
timg giai doan phat trién ciia mo va co quan.

+ Thanh té bao ngan can sy xam nhap cia ADN ngoai lai.

+ Kha nang xam nhap 6n dinh cta gen vao genome khong ty 1€ voi sy biéu hién tam
thoi cua gen.

+ Cac ADN (trir virus) khi xAm nhap vao genome cuia té bao vat chii chua dam bao 1a
da lién két 6n dinh voi genome.

+ Céc ADN (trir virus) khong chuyén tir té bao nay sang té bao kia, n chi ¢ noi ma n6
duoc dua vao.

+ Trong khi d6, ADN cuia virus khi xdm nhép vao genome cay chu lai khong lién két
v6i genome ma chuyén tir té bao nay sang té bao khac ngoai trir mo phan sinh.

- Qua trinh chuyén gen duoc thuc hién theo cac budce sau:

+ X&c dinh gen lién quan dén tinh trang can quan tam.

+ Phéan 1ap gen.

+ Gan gen vao vector biéu hién dé bién nap.

+ Bién nap vao E.coli.

+ Tach chiét ADN plasmid.

+ Bién nap vao mo hoac té bao thuc vat.

+ Chon loc céc ca thé bién nap trén moi truong chon loc.

+ Tai sinh cay bién nap.

+ Phan tich dé xac dinh cé thé chuyén gen va danh gia mtrc d6 biéu hién cta chiing.

- M6t s6 phwong phép chuyén gen:

+ Bién nap gian tiép thong qua Agrobacterium:

+ Chuyén gen bang phuong phap ban gen:

+ Chuyén nap DNA ngoai lai vao protoplast bang xung dién:

+ Chuyén nap DNA ngoai lai vao protoplast bang k¥ thuat vi tiém:
+ Chuyén nap DNA ngoai lai vao protoplast bang PLO va PEG:

Hién nay ¢ nudc ta linh vuce nghién ctru tao sinh vat bién ddi gen, nghién ctru chuyén gen
vao ciy trong (GM) dang dugc tiép can, dau tu va trién khai nghién ctru, Utmg dung voi su
chu trong dic biét. Nhidu gen quy c6 gid tri ung dung nhu nang sut, chat luong, kha nang
chong chju di duoc phan 1ap va nghién ctru nham chuyén vao ciy trong dé tao nén nhiing
giong 1y tuong.
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