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ABSTRACT

This study was conducted to determine some conditions for
transformation via Agrobacterium rhizogenes on soybean cultivars
HLDN29 and DT84. Cotyledon explants were more efficient
in hairy root induction compared with hypocotyl explants in
both cultivars of soybean. The highest root induction rate and
average root number were observed in HLDN29 explants infected
with ATCC11325 and ATCC15834 strains (approx. 96% - 100%
and 8 roots per explant) and in DT84 explants infected with
ATCC15834. Six to eight day — old cotyledonary leaves after
sowing were optimal and appropriate for hairy root induction.
Direct inoculation and immersion methods showed no significant
difference in root induction rate and average root number in
both HLDN29 and DT84 cultivars. Transgenic root lines were
identified based on PCR analysis with virD va rolC sequences —
specific primers.
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TOM TAT

Nghién cttu nhim xac dinh mot s6 diéu kien thich hgp cho chuyén
gen bing vi khudn Agrobacterium rhizogenes & hai gibng dau nanh
HLDN29 va DT84. O cé hai gidbng dau nanh, miu 14 mam cam tng
tao ré tét hon so véi tru ha diep. O gidng dau nanh HLDN29, 96 -
100% mau tao ré khi lay nhiém véi chiing vi khuan ATCC11325 va
ATCC15834, s6 1& trung binh khodng 8 ré/méiu. Ddi véi gibng dau
nanh DT84, chi c¢6 chiing vi khudn ATCC15834 cho hiéu qué tao ré
t6t nhat. St dung 14 mam dau nanh 6 - 8 ngay sau khi gieo cho hiéu
qud tao ré tét nhat va thuan tién trong thao tac. Hai cach lay nhiém
tryc tiép vd ngdm mau cho ti 1é mau tao ré v s6 ré trung binh tuong
duong nhau trén ci hai giéng dau nanh HLDN29 va DT84. Ré chuyén
gen dugc xac dinh thong qua phan tich PCR st dung cép primer dic

Ré toc
*Tac gia lién he

Nguyén Vi Phong
Email: nvphong@hcmuaf.edu.vn

1. Dat Van Dé

Pau nanh (Glycine maz L. Merrill) 1a cay cong
nghiép ngin ngdy cé gia tri dinh dudng cao doi
véi ngudi va vat nudi, c6 tAm quan trong vé mit
kinh té ditng sau lta mi, lda nuéc va ngo (Tran,
2007; Homrich & ctv., 2012). Vi vay, cdc nghién
cttu nhdm cai thién chit lugng va ning suat dau
nanh rat dugc chi trong. Hién nay, dau nanh bién
déi gen dang duge trong rong rai trén khip thé
gi6i va chiém 78% tong dieén tich dau nanh toan
cau (ISAAA, 2016). O Viet Nam, dau nanh la
mot trong ba loai cay trong dudc wu tién trong
cac nghién cttu chuyén gen. Cac muc tiéu chon
tao gidng dau nanh gdm nang suit cao, khang
bénh va chdng chiu tét v6i cac didu kien bat lgi
(Krishnan, 2005). Tuy nhién, viéc tao ra cac dong
dau nanh chuyén gen gap nhiéu han ché do phan
tng ciia kiéu gen véi didu kien tai sinh vi céc
tac nhan khac (Kereszt & ctv., 2007; Cao & ctv.,
2009).

hiéu cho gen virD va rolC.

Chuyén gen thong qua vi khuan Agrobac-
terium 1a phuong phap dudc st dung phd bién
trong chuyén gen thyc vat (Ozyigit & ctv., 2013).
Trong d6, tao ré dau nanh chuyén gen bing
A.rhizogenes 1a mot cong cuy hiéu qué trong
nghién ctu chitc ning gen (Homrich & ctv.,
2012). Vi khuan A.rhizogenes gay bénh ré toc
(hairy root) trén cay, tuong ty nhu bénh khéi u
gay ra béi A.tumefaciens. R& téc nudi ciy phat
trién nhanh chéng theo chiéu xién va phan nhanh
cao trén moi trudng khong c6 chat diéu hoa sinh
trudng (Collier & ctv., 2005).

Trén dau nanh, ré téc thudong duge st dung
dé biéu hign cac promoter (Hernandez-Garcia &
ctv., 2010), nhan nudi tuyén tring bao nang (Cho
& ctv., 2000), nghién cttu t6 chitc cong sinh ving
ré (Hayashi & ctv., 2010) va céc tuong tac gay
bénh viung ré (Li & ctv., 2010), ngoai ra ching
con duge biéu hién cac gen RNAi im ling (Sub-
ramanian & ctv., 2005). Hiéu qué tao ré t6c trén
dau nanh thay déi tity vao kiéu gen dau nanh va
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chiing vi khuan st dung. Nghién citu nay nhim
danh gi4 4nh hudng ctia ngudn vat lieu dung dé
chuyén gen, do tudi ctia mau va céch lay nhiém
dén hiéu qua tao ré téc ¢ dau nanh.

2. Vat Liéu va Phuong Phap Nghién Ciu
2.1. Chuén bi vi khuin

Vi khuan A.rhizogenes dang ty nhién khong
mang plasmid tai t& hop gom cac ching ICPB
(International Collection of Phytopathogenic
Bacteria) TR7, 19812, ATCC11325, ATCC15834
do TS. Nguyén Vi Phong, Bo mon Cong Nghé
Sinh hoc Truong Dai hoc Nong Lam Tp. Hd Chi
Minh cung cip; ching C25 do TS. Nguyén Nhu
Nhut, Cong ty TNHH Gia Tudng (Binh Duong)
cung cap.

Cac chiing A.rhizogenes dugc ciy ria trén moi
trudng YEP (Olhoft & ctv., 2003). Sau 48 gio
chon khuéan lac don tang sinh trong moi trudng
YEP 16ng, 6 nhiét do phong, lic 150 rpm trong 12
- 15 gis. Khi gia tri OD600 ciia dich khuan dat 0,5
- 1,0 thi tién hanh ly tam thu sinh khéi vi khuan
téc do 3.500 rpm trong 20 phiit & 4°C. Huyén phit
vi khuan trong moi trudng LCCM (AL-Yozbaki
& ctv., 2015) c6 bo sung acetosyringone 200 pM.
S dung dich huyén phit vi khuan dé lay nhiém
mau dau nanh.

2.2. Chudn bi miu dau nanh

Gidng dau nanh HLDN 29 cung cap bdi Trung
tam Nghién cttu Thuyc nghiém Nong nghiép Hung
Loc thudce Vien Khoa hoc Ky thuat Nong nghiép
mién Nam v giéng dau nanh DT84 ctia Cong ty
¢6 phan Giéng cay trong mién Nam dugc st dung
trong nghién ctiu.

Cac hat dau nanh c6 kich thuéc lén va dong
déu duge khit trung bé mit bing khi chlorine
trong khodng 14 - 18 gid (Olhoft & ctv., 2007).
Sau do, gieo hat dau nanh da khi trung vao chai
thiy tinh 500 mL chi@a 100 mL méi truong B5
(Gamborg & ctv., 1968) bd sung sucrose (3%),
agar (0,8%), pH 5,8. M&i chai cay 10 hat dau
nanh, dit dudi diéu kién chiéu sang 16 gld/ ngay
¢ 25 + 1°C. Sau 2 - 10 ngay, st dung 14 mam va
tru ha diép dau nanh dé lay nhiém vi khuén.

2.3. Lay nhiém vi khudn va cam tng tao ré

MAu dau nanh dugce lay nhiém A.rhizogenes
dya trén qui trinh ctia AL-Yozbaki & ctv. (2015).

Diung 1udi dao md (s6 11) tao vét thuong & miit
du6i 14 mam (3 vét thuong/14 mam, chiéu dai vét
thuong khodng 0,7 cm), cit ngang tru ha digp
thanh doan c6 chiéu dai khoang 2,5 cm va tao
vét thuong theo chidu dai mau, sau d6 ngam méu
trong dich khuan 15 phiit. Tham kho bé mit mau
bing khin gidy da khit triing, chuyén méu trén
dia moi trudng CCM cé bd sung acetosyringone
200 puM va dat trong téi ¢ 25°C trong 3 ngay.
Sau giai doan dong nuoi ciy (co-cultivation), loai
vi khuan bing cach rita mau 2 lan bing moi
trudng MXB 16ng (LMXB) va ngdm trong moi
trusng LMXB ¢6 bd sung cefotaxime 500 mg/L
va carbenicillin 400 mg/L, lac 100 rpm trong 30
phit. Mau duge thim kho bé mat, dit trén moi
truong MXB (AL-Yozbaki & ctv., 2015) c6 bd
sung cefotaxime 500 mg/L, & 25°C va chiéu sang
16 gis/ngay. D6i véi cach lay nhiém vi khuan tryc
tiép, nhing ludi dao vao dich khuan sau dé tao
vét thuong trén méiu. Mau sau khi lay nhiém vi
khuan duge duy tri & cling diéu kién nhu trudng
hgp ngdm mau.

Cac yéu td quan trong lién quan dén két qua
tao 1é& téc trén dau nanh duge khao sat gom su
phit hop gitta 5 chiing A.rhizogenes va loai mau
(14 mam va tru ha diép) dau nanh, do tudi mau (2
— 10 ngay) va cach thitc lay nhiém (lay nhiém tryc
tiép va ngam mau). Sau khi lay nhiém 14 ngay
ghi nhan ti 1¢ mau tao ré (%) va sb ré trung binh
ctia céc mau tao ré. O cac thi nghiém, mdi nghiem
thitc dudgc lap lai ba 1an, mdi 1an st dung 10 hat.
MAu 14 mam va tru ha diép sau khi lay nhiém vi
khuan duge ciy trén dia moi truong duong kinh
10 cm, 10 mau/dia. Hat dau nanh méi gieo duge
qui wée 1a 0 ngay tudi.

2.4. Phan tich PCR

Céac dong ré t6c duge tach khdéi mau va tang
sinh trén moi truong B5 trong khoang 1 thang.
Sau d6, DNA téng s6 ciia ré gia dinh chuyén gen
va 1& khong chuyén gen dugc tach chiét bing kit
(GeneJET, Thermo Fisher Scientific). Tach chiét
DNA plasmid tit dich vi khudn tang sinh 48 gio
bing ISOLATE II Plasmid Mini Kit (Bioline). Stt
dung ky thuat PCR véi cac cdp primer dac higu
cho vi khuan A.rhizogenes va dau nanh (Bang 1)
dé xac dinh ré& chuyén gen. Mbdi phan tng PCR
(25 pL) gom 12,5 uL, MyTaq Mix (Bioline), DNA
khuon, primer xudi va primer nguge (0,8 M moi
primer), nuéc khit ion tiét trung. Chu ki nhiét
phan tng khuéch dai gdm giai doan tién bién tinh
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Bang 1. Cac trinh ty primer st dung trong nghién cttu

Kich thuéc
san pham

Gen Trinh ty primer Tai lieu
(bp)
Golgin 8/ F: 5-TTG GAC AAG GAG AGA CTC CAC -3’ 121 Marcolino-Gomes
R: 5-TGC GAG GCT ACG AAA ACT TC -3 & ctv., 2015
RolC F: 5-TAA CAT GGC TGA AGA CGA CC-3 534 Fattahi & ctv.,
R: 5-AAA CTT GCA CTC GCC ATG CC-3’ 2013
VirD F:5- ATG TGG CAA GGC AGT AAG CCCA-3 438 Fattahi & ctv.,
R: 5- GGA GTC TTT CAG CAG GAG CAA-3 2013

93°C trong 3 phiit, 35 chu ki khuéch dai gdbm giai
doan bién tinh & 95°C trong 25 giay, bat cap &
57°C trong 25 giay va kéo dai ¢ 72°C trong 45
gidy. San pham khuéch dai dugc hoan thieén &
720C trong 45 giay.

San pham PCR dugc bd sung thuéc nhuom
GelRed (TBR, Viét Nam) va dién di trén gel
agarose 2% (Bioline) & hi¢u dién thé 80 V trong 35
phit, stt dung dung dich dém TBE 0,5X (Bioline).
Sau khi dién di, doc két qua dudi den UV. Mau ré
cho két qua PCR duong tinh véi gen rolC va am
tinh v6i gen virD 14 méu dudce chuyén gen thanh
cong va dudc st dung lam ngudn vat lisu ban dau
dé nhan sinh khéi ré& dau nanh. Gen Golgin 84 1a
gen thuong tryc ¢ dau nanh (Marcolino-Gomes &
ctv., 2015).

2.5. Xit ly sb lieu

S6 lieu thu thap duge xt li thdng ke, doc két
qué dya vao phan tich ANOVA, bang trung binh
va bang so sanh khac biét gitta cdc nghiém thiic
theo trac nghiém phan hang (LSD).

3. Két Qua va Thao Luan

3.1. Sy phu hgp giita ching A.rhizogenes va
loai mau trong cam iing tao ré é dau nanh

Ti lé mau tao ré va sd ré trung binh § céc
nghiem thic sau giai doan loai bd vi khuan 14
ngay dugc thé hien ¢ Bang 2 va Bang 3. Ti le
miu tao ré va s6 ré trung binh & 14 mam cao
hon & try ha diép va khac biét rat c6 y nghia vé
méit thong ké. Tuy nhién, khong cé sy khéac bigt
dang ké vé ti Ié mau la mam tao ré&. Bang 3 cho
thay & gibng HLD29, méiu 14 mam lay nhiém véi
chting ATCC11325, ATCC15834 c6 sb ré trung
binh cao nhat va khac biet rat c¢6 ¥ nghia so v6i

cac nghiém thic con lai v d6i chitng. Trong khi
d6, chiing ATCC 15834 cho hiéu qué tao ré cao
nhat trén mau 14 mam gibng DT84. Nghién ctu
ctia AL-Yozbaki & ctv. (2015) ciing cho thay ti 1e
tao ré& thap & tru ha diep (16/25) so véi 14 mam
(20/26).

Két qua tao & § cdc nghiém thic sit dung
mau try ha diép & ci hai giéng dau nanh tuong
duong nhau va khong khac biét so véi déi chiing,
ngoai trit nghiém thitc st dung ICPB TR7 & giéng
DT84 véi s6 ré trung binh thap nhat (0,6 1é)
(Hinh 1). Bén canh d6, két qua phan tich thong
ke thé hién sy tuong téac gita loai mau va ching
vi khudn & ci hai gidng dau nanh. Diéu d6 cho
thay sy phit hop gitta chiing A.rhizogenes v mau
lay nhiém c6 lién quan v6i hieu qua cdm dng tao
ré trén dau nanh.

Trong nghién ctu tuong ty cia Savka & ctv.
(1990), ti l¢ miu cam tng tao ré ctia 10 kiéu
gen dau nanh st dung A.rhizogenes K599 (chiing
cucumopine) 1a 37%. 0 chiing mannopine-type
8196, ti le nay la 3% trén 4 kiéu gen dau nanh
va chling agropine 1855 va A4 ¢6 ti 16 mau tao
ré thap nhat (1%). Mau tru ha diép tuy xuét
hién 1& sau khi lay nhifm véi tit ca cac ching
A.rhizogenes trong khéo sat, nhung khong phai
la ré t6c c6 kha nang tong hgp opine.

3.2. Anh hudng tudi ctia miu dau nanh dén
kha ning cam ing tao ré téc

Tudi ctia miu ciy ld mot yéu té quan trong
trong thi nghiém chuyén gen (Tazeen va Mirza,
2004). Higu qua chuyén gen véi Agrobacterium
lien quan chat ché véi do tudi va can bing noi
tiét t6 ctia vat chu (Karmarkar & ctv., 2001). Kha
nang tao ré clia 14 mam dau nanh 2, 4, 6, 8 va 10
ngay tudi khi lay nhidém ching ATCC15834 duge
ghi nhan ¢ Bang 4.
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Bang 2. Ti le¢ (%) mAu 14 mam va tru ha diép tao ré
nhau (B)

(A) sau lay nhiém véi céc chiung A.rhizogenes khéc

Chting HLDN29 DT84
A.rhizogenes Lamam Tryu ha diep Trung binh La mam Tru ha diégp Trung binh
B) (A) (A) B) (A) (A) (B)
ATCC11325 96,7 20,0 58,3 90,0 20,0 55,02P
ATCC15834 100 40,0 70,0 98,3 40,0 69,22
19812 96,7 43,3 70,0 90,0 20,0 55,02P
C25 96,7 53,3 75,0 93,3 16,7 55,02P
ICPB TR7 96,7 60,0 78,3 95,0 23,3 59,12b
Déi ching 98,3 23,3 60,8 80,0 13,3 46,7°
Trung binh (A) 96,7 40,0 91,1 22,2

Fa = 221" Fap =2,4™
Fp = 1,80" CV(%) = 18,5

Fa = 414* Fap=0,32"
Fg = 5,20 CV(%) = 13,7

Bang 3. S6 1é& dudc tao thanh tir cic loai mau dau nanh in vitro (A) sau khi lay nhiém céc chiing

A.rhizogenes khac nhau (B)!

Chiing HLDN29 DT84
A.rhizogenes L4 mam TI‘I._IA Tr\ung L mam TI‘I'_IA Tr\ung
(B) (A) ha diép binh (A) ha diép binh
(A) (B) (A) (B)

ATCC11325  8,27*+0,57 3,17°+0,62
ATCC15834  8,23*+0,84 3,33°+0,51
19812 5,34P+0,72  2,98°4+0,87
C25 6,30P+£0,24 2,92°+0,82
ICPB TR7 5,39P+£0,93  2,32°+0,74
Déi chitng 4,91°40,27  2,17°+0,62
Trung binh (A) 6,41 2,81
Fa = 159** Fuap = 2,70*

5,728 4,60°+0,38 1,579+£0,45 3,08
5,78 6,32*40,10 1,979+£025 4,14*
416" 5454022 1,279+0,15  3,36P
4612 4,65°+0,23 1,439+0,87 2,65°
3,85>  4,70°40,45 0,60°+0,17  3,47°
3,54>  520°40,35 1,739+£0,06 347"
5,15 1,43
Fa = 866** Fap=3,21%

Fp = 7,45 CV(%) = 18,51 Fp=10,6** CV(%) = 11,5

186 lieu duge trinh bay dang Trung binh & SD (D6 lech chuan); CV: he sé bién thién; cac ki ti a, b, ¢ thé hien
su khac biét v& mat théng ké; *su khac bigt c6 y nghia (P < 0,05); **su khac biet rat c6 y nghia (P < 0,01).

Bang 4. S6 ré tao thanh va ti 1& tao ré clia 14 mam

dau nanh & cac ngay tudi khac nhau'

HLDN29 DT84
Ngay tudi S6 ré Ti 1@ méau tao ré (%) S6 ré Ti 1¢ mau tao ré (%)
7 5.3220.05 100,00 3337158 93.33
1 5,65+1,10 93,33 46704199 95,00
6 6,70:0,95 91,67 5,020b£0 94 91,67
8 8.39+1,49 90,00 8,33940 46 91,67
10 5.0340,57 88,33 5,409 +0,17 88,33

CV(%) = 17,5;  CV(%) =298  CV(%) =222  CV(%) = 3,32;

F = 3,60"° F =1,95"

F = 6,65%* F = 0,49"°

136 lieu dugc trinh bay dang Trung binh 4 SD (D6 léch chudn); CV: he sb bién thién; cac ki tu a, b, ¢ thé hien sy khac
biet vé mit thong ke; *sy khéac biét c6 y nghia (P < 0,05); **su khac biét rat c6 y nghia (P < 0,01).

Két qua cho thay & giong HLDN29 s6 ré trung
binh va ti Ié mAiu tao ré ctia 14 mam tit 2 - 10 ngay
tudi khong khéc biét vé mat théng ké. Trong do,
mau 10 ngay tudi ¢6 ti e tao ré la thap nhat. O
gibng DT84, t{ lé miu tao ré clia 14 mam & céac

ngay tudi khac nhau khong khac nhau vé mit
théng ké, tuy nhién s6 ré trung binh cé syt khac
biét dang ké. S6 ré trung binh c6 xu huéng tang
dbéi v6i mau tir 2 — 8 ngay sau khi gieo hat va c6
xu huéng gidm tit ngay thi 10. O ca hai giéng
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Bang 5. S6 ré trung binh v ti 1& tao ré cla miu 14 mam dau nanh sau khi lay nhiém A.rhizogenes theo

hai cach khéac nhau®

HLDN29 DT84
Cach lay nhiém  S6 ré (+ SD) Tile mau tao ré (%) SO ré (£ SD)  Tile mau tao ré (%)
Truec tiép 8,742+1,47 98,3* 7,07240,11 95,02
bC1 3,79 40,55 70,0° 5,28°+0,03 78,3P
Ngam méau 6,682+1,15 91,72b 7,26240,27 91,72
DC2 4,15°40,21 71,7b¢ 4,54°4+0,19 76,7P
CV(%)=14,1; CV(%)=134; CV(%)=2,88 ; CV (%)= 3,57 ;
F = 24,07 F = 6,76* F = 177,43* F = 6,99*

1SD (Do lech chudn); CV: he sb bién thién; cac ki tu a, b, ¢ thé hieén sy khac biet vé mat théng ke; *sy khac biét c6

¥ nghia (P < 0,05); **su khac biét rat c6 y nghia (P < 0,01).

&
e = &}

""I:II"L":_I

Hinh 1. L4 mam va tru ha diép dau nanh HLD29 sau
khi lay nhiém A.rhizogenes 16 ngay trén moi trudng
MXB bd sung cefotaxime 500 mg/L.

(A) MAu tru ha diép lay nhiém véi chiing ICBP TRT;
(B) ATCC11325; L4 mam dau nanh sau khi lay nhidm
v6i cac chiing (C) ATCC15834; (D) ATCC11325; (E)
C25; (F) 19812; (G) ICPB TRT; (H) Db6i chiing khong
lay nhiém.

dau nanh, hau hét cac mau déu cam tng tao ré
tit 7 — 10 ngay sau khi lay nhiém vi khuan. Két

qua nay ciing tuong tu két qua nghién ctu cia
Cao & ctv. (2009). Cu thé, thi nghiem xac dinh
anh hudng ctia tudi miu dén qua trinh chuyén
gen trén dau nanh ex vitro st dung A.rhizogenes
cho thay mau dau nanh tit 3 — 8 ngay tudi déu
tao 1é sau khi lay nhiém vi khuan tit 8 - 9 ngay:;
choéi dau nanh 9 ngay sau khi gieo hat c6 ti lé mau
tao ré thap hon so véi mau 3 - 7 ngay, tuy nhién
sy khac biét khong c¢6 ¥ nghia vé mit thong ke.
AL-Yozbaki & ctv. (2015) sit dung 14 mam dau
nanh tit 7 — 10 ngay sau khi gieo hat dé tao ré
toc st dung A.rhizogenes R1000.

Choéi dau nanh st dung chit dinh dudng du
trit trong hai 14 mam dé ting trudng, do dé tir
khi hat ndy mam, chat dinh dudng trong hai 14
mam sé gidm dan. Hieu qua vé mit thoi gian va
cam tng tao ré ciing phu thudc vao do tudi méu.
M3u & giai doan sém thuong duge khuyén khich
stt dung (Cao & ctv., 2009). Bén canh d6, & giai
doan trén 9 ngay tudi, lugng chat dinh dudng sé
thap hon so v6i 14 mam & giai doan sém. Hat dau
nanh 2 ngay sau khi gieo bdt dau truong to, hai
14 mam mdi nitt ra va vAn con boc trong vé hat.
Tit ngay thit 4, 14 mam dau nanh chuyén tit mau
vang sang mau xanh l1a. T ngay tht 6 trd di, 16p
v6 hat méi bat dau tach ra (Hinh 2). Do d6 trong
thyc té, khi xtt lf mau dé lay nhiém, st dung hat
dau nanh ti ngay thit 6 trd di tao thuan 1gi trong
thao tac, it lam tén thuong méau khi tach vé hat
va 1t ngan thdi gian thye hién giai doan nay. Vi
thé hat dau nanh 6 - 8 ngay sau gieo 13 mau thich
hgp dé cam ting tao ré stt dung A.rhizogenes.

3.3. Anh huéng citia cach thitc lay nhiém vi
khudn A.rhizogenes dén hiéu qua cam ing
tao ré ¢ mau dau nanh

Cach thtic lay nhiém vi khuan Agrobacterium
len mau thyc vat c6 thé cho két qua cam tng tao
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Hinh 2. Hat dau nanh DT84 dugc gieo trén moi
trudng B5 & cac ngay tudi khac nhau.

(a) 0 ngay tudi; (b) 2 ngay tudi; (c) 4 ngay tudi;

(d) 6 ngay tudi; (e) 8 ngay tudi; (f) 10 ngay tudi.

ré khac nhau. Thi nghiém nay dugc thuc hién
tréen dau nanh HLDN29 va DT84 nhim tim ra
cach lay nhiém phit hgp déi v6i mau 14 mam. S6
ré trung binh vA ti 16 mau tao ré dudc ghi nhan
sau khi lay nhiém A.rhizogenes 14 ngy.

Két qua & Bang 5 cho thay s6 ré trung binh
va ti 16 mau tao ré & nghiém thic 1ay nhiém tryc
tiép va ngam mau trong dich khuan & hai giéng
dau nanh déu cao hon so vé6i cac nghiém thic dbi
chitng (DC1 va DC2), khac biét ¢6 ¥ nghia vé mit
thong ke. O gibng HLDN29 va DT84, khi ding
dao nhiing vio dich khuan sau d6 tao vét thuong
cho ti 16 mau tao ré cao nhat 98% va 95%. Du
vay, két qua nay khong khac biét so véi phuong
phap ngam méu da tao vét thuong trong dich
khuan. Két qua nay tuong tu véi nghién ctu ciia
AL-Yozbaki & ctv. (2015) khi tao ré téc trén dau
nanh s dung A.rhizogenes R1000. S6 ré trung
binh & hai cach lay nhiém ciing khong khac biét
vé mit théng ke.

3.4. Khéng dinh ré chuyén gen

Gen r0lC ton tai trong ving T-DNA cla
A.rhizogenes va sé ton tai & cac mau ré chuyén
gen. Gen virD cling ton tai trén Ri plamsid, tuy
nhién do nim ngoai vimg T-DNA nén gen nay
khong duge chuyén vao bo gen thuc vat. DNA
clia cac mau ré gia dinh chuyén gen duge ly trich
va thuc hien PCR dé kiém tra su hien dién cta
gen rolC va virD dé khéng dinh két qua chuyén
gen.

Gen Golgin 84 1a mot gen thudng truc 6 dau
nanh va san pham khuéch dai tit gen nay c6 kich

Hinh 3. Két qua kiém tra sy hién dién ctia gen Golgin
84 (A), gen r0lC (B) va gen virD (C) & cac dong ré
gia dinh chuyén gen (1, 2, 3) va ré khong chuyén gen
(-)- (+) DNA plasmid A.rhizogenes ATCC15834; M1,
M2: DNA ladder 100 bp va 1 kb (Bioline); (D) Ré dau
nanh gia dinh chuyén gen va ré déi chimg (E).

thude 121 bp (Marcolino-Gomes & ctv., 2015).
Hinh 3A cho thiy cdc mAu DNA ly trich tit cac
dong 1é téc gid dinh chuyén gen c6 thé sit dung
cho phan tng khuéch dai DNA. Cac mau DNA
trén tiép tuc duge khuéch dai véi cip primer dic
hiéu cho gen rolC dé kiém tra két quéa chuyén gen
(Hinh 3B). Két qua dién di cho thay & cdc mau ré
toc phan tich déu xuét hién bang ndm gitta vach
600 bp va 400 bp ctia thang DNA chuan va tuong
tu san pham PCR tir plasmid ciia A.rhizogenes
ATCC15834, phit hgp véi kich thude san pham
du kién 1& 535 bp. Trong khi dé, khi khuéch dai
v6i cap primer dic hiéu cho gen virD, chi ¢6 mau
ddi chitng duong tao san pham PCR (438 bp) va
cac mAu phan tich cho két qua am tinh (Hinh
3C). Két qua phan tich DNA cho thay cdc mau
ré kiém tra da dugc chuyén gen tir A.rhizogenes
ATCC15834.

4. Két Luan

Nghién cttu da xac dinh duge mot s6 didu kién
thich hgp chuyén gen bing vi khuan A.rhizogenes
trén hai gibng dau nanh HLDN29 va DT84. La
mam cam tng tao ré t6t hon tru ha diép khi lay
nhiém A.rhizogenes ATCC15834 va ATCC11325.
Hieu qua tao ré khi lay nhiém vi khuan truc
tiép va ngam mau trong dich khuan tuong duong
nhau. Két qud nghién citu c6 thé tng dung
trong tao cay dau nanh chuyén gen nhd vi khuan
A.rhizogenes.
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L&i Cam On

Nhém nghién cttu cdm on TS. Nguyén Nhu
Nhitt da cung cip A.rhizogenes ching C25. Cam
on S6 Khoa hoc Céng nghé Thanh phd H6 Chi
Minh, Trung tam Phat trién Khoa hoc va Cong
nghé Tré - Thanh Doan Thanh phé Ho Chi Minh
da cap kinh phi cho nghién cttu. Dé tai thuoc
Chuong trinh Vuon wom Sang tao Khoa hoc va
Cong nghé Tré nam 2016.
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