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L I֨ CAM ņOAN 

 

 T¹i xin cam Ľoan luԀn án là công trình nghiên cֵu cֳ a tôi dҼ֧i sֽ  hҼ֧ng dӾn cֳ a 

GS.TS. Nguy֑n Hoàng L֥ c và TS. Nguy֑n Xuân Huy. Các s֝ li u֓ và kԒt quӶ nghiên 

c uֵ trong luԀn án là trung thֽc. M t֥ phӺn kԒt quӶ c aֳ luԀn §n Ľ« ĽҼc֯ công b֝  trên 

các tӴp chí và h֥i ngh֗  khoa h֙ c chuyên ngành v֧ i sֽ  Ľ֟ng ý và cho phép cֳa các 

Ľ֟ng tác giӶ, phӺn còn lӴi chҼa c¹ng b ֝trong bӸt kȢ công trình nào khác. Nh nֻg trích 

dӾn vԚ bӶng, hình, kԒt quӶ nghiên cֵ u cֳ a nhֻ ng tác giӶ khác, tài li֓ u sֹ  d nֱg trong 

luԀn §n ĽԚu ghi rõ ngu֟ n g֝ c và trích dӾn theo Ľ¼ng quy Ľn֗h. 

 

 

Thρa Thiên HuΔ, ngày 06 tháng 03 nŁm 2023 
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L I֨ CӵM ҹN 

Hoàn thành luԀn án này, em xin bày t֛ lòng biԒt Һn Ľi֝ v i֧ tӸt cӶ nhֻ ng cá nhân 

và t֡  chֵ c có liên quan, nhֻ ng ngҼi֩ tr cֽ tiԒp hoԊc gián tiԒp gi¼p Ľ ֭em trong su֝ t ba 

nŁm qua.  

ñBӴn không thԜ thành danh nԒu không có sֽ gi¼p Ľ ֭c aֳ gi§o vi°nò. ņӺu tiên, 

em xin g iֹ l i֩ cӶm Һn ch©n th¨nh caֳ em dành cho hai ThӺy giáo là GS. TS. Nguy֑ n 

Hoàng L֥ c và TS. Nguy֑n Xuân Huy, các thӺy Ľ« tԀn tình ch֕ bӶo và nhӾn nӴi v i֧ em 

trong su֝ t ba nŁm qua, Ľ« gi¼p em hoàn thành luԀn án này và th cֽ sֽ  Ľ« ĽҼa em vào 

thԒ gi i֧ khoa h֙ c. Hai thӺy Ľ« hҼ֧ng dӾn em hoàn thành và b֝ trí các thí nghi֓m, dӾn 

dԂt trong tַ ng n֥ i dung cֳ a luԀn §n, ho¨n th¨nh c§c ĽԚ xuӸt nghiên cֵ u và tӸt cӶ các 

chҼҺng caֳ luԀn án này.  

TiԒp theo, em mu֝ n gֹ i l i֩ cӶm Һn ĽԊc bi֓ t ĽԒn ThӺy giáo TS. Nguy֑n Quang 

ņֵ c TiԒn, ngҼi֩ ThӺy, ngҼi֩ Anh tuy֓ t v i֩, Ľ« hҼn֧g dӾn em trong nhֻ ng ng¨y ĽӺu 

tiԒn hành các thí nghi֓m cֳ a luԀn án, các thí nghi֓m vԚ in vitro cây lӴc và biԜu hi֓ n 

tӴm th֩ i gen chitinase ֫  cây thu֝c l§. NgҼi֩ luôn dành cho em nhֻ ng l֩ i Ľn֥g viên 

ch©n th¨nh v¨ ĽӺy c i֫ m .֫ 

Em cȈng d¨nh l i֩ cӶm Һn ĽԒn ThӺy giáo TS. Nguy֑n Ng֙ c LҼҺng, ThӺy Ľ« 

hҼ֧ng dӾn, thiԒt kԒ thí nghi֓ m tӴo kháng thԜ Ľa d¸ng tr°n chut֥ và tӴo ĽiԚu ki n֓ chia 

sԎ m t֥ s֝  hóa chӸt, thiԒt b֗  nghiên cֵ u. 

Em xin g iֹ l i֩ cӶm Һn ch©n th¨nh ĽԒn Cô giáo TS. Lê Th֗ H¨ Thanh, ngҼi֩ bӴn, 

ngҼ֩i Ľn֟g nghi֓ p rӸt ch©n th¨nh, Ľ« tӴo ĽiԚu ki n֓ và ֳ ng h֥  vԚ tinh thӺn cho em rӸt 

nhiԚu trong quá trình hoàn thi֓n luԀn án. 

Em mu֝ n gֹ i l i֩ cӶm Һn ĽԒn ThӺy giáo TS. Nguy֑n Minh Trí, ThӺy Ľ« gi¼p Ľ ֭

em rӸt nhiԚu trong các bu֡i bӶo v֓  chuy°n ĽԚ và các thֳ  t cֱ h֟  sҺ giӸy t  ֩ĽԜ em có thԜ 

bӶo v֓  thành công luԀn án. 

Em cȈng xin giֹ l i֩ cӶm Һn ĽԒn anh Nguy֑n TӸn VȈ, anh Ľ« tӴo m֙ i ĽiԚu ki n֓ 

vԚ hóa chӸt và thiԒt b  ֗thí nghi֓ m trong su֝t ba nŁm qua ĽԜ em có thԜ hoàn thành luԀn 

án này. 

Em xin g iֹ l i֩ cӶm Һn ĽԒn Ban Gi§m Ľc֝, Ban ņ¨o tӴo và Công tác Sinh viên 

ņӴi h c֙ HuԒ, Ban L«nh ĽӴo Khoa Sinh h֙c v¨ ph¸ng ņ¨o tӴo Sau ņӴi h c֙, TrҼn֩g 

ņӴi h c֙ Khoa h֙ c; Ban Giám hi֓u; Ban L«nh ĽӴo Khoa Sinh h֙c, TrҼn֩g ņӴi h c֙ SҼ 

phӴm, ņӴi h c֙ HuԒ Ľ« c· nhiԚu gi¼p Ľ ֭quý báu, tӴo m֙ i ĽiԚu ki n֓ t֝ t nhӸt ĽԜ em 

hoàn thành luԀn án. 
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T¹i cȈng mun֝ gֹ i l i֩ cӶm Һn ĽԒn K׃ sҼ Nguyn֑ Hoàng Tu֓, ngҼi֩ em Ľ« Ľn֟g 

h¨nh v¨ gi¼p Ľ ֭ tôi rӸt nhiԚu trong toàn b֥ th i֩ gian thֽ c hi֓ n luԀn án và các thí 

nghi֓ m cֳ a luԀn án. 

T¹i cȈng giֹ l i֩ cӶm Һn ĽԒn các em sinh viên ngành Công ngh ֓ sinh h֙ c, 

TrҼ֩ng ņӴi h c֙ Khoa h֙c, ņӴi h c֙ HuԒ Ľ« h ֣tr  ֯tôi rӸt nhiԚu trong quá trình thֽc 

hi n֓ các thí nghi֓m cֳ a luԀn §n, Ľ« Ľn֟g hành cùng tôi su֝t th i֩ gian làm luԀn án 

(Nguy֑ n Th֗  HԄng (K38), ņԊng VŁn Th¨nh, Ho¨ng Anh Thi, TrӺn Gia C§t TҼn֩g, 

PhӴm Th֗  HuyԚn Trang (K39), HuȢnh Th֗ QuȢnh Trang, Ho¨ng Anh ThҼ, Nguyn֑ 

Ng c֙ HuyԚn Nhung, Nguy֑n Thanh Nhàn, Lֱc Hoàng Linh, HuȢnh Th֗ Thu Hà, H֟  

Th  ֗Len (K40), Ths. TrӺn QuĨ ņcֵ (K36), HuȢnh Kim VȈ, Nguyn֑ Th֗  Thanh Tuyên, 

Ho¨ng Lan PhҼҺng, Nguyn֑ Th֗  Trang, (K41)) và các em sinh viên Khoa Sinh hc֙, 

TrҼ֩ng ņӴi h c֙ SҼ phӴm, ņӴi h c֙ HuԒ Khóa 2017 - 2021. 

Em xin gֹ i l i֩ cӶm Һn ch©n th¨nh ĽԒn Qu׃ ņ֡ i m i֧ sáng tӴo Vingroup (VINIF) 

Ľ« h ֣tr  ֯m t֥ phӺn kinh phí cho em thֽc hi֓ n luԀn án này. 

Em xin bày t֛  lòng biԒt Һn ĽԒn quý thӺy cô giáo, các anh ch֗ em Ľn֟g 

nghi֓ p, các anh ch֗ em h֙ c vi°n, sinh vi°n Ľ« Ľn֥g vi°n, quan t©m v¨ gi¼p Ľ ֭em 

trong su֝ t quá trình th cֽ hi֓ n luԀn án.  

Xin g iֹ ĽԒn b֝  và mԌ yêu quý cֳa con nhֻ ng l֩ i biԒt Һn ch©n th¨nh nhӸt. B  ֝mԌ 

luôn ֫  bên cӴnh con ĽԜ chia sԎ nhֻ ng thành công cֳa con.  

Cu֝ i c½ng nhҼng kh¹ng k®m phӺn quan tr֙ng, tôi xin g iֹ l i֩ cӶm Һn ĽԒn ngҼi֩ 

ch֟ ng y°u quĨ v¨ hai con Ľ« lu¹n b°n cӴnh Ľn֥g viên, khuyԒn khích, là niԚm tֽ  hào 

c aֳ tôi.  

M t֥ lӺn nֻ a xin cӶm Һn vԚ tӸt cӶ. 

 

                 Phùng Th֗  Bích Hòa 
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DANH M Cְ CÁC KÝ HI U֒ VÀ CH  ֺVIԑT TԁT 

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

Amp : Ampicillin 

ANOVA : Analysis of variance 

APS : Ammonium persulfate 

AS  : Acetosyringone  

Asp  : Aspartic acid 

BA  : N6-Benzyl adenin 

BAP : Benzylaminopurine 

BCIP : 5-bromo, 4-chloro, 3-indolyl phosphate 

bp  : Base pair 

CA  : Cetrimide agar 

cal  : Calories 

Cf  : Cefotaxime 

Chl  : Chlorophyll 

COOL  : Codon Optimization OnLine 

CRAG : Centre for Research in Agricultural Genomics 

cs  : C n֥g sֽ  

CTAB : Cetyltrimethylammonium bromide 
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M  ֪ņӹU 

 

1. LÝ DO CH N֘ ņԓ TÀI  

LӴc (Arachis hypogaea L.) là loài cây h֙ ĽԀu quan tr֙ng ĽҼc֯ tr֟ ng r֥ ng rãi ֫  

vùng nhi֓t Ľi֧ và á nhi֓t Ľi֧ ĽԜ làm thֽ c phӼm và lӸy dӺu [133].  ֪Vi t֓ Nam, lӴc là 

m t֥ trong nhֻ ng cây lӸy dӺu quan tr֙ng nhӸt, v i֧ t n֡g di֓ n t²ch 160 ngh³n ha, nŁng 

suӸt 2,5 tӸn/ha và sӶn lҼn֯g 400 nghìn tӸn v¨o nŁm 2021 [276]. Tuy nhiên, cây lӴc d֑  

nhi֑ m các loӴi nӸm b֓ nh, ĽԊc bi֓ t là nӸm sinh ra trong ĽӸt, dӾn ĽԒn nŁng suӸt thӸp và 

chӸt lҼn֯g hӴt gi n֝g kém. Trong nhֻng nŁm gӺn Ľ©y, bn֓h th֝ i r  ֑và th i֝ thân do 

Sclerotium rolfsii g©y ra Ľ« tr ֫thành m֝i Ľe da֙ l֧ n Ľ֝i v i֧ sӶn xuӸt lӴc, Ľ©y là b n֓h 

truyԚn qua ĽӸt có sֵ c tàn phá trên thԒ gi i֧. S. rolfsii chֳ  yԒu gây hӴi phӺn g֝ c thân cֳa 

cây lӴc và làm cho toàn b֥ cây b֗ héo, chԒt và làm giӶm sӶn lҼ֯ng lӴc tַ  10-80% [64], 

[292]. M t֥ s֝  bi n֓ pháp phòng trַ ĽҼ֯c nghiên cֵu áp dֱ ng hi֓ n nay nhҼ thuc֝ hóa 

h c֙ [210], sֹ  d nֱg các vi sinh vԀt Ľi֝ kháng [77], [222], luân canh cây tr֟ng [14]. 

Trong Ľ·, tӴo gi֝ ng cây tr֟ ng mang các gen kháng b֓nh ĽҼc֯ coi l¨ phҼҺng thcֵ hi֓ u 

quӶ và kinh tԒ nhӸt ĽԜ kiԜm soát b֓nh và thân thi֓n v֧ i m¹i trҼn֩g. 

Chitinase (EC 3.2.1.14) là m t֥ h  ֙các enzyme xúc tác quá trình thֳy phân các 

liên kԒt ɓ-1,4 N-acetyl-ɓ-D-glucosamine cֳa chitin. Chitin là m t֥ trong nhֻ ng 

polysaccharide ph֡ biԒn trong tֽ  nhiên [61] và là thành phӺn chính cֳa khung cӸu trúc 

thành tԒ bào nӸm [150], b֥  xҼҺng ngo¨i và niêm mӴc ru t֥ cֳ a côn trùng và v֛ c aֳ các 

loài giáp xác [260]. Chitinase rӸt Ľa dӴng vԚ cӸu tr¼c v¨ cҺ chԒ hoӴt Ľn֥g, ĽҼc֯ nֵg 

d nֱg ph֡  biԒn trong kiԜm soát sâu b n֓h hӴi cây tr֟ ng [205], t n֡g h֯ p 

chitooligosaccharide [294], công nghi֓p thֽ c phӼm v¨ dҼc֯ phӼm, x  ֹlý chӸt thӶi chԒ 

biԒn thֳ y sӶn và sӶn xuӸt nhiên li֓ u sinh h֙ c [222]. Trong sӶn xuӸt nông nghi֓p, 

chitinase là m֥t trong nhֻ ng tác nhân sinh h֙c kháng nӸm b֓ nh ֫  cây tr֟ ng hi u֓ quӶ 

nhӸt [146]. NhiԚu loài nӸm Trichoderma có khӶ nŁng tiԒt chitinase ngoӴi bào nên 

ch¼ng thҼn֩g ĽҼc֯ sֹ  d nֱg ĽԜ kiԜm soát các b֓nh nӸm hӴi cây tr֟ ng [46], [193]. ņԒn 

nay, m֥ t s֝  gen chitinase cֳa các chֳng Trichoderma Ľ« ĽҼc֯ tӴo dòng và biԜu hi n֓ d֗  

chֳ ng trong m֥ t s֝  vԀt chֳ  nhҼ Chit46 t  ַT. harzianum trong Pichia pastoris [86], 

Chit33 và Chit42 t  ַT. harzianum trong E. coli [52], ech42 t  ַT. aureoviride trong 

Saccharomyces cerevisiae [134]. Và m֥ t s֝  gen mã hóa chitinase tַ các sinh vԀt khác, 

nhҼ chitinase-3 và Rchit t  ַlúa [124], [213] hoԊc chitinase t  ַthu֝ c lá [228] Ľ« ĽҼc֯ 
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ĽҼa v¨o c©y lӴc ĽԜ ngŁn ngaַ nhi֑ m nӸm. Tuy nhi°n, chҼa nghiên cֵ u nào biԒn nӴp 

gen chitinase tַ vi sinh vԀt vào cây lӴc, ĽԊc bi֓ t là các loài thu֥ c chi Trichoderma.  

Nghi°n cֵu chuyԜn gen chitinase cֳa Trichoderma v¨o c©y lӴc ĽԜ tŁng t²nh 

kh§ng nӸm l¨ m֥t giӶi ph§p hi֓u quӶ, th©n thi֓n v֧i m¹i trҼ֩ng v¨ hi֓n Ľang ĽҼ֯c 

quan t©m ֵng dֱng tr°n nhiԚu Ľ֝i tҼ֯ng c©y tr֟ng kh§c nhau. Trong Ľ·, gen m« h·a 

chitinase 42 kDa cֳa T. asperellum thu֥c endochitinase l¨ nhóm enzyme ĽҼ֯c quan 

t©m v¨ nghi°n cֵu chi tiԒt hҺn cӶ v³ t²nh Ľa dӴng, sֽ hi֓n di֓n thҼ֩ng xuy°n khi nu¹i 

cӶm ֵng v֧i cҺ chӸt chֵa chitin v¨ khӶ nŁng ֵng dֱng trong kiԜm so§t sinh h֙c cֳa 

n· hҺn hԆn c§c nh·m c¸n lӴi trong h֓ enzyme thֳy ph©n chitin [116], [159]. Nghiên 

cֵu cֳa Loc và cs (2013) cho thӸy gen Chi42 m« h·a chitinase 42 kDa cֳa T. 

asperellum c· hoӴt t²nh mӴnh [157] nhҼng chҼa c· c¹ng tr³nh n¨o thֽc hi֓n chuyԜn 

gen này v¨o c©y lӴc ĽԜ tӴo ra d¸ng lӴc c· khӶ nŁng kh§ng nӸm cao. 

XuӸt phát tַ  cҺ s ֫khoa h֙ c và thֽ c ti n֑ trên, chúng tôi Ľ« thcֽ hi֓ n ĽԚ tài 

ñNghiên cֵ u khӶ nŁng kh§ng bn֓h h®o rȈ gc֝ m c֝ trԂng cֳ a cây lӴc (Arachis 

hypogaea L.) ĽҼc֯ chuyԜn gen Chi42ò.  

2. M Cְ TIÊU NGHIÊN C Uִ 

BiԜu hi֓ n thành công gen mã hóa chitinase 42 kDa t  ַT. asperellum SH16 ֫  

gi n֝g lӴc L14 và tӴo ĽҼc֯ các dòng lӴc chuyԜn gen có khӶ nŁng kh§ng nӸm S. rolfsii 

mӴnh. 

3. N I֤ DUNG NGHIÊN C Uִ 

 (1)  Hoàn thi֓ n h֓  th n֝g tái sinh in vitro gi n֝g lӴc L14 

 (2) SӶn xuӸt kh§ng thԜ Ľa d¸ng kh§ng chitinase 42 kDa ֫ chu֥t ĽԜ phֱc vֱ ph©n 

tích Western blot 

 (3) ThiԒt kԒ vector biԜu hi֓ n ֫  th cֽ vԀt mang các gen chitinase 42 kDa   

 (4) BiԜu hi֓ n tӴm th֩ i các gen chitinase 42 kDa trong cây Nicotiana 

benthamiana 

 (5) Nghiên cֵ u Ӷnh hҼn֫g cֳ a m֥ t s֝  yԒu t֝  lên hi֓ u quӶ chuyԜn gen chitinase 

42 kDa vào cây lӴc qua trung gian A. tumefaciens 

 (6) Nghiên cֵ u biԒn nӴp các gen chitinase 42 kDa vào cây lӴc thông qua A. tumefaciens  

 (7) Nghiên cֵ u m t֥ s֝  ĽԊc ĽiԜm sinh lý và hóa sinh c aֳ các dòng lӴc chuyԜn gen 

chitinase 42 kDa sinh trҼn֫g trong ĽiԚu ki n֓ in vivo 
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4. ħ NGHǪA KHOA HC֘ VÀ TH Cּ TIԝN  

4.1. ħ nghǫa khoa hc֙ 

KԒt quӶ nghiên cֵ u cֳ a luԀn án sԐ cung cӸp các dӾn li u֓ khoa h֙c m֧ i, có tính 

h  ֓th n֝g vԚ t i֝ Ҽu h·a gen chitinase 42 kDa ĽԜ biԜu hi֓ n  ֫th cֽ vԀt, vector chuyԜn 

gen, chuyԜn gen chitinase 42 kDa c aֳ T. asperellum vào cây lӴc ĽԜ tŁng khӶ nŁng 

kháng b֓nh h®o rȈ gc֝ m֝ c trԂng do nӸm S. rolfsii g©y ra, Ľn֟g th֩ i tӴo ra các dòng 

lӴc chuyԜn gen có khӶ nŁng sinh trҼn֫g và phát triԜn t֝ t. 

4.2. ħ nghǫa thcֽ ti n֑ 

KԒt quӶ luԀn §n cȈng l¨ cҺ s ֫ĽԜ nֵg dֱ ng bi֓ n pháp cӶi thi n֓ khӶ nŁng kháng 

nӸm c aֳ cây lӴc nhԄm n©ng cao nŁng suӸt và hi֓ u quӶ sӶn xuӸt lӴc, góp phӺn bӶo v  ֓

m¹i trҼn֩g. ņ֟ ng th֩ i, kԒt quӶ nghiên cֵ u cֳ a luԀn §n ĽҼc֯ ĽŁng tӶi trên các tӴp chí 

khoa h֙c chuy°n ng¨nh trong nҼc֧ và qu֝ c tԒ là tài li֓ u tham khӶo có giá tr֗ trong 

giӶng dӴy và nghiên cֵu. 

5. NH NֺG ņčNG GčP MI֦ C Aֲ LUӿN ÁN 

- ņ« ho¨n thin֓ quy trình tái sinh in vitro cho gi n֝g lӴc L14: kh  ֹtrùng hӴt lӴc 

bԄng NaOCl 65% trong 10 phút, tái sinh các loӴi mӾu cӸy khác nhau cֳa cây lӴc và tӴo 

c mֱ ch֟ i tr°n m¹i trҼn֩g MS có b֡ sung 4 mg/L BAP và 0,1 mg/L NAA, tӴo r  ֑trên 

m¹i trҼn֩g MS có b֡  sung 0,5 mg/L NAA. 

- ņ« t i֝ Ҽu hóa trình tֽ  nucleotide gen Chi42 hoang dӴi mã hóa chitinase 42 kDa 

c aֳ T. asperellum SH16 cho biԜu hi֓ n thֽ c vԀt. Hai trình tֽ  có b֥  ba t֝ i Ҽu cho biԜu 

hi n֓  ֫ th cֽ vԀt Ľ« ĽҼ֯c ĽŁng kĨ trên GenBank v i֧ các mã s֝ MT083802.1 

(syncodChi42-1) và MT083803.1 (syncodChi42-2). ņ« thiԒt kԒ thành công các vector 

biԜu hi֓ n thֽ c vԀt mang lӺn lҼt֯ 3 gen chitinase (Chi42, syncodChi42-1 và 

syncodChi42-2) dҼi֧ s  ֽĽiԚu khiԜn biԜu hi֓ n cֳ a m֥ t trong hai loӴi promoter ĽԊc hi֓ u 

r  ֑pAsy hoԊc promoter thҼ֩ng trֽ c dp35S.  

- ņ« biԜu hi֓ n và tinh sӴch thành công chitinase 42 kDa ֫  E. coli. ņ֟ ng th֩ i Ľ« 

sֹ  d nֱg enzyme này ĽԜ sӶn xuӸt thành công kháng thԜ Ľa d¸ng kh§ng chitinase 42 

kDa ֫  chu֥ t phֱ c vֱ  cho phân tích Western blot. 

- ņ« tiԒp h֯ p thành công các vector biԜu hi֓ n thֽ c vԀt mang các gen chitinase 42 

kDa vào A. tumefaciens LBA4404 v¨ Ľ« biԜu hi֓ n tӴm th֩ i các gen này  ֫dӴng hoӴt 

Ľ֥ng mӴnh trong cây N. benthamiana bԄng k׃ thuԀt thӸm nhԀp. 

- ņ« biԒn nӴp và tuyԜn ch֙ n ĽҼ֯c 16 dòng lӴc L14 mang các gen Chi42, 

syncodChi42-1 và syncodChi42-2 có mֵ c Ľ֥ biԜu hi֓ n chitinase cao. Sֽ  hi n֓ di֓ n cֳ a 

các gen chitinase Ľ« l¨m tŁng hoӴt tính kháng nӸm S. rolfsii c aֳ các dòng lӴc chuyԜn 

gen trong cӶ ĽiԚu ki n֓ in vitro và in vivo.  
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CHһҹNG 1. T N֠G QUAN CÁC VӷN ņԓ NGHIÊN C Uִ 

1.1. B֒ NH H£O Rȇ GC֜ M C֜ TRԁNG DO NӷM Sclerotium rolfsii GÂY RA 

VÀ BI N֒ PHÁP PHÒNG TR  ֶ

1.1.1. Cây lӴc 

LӴc (Arachis hypogaea L.) là m֥ t loӴi cây tr֟ ng có hi֓ u quӶ kinh tԒ cao và có giá 

tr  ֗Ľa dӴng vԚ các mԊt dinh dҼn֭g, chŁn nu¹i, trn֟g tr֙ t cȈng nhҼ trong c¹ng nghip֓. 

Trong hӴt lӴc c· ĽӺy Ľֳ các thành phӺn nhҼ: lipid (40-54%), protein (20-30%), 

carbohydrate (16-22%), vitamin (A, B, D, E và K), là ngu֟n b֡  sung dinh dҼn֭g quan 

tr n֙g cho con ngҼi֩ [282]. Protein cֳa hӴt lӴc c· Ľ ֳ8 loӴi amino acid không thay thԒ. 

LӴc là loӴi th cֽ phӼm cung cӸp nŁng lҼn֯g cao, 100 g hӴt lӴc cung cӸp 567 cal [189]. 

HӴt có thԜ sֹ  d nֱg trֽ c tiԒp hoԊc ép dӺu thֽ c vԀt, sֻ a lӴc, bҺ lӴc, phomat lӴc. Ngoài 

ra, khô dӺu lӴc, các sӶn phӼm phֱ  dӺu lӴc, cám lӴc, th©n, l§ c¸n ĽҼc֯ sֹ  d nֱg làm thֵ c 

Łn trong chŁn nu¹i v¨ l¨m ph©n b·n cȈng rӸt t t֝. Trong công nghi֓p, lӴc phֱ c vֱ  cho 

công nghi֓p ép dӺu, công nghi֓p thֽ c phӼm và trong nhiԚu ngành công nghi֓p khác 

(chӸt dԎo, mֽ c in...). HӴt lӴc là mԊt hàng có giá tr֗ xuӸt khӼu cao.  

Cây lӴc ĽҼc֯ tr֟ ng ph֡  biԒn ֫  hҺn 100 nҼ֧c v֧ i di n֓ tích khoӶng 22 tri֓ u ha, là 

cây tr֟ ng quan tr֙ng Ľi֝ v i֧ các vùng nhi֓t Ľi֧ và cԀn nhi֓ t Ľi֧  ֫châu Á, châu Phi, 

BԂc và Nam M[243] ׃. Châu Á và châu M׃ là hai châu lֱc có kh֝ i lҼn֯g xuӸt khӼu 

lӴc l n֧ nhӸt (chiԒm 78,56% kh֝i lҼn֯g lӴc xuӸt khӼu trên thԒ gi i֧). NŁm 2020, sӶn 

lҼ֯ng lӴc thԒ gi i֧ Ҽc֧ t²nh ĽӴt 47 tri֓ u tӸn, sӶn lҼn֯g lӴc cֳ a Vi t֓ Nam ĽӴt khoӶng 

434 ngàn tӸn [275]. SӶn lҼn֯g lӴc xuӸt khӼu cֳ a Vi t֓ Nam giai ĽoӴn 2019-2020 Ҽc֧ 

t²nh ĽӴt khoӶng 10 ngàn tӸn [275]. 

Không ch֕ mang lӴi hi u֓ quӶ kinh tԒ cao, tr֟ ng lӴc còn có tác dֱng cӶi tӴo ĽӸt, 

ch֝ ng xói mòn. Các vi khuӼn Rhizobium có khӶ nŁng c ֝Ľ֗nh ĽӴm s֝ ng c֥ ng sinh 

trong n֝ t sӺn cֳ a cây lӴc l¨ ĽԊc tính tuy֓ t v i֩ làm lӴc tr֫  thành cây có khӶ nŁng bӶo 

v ,֓ duy trì và cӶi thi n֓ Ľ֥ phì nhiêu cֳa ĽӸt rӸt hi u֓ quӶ [18]. Theo Ҽc֧ tính, các cây 

h  ֙ņԀu nói chung có thԜ ĽҼa lӴi 70 tri֓ u tӸn ĽӴm m֣ i nŁm t ַngu֟ n nitrogen không 

khí [58]. 

 ֪Th aַ Thiên HuԒ, lӴc cȈng ĽҼc֯ xem là m֥t trong nhֻ ng cây tr֟ ng quan tr֙ng, 

có hi֓ u quӶ kinh tԒ cao. Trong nhֻng nŁm gӺn Ľ©y,  ֫m t֥ s֝  vùng sӶn xuӸt nông 
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nghi֓ p cֳ a t֕ nh, cây lӴc ch֕ Ľֵng sau l¼a v¨ ĽҼc֯ coi là cây chֳ l cֽ có hi֓ u quӶ kinh 

tԒ cao hҺn so vi֧ m t֥ s֝  cây tr֟ ng khác. Các gi֝ng lӴc ĽҼc֯ tr֟ ng chֳ  yԒu tr°n Ľa֗ 

bàn t֕nh là L14, Dù Tây Nguyên,... có th֩i gian sinh trҼn֫g 120-135 ngày. 

1.1.2. Các b֓nh hӴi do nӸm gây ra ֫  cây lӴc  

V i֧ tình trӴng khí hԀu tr°n tr§i ĽӸt Ľang biԒn Ľ֡i không ngַ ng, nhi֓ t Ľ ֥trên trái 

ĽӸt Ľang ng¨y c¨ng tŁng cao, dӾn ĽԒn các hi֓n tҼn֯g lȈ ltֱ, hӴn hán, d֗ch b֓ nh, gây 

Ӷnh hҼn֫g không nh֛ ĽԒn sֽ  sinh trҼn֫g, phát triԜn cֳ a các loӴi cây tr֟ ng nói chung 

và cây lӴc n·i ri°ng. HҺn 55 mӺm b֓ nh ĽҼc֯ cho là Ӷnh hҼn֫g ĽԒn sinh trҼn֫g và 

phát triԜn cֳ a cây lӴc [103]. TӸt cӶ các b֥  phԀn cֳ a cây lӴc ĽԚu d֑  b  ֗nhi֑ m b֓ nh. Các 

b n֓h trên cây lӴc có thԜ xӶy ra trong su֝t v¸ng Ľi֩ c aֳ cây. NhiԚu loӴi b n֓h có thԜ làm 

giӶm s֝  lҼ֯ng hoԊc chӸt lҼn֯g cֳ a quӶ và hӴt [199]. Thi֓ t hӴi hԄng nŁm vԚ nŁng suӸt 

lӴc trên thԒ gi i֧ do b֓ nh g©y ra Ҽc֧ chַ ng 25-80% [70].  

Vi t֓ Nam nói chung và Thַa Thiên HuԒ nói riêng có khí hԀu nóng Ӽm, l¨ ĽiԚu 

ki n֓ thuԀn l i֯ cho d֗ch hӴi cây tr֟ ng phát sinh, phát triԜn, ĽԊc bi֓ t là các loài nӸm 

b n֓h có ngu֟n g֝ c tַ  ĽӸt. Trong nhֻng nŁm gӺn Ľ©y, s ֽgia tŁng vԚ di n֓ tích tr֟ ng lӴc 

và vi֓ c áp dֱ ng các bi֓n ph§p th©m canh Ľ« l¨m ph§t sinh ng¨y c¨ng nhiԚu d֗ ch hӴi 

nguy hiԜm.  

Các b֓ nh do nӸm gây ra ֫  cây lӴc chiԒm s֝  lҼ֯ng l֧ n và mֵ c Ľ֥ nghiêm tr֙ ng 

hҺn so vi֧ các tác nhân gây b֓nh khác. KhoӶng 50 chi nӸm là tác nhân gây b֓nh trên 

cây lӴc [143]. Các b֓nh nӸm gây ra trên cây lӴc có thԜ ĽҼ֯c phân loӴi thành các b֓nh 

nӸm trên lá; trên hӴt và cây con; b֓nh ֫  thân, r֑  và v  ֛quӶ [199]. NhiԚu chi nӸm tӴo 

bào tֹ  vô tính v֧ i s֝  lҼ֯ng l֧ n trên các b֥ phԀn cֳ a cây b֗ nhi֑ m b֓ nh (Hình 1.1A và 

1.1B). Nhֻ ng bào tֹ  nhҼ vԀy thҼn֩g có th֩ i gian t n֟ tӴi ngԂn và là ngu֟n lây nhi֑ m 

ban ĽӺu cho cây lӴc. Bào tֹ  h uֻ t²nh (thҼn֩g ĽҼc֯ tӴo ra v֧ i s֝  lҼ֯ng thӸp hҺn, bԄng 

cách h֯ p nhӸt h uֻ tính) có thành dày. Các bào tֹ h uֻ tính này chính là ngu֟n lây 

nhi֑ m ban ĽӺu cho cây lӴc. CӶ hai loӴi bào tֹ  ĽԚu l©y lan qua kh¹ng kh², nҼc֧, Ľn֥g 

vԀt và các thiԒt b .֗ NӸm còn t֟ n tӴi bԄng c§ch h³nh th¨nh c§c cҺ quan ngh:֕ bào tֹ  

vách dày, hӴch nӸm, hoԊc noãn bào tֹ (Hình 1.1C). Nhֻng mӺm s֝ ng này có thԜ t n֟ 

tӴi nhiԚu nŁm trong ĽӸt [143]. 

1.1.3. B֓nh h®o rȈ gc֝ m c֝ trԂng do nӸm S. rolfsii  

B n֓h h®o rȈ gc֝ m֝ c trԂng do nӸm S. rolfsii ĽҼ֯c b§o c§o ĽӺu tiên tַ  nŁm 1892 

v i֧ phát hi֓ n Rolfs vԚ nӸm n¨y li°n quan ĽԒn b֓ nh bӴc lá cà chua ֫ Florida [41]. PhӴm 



6 

vi ký chֳ  c aֳ S. rolfsii r n֥g, sֽ  phát triԜn mӴnh và khӶ nŁng tӴo ra hӴch nӸm dai dԆng 

c aֳ loài nӸm n¨y Ľ« g©y ra nhiԚu thi֓ t hӴi kinh tԒ ĽԒn cây tr֟ ng b֗  nhi֑ m nӸm [74], 

[246]. Trên cây lӴc, b֓ nh do S. rolfsii gây ra th֝ i thân, trԂng m֝ c, hoԊc b֓ nh bӴc lá 

phҼҺng Nam nhҼng bn֓h th֝ i thân là ph֡ biԒn nhӸt. B n֓h gԊp ֫  hӺu hԒt các vùng sӶn 

xuӸt lӴc trên thԒ gi i֧ và gây hԀu quӶ nghiêm tr֙ ng [57]. B n֓h do S. rolfsii làm giӶm 

nŁng suӸt t  ַ30-80% [258]. Sֽ  lây nhi֑ m b֓ nh thҼn֩g xӶy ra Ľi֝ v i֧ các b֥  phԀn cֳ a 

cây tiԒp xúc trֽ c tiԒp v i֧ ĽӸt. Trên cây lӴc, nӸm S. rolfsii tӸn công thân, r֑, lá, ch֝ t và 

v  ֛quӶ. B n֓h ban ĽӺu có các tri֓u chֵ ng bao g֟m các vԒt b n֓h nh֛ , ng©m nҼc֧ trên 

th©n dҼi֧ hoԊc gӺn bԚ mԊt ĽӸt, tiԒp theo là vàng và héo ֫ các cành bên, thân chính và 

cu֝ i cùng là toàn b֥ cây (Hình 1.2) [78]. Các dӸu hi֓ u chӼn Ľo§n nhim֑ nӸm bao g֟m 

các quӴt s֯ i màu trԂng ĽԊc trҼng v¨ hӴch nӸm màu nâu kéo dài tַ các mô b֗ nhi֑ m 

b n֓h (Hình 1.2). NӸm lây nhi֑ m vào ch֝ t và v֛  quӶ và gây th֝ i (Hình 1.2). 

 

Hình 1.1. CӸu tr¼c ĽӴi di n֓ cֳ a 4 loӴi nӸm b֓ nh hӴi lӴc. A: bào tֹ  nӸm Fusarium spp; B: bào 

t  ֹc aֳ Leptosphaerulina crassiasca; C: xác cֳ a Pythium spp.; D: s֯ i nӸm cֳ a Rhizoctonia 

solani. [143]  

Chu kȢ b n֓h h®o rȈ gc֝ m֝ c trԂng trên lӴc ĽҼc֯ thԜ hi n֓ trong Hình 1.3 [78]. 

HӴch nӸm t֟ n tӴi trong ĽӸt và là ngu֟n lây nhi֑ m ch²nh. Trong ĽiԚu ki n֓ thuԀn l i֯, 

hӴch nӸm nӶy mӺm và s֯ i nӸm phát triԜn tӸn công phӺn dҼi֧ c aֳ g֝ c thân. Trên các 

mô b֗ b n֓h, thӶm s֯ i nӸm và hӴch nӸm ĽҼc֯ tӴo ra v¨ Ľ¹i khi cȈng tӴo ra các bào tֹ 

ĽӶm (basidiospore). Vai trò cֳa bào tֹ  ĽӶm trong chu kȢ b n֓h  ֫ Ľ֟ng ru֥ ng chҼa 

ĽҼ֯c ĽiԚu tra chi tiԒt. 

S. rolfsii có phӴm vi ký chֳ  r n֥g v֧ i hҺn 500 lo¨i thcֽ vԀt [41], bao g֟ m cӶ cây 

m t֥ lá mӺm và hai lá mӺm [94]. Cho ĽԒn nay, không có công b֝ nào trên toàn thԒ gi i֧ 

vԚ các chi ký chֳ c aֳ S. rolfsii, tuy nhi°n hҺn 270 chi kĨ ch ֳĽ« ĽҼc֯ báo cáo ֫ Hoa 

KȢ. Chúng bao g֟m các loӴi cây nông nghi֓p nhҼ khoai lang (Ipomoea batatas), bí 
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ngô (Cucurbita pepo), ngô (Zea mays), lúa mì (Triticum vulgare), lӴc (A. hypogeae) và 

m t֥ s֝  c©y hoa nhҼ thyֳ tiên (Narcissus spp.), iris (Iris spp.), lilium (Lilium spp.), 

zinnia (Zinnia spp.), và cúc (Chisy spp.) [94].  ֪Vi t֓ Nam, nhiԚu loӴi cây tr֟ ng b֗  

nhi֑ m S. rolfsii bao g֟ m lӴc, ĽԀu xanh (Vigna radiata), ĽԀu tҼҺng (Glycine max), cà 

chua (Lycopersicon esculentum), khoai tây (Solanum tuberosum), cà tím (Solanum 

melongena), t֧ (Capsicum annuum), bԂp cӶi (Brassica oleracea), dҼa chut֥ (Cucumis 

sativus) và khoai môn (Colocasia esculenta) [3], [12]. Các khuӼn lӴc cֳ a S. rolfsii có 

thԜ ĽҼ֯c phân bi֓t d  ֑dàng trên mô thֽc vԀt b  ֗nhi֑ m b֓ nh (Hình 1.3). NӸm phát triԜn 

nhanh chóng, s֯i nӸm trԂng mҼt֯ c· xu hҼn֧g tԀp h֯ p lӴi thành các dây dӴng thân r֑ 

[41]. Trong ĽiԚu ki n֓ phòng thí nghi֓m, m¹i trҼn֩g agar b֗ bao phֳ  nhanh chóng b֫i 

s֯ i nӸm (2-3 ngày), bao g֟m cӶ s֯ i nӸm trên không. Nhi֓t Ľ ֥t i֝ Ҽu cho s ֽphát triԜn 

c aֳ s֯ i nӸm và sֽ  hình thành hӴch nӸm là 27-30ºC [215]. Xu và cs (2010) cho thӸy sֽ  

khác bi֓ t nhi֓ t Ľ ֥  ֫phía Nam và phía BԂc cֳ a Hoa KȢ Ľã Ӷnh hҼn֫g ĽԒn sֽ  s֝ ng còn 

c aֳ hӴch nӸm. KԒt quӶ là S. rolfsii gây hԀu quӶ nghiêm tr֙ ng hҺn  ֫khu vֽ c phía Nam 

so v֧ i phía BԂc. HӴch nӸm (ĽҼn֩g kính 0,3-3,0 mm) bԂt ĽӺu phát triԜn sau 4-7 ngày 

tŁng trҼn֫g khi các s֯i nӸm tֱ  lӴi v i֧ nhau thành m֥t kh i֝ nh  ֛g n֙ màu trԂng [291]. 

Sau Ľ·, hӴch nӸm nhanh chóng tr֫ thành màu nâu sӾm [215]. HӴch nӸm g֟ m các s֯ i 

nӸm Ľan kԒt v i֧ nhau v¨ Ľ·ng vai tr¸ l¨ ngun֟ lây chính trong chu kȢ b n֓h. 

 

Hình 1.2. Tri u֓ chֵ ng b֓ nh hӴi trên cây lӴc do S. rolfsii gây ra. A: vàng lá và héo úa; B: s֯ i 

nӸm và hӴch nӸm trên mô nhi֑m; C: tri u֓ chֵ ng th֝ i thân; D: ch֝ t và th֝ i v .֛ [78]  

1.1.3.1. TriΜu chοng bΜnh  

Cây b֓nh h®o rȈ, xanh hoԊc hҺi v¨ng. C ֡r  ֑v¨ ĽoӴn thân ngӺm b֗  b n֓h có vԒt 

màu nâu, th֝i m cֱ, khô xác, nh֡ cây d֑  b  ֗n tֵ g c֝, trên g֝ c thân cây b֓nh m֙ c l p֧ 
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nӸm trԂng Ľ©m tia lan rn֥g ra mԊt ĽӸt, hình thành nhiԚu hӴch nӸm h³nh tr¸n nhҼ hӴt 

cӶi màu trԂng, vԚ sau có màu nâu hӴt chè [3], [12].  

 

Hình 1.3. Chu kȢ b n֓h h®o rȈ gc֝ m֝ c trԂng trên lӴc do S. rolfsii gây ra [78]. 

1.1.3.2. ņΊc ĽiΘm vi sinh vͻt gây bΜnh  

S. rolfsii không tӴo bào tֹ  và là m֥ t loài nӸm thu֥ c l p֧ nӸm bӸt toàn 

(Deuteromycete), trong b֥ nӸm trҺ "Mycelia Sterilia". S. rolfsii có ph֡  kí chֳ  r n֥g, kí 

sinh ֫  hҺn 500 loài thֽ c vԀt, kí sinh trên cӶ mô thֽ c vԀt s֝ ng hoԊc chԒt [54].  

LoӴi nӸm n¨y c· ĽԊc ĽiԜm: 

T nͩ nͫ m: TӶn nӸm màu trԂng x֝ p, Ľ©m tia ph§t triԜn thuԀn l i֯, nhanh trên bԚ mԊt 

mô b֓ nh và trên các loӴi m¹i trҼn֩g nhân tӴo PGA, PCA, CA. TӶn nӸm phát triԜn 

không làm biԒn Ľ֡i m¨u m¹i trҼn֩g nuôi cӸy.  ֪nhi֓ t Ľ ֥thӸp, tӶn nӸm phát triԜn 

chԀm, thҼa hҺn, c¸n  ֫nhi֓ t Ľ ֥thích h֯ p (25-300C) tӶn nӸm phát triԜn nhanh, dày, 

trԂng x֝ p, sau cӸy 3-5 ngày thì hӴch nӸm ĽҼc֯ hình thành nhiԚu (hӴch non - hӴch già) 

[3]. 

Sιi nͫm: S֯i nӸm Ľa b¨o kh¹ng m¨u, ph©n nh§nh nhiԚu. ֪ phӺn v§ch ngŁn cֳa 

s֯i nӸm c· mӸu l֟i ¹m lӸy 2 ngŁn cֳa s֯i nӸm. 

HӴch nӸm: C§c s֯i nӸm Ľan kԒt v֧i nhau, biԒn th§i h³nh th¨nh hӴch nӸm. HӴch 
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nӸm ban ĽӺu khi h³nh th¨nh c· m¨u trԂng, vԚ sau chuyԜn sang m¨u v¨ng, m¨u n©u Ľen 

nhҼ m¨u hӴt ch¯ khi hӴch gi¨. HӴch nӸm c· dӴng h³nh tr¸n, nh֛ nhҼ hӴt cӶi, k²ch 

thҼ֧c biԒn Ľ֥ng tuȢ theo c§c isolate nӸm ph©n lԀp tr°n c§c c©y kĨ chֳ (H³nh 1.4). CԂt 

ngang hӴch nӸm thӸy phӺn b°n ngo¨i hӴch c§c s֯i nӸm xԒp s²t nhau tӴo th¨nh v֛, b°n 

trong l¨ c§c s֯i nӸm quӸn tr¸n nhҼ hӴt x֝p xԒp lӴi v֧i nhau. HӴch nӸm c· ĽҼ֩ng k²nh 

tַ 0,5-2 mm (Hình 1.4) [215]. 

S֯ i nӸm cֳ a S. rolfsii t n֟ tӴi t t֝ nhӸt trong ĽӸt cát, trong khi hӴch nӸm t֟ n tӴi t t֝ 

nhӸt trong ĽiԚu ki n֓ Ӽm, hiԒu khí ֫  bԚ mԊt ĽӸt [215]. 

 

Hình 1.4. Nuôi cӸy S. rolfsii trên thӴch dextrose khoai tây. NӸm tӴo ra khuӼn lӴc hình tròn, 

s֯ i nӸm có màu trԂng, hӴch nӸm màu nâu [261]. 

1.1.3.3. ņΊc ĽiΘm phát sinh và phát triΘn  

B n֓h phát sinh phát triԜn mӴnh trong ĽiԚu ki n֓ nhi֓ t Ľ ֥tҼҺng Ľi֝ cao, Ӽm Ҽ֧t, 

c©y sinh trҼn֫g k®m. Tr°n ĽӸt tr n֟g Ľc֥ canh, ĽӸt cát thô, ĽӸt có nhiԚu chӸt h uֻ cҺ, 

t¨n dҼ c©y chҼa hoai mcֱ, vֱ  xuân, ֫  giai ĽoӴn ra hoa và quӶ non b֓ nh hӴi nԊng hҺn. 

B n֓h xuӸt hi n֓ trong su֝t qu§ tr³nh sinh trҼn֫g cֳ a c©y nhҼng  ֫m i֣ giai ĽoӴn sinh 

trҼ֫ng mֵ c Ľ֥ b n֓h khác nhau. NӸm Sclerotium tiԒt ra oxalic acid gây hӴi cây và gây 

Ľ֥c cho thֽ c phӼm. S֯ i nӸm Sclerotium tr cֽ tiԒp xâm nhԀp qua biԜu bì, qua vԒt 

thҼҺng mà phát triԜn th¨nh Ľ§m si֯ trԂng ֫  c  ֡r ,֑ g֝ c thân làm mô b֓nh th֝ i m cֱ, cây 

khô chԒt (Hình 1.5A). NӸm phá hӴi tia cֳ  lӴc trong ĽӸt làm tóp, th֝ i c ,ֳ hӴt m c֝, mӸt 
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sֵ c nӶy mӺm hoԊc khi gieo mӺm m֙ c yԒu, cây sԐ b  ֗b n֓h (H³nh 1.5B). Tr°n Ľn֟g 

ru n֥g, loӴi nӸm n¨y ĽԚu nh֩  nҼ֧c tҼi֧, mҼa gi· m¨ truyԚn lan [70]. 

 

Hình 1.5. Sֽ  phát triԜn s֯ i nӸm S. rolfsii trên g֝ c (A) và v֛  quӶ (B) cây lӴc [139]. 

1.1.4. CҺ chԒ kháng nӸm b n֓h cֳ a cây lӴc 

 C̭ chΔ kháng n mͫ cνa thχc vͻt 

B֓nh do nӸm gây ra ph§ hֳy ²t nhӸt 125 tri֓u tӸn/nŁm các loӴi c©y tr֟ng quan 

tr֙ng nhӸt tr°n thԒ gi֧i nhҼ l¼a m³, ng¹, ĽԀu n¨nh v¨ khoai t©y - nŁng suӸt n¨y c· thԜ 

nu¹i s֝ng 600 tri֓u ngҼ֩i. NӸm kh¹ng ch֕ g©y hӴi tr°n Ľ֟ng ru֥ng m¨ c¸n g©y t֡n 

thӸt l֧n ֫ kh©u sau thu hoӴch: trong qu§ tr³nh bӶo quӶn, vԀn chuyԜn sӶn phӼm hoԊc 

ĽԒn tay ngҼ֩i ti°u d½ng. Ngo¨i ra, m֥t s֝ loӴi nӸm c¸n tӴo ra Ľ֥c t֝, chӸt c· khӶ nŁng 

g©y b֓nh v¨ tֹ vong cho cӶ ngҼ֩i v¨ Ľ֥ng vԀt. Th¹ng thҼ֩ng n¹ng d©n sֹ dֱng thu֝c 

di֓t nӸm ĽԜ ĽiԚu tr֗ b֓nh nӸm v¨ y°u cӺu sӶn phӼm kh¹ng c· dҼ lҼ֯ng thu֝c trַ s©u, 

nhҼng kh¹ng phӶi l¼c n¨o ch¼ng cȈng hi֓u quӶ 100%. 

Gi֝ng nhҼ con ngҼ֩i, thֽc vԀt Ľ« ph§t triԜn c§c chiԒn lҼ֯c ph¸ng thֳ ĽԜ bӶo v֓ 

m³nh trҼ֧c sֽ tӸn c¹ng cֳa mӺm b֓nh. M֥t nh·m nghi°n cֵu tַ Trung t©m Nghi°n 

cֵu H֓ gen N¹ng nghi֓p (CRAG) cֳa T©y Ban Nha Ľ« ph§t hi֓n ra rԄng, vi֓c ĽiԚu 

ch֕nh hoӴt Ľ֥ng cֳa protein trong c©y theo cҺ chԒ ĽҼ֯c g֙i l¨ SUMOylation l¨ rӸt 

quan tr֙ng ĽԜ bӶo v֓ thֽc vԀt ch֝ng lӴi sֽ nhi֑m nӸm [62]. 

C©y lӴc khi b֗ nhi֑m mӺm b֓nh vi sinh vԀt, c· khӶ nŁng tӴo ra c§c h֯p chӸt c· 

ngu֟n g֝c tַ stilbene ĽҼ֯c coi l¨ phytoalexin kh§ng nӸm. C§c h֯p chӸt stilbenoid 

trong c©y lӴc c· vai tr¸ trong c§c cҺ chԒ bӶo v֓ thֽc vԀt, ch¼ng c· khӶ nŁng kh§ng c§c 

loӴi nӸm g©y b֓nh thֽc vԀt thu֥c c§c chi Colletotrichum, Botrytis, Fusarium 

và Phomopsis [250]. 

 C̭ chΔ kháng nͫ m S. rolfsii cνa cây lͧ c 

S . rolfsii có phӴm vi ký chֳ  r n֥g rãi, và vi֓ c loӴi b  ֛nó kh֛ i v½ng ĽӸt b  ֗nhi֑ m 

là m֥ t thách thֵ c [138]. Vi c֓ quӶn lý b֓ nh th֝ i thân khá phֵc tӴp, vì nӸm hình thành 
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hӴch nӸm, có thԜ t n֟ tӴi m t֥ th i֩ gian d¨i trong ĽӸt do sֽ  hi n֓ di֓ n cֳ a melanin ֫  

màng ngoài [180]. ņԜ quӶn lý sֽ  lây nhi֑ m b֓ nh th֝ i thân, vi֓ c phát triԜn các gi֝ ng 

kháng b֓nh ĽҼc֯ coi là m֥ t cách tiԒp cԀn kinh tԒ và thân thi֓n v֧ i m¹i trҼn֩g hҺn so 

v i֧ vi c֓ sֹ  d nֱg thu֝ c di֓ t nӸm. MԊc dù không có kiԜu gen nào cֳa cây lӴc ĽҼc֯ báo 

cáo là có khӶ nŁng chn֝g nhi֑ m S. rolfsii, nhҼng mt֥ s֝  kiԜu gen có khӶ nŁng kh§ng 

ngo¨i Ľn֟g ru֥ ng [88], [262]. 

Bosamia và cs (2020) Ľ« giӶi tr³nh tֽ RNA ĽԜ l¨m s§ng t֛ c§c cҺ chԒ kh§ng b֓nh 

th֝i rȈ m֝c g֝c trԂng cֳa c©y lӴc ֫ c§c kiԜu gen kh§ng (NRCG-CS85) v¨ nhӴy cӶm 

(TG37A) trong ĽiԚu ki֓n kiԜm so§t v¨ trong qu§ tr³nh nhi֑m b֓nh. Trong s֝ khoӶng 290 

tri֓u lҼ֯t Ľ֙c, gӺn 251 tri֓u lҼ֯t Ľ֙c (92,22%) chӸt lҼ֯ng cao Ľ« ĽҼ֯c thu thԀp v¨ ĽҼ֯c 

cŁn ch֕nh cho ph½ h֯p v֧i b֥ gen A. duranensis và A. ipaensis v֧i §nh xӴ trung b³nh lӺn 

lҼ֯t l¨ 78,91% và 78,61%. T֡ng c֥ng, khoӶng 48,6% c§c gen ĽҼ֯c ĽiԚu ch֕nh thҼ֩ng, 

trong khi khoӶng 21,8% v¨ 29,6% c§c gen quy Ľ֗nh Ľ֥c Ľ§o tַ b֥ gen cֳa 

A. duranensis và A. ipaensis Ľ« ĽҼ֯c x§c Ľ֗nh. M֥t s֝ bӶn sao ĽҼ֯c ch¼ th²ch, chԆng 

hӴn nhҼ kinase gi֝ng thֱ thԜ, c§c enzyme chuyԜn h·a  jasmonic acid v¨ c§c yԒu t֝ 

phiên m« (TF), bao g֟m WRKY, protein Zinc v¨ C2-H2 zinC, cho thӸy biԜu hi֓n cao 

hҺn ֫ c§c kiԜu gen kh§ng thu֝c khi b֗ nhi֑m tr½ng. Nghi°n cֵu n¨y cho thӸy khӶ nŁng 

mi֑n d֗ch do PAMP k²ch hoӴt nhҼ m֥t cҺ chԒ ĽԚ kh§ng c· thԜ xӶy ra, trong khi con 

ĽҼ֩ng t²n hi֓u jasmonic acid ĽҼ֯c x§c Ľ֗nh l¨ m֥t cҺ chԒ bӶo v֓ c· thԜ c· ֫ lӴc [54].  

Ngo¨i ra thֽc vԀt c¸n ph§t triԜn m֥t phҼҺng thֵc ĽԜ t֟n tӴi trҼ֧c sֽ tӸn c¹ng cֳa 

c§c mӺm b֓nh tiԚm Ӽn bԄng c§ch tӴo ra c§c ph©n tֹ t²n hi֓u vi sinh vԀt. Nandini và cs 

(2010) Ľ« nghi°n cֵu c§c phӶn ֵng bӶo v֓ thֽc vԀt ĽҼ֯c tӴo ra ֫ b֝n gi֝ng lӴc kh§c 

nhau (J-11, GG-20, TG-26 v¨ TPG41) bԄng c§ch sֹ dֱng c§c th¨nh phӺn cֳa nӸm S. 

rolfsii ֫ dӴng d֗ch l֙c nu¹i cӸy nӸm v¨ th¨nh tԒ b¨o s֯i nӸm. KԒt quӶ cho thӸy mֵc Ľ֥ 

ph©n tֹ t²n hi֓u li°n quan ĽԒn h¨m lҼ֯ng salicylic acid, c§c enzyme Ľ§nh dӸu nhҼ 

peroxidase, phenylalanin amoniaclyase, ɓ -1,3-glucanase v¨ lignin Ľ« ĽҼ֯c x§c 

Ľ֗nh. ņ« c· sֽ gia tŁng Ľ§ng kԜ h¨m lҼ֯ng peroxidase, phenylalanin amoniaclyase, 

salicylic acid, ɓ-1,3-glucanase v¨ lignin trong c©y ĽҼ֯c xֹ lĨ d֗ch l֙c nu¹i cӸy nӸm v¨ 

th¨nh tԒ b¨o s֯i nӸm cֳa tӸt cӶ c§c gi֝ng lӴc khi so s§nh v֧i c©y Ľ֝i chֵng. Các cây 

ĽҼ֯c xֹ lĨ d֗ch l֙c nu¹i cӸy nӸm c· hoӴt Ľ֥ng cֳa enzyme cao hҺn nhiԚu so v֧i c§c 

c©y ĽҼ֯c xֹ lĨ bԄng th¨nh tԒ b¨o s֯i nӸm. Sֽ gia tŁng hoӴt Ľ֥ng gӸp nԒp cֳa c§c 

enzyme v¨ ph©n tֹ t²n hi֓u kh§c nhau giֻa c§c gi֝ng kh§c nhau. C§c kԒt quӶ n¨y ch֕ 

ra rԄng vi֓c sֹ dֱng c§c th¨nh phӺn nӸm (d֗ch l֙c nu¹i cӸy hoԊc s֯i nӸm) Ľ« g©y ra 

t²nh kh§ng to¨n th©n ֫ b֝n gi֝ng lӴc kh§c nhau ch֝ng lӴi S. rolfsii [188]. 
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1.1.5. Tình hình nghiên cֵ u các bi֓ n pháp phòng trַ  b n֓h do S. rolfsii gây ra  ֫

cây lӴc trên thԒ gi i֧ và Vi t֓ Nam  

S. rolfsii gây ra nhiԚu b֓ nh cây tr֟ ng trên toàn thԒ gi i֧, bao g֟ m cӶ cây lӴc. ņԜ 

phòng trַ  b n֓h h®o rȈ gc֝ m֝ c trԂng do S. rolfsii gây ra rӸt khó vì nó có phӴm vi ký 

chֳ  r n֥g, t֝ c Ľ֥ tŁng trҼn֫g nhanh và sӶn xuӸt s֝  lҼ֯ng l֧ n hӴch nӸm, hӴch nӸm t֟ n 

tӴi dai dԆng trong ĽӸt [180]. NhiԚu bi֓ n pháp kiԜm soát b֓nh do nӸm này gây ra bao 

g m֟ sֹ  d nֱg các gi֝ng cây tr֟ ng kháng nӸm, hóa h֙c, sinh h֙ c và bi֓ n pháp canh tác 

Ľ« ĽҼc֯ ĽԚ xuӸt và triԜn khai, các bi֓n pháp này góp phӺn giӶm tׁ  l  ֓b n֓h tr°n Ľn֟g 

ru n֥g [31], [130], [141]. 

 BiΜn pháp canh tác 

Bi n֓ ph§p canh t§c ĽԜ kiԜm soát S. rolfsii sinh ra tַ  ĽӸt là cày sâu, sֹ d nֱg nŁng 

lҼ֯ng mԊt tr i֩ ĽԜ l¨m n·ng ĽӸt, bón phân hóa h֙c và luân canh cây tr֟ng [214]. Tuy 

nhi°n, ĽԜ kiԜm soát S. rolfsii trên lӴc vi c֓ b֡  sung các h֯p chӸt ammonium không 

ĽҼ֯c khuyԒn kh²ch v³ ĽiԚu này làm giӶm sֽ  phân giӶi N2 trong các n֝t sӺn ֫  r .֑  

Luân canh lӴc v֧ i nhֻ ng loӴi cây tr֟ ng không phӶi ký chֳ  không ch֕ cӶi thi n֓ 

tình trӴng dinh dҼn֭g cֳ a ĽӸt mà còn giӶm mԀt Ľ ֥mӺm b֓ nh. Tuy nhiên, Ľ֝i v i֧ S. 

rolfsii chiԒn lҼc֯ này không hi֓u quӶ do nó có phӴm vi ký chֳ  r n֥g. Luân canh lӴc v i֧ 

bông hoԊc v i֧ ngô làm giӶm s֝  lҼ֯ng hӴch cֳ a nӸm S. rolfsii t n֟ tӴi trong ĽӸt v i֧ t  ׁl  ֓

thӸp nhӸt [286].  

Ngo¨i ra, ֫ Vi֓t Nam l¼a nҼ֧c ĽҼ֯c khuyԒn c§o l¨ c©y tr֟ng lu©n canh v֧i c©y 

lӴc ĽԜ giӶm b֓nh h®o rȈ g֝c m֝c trԂng [16].  

 GiΧng cây kháng bΜnh 

V³ kh¹ng d֑ ĽԜ lai tӴo ra nhֻng gi֝ng c©y tr֟ng c· khӶ nŁng kh§ng b֓nh cao v֧i 

S. rolfsii. V³ vԀy, gi֝ng c©y tr֟ng c· thԜ ĽҼ֯c sֹ dֱng nhҼ m֥t th¨nh phӺn cֳa n֣ lֽc 

kiԜm so§t d֗ch b֓nh t֡ng h֯p [25]. Giֻa nhֻng nŁm 90, 2 gi֝ng c©y tr֟ng Toalson v¨ 

Southern Runner c· khӶ nŁng kh§ng m֥t phӺn v֧i S. rolfsii [57] v¨ gӺn Ľ©y m֥t s֝ 

gi֝ng lӴc kh§ng b֓nh h®o rȈ g֝c m֝c trԂng Ľ« ĽҼ֯c ĽҼa v¨o thֹ nghi֓m bao g֟m 

Georgia-03L [56], Georgia-07W [57] và Florida-07 [106]. Vi֓c sֹ dֱng c§c gi֝ng c©y 

tr֟ng n¨y vӾn c¸n hӴn chԒ do mֵc Ľ֥ kh§ng b֓nh tҼҺng Ľ֝i thӸp. 

Jogi v¨ cs (2016) Ľ« x§c Ľn֗h các gen biԜu hi֓ n khác nhau v֧i m cֵ Ľ֥ kháng 

b n֓h ng¨y c¨ng tŁng trong tҼҺng tác giֻ a b֓ nh h®o rȈ gc֝ m֝ c trԂng do S. rolfsii gây 

ra và cây lӴc.  
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Nghiên cֵ u n¨y Ľ« x§c Ľn֗h m֥ t tԀp h֯ p các gen có thԜ li°n quan ĽԒn phӶn nֵg 

c aֳ mӺm b֓ nh, dֽ a v¨o Ľ· ĽԜ l aֽ ch֙ n vi c֓ kiԜm soát b֓nh h®o rȈ gc֝ m֝ c trԂng bԄng 

cách tӴo cây chuyԜn gen [135]. 

 ThuΧc hóa hΣc 

Trong nhiԚu trҼ֩ng h֯p, thu֝c di֓t nӸm nhҼ tebuconazole, 

pentachloronitrobenzene (PCNB) v¨ flutolanil ĽҼ֯c sֹ dֱng ĽԜ ph¸ng trַ S. rolfsii. 

Cillers v¨ cs (2003) Ľ« nghi°n cֵu sֹ dֱng difenoconazole l¨ m֥t thu֝c di֓t nӸm ĽҼ֯c 

kԒt h֯p v֧i T. harzianum, m֥t lo¨i nӸm Ľ֝i kh§ng sinh h֙c cֳa S. rolfsii trên 

carbendazim v¨ flusilazole, v¨ chlorothalonil. Difenoconazole l¨m giӶm Ľ§ng kԜ t֝c Ľ֥ 

ph§t triԜn cֳa S. rolfsii [74]. Vi֓c tr֟ng lӴc tr°n nhֻng ru֥ng b֗ nhi֑m b֓nh ĽҼ֯c c¨y 

s©u sԐ l¨m giӶm Ľ§ng kԜ sֽ l©y nhi֑m S. rolfsii tr°n lӴc v¨ cȈng cӶi thi֓n chӸt lҼ֯ng cֳa 

lӴc, tuy nhi°n kh¹ng l¨m tŁng sӶn lҼ֯ng lӴc. MԊc d½ thu֝c di֓t nӸm c· thԜ bӶo v֓ c©y 

lӴc kh֛i b֗ nhi֑m S. rolfsii, tuy nhiên vi֓c sֹ dֱng thu֝c h·a h֙c kh¹ng ĽҼ֯c khuyԒn 

kh²ch v³ nhֻng t§c hӴi tiԚm Ӽn cֳa n· Ľ֝i v֧i m¹i trҼ֩ng. V³ thԒ, t²ch h֯p m֥t s֝ bi֓n 

ph§p ph¸ng trַ kh§c nhau ĽҼ֯c ĽԚ xuӸt ĽԜ cung cӸp hi֓u quӶ ph¸ng trַ S. rolfsii và các 

b֓nh kh§c tr°n c©y lӴc m֥t c§ch bԚn vֻng [74]. 

 ֪Vi t֓ Nam, kԒt quӶ nghiên cֵ u cֳ a L° NhҼ CҼҺng v¨ cs (2018) cho thӸy, nano 

bӴc hӴn chԒ nӸm S. rolfsii cӶ tr°n m¹i trҼn֩g ĽԊc PDA v¨ m¹i trҼn֩g l֛ ng PDB. Tuy 

nhi°n, trong m¹i trҼn֩g l֛ ng, nano bӴc thԜ hi n֓ khӶ nŁng kh§ng nӸm cao hҺn tr°n m¹i 

trҼn֩g ĽԊc. Trong ĽiԚu ki֓ n nh¨ lҼi֧, nano bӴc hӴn chԒ t  ׁl  ֓b n֓h, ch֕ s֝  b n֓h và tׁ  l  ֓

cây chԒt Ľi֝ v i֧ b n֓h h®o rȈ gc֝ m֝ c trԂng trên cây lӴc [1]. 

 KiΘm soát sinh hΣc 

Hi֓n nay, kiԜm so§t sinh h֙c ĽҼ֯c coi l¨ m֥t bi֓n ph§p thay thԒ hoԊc b֡ sung 

cho c§c bi֓n ph§p quӶn lĨ d֗ch b֓nh do S. rolfsii gây ra [79]. 

ִng dֱng cֳa vi sinh vԀt c· ²ch v¨o ĽӸt, hӴt gi֝ng hoԊc vԀt li֓u tr֟ng tr֙t Ľ« 

ĽҼ֯c ĽԚ xuӸt nhҼ m֥t c§ch tiԒp cԀn bԚn vֻng ĽԜ kiԜm so§t b֓nh thֽc vԀt. Các vi sinh 

vԀt ĽҼ֯c nghi°n cֵu r֥ng r«i nhӸt c· hoӴt Ľ֥ng Ľ֝i kh§ng v֧i mӺm b֓nh thֽc vԀt v¨ 

c· l֯i Ľ֝i v֧i sֽ ph§t triԜn cֳa c©y tr֟ng thu֥c chi Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium 

hoԊc chi nӸm Trichoderma [79], [159]. 

C§c t§c nh©n kiԜm so§t sinh h֙c cֳa nӸm c· thԜ trֽc tiԒp hoԊc gi§n tiԒp ti°u di֓t 

hӴch nӸm hoԊc s֯i nӸm cֳa S. rolfsii. Lectin do S. rolfsii sӶn xuӸt ĽҼ֯c ĽԚ xuӸt d½ng 

l¨m yԒu t֝ nhԀn biԒt t§c nh©n kiԜm so§t sinh h֙c nӸm [214]. Trong s֝ c§c t§c nh©n 

kiԜm so§t sinh h֙c nӸm, c§c lo¨i Trichoderma ĽҼ֯c nghi°n cֵu r֥ng r«i nhӸt. Khi 

tҼҺng t§c v֧i S. rolfsii, s֯i nӸm cֳa Trichoderma x©m nhԀp v¨o v֛ cֳa hӴch nӸm v¨ 
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l¨m Ľ¹ng cֵng m¹ tֳy. HӴch nӸm tho§i h·a tr֫ n°n t֝i, mԚm v¨ tan r« dҼ֧i §p lֽc nhԌ 

v¨ nghi°n cֵu Ľ« ch֕ ra rԄng chitinase v¨ ɓ-1,3-glucanase Ľ·ng vai tr¸ quan tr֙ng 

trong sֽ tҼҺng t§c giֻa T. harzianum và S. rolfsii [214]. B°n cӴnh Trichoderma, m֥t 

s֝ chi nӸm kh§c Ľ« ĽҼ֯c thֹ nghi֓m vԚ khӶ nŁng ph¸ng trַ b֓nh do S. rolfsii gây ra 

tr°n ĽԀu, c¨ r֝t, ֧t, gַng, l¼a m³, ĽԀu lŁng, vַng, ĽԀu tҼҺng, cֳ cӶi ĽҼ֩ng, hҼ֧ng 

dҼҺng, c¨ chua hoԊc lӴc. C§c loӴi nӸm Ľ֝i kh§ng n¨y bao g֟m Gliocladium virens, G. 

roseum, Glomus fascicatum, Penicillium pinophilum, Gigaspora margarita và S. 

rolfsii [214]. 

ņԜ kiԜm so§t sinh h֙c S. rolfsii, m֥t s֝ lo¨i v¨ chi vi khuӼn Ľ« ĽҼ֯c nghi°n cֵu. 

PhӺn l֧n trong s֝ ch¼ng thu֥c c§c lo¨i Pseudomonas và Bacillus. C§c chֳng 

Pseudomonas c· thԜ hӴn chԒ sֽ ph§t triԜn cֳa s֯i nӸm trong ֝ng nghi֓m hoԊc giӶm sֽ 

nӶy mӺm cֳa hӴch nӸm S. rolfsii [267]. MԊc d½ Pseudomonas n֡i tiԒng v֧i vi֓c sӶn 

xuӸt Ľa dӴng c§c h֯p chӸt kh§ng khuӼn, bao g֟m 2,4-diacetylphloroglucinol, 

pyrrolnitrin, pyoluteorin, rhizoxin, phenazines và lipopeptide [80], [219] hoԊc c§c h֯p 

chӸt c· hoӴt t²nh sinh h֙c kh§c trong vi֓c kiԜm so§t sinh h֙c S. rolfsii nhҼng chҼa 

ĽҼ֯c nghi°n cֵu chi tiԒt. B°n cӴnh Pseudomonas, m֥t s֝ lo¨i Bacillus Ľ« ĽҼ֯c nghi°n 

cֵu vԚ hi֓u quӶ cֳa ch¼ng ĽԜ kiԜm so§t b֓nh th֝i th©n tr°n c©y lӴc. Vi֓c xֹ lĨ hӴt lӴc 

bԄng Bacillus subtilis trҼ֧c khi gieo gi¼p bӶo v֓ hӴt lӴc ch֝ng lӴi S. rolfsii v¨ tŁng 

Ľ§ng kԜ s֝ lҼ֯ng quӶ [24]. Ngoài ra, Ľ֝i v֧i c§c chֳng Bacillus v¨ c§c chi vi khuӼn 

kh§c ĽҼ֯c nghi°n cֵu cho ĽԒn nay c· rӸt ²t hoԊc kh¹ng c· nghi°n cֵu vԚ c§c cҺ chԒ 

cҺ bӶn li°n quan ĽԒn hoӴt Ľ֥ng cֳa ch¼ng kh§ng lӴi S. rolfsii. HҺn nֻa, hӺu hԒt c§c 

nghi°n cֵu ĽҼ֯c thֽc hi֓n trong c§c ĽiԚu ki֓n ph¸ng th² nghi֓m v¨ ch֕ c· m֥t s֝ 

nghi°n cֵu ĽҼ֯c thֽc hi֓n ֫ thֽc Ľ֗a Ľ֟ng ru֥ng [78].  

Ngo¨i ra, m֥t s֝ nghi°n cֵu c¸n sֹ dֱng tinh dӺu ĽԜ ph¸ng trַ b֓nh do S. rolfsii 

g©y ra. Guerra v¨ cs (2015) Ľ« nghi°n cֵu sֹ dֱng tinh dӺu cֳa Cymbopogon martinii 

ĽԜ kiԜm so§t c©y lӴc ch֝ng lӴi b֓nh h®o rȈ g֝c m֝c trԂng do S. rolfsii g©y ra. C§c thֹ 

nghi֓m ĽҼ֯c thֽc hi֓n ֫ cӶ ĽiԚu ki֓n in vitro và in vivo. Tinh dӺu Cymbopogon 

martinii ֫ n֟ng Ľ֥ 300 ppm ֵc chԒ 55% sֽ ph§t triԜn s֯i nӸm cֳa S. rolfsii v¨ cӶ s֝ 

hӴch nӸm. N֟ng Ľ֥ C. martinii ֫ 400 ppm l¨m giӶm 55% tׁ l֓ b֓nh. C§c ch֕ ti°u sinh 

trҼ֫ng cֳa lӴc nhҼ s֝ quӶ/c©y, kh֝i lҼ֯ng quӶ v¨ nŁng suӸt tŁng lӺn lҼ֯t l¨ 57%, 54% 

v¨ 40% trong tӸt cӶ c§c c¹ng thֵc xֹ lĨ tinh dӺu C. martini. Nhֻng kԒt quӶ n¨y chֵng 

minh rԄng dӺu C. martinii ֫ n֟ng Ľ֥ thӸp c· thԜ ph¸ng trַ nӸm g©y b֓nh h®o rȈ g֝c 

m֝c trԂng [112].  
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֪ Vi֓t Nam, các nghiên cֵu vԚ bi n֓ pháp phòng trַ b n֓h do S. rolfsii  gây ra ֫  

cây lӴc cȈng Ľ« ĽҼc֯ chú tr֙ ng nghiên cֵu. ņ֣ TӸn DȈng (2006) Ľ« khӶo sát hi֓u l cֽ 

c aֳ nӸm T. viride v i֧ các isolate nӸm S. rolfsii tr°n m¹i trҼn֩g nhân tӴo cho thӸy khi 

nӸm T. viride có mԊt trҼc֧ nӸm gây b֓nh thì bӶn thân nó có khӶ nŁng chiԒm ch֣ , cӴnh 

tranh, ֵ c chԒ và tiêu di֓ t nӸm S. rolfssi. Khi x  ֹlý hӴt bԄng nӸm T. viride trҼ֧c thì hi֓ u 

quӶ phòng trַ  b n֓h h®o rȈ gc֝ m֝ c trԂng hӴi lӴc l°n ĽԒn 85,5%. Còn khi nӸm Ľ֝i 

kháng có mԊt cùng hoԊc sau nӸm gây b֓nh thì khӶ nŁng ph¸ng tr ַb n֓h thӸp hҺn [3]. 

L° NhҼ CҼҺng (2011) Ľ« nghi°n cֵu khӶ nŁng kiԜm so§t b֓nh h®o rȈ g֝c m֝c 

trԂng v¨ c§c b֓nh kh§c tr°n c©y lӴc tr֟ng ֫ Thַa Thi°n HuԒ cֳa c§c chֳng 

Pseudomonas và Bacillus cho thӸy Pseudomonas sp. chֳng SH-C52 v¨ R4D2 giӶm 

Ľ§ng kԜ b֓nh h®o rȈ g֝c m֝c trԂng hӴi lӴc ֫ mֵc Ľ֥ tҼҺng ĽҼҺng v֧i thu֝c trַ nӸm 

azole Folicur. CӶ hai chֳng vi khuӼn kh¹ng c· hi֓u quӶ ch֝ng lӴi b֓nh do Rhizoctonia 

g©y ra, b֓nh th֝i c֡ Ľen do Aspergillus niger v¨ b֓nh Ľ֝m l§ s֧m v¨ mu֥n do 

Cercospora arachidicola và Cercosporidium personatum g©y ra. Tuy nhi°n, cӶ hai 

chֳng ĽԚu cӶi thi֓n nŁng suӸt quӶ l°n ĽԒn 14% so v֧i loӴi kh¹ng ĽҼ֯c xֹ lĨ. Ngo¨i ra, 

chֳng Pseudomonas fluorescens SS101 và Bacillus sp. chֳng S18F11 v¨ S20D12 Ľ« 

l¨m gia tŁng Ľ§ng kԜ nŁng suӸt quӶ (l°n ĽԒn 30%). Tuy nhi°n, ba chֳng vi khuӼn n¨y 

kh¹ng thԜ kiԜm so§t ĽҼ֯c b֓nh th֝i th©n, th֝i r֑, th֝i Ľen c֡ r֑ v¨ b֓nh h®o xanh 

nhҼng giӶm r» r֓t b֓nh Ľ֝m l§ s֧m v¨ mu֥n [2]. 

TrӺn VŁn TĨ (2018) Ľ« nghi°n cֵu Ӷnh hҼ֫ng cֳa chԒ phӼm Trichoderma-

Pseudomonas ĽԒn sinh trҼ֫ng ph§t triԜn v¨ b֓nh h®o rȈ hӴi lӴc ֫ QuӶng B³nh. KԒt quӶ 

nghi°n cֵu cho thӸy chԒ phӼm sinh h֙c Trichoderma - Pseudomonas c· khӶ nŁng ֵc 

chԒ kh§ t֝t Ľ֝i v֧i nӸm g©y b֓nh h®o rȈ g֝c m֝c trԂng (S. rolfsii) tr°n Ľ֟ng ru֥ng, 

hi֓u lֽc ֵc chԒ ĽӴt 80% [7]. 

Nguy֑n Th֗ M֥ng ņi֓p (2018) Ľ« thֹ t²nh Ľ֝i kh§ng cֳa nӸm Ľ֝i kh§ng 

Trichoderma trong ph¸ng trַ sinh h֙c nӸm S. rolfsii. KԒt quӶ khӶo nghi֓m cho thӸy 

th֩i gian h³nh th¨nh hӴch nӸm khi c· mԊt cֳa nӸm Trichoderma k®o d¨i hҺn tַ 5-6 

ng¨y so v֧i Ľ֝i chֵng (4 ng¨y). B֝n chֳng nӸm Trichoderma c· khӶ nŁng ֵc chԒ 

giӶm s֝ lҼ֯ng hӴch nӸm h³nh th¨nh 0,00-4,51 hӴch nӸm/cm2 tӶn nӸm so v֧i Ľ֝i chֵng 

(9,11 hӴch nӸm/cm2 tӶn nӸm). Trong Ľ·, Ľ§ng ch¼ Ĩ chֳng Tri 2 c· khӶ nŁng ֵc chԒ 

ho¨n to¨n sֽ h³nh th¨nh hӴch nӸm S. rolfsii, l¨m cho hӴch nӸm kh¹ng h³nh th¨nh ĽҼ֯c 

[4]. 
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1.2. ENZYME CHITINASE  

1.2.1. Sֽ  phân b  ֝chitinase trong t  ֽnhiên 

Chitinase (EC 2.1.4.14) là enzyme thyֳ phân xúc tác cho quá trình phân hyֳ các 

liên kԒt ɓ-1,4-glycoside giֻa c§c ĽҺn v ֗N-acetyl-D-glucosamine (GlcNAc) c aֳ chitin, 

Ľ©y l¨ mt֥ loӴi polysaccharide cӸu tr¼c c· trong Ľn֥g vԀt ch©n Ľt֝, v  ֛giáp xác và thành 

tԒ bào cֳ a nӸm. Chitinase có trong nhiԚu loài sinh vԀt, tַ  nhֻ ng loài có thành phӺn cӸu 

tr¼c chitin nhҼ nӸm, c¹n tr½ng, gi§p x§c, ĽԒn nhֻ ng lo¨i kh¹ng c· chitin nhҼ vi khuӼn, 

th cֽ vԀt [90]. Chitinase là m֥t glycosyl hydrolase có MW dao Ľn֥g tַ  20 kDa ĽԒn 

khoӶng 90 kDa. Chitinase cֳa vi khuӼn có phӴm vi MW t  ַ20-60 kDa, tҼҺng t ֽnhҼ 

chitinase thֽc vԀt (25-40 kDa) và nh֛ hҺn chitinase c¹n tr½ng (40-85 kDa). Chitinase hoӴt 

Ľ֥ng trên phӴm vi nhi֓ t Ľ ֥và pH khá r֥ng, tùy thu֥c vào ngu֟n phân lԀp. ņiԚu này 

chֵ ng t֛  chitinase có thԜ sֹ  d nֱg r֥ ng rãi cho nhiԚu nֵg dֱ ng trong c§c ĽiԚu ki֓ n khác 

nhau [50]. CҺ chӸt thֳ y phân cֳa chitinase là chitin. Tuy nhiên, m֥t s֝  chitinase cȈng c· 

thԜ th yֳ phân các polymer tҼҺng t ֽ [68]. Vi sinh vԀt ĽҼc֯ xem là ngu֟n cung cӸp 

chitinase nhiԚu hҺn so vi֧ Ľn֥g vԀt và thֽ c vԀt. NӸm m֝ c là m֥ t trong nhֻ ng nhóm vi 

sinh vԀt có khӶ nŁng sinh tn֡g h֯ p chitinase mӴnh nhӸt. Các loài nӸm m֝ c thu֥ c các chi 

nhҼ Aspergillus [115], Lecanicillium [226], Trichoderma [238] Ľ« ĽҼc֯ nghiên cֵu có 

khӶ nŁng sinh tn֡g h֯ p chitinase mӴnh. Chitinase tַ nӸm m֝ c Ľ·ng vai tr¸ quan trn֙g vԚ 

mԊt dinh dҼn֭g, sinh trҼn֫g, phát triԜn v¨ ĽԊc bi֓ t là trong sֽ  phát sinh hình thái b֫i vì 

chitin là thành phӺn chính cֳa thành tԒ bào nӸm m֝ c. Chitinase còn giֻ vai trò chính 

trong hoӴt Ľn֥g ký sinh nӸm nhԄm Ľ֝i kháng lӴi các loài nӸm gây b֓nh thֽ c vԀt. Vì vԀy, 

vi c֓ nghiên cֵu chitinase nӸm m֝ c rӸt ĽҼc֯ quan t©m v¨ Ľ« c· mt֥ s֝  c¹ng tr³nh Ľ« ĽҼҺc 

công b֝  nhҼ: nghi°n cuֵ chitinase và ɓ-glucanase tַ nӸm Trichoderma sp. và khӶ nŁng 

kiԜm soát b֓nh h֙ c Ľ֝i v i֧ m t֥ s֝  nӸm gây b֓nh ֫  th cֽ vԀt; khӶo sát hoӴt tính các h֓ 

enzyme thֳy phân chiԒt tách tַ  m¹i trҼn֩g nuôi cӸy Trichoderma sp. và thֹ  nghi֓ m ֵ ng 

d nֱg chԒ biԒn phân hֻu cҺ vi sinh [2].  

Bên cӴnh Ľ·, vi khuӼn cȈng ĽҼc֯ xem l¨ Ľi֝ tҼn֯g có khӶ nŁng sinh chitinase 

kh§ phong ph¼. Chitinase ĽҼc֯ sinh ra tַ  vi khuӼn thu֥ c c§c chi nhҼ Bacillus [33], 

Clostridium [177], Streptomycetes [174]. Vi khuӼn t֡ ng h֯ p chitinase ĽԜ phân giӶi các 

ĽӴi phân tֹ  chֵ a GlcNAc, ngu֟n cung cӸp carbon và nitrogen cho tԒ bào. HoӴt Ľn֥g 

chitinase Ľ·ng mt֥ vai trò quan tr֙ng trong h֓ sinh thái cֳa nhiԚu vi khuӼn biԜn [50]. 

 ֪th cֽ vԀt, chitinase có mԊt trong thân, hӴt, hoa, và cֳ. Chitinase trong c©y ĽҼc֯ 

sinh ra khi có sֽ kích thích cֳa mӺm b֓ nh giúp cây ch֝ng lӴi sֽ  tӸn công cֳa các nӸm 
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kí sinh và vi khuӼn gây b֓nh. Chitinase c¸n li°n quan ĽԒn cӶ stress sinh h֙c và phi 

sinh h֙ c cȈng nhҼ qu§ tr³nh sinh trҼ֫ng và phát triԜn cֳ a cây [108]. M t֥ s֝  nghiên 

c uֵ cho thӸy chitinase tách chiԒt t  ַcây cӺn tây có khӶ nŁng cֵ chԒ s֯ i nӸm phát triԜn, 

các thֽ c vԀt bԀc cao cȈng có khӶ nŁng tӴo chitinase nhҼ cao su, thuc֝ l§,é[245]. 

Chitinase c¹n tr½ng li°n quan ĽԒn sֽ  phát triԜn và thoái hóa cֳa l֧ p biԜu b³ cȈ trong 

quá trình biԒn thái hay l֥ t xác [152]. 

1.2.2. Phân loӴi chitinase 

Chitinase là m֥t phֵ c h֓  g m֟ nhiԚu loӴi enzyme. T½y theo quan ĽiԜm cֳ a tַ ng 

tác giӶ, chitinase ĽҼc֯ chia làm các nhóm khác nhau. D aֽ vào v֗ trí phân cԂt, chitinase 

ĽҼ֯c chia thành 2 dӴng endochitinase (ɓ -N- acetyl glucosaminidase; EC 3.2.1.14) và 

exochitinase (ɓ -N- acetyl hexosaminidases; EC 3.2.1.52) [232]. Trong exochitinase 

g m֟ 2 dӴng là chitobiosidase (EC.3.2.1.29) và N-acetyl glucosaminidase 

(EC.3.2.1.30). Endochitinase thֳy ph©n ĽiԜm cԂt bên trong cֳa phân tֹ  chitin và 

chitodextrin tӴo ra các phân tֹ có kh֝ i lҼn֯g thӸp nhҼ chitotriose, chitotetraose v¨ 

diacetyl chitobiose. Chitobiosidase xúc  tác quá trình phân cԂt các vi s֯ i chitin  ֫ĽӺu 

không kh  ֹgiӶi phóng ra các diacetyl chitobiose (Hình 1.6) [81].  ֪nӸm Trichoderma, 

endochitinase l¨ nh·m enzyme ĽҼc֯ quan tâm và nghiên cֵu chi tiԒt hҺn cӶ v³ t²nh Ľa 

dӴng, sֽ  hi n֓ di֓ n thҼn֩g xuyên khi nuôi cӶm ֵ ng v֧ i cҺ chӸt chֵ a chitin và khӶ nŁng 

nֵg dֱ ng trong kiԜm soát sinh h֙c cֳ a n· hҺn hԆn các nhóm còn lӴi trong h֓  trong h֓  

enzyme thֳ y phân chitin [116]. 

Chitinase cȈng ĽҼ֯c ph©n loӴi dֽa tr°n tr³nh tֽ amino acid, v³ ĽiԚu n¨y gi¼p 

hiԜu r» hҺn m֝i quan h֓ tiԒn h·a cֳa c§c enzyme n¨y v֧i nhau [206]. Do Ľ·, c§c 

chitinase ĽҼ֯c ph©n th¨nh ba h :֙ 18, 19 và 20 [119]. CӶ hai h֙ 18 v¨ 19 ĽԚu bao 

g֟m endochitinase tַ nhiԚu loӴi sinh vԀt kh§c nhau, bao g֟m virus, vi khuӼn, nӸm, 

c¹n tr½ng v¨ thֽc vԀt. Tuy nhi°n, h֙ 19 chֳ yԒu bao g֟m c§c chitinase thֽc vԀt. H֙ 

20 bao g֟m N- acetylglucosaminidase v¨ m֥t loӴi enzyme tҼҺng tֽ, N - 

cetylhexosaminidase [206]. 

Khi tr³nh tֽ gen cֳa c§c chitinase Ľ« ĽҼ֯c biԒt ĽԒn, ch¼ng còn ĽҼ֯c ph©n loӴi 

th°m th¨nh s§u l֧p dֽa tr°n tr³nh tֽ cֳa ch¼ng. ņԊc ĽiԜm x§c Ľ֗nh c§c l֧p cֳa 

chitinase l¨ tr³nh tֽ ĽӺu N, v֗ tr² cֳa enzyme, pH ĽԆng Ľin֓, peptide tín hi֓ u và vùng 

cӶm ֵ ng [206].   

  

https://en.wikipedia.org/wiki/Glycoside_hydrolase_families
https://en.wikipedia.org/wiki/Glycoside_hydrolase_family_18
https://en.wikipedia.org/wiki/Glycoside_hydrolase_family_19
https://en.wikipedia.org/wiki/Glycoside_hydrolase_family_20
https://en.wikipedia.org/wiki/N-acetylhexosaminidase
https://en.wikipedia.org/wiki/N-acetylhexosaminidase
https://en.wikipedia.org/wiki/Isoelectric_Ph
https://en.wikipedia.org/wiki/Signal_peptide
https://en.wikipedia.org/wiki/Inducer
https://en.wikipedia.org/wiki/Inducer
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1.2.3. CҺ chԒ phӶn nֵg cֳ a chitinase  

Chitinase xúc tác phӶn nֵg biԒn Ľ֡i chitin theo 2 hҼn֧g: hҼn֧g thֵ  nhӸt l¨ cҺ 

chԒ chuyԜn d֗ ch v֧ i sֽ  tham gia cֳa nhóm lân cԀn; nhóm cacboxyl bԚ mԊt hoӴt Ľn֥g 

nhҼ mt֥ tác nhân có ái lֽc v֧ i Ľin֓ t²ch dҼҺng, dҼi֧ sֽ  h  ֣tr  ֯t  ַAsp hoӴt Ľn֥g ĽԜ 

loӴi b  ֛proton H+ ra kh֛ i nhóm N-acetamido trong sֽ c  ֝Ľ֗nh cֳ a ion oxazolinium. 

HҼ֧ng thֵ  hai l¨ cҺ chԒ hoӴt Ľn֥g xúc tác các phӺn còn lӴi ĽԜ h  ֣tr  ֯cho sֽ  th yֳ phân 

c§c ĽҺn ph©n. 

Theo Okay và cs (2013), chitinase B t ַvi khuӼn Serratia marcescens là m֥ t loӴi 

exochitinase, chitinase này thֳy phân chitin v֧ i sֽ  tham gia cֳa các nhóm ái lֽc trong 

trung tâm hoӴt Ľn֥g cֳ a enzyme. V֗ trí liên kԒt cֳ a chitinase thu֥c h֙  glycosyl 

hydrolase 18 v֧i cҺ chӸt có chֵ a 3 amino acid là Asp-140, Asp-142 và Glu-144. Sֽ  

luân chuyԜn Asp-142 tr°n cҺ chӸt có vai trò giúp ֡n Ľ֗nh Ľin֓ t²ch dҼҺng caֳ các ion 

trung gian oxazolinium và là chӸt cho proton, dӾn t֧ i làm giӶm giá tr֗ pKa cֳ a Glu-

144. Glu-144 Ľ·ng vai tr¸ l¨ chӸt nhԀn proton, tham gia hình thành liên kԒt v i֧ cҺ chӸt 

và giӶi phóng phân tֹ nҼ֧c. Khi ֫  trӴng thái ngh֕ Asp-142 nԄm quá xa so v֧i Glu-144 

[194].  

 

Hình 1.6. CӸu trúc chitin và các kiԜu phân cԂt cֳ a các loӴi chitinase [137]. 

Khi có sֽ  liên kԒt c aֳ trung tâm hoӴt Ľn֥g v֧ i cҺ chӸt N-acetyl glucosamine gây 

ra sֽ  biԒn dӴng cֳ a vòng pyranose làm luân chuyԜn Asp-142 vԚ phía Glu-144, liên kԒt 

hydro hình giֻ a các nhóm amin cֳa Asp-142 và Glu-144 ĽҼc֯ hình thành. Sֽ th yֳ 

phân các ion trung gian oxazolinium ĽԜ giӶi ph·ng c§c proton ĽԒn Glu-144 và luân 

chuyԜn proton cֳa Asp-142 nҺi chia sԎ v i֧ Asp-140. Sau khi sֽ liên kԒt gi aֻ cҺ chӸt 

và trung tâm hoӴt Ľn֥g di֑ n ra, phân tֹ nҼ֧c ĽҼc֯ giӶi phóng có vai trò thֳy phân các 

liên kԒt glycoside b i֫ amino acid Tyr-214. CҺ chԒ th yֳ ph©n theo hҼn֧g 2 ĽҼc֯ giӶi 

thích b֫ i chitinase A tַ  vi khuӼn Bacillus circulans. Sֽ  liên kԒt cֳ a chitinase A trên bԚ 



19 

mԊt phân tֹ  chitin th¹ng qua tҼҺng t§c caֳ nhóm ái lֽ c g֟ m 3 amino acid là Trp-69, 

Trp-33, Trp-245 và 1 phân tֹ  N-acetyl glucosamine trên bԚ mԊt chu֣ i ĽҺn caֳ chitin 

tӴi miԚn N-terminal. Chu֣i chitin tҼҺng t§c vi֧ nhóm ái lֽ c cֳ a 3 amino acid ĽҼc֯ 

ĽҼa v¨o b°n trong caֳ khe xúc tác tַ c§c ĽiԜm cu֝ i c aֳ chu֣ i thông qua sֽ tҼҺng t§c 

v i֧ Phe-232. Sֽ  tҼҺng t§c v i֧ c§c ĽiԜm ái lֽ c càng nhiԚu dӾn ĽԒn sֽ  liên kԒt càng chԊt 

c aֳ chu֣ i chitin v i֧ miԚn xúc tác thֳy phân cֳa enzyme. KԒt quӶ, các sӶn phӼm ĽҼc֯ 

giӶi phóng trong quá trình thֳy phân các chu֣i ĽҺn trong tinh thԜ chitin là các n֝i Ľ¹i 

c aֳ N-acetyl glucosamine [206].  

1.2.4. Tình hình nghiên cֵ u chitinase tַ  Trichoderma 

1.2.4.1. Tr°n thΔ giαi 

Chi Trichoderma (Hyphomycetes) phân b֝ r n֥g rãi trong tֽ  nhi°n, ĽԊc bi֓ t là 

trong ĽӸt [117] và endophyte [43]. Ch¼ng Ľ« ĽҼc֯ sֹ  d nֱg trong sӶn xuӸt enzyme và 

kiԜm soát sinh h֙c Ľ֝i v i֧ b n֓h thֽ c vԀt [263]. Các loài Trichoderma bài tiԒt các 

enzyme nhҼ chitinase, ɓ-glucanase và protease; c§c enzyme n¨y ĽҼc֯ tӴo ra trong quá 

tr³nh tҼҺng t§c giaֻ Trichoderma và thành tԒ bào cֳ a nӸm ký sinh [44], [285]. Các 

nghiên cֵ u vԚ ĽԊc tính và hoӴt tính cֳ a chitinase ngoӴi bào t  ֹcác loài Trichoderma Ľ« 

ĽҼ֯c bԂt ĽӺu tַ  lâu. 

Ulhoa và Peberdy (1991) Ľ« ph©n lԀp và sàng l֙c 14 dòng cֳa chi T. harzianum 

ĽԜ x§c Ľn֗h khӶ nŁng thu nhԀn chitinase hi֓u quӶ nhӸt. Chֳ ng t֝ t nhӸt cho chitinase 

là T. harzianum 39.1 và chֳ ng n¨y ĽҼc֯ ch֙ n ĽԜ nghiên cֵu cҺ chԒ t n֡g h֯ p 

enzyme. S֯ i nӸm cֳ a T. harzianum 39.1 ĽҼc֯ rֹ a sӴch và ֳ  v i֧ m t֥ loӴt các ngu֟n 

carbon. Sֽ  t n֡g h֯ p chitinase ĽҼc֯ g©y ra tr°n m¹i trҼn֩g chֵ a chitin, nhҼng b ֗kìm 

hãm b֫ i glucose và N-acetylglucosamin. HoӴt Ľ ֥enzyme chitinase t֝i Ҽu  ֫n n֟g Ľ ֥

chitin 0-5%, ֫  28°C, pH 6 và không phֱ thu֥ c vào tu֡ i c aֳ s֯ i nӸm. Quá trình t֡ng 

h p֯ chitinase b֗ cֵ chԒ b i֫ cӶ 8-hydroxyquinoline và cycloheximide, nhֻng chӸt cֵ 

chԒ t n֡g h֯ p RNA và protein [273]. 

Baek v¨ cs (1999) Ľ« nghi°n cuֵ vai trò cֳ a chitinase ngoӴi bào tַ  T. virens 

Gv29-8 trong vi֓ c giӶm hoӴt tính gây b֓nh cֳ a R. solani [42]. El-Katatny và cs (2001) 

Ľ« ph©n lԀp 24 chֳ ng nӸm Trichoderma, trong Ľ· T. harzianum Rifai (T24) có tiԚm 

nŁng kiԜm soát b֓nh do nӸm S. rolfsii gây ra. Khi chֳ ng T24 ĽҼc֯ nuôi cӸy trên các 

ngu֟ n carbon khác nhau, sֽ cֵ chԒ sinh trҼn֫g cֳ a S. rolfsii b i֫ d c֗h l֙ c nuôi cӸy T24 

tҼҺng quan vi֧ hoӴt Ľn֥g cֳ a chitinase ngoӴi b¨o v¨ ɓ-1,3-glucanase. Chitinase 43 

kDa v¨ 74 kDa ɓ-1,3-glucanase ĽҼc֯ tinh chԒ t  ַd c֗h l֙ c nuôi cӸy T24, sֹ  d nֱg kԒt 

t aֳ ammonium sulphate, sau Ľ· sԂc kĨ tҼҺng t§c k ֿnҼ֧c (phenyl-Sepharose) và l֙c 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7033689/#CIT0042
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gel (ɓ-1,3-glucanase). Chitinase cho thӸy hoӴt tính trên chitin cao hҺn so vi֧ c§c cҺ 

chӸt tҼҺng t ֽít b  ֗acetyl h·a hҺn (chitosan), trong khi ɓ-1,3-glucanase ĽԊc trҼng cho 

các liên kԒt ɓ-1,3 trong polysaccharide. CӶ hai enzyme ĽԚu n֡ Ľ֗nh ֫  30°C, trong khi 

 ֫60ÁC th³ chitinase v¨ ɓ-1,3-glucanase b֗ bӸt hoӴt nhanh chóng, cho thӸy th i֩ gian 

phân giӶi tҼҺng nֵg là 15 và 20 phút. Chitinase cֵ chԒ sֽ  phát triԜn cֳ a S. rolfsii  ֫giá 

tr  ֗ED50  (effective dose - liԚu hi֓ u quӶ 50%) v֧ i liԚu lҼn֯g 2,7 µg/mL [93]. 

Sandhya v¨ cs (2004) Ľ« nghi°n cuֵ sӶn xuӸt chitinase ngoӴi bào t  ַ nӸm T. 

harzianum TUBF 966 sֹ  d nֱg quá trình lên men chìm. Chitin dӴng keo (1,5% w/v) 

ĽҼ֯c sֹ  d nֱg làm ngu֟n carbon duy nhӸt. Chitinase ngoӴi b¨o ĽӴt hoӴt Ľ ֥c cֽ ĽӴi 

khoӶng 14,7 U/mL sau 96 gi֩ lên men ֫  30°C. Trong khi sֹ d nֱg chitin dӴng keo 

1,5% (w/v) làm ngu֟ n carbon và peptone (0,42% w/v) làm ngu֟ n nitrogen (pH 5,5) 

cӺn khoӶng 72 gi֩  ĽԜ thu ĽҼc֯ chitinase ngoӴi bào c cֽ ĽӴi. KԒt quӶ cho thӸy vi c֓ b֡  

sung các ngu֟n carbon (0,75% w/v) kh¹ng tŁng tn֡g h֯ p chitinase ngoӴi bào trong khi 

vi c֓ b֡  sung các ngu֟n nitҺ (0,42% w/v) nhҼ peptone v¨ tryptone trong m¹i trҼn֩g 

lên men cho thӸy sֽ  gia tŁng Ľ§ng kԜ chitinase ngoӴi bào [231]. 

NŁm 2009, Alias v¨ cs Ľ« nghi°n cuֵ ĽԊc tính cֳ a endochitinase tách tַ T. virens 

UKM-1 và biԜu hi֓ n thành công trong E. coli. KԒt quӶ nghiên cֵ u cho thӸy, 

endochitinase hoӴt Ľn֥g trong khoӶng pH 3-7 v֧ i pH t֝ i Ҽu l¨ 6; Ľ֥ bԚn nhi֓ t r n֥g 30-

60̄ C v֧i nhi֓t Ľ֥ t֝i Ҽu l¨ 50C̄ v¨ sֽ c· mԊt cֳa c§c ion Mg2+ hoԊc Ca2+ Ľ« tŁng 20% 

hoӴt tính cֳa enzyme [32]. Tuy nhiên, các nghiên cֵu vԚ T. asperellum ch֕  m i֧ bԂt 

ĽӺu gӺn Ľ©y v¨ ch ֕tԀp trung vào các gen mã hóa chitinase, ĽԊc ĽiԜm và hoӴt Ľn֥g cֳ a 

nó thԜ hi n֓ qua các nghiên cֵu sau Ľ©y: 

Loc và cs (2011) cho thӸy gen Chi42 mã hóa chitinase 42 kDa tַ T. asperellum 

có hoӴt tính mӴnh [158], gen n¨y sau Ľ· Ľ« ĽҼc֯ Loc và cs (2013) tӴo dòng và biԜu 

hi n֓ trong nӸm men S. cerevisiae [157]. 

Kumar v¨ cs (2012) Ľ« ti֝ Ҽu h·a c§c ĽiԚu ki n֓ sinh trҼ֫ng ĽԜ sӶn xuӸt chitinase 

bԄng T. asperellum UTP-16 trong quá trình lên men ֫ trӴng thái rԂn bԄng cách sֹ d nֱg 

bԚ mԊt phӶn nֵg dֽ a trên thiԒt kԒ h n֣ h֯ p trung tâm. Vi֓c sӶn xuӸt chitinase ngoӴi 

b¨o ĽҼc֯ t֝ i Ҽu h·a, s ֹd nֱg phҼҺng ph§p tiԒp cԀn m֥ t yԒu t֝  tӴi m t֥ th֩ i ĽiԜm, v֧ i 6 

biԒn Ľ֥c lԀp (nhi֓ t Ľ,֥ pH, NaCl, th֩ i gian ,ֳ ngu֟ n nitrogen v¨ carbon) v¨ Ľ« thu 

ĽҼ֯c 3,31 U/g cҺ chӸt khô. Ngoài ra, chitinase ngoӴi bào cho hi֓u quӶ kháng nӸm 

Fusarium spp. và ֵ c chԒ sֽ  phát triԜn cֳ a s֯ i nӸm l°n ĽԒn 3,5-6,5 mm trong thֹ 

nghi֓ m khuԒch tán trên thӴch [147]. 

Nadarajah v¨ cs (2014) cȈng Ľ« ph©n lԀp v¨ x§c Ľn֗h ĽԊc ĽiԜm gen endochitinase 

t  ַdòng Trichoderma sp. ĽҼc֯ phân lԀp tַ  các mӾu ĽӸt cֳ a Malaysia. KԒt quӶ nghiên cֵ u 
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cho thӸy, trong 6 dòng Trichoderma c· t²nh Ľi֝ kh§ng cao ĽҼc֯ sàng l֙c vԚ hoӴt tính 

chitinase th¹ng qua phҼҺng ph§p Ľǫa k®p v¨ c§c nghi°n cuֵ trong nhà kính. BԄng cách 

quan sát sֽ phân hֳy cֳ a cҺ chӸt chitin, Trichorderma T2 ĽҼc֯ ch֙ n ĽԜ phân lԀp gen 

endochitinase do hoӴt tính phân giӶi chitin cao. DNA b  ֥gen cֳ a Trichoderma T2 ĽҼc֯ 

tách chiԒt, khuԒch ĽӴi và giӶi trình tֽ . Trình tֽ  protein ChitT2 có 352 amino acid v¨ tҼҺng 

Ľ֟ng 99% v֧ i endochitinase Chit36Y c aֳ T. harzianum. Phân tích parsimony cho thӸy 

protein ChitT2 ĽҼc֯ xԒp vào nhóm V v֧i các loӴi nӸm khác và phân tích in silico c aֳ 

ChitT2 cho thӸy sֽ  tham gia cֳa gen/protein này vào quá trình d֗ hóa chitin [187]. 

NŁm 2015, Asad v¨ cs Ľ« khӶo sát hoӴt tính c aֳ enzyme ly giӶi tԒ bào  ֫

3 chֳ ng Trichoderma ĽҼ֯c phân lԀp tַ  ĽӸt nông nghi֓p cֳ a Pakistan là T. asperellum, 

T. harzianum và Trichoderma sp. Các chֳ ng Trichoderma bӶn Ľ֗a và m֥ t chֳ ng R. 

solani Ľ֥c l cֽ ĽҼc֯ phân lԀp tַ  c§c c©y ĽԀu b֗  nhi֑ m b֓ nh cȈng ĽҼc֯ ĽҼa v¨o nghi°n 

c uֵ. HoӴt tính c aֳ enzyme ĽҼc֯ x§c Ľn֗h bԄng cách Ľo lҼn֯g ĽҼ֩ng kh  ֹ bԄng 

phҼҺng ph§p DNS s ֹd nֱg các cҺ chӸt thích h֯ p. Các chӸt Ľi֝ kh§ng ĽҼc֯ nuôi cӸy 

trong m¹i trҼn֩g mu֝ i t i֝ thiԜu v֧ i các thay Ľ֡i sau: m¹i trҼn֩g A (1 g glucose), môi 

trҼ֩ng B (0,5 g glucose + 0,5 g R. solani Ľ« kh  ֹhoӴt tính s֯ i nӸm), m¹i trҼn֩g C (1 g 

s֯ i nӸm Ľ֝i kh§ng tҼҺng nֵg Ľ« kh ֹhoӴt t²nh) v¨ m¹i trҼn֩g D (1 g s֯ i nӸm R. solani 

Ľ« kh  ֹhoӴt tính). T. asperellum cho thӸy sֽ  hi n֓ di֓ n cֳ a chitinase, ɓ-1,3-glucanase 

v¨ xylanase cao hҺn trong dc֗h chiԒt protein ngoӴi bào tַ  m¹i trҼn֩g D so v֧ i môi 

trҼ֩ng A. Trong khi Ľ·, hoӴt tính c aֳ glucosidase và endoglucanse c aֳ T. harzianum 

cao hҺn  ֫d c֗h chiԒt môi trҼ֩ng D và hoӴt tính c aֳ ɓ-glucosidase thӸp hҺn so vi֧ các 

enzyme khác. T. asperellum thԜ hi n֓ sֽ  cֵ chԒ t i֝ Ľa (97,7%). MԊt 

khác, Trichoderma sp. không cho thӸy bӸt kȢ Ӷnh hҼn֫g n¨o ĽԒn sֽ  phát triԜn s֯ i nӸm 

c aֳ R. solani trên chiԒt xuӸt thô [37]. 

Wu v¨ cs (2017) Ľ« nghi°n cuֵ trên các s֯i nӸm cֳ a T. asperellum GDFS1009 

và cho rԄng T. asperellum GDFS1009 có t֝c Ľ֥ sinh trҼn֫g cao, khӶ nŁng tӴo bào tֹ  

cao và ֵ c chԒ mӴnh Ľi֝ v i֧ các mӺm b֓ nh g©y h®o rȈ dҼa chut֥ và th֝ i thân 

ngô. T. asperellum GDFS1009 tiԒt ra chitinase, glucanase và protease có thԜ làm phân 

h yֳ thành tԒ bào cֳ a nӸm và góp phӺn gây ra b֓nh vi°m cҺ. C§c xylanase ĽҼc֯ tiԒt ra 

tӴo ra sֵ c ĽԚ kháng cֳ a cây tr֟ng v¨ tŁng cҼn֩g khӶ nŁng min֑ d֗ ch cֳ a cây ch֝ng lӴi 

các mӺm b֓ nh. Ngoài ra, kԒt quӶ nghiên cֵu Ľ« t³m thӸy 6 peptide kháng khuӼn thông 

qua sԂc ký l֛ ng siêu hi֓u suӸt kh i֝ ph֡  (UPLC-QTOF-MS/MS) [289]. 

Pandian và cs (2018) cho thӸy 3 gen: Chit42, Chit2 và ChitB ĽҼ֯c t֡ ng h֯ p tַ  

chֳ ng T. asperellum Ta13. HoӴt tính chitinase c cֽ ĽӴi (n n֟g Ľ ֥NAGA 93,5 mg/mL) 
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cho thӸy T. asperellum Ta13 là m֥ t chֳ ng sӶn xuӸt chitinase hi֓u quӶ, có tác dֱng 

ch֝ ng lӴi các mӺm b֓ nh quan tr֙ng trong nông nghi֓p [202]. 

GӺn Ľ©y nhӸt, Deng v¨ cs (2019) Ľ« biԜu hi֓ n thành công gen Chit46 t  ַ T. 

harzianum trên nӸm P. pastoris v i֧ lҼn֯g chitinase tái t֡  h p֯ cao là 31,4 U/mL, cao 

hҺn nhiԚu so v֧ i các thông b§o trҼc֧ Ľ·. Chitinase t§i t ֡h p֯ (rChit46) thֳ y phân hi֓u 

quӶ chitin dӴng keo v֧ i t  ׁl  ֓chuyԜn hóa cao 80,5% trong 3 gi֩ và các sӶn phӼm thֳ y 

phân chitin chֳ yԒu là (GlcNAc)2 (94,8%). Ngo¨i ra, rChit46 cȈng cֵ chԒ Ľ§ng kԜ sֽ  

phát triԜn cֳ a nӸm Botrytis cinerea [86]. 

Abu-Tahon v¨ cs (2020) Ľ« ti֝ Ҽu h·a hoӴt tính c aֳ chitinase tַ T. viride AUMC 

13021 ĽҼc֯ phân lԀp tַ  ĽӸt r nַg ngԀp mԊn cֳ a khu bӶo t֟ n Ras Mohammed, Ai CԀp 

bԄng quá trình lên men chìm. SӶn lҼn֯g enzyme t֝i Ľa (38,33 U/mg protein) thu ĽҼc֯ 

trong m¹i trҼn֩g có chitin dӴng keo 1,4%, maltose 1% và d֗ch chiԒt nӸm men 1% sau 

96 gi֩   ֳ  ֫35°C, pH 6,5 v֧i t c֝ Ľ֥ lԂc 125 vòng/phút,. Enzyme Ľ« ĽҼc֯ tinh chԒ v i֧ 

hi u֓ suӸt 73,1% và hoӴt Ľ ֥210,16 U/mg protein. Kh i֝ lҼn֯g phân tֹ  c aֳ chitinase 

tinh sӴch là 62 kDa. Chitinase hoӴt Ľn֥g t֝ i Ҽu  ֫pH 6,5 và 40°C. HҺn naֻ, chitinase 

tinh sӴch cho thӸy hoӴt tính kháng nӸm Ľ§ng kԜ Ľ֝i v i֧ F. oxysporum, m t֥ tác nhân 

gây b֓nh h®o rȈ  ֫cà chua [27]. 

Các nghiên cֵu vԚ ĽԊc tính và hoӴt tính cֳ a chitinase ngoӴi bào tַ  các loài 

Trichoderma Ľ« ĽҼc֯ bԂt ĽӺu tַ  l©u nhҼ T. harzianum [92], [231], T. virens [42]. Tuy 

nhiên, các nghiên cֵu vԚ T. asperellum ch֕  m i֧ bԂt ĽӺu gӺn Ľ©y v¨ ch ֕tԀp trung vào 

c§c gen m« h·a chitinase, ĽԊc ĽiԜm và hoӴt Ľn֥g cֳ a nó [37], [157], [158], [182], 

[202],  [289]. 

DҼ֩ng nhҼ Trichoderma là chi nӸm ĽԒn nay ĽҼc֯ phát hi֓n có hoӴt tính 

chitinase khá cao, ֵng dֱ ng nhiԚu trong c§c lǫnh vcֽ, ĽԊc bi֓ t trong bӶo v֓  th cֽ vԀt. 

ņ֝ i v i֧ chi nӸm Aspergillus, cȈng c· mt֥ s֝  công trình nghiên cֵu vԚ khӶ nŁng sinh 

chitinase cֳa ch¼ng tr°n m¹i trҼn֩g bán rԂn. Nh nֻg chֳ ng thu֥ c chi nӸm n¨y ĽҼc֯ 

nghiên cֵ u thu nhԀn chitinase là A. fumigatus [290]. Shubakow và Kucheryavykh 

(2004) Ľ« nghi°n cuֵ nuôi cӸy nhiԚu chֳ ng nӸm kh§c nhau, trong Ľ· c· c§c chnֳg 

thu֥ c chi Aspergillus và Trichodermaé[245]. Tuy nhiên, nhֻng nghiên cֵu vԚ 

chitinase tַ  nӸm m֝ c phӺn l n֧ thֽ c hi֓ n tr°n m¹i trҼn֩g nuôi cӸy d c֗h thԜ. 

1.2.4.2. δ ViΜt Nam 

Nhìn chung, nhֻng nghiên cֵu vԚ chitinase trong nҼc֧ còn rӸt hӴn chԒ cho dù 

tiԚm nŁng nֵg dֱ ng r֥ ng rãi cֳ a enzyme này là không thԜ phֳ  nhԀn. 

Chitinase ĽҼc֯ quan tâm nghiên cֵu do nhֻ ng ֵ ng dֱ ng cֳ a nó trong vi֓c xֹ  lý 
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m¹i trҼn֩g và khӶ nŁng cֵ chԒ ch֝ ng lӴi nӸm b֓ nh hӴi cây tr֟ ng. M t֥ s֝  c¹ng tr³nh Ľ« 

ĽҼ֯c công b֝  nhҼ: nghi°n cuֵ chitinase và ɓ-glucanase tַ nӸm Trichoderma spp. và 

khӶ nŁng kiԜm soát sinh h֙c Ľ֝i v i֧ m t֥ s֝  nӸm gây b֓nh ֫  th cֽ vԀt [11]. Nghiên cֵ u 

ĽԊc tính cֳ a chitinase thu nhԀn tַ  nӸm Coprinus fimentarius [7], khӶo sát m֥ t s֝  yԒu 

t  ֝t§c Ľn֥g ĽԒn quá trình sinh t֡ng h֯ p chitinase tַ Trichoderma sp. [20], nghiên cֵu 

thu nhԀn chitosanase tַ Streptomyces griceus [21]. 

Nguy֑ n VŁn Nam v¨ cs (2010) Ľ« nghi°n cuֵ chֵ c nŁng caֳ nӸm T. harzianum 

T1 phân lԀp tַ  ĽӸt r nַg tֽ  nhiên ֫  ņŁk LŁk trong qu§ tr³nh Ľi֝ kháng v֧ i nӸm b֓ nh 

Fusarium solani. Enzyme tách tַ nӸm này có kh i֝ lҼ֯ng phân tֹ  51 kDa, có khӶ nŁng 

phân hֳ y thành c aֳ bào tֹ  nӸm và thֳ y phân s֯ i nӸm ĽԜ tӴo ra các sӶn phӼm chitin 

oligomer [13]. C½ng nŁm Ľ·, Nguyn֑ PhҼҺng Nhu ֓v¨ cs Ľ« nghi°n cuֵ m֥ t s֝  yԒu t֝  

Ӷnh hҼn֫g ĽԒn khӶ nŁng sinh tn֡g h֯ p chitinase tái t֡ h p֯ cֳ a chֳ ng vi khuӼn 

Bacillus circulans HT11 v¨ Ľ« x§c Ľn֗h trình tֽ  gen cֳ a chֳ ng này [15]. PhӴm Th֗  

Ng c֙ Lan và cs (2010) Ľ« tuyԜn ch֙ n tַ  150 chֳ ng vi sinh vԀt phân giӶi chitin (phân 

lԀp tַ  ĽӸt) 2 chֳ ng có hoӴt tính chitinase mӴnh là C25 và C41 và khӶo s§t ĽiԚu ki n֓ 

sinh trҼn֫g, phát triԜn và sinh t֡ng h֯ p chitinase cֳa các chֳ ng vi khuӼn này [10]. 

Nguy֑ n Hoàng L֥c v¨ cs (2011) cȈng Ľ« nghi°n cuֵ chֳ ng T. asperellum 

(SH16) phân lԀp tַ  các mӾu ĽӸt  ֫QuӶng Tr֗  và Thַ a Thiên HuԒ có hoӴt tính chitinase 

mӴnh tr°n m¹i trҼn֩g agar chitin. KԒt quӶ, chֳ ng nӸm m֝ c này có hoӴt tính chitinase 

mӴnh nhӸt trong ĽiԚu ki n֓ nuôi cӸy: th i֩ gian 96 gi֩ , nhi֓ t Ľ ֥40̄ C, pH môi trҼ֩ng 7. 

Enzyme t§ch tַ chֳng nӸm m֝c n¨y c· kh֝i lҼ֯ng ph©n tֹ khoӶng 42 kDa, hoӴt tính 

cao nhӸt ֫ pH 7 v¨ nhi֓t Ľ֥ 40C̄. Ngoài ra, enzyme này bԚn trong khoӶng pH 3-9 và 

c· khӶ nŁng duy tr³ hoӴt t²nh trong khoӶng 10-60̄ C [158]. 

1.3. CӵI THI N֒ KHӵ NŀNG KHĆNG NӷM C Aֲ CÂY LӳC BԃNG K  ׂ

THUӿT CHUYԛN GEN 

Hai nh·m phҼҺng ph§p ĽҼc֯ nֵg dֱ ng trong nghiên cֵu chuyԜn gen ֫  th cֽ vԀt 

là chuyԜn gen trֽ c tiԒp và chuyԜn gen gián tiԒp. Trong Ľ·, phҼҺng ph§p chuyԜn gen 

gián tiԒp thông qua A. tumefaciens Ľ« ĽҼc֯ nֵg dֱ ng ph֡  biԒn v¨ th¨nh c¹ng Ľi֝ v i֧ 

cây lӴc [182], [234].  

1.3.1. H  ֓th n֝g vector trong biԒn nӴp gen thông qua A. tumefaciens 

Vi khuӼn A. tumefaciens thҼ֩ng ĽҼ֯c sֹ  d nֱg ĽԜ chuyԜn DNA ngoӴi lai vào tԒ 

bào thֽ c vԀt. T  ַtrình tֽ  Ti-plasmid cֳ a A. tumefaciens, nhiԚu vector biԒn nӴp ĽҼc֯ 

phát triԜn bԄng cách loӴi b  ֛các trình t  ֽDNA không quan tr֙ng và lԂp ráp thêm các 

gen cӺn thiԒté Hai h֓  th n֝g vector chuyԜn gen hi֓u quӶ, ĽҼc֯ sֹ  d nֱg ph֡  biԒn là h֓  
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vector nh֗ phân (binary vector) và h֓ vector liên h֯ p (co-intergrative vector) [185]. 

- HΜ vector nhΠ ph©n: H֓ th֝ng vector nh֗ ph©n c· v½ng T-DNA và vùng vir nԄm 

tr°n hai plasmid kh§c nhau nhҼng trong c½ng m֥t tԒ b¨o A. tumefaciens [271]. 

- HΜ vector li°n hιp: h֓ liên h֯ p ĽҼc֯ xây dֽ ng tr°n cҺ s ֫sֽ  tái t֡  h p֯ giֻ a 

v½ng tҼҺng Ľn֟g nԄm trên plasmid vi khuӼn (nhҼ vector caֳ E. coli) v i֧ vùng T-DNA 

trên Ti-plasmid cֳ a A. tumefaciens. Trong Ľ·, v½ng vir ĽҼ֯c giֻ  lӴi, vùng mã hóa 

chֵ c nŁng g©y khi֝ u b֗  loӴi b  ֛và thay thԒ bԄng nhֻ ng ĽoӴn DNA m i֧ trong Ti-

plasmid [161].  

1.3.2. Các promoter s  ֹd nֱg trong chuyԜn gen thֽ c vԀt 

NӸm gây b֓nh cây tr֟ ng là m֥ t trong nhֻ ng nguyên nhân làm giӶm nŁng suӸt 

trên nhiԚu Ľ֝i tҼn֯g cây tr֟ ng quan tr֙ng nhҼ l¼a, ng¹, lӴc, ĽԀu tҼҺngé V¨ ĽԜ Ľ֝i 

phó v֧ i vӸn ĽԚ này, công ngh֓ chuyԜn gen thֽ c vԀt ĽҼc֯ sֹ  d nֱg v¨ ĽҼc֯ coi là m֥ t 

công cֱ  hi u֓ quӶ ĽԜ chuyԜn các gen ngoӴi lai nhԄm cӶi thi n֓ ngu֟ n gen cây tr֟ng. 

Trong phҼҺng ph§p n¨y, vic֓ l aֽ ch֙ n sֹ  d nֱg c§c promoter kh§c nhau ĽԜ kiԜm soát 

m cֵ Ľ֥ biԜu hi֓ n cֳ a gen ngoӴi lai là rӸt quan tr֙ ng [240]. C· nhiԚu loӴi promoter 

kh§c nhau ĽҼ֯c sֹ dֱng ĽԜ kiԜm so§t mֵc Ľ֥ biԜu hi֓n cֳa gen ngoӴi lai nhҼ: 

promoter thҼ֩ng trֽc, promoter ĽԊc hi֓u m¹/tԒ b¨o, promoter cӶm ֵng, promoter nh©n 

tӴo. Trong luԀn §n n¨y, hai loӴi promoter ĽҼ֯c sֹ dֱng l¨ promoter thҼ֩ng trֽc v¨ 

promoter ĽԊc hi֓u r֑. 

1.3.2.1. Promoter th̯γng trχc 

C§c promoter ĽiԚu khiԜn sֽ biԜu hi֓n cֳa gen kh¹ng ch֗u Ӷnh hҼ֫ng cֳa c§c yԒu 

t֝ m¹i trҼ֩ng hay yԒu t֝ ph§t triԜn ĽҼ֯c g֙i l¨ promoter thҼ֩ng trֽc (constitutive 

promoter). Promoter thҼ֩ng trֽc thҼ֩ng ĽҼ֯c sֹ dֱng ĽԜ biԜu hi֓n protein t§i t֡ h֯p 

֫ tӸt cӶ c§c m¹ cֳa thֽc vԀt. Trong s֝ c§c promoter thҼ֩ng trֽc, promoter CaMV 35S 

(viԒt tԂt 35S) ĽҼ֯c sֹ dֱng r֥ng r«i ĽԜ biԜu hi֓n c§c protein t§i t֡ h֯p ֫ mֵc Ľ֥ cao 

[114]. Promoter 35S tӴo sֽ biԜu hi֓n tӴm th֩i (transient) v¨ ֡n Ľ֗nh (stable) cֳa gen 

chuyԜn trong c©y. Gen chuyԜn ĽҼ֯c biԜu hi֓n ֫ tӸt cӶ c§c m¹, kh¹ng phֱ thu֥c v¨o 

giai ĽoӴn ph§t triԜn cֳa c©y v¨ v֗ tr² m¹ tr°n c©y [265]. HoӴt Ľ֥ng cֳa promoter 35S ֫ 

c©y hai l§ mӺm hi֓u quӶ hҺn so v֧i c©y m֥t l§ mӺm c· thԜ l¨ do sֽ kh§c nhau vԚ chӸt 

lҼ֯ng hoԊc s֝ lҼ֯ng cֳa c§c yԒu t֝ ĽiԚu h¸a. 

Theo nghi°n cֵu cֳa Huy v¨ cs (2016), gen S1D tַ virus g©y b֓nh d֗ch tӶ l֯n v¨ 

protein dung h֯p tiԜu ĽҺn v֗ B cֳa Ľ֥c t֝ tӶ Ľ« ĽҼ֯c tӴo d¸ng trong vector biԜu hi֓n 

thֽc vԀt pMYV717 v¨ pMYV719 v֧i sֽ ĽiԚu khiԜn cֳa promoter duplicated 35S 
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(dp35S) ĽԜ biԜu hi֓n tӴm th֩i ֫ c©y thu֝c l§ N. benthamiana v֧i mֵc Ľ֥ biԜu hi֓n cao 

[122].  

Promoter ubiquitin cȈng l¨ m֥t promoter thҼ֩ng trֽc ĽҼ֯c sֹ dֱng ph֡ biԒn. 

Promoter n¨y ĽҼ֯c ph©n lԀp tַ nhiԚu loӴi c©y tr֟ng kh§c nhau nhҼ ng¹, Arabidopis, 

khoai tây, hҼ֧ng dҼҺng, thu֝c l§ v¨ lúa [247].  

Ngoài hai loӴi promoter nói trên, m t֥ s֝  promoter thҼ֩ng trֽ c khác cȈng ĽҼc֯ 

sֹ  d nֱg trong chuyԜn gen nhҼ promoter anopine synthase, promoter cryptic v¨ 

promoter 35S có trình tֽ tŁng cҼn֩g, promoter actin t  ַ lúa, promoter nopaline 

synthase ĽԜ sӶn xuӸt các h p֯ chӸt sinh h֙ c trong thֽ c vԀt [242]. 

1.3.2.2. Promoter ĽΊc hiΜu m¹ 

L¨ tr³nh tֽ DNA tҼҺng t§c v֧i protein ĽԊc hi֓u m¹ ĽԜ ch֕ huy gen cӸu tr¼c sӶn 

xuӸt ra tַng loӴi protein ĽԊc hi֓u cֳa tַng m¹. C§c gen chuyԜn dҼ֧i sֽ ĽiԚu khiԜn 

biԜu hi֓n cֳa promoter này sԐ ch֕ biԜu hi֓n ֫ m¹ ĽԊc hi֓u, kh¹ng biԜu hi֓n ֫ c§c m¹ 

c¸n lӴi cֳa c©y. C§c promoter n¨y gi¼p tԀp trung c§c sӶn phӼm chuyԜn gen ֫ nhֻng cҺ 

quan Ľ²ch nhҼ hӴt, quӶ, r֑é m¨ kh¹ng Ӷnh hҼ֫ng ĽԒn sinh trҼ֫ng cֳa c§c m¹, cҺ 

quan c¸n lӴi cֳa c©y. M֥t s֝ promoter Ľ« ĽҼ֯c ph©n lԀp ĽԜ biԜu hi֓n c§c protein trong 

m֥t s֝ m¹, cҺ quan ĽԊc hi֓u nhҼ ֫ hӴt g֟m promoter arcelin, promoter probulin-1, 

promoter zein tַ ng¹, promoter globulin 7S, promoter glutelin tַ l¼a v¨ promoter cֳa 

tiԜu phӺn Ŭô cֳa ɓ-conglycinin tַ ĽԀu tҼҺng [242].  

1.3.3. Tình hình nghiên cֵ u vԚ promoter ĽԊc hi u֓ r  ֑  

R  ֑l  ̈m t֥ trong ba h֓ th n֝g cҺ quan ch²nh caֳ thֽ c vԀt, nó không ch֕ hӸp thֱ  

nҼ֧c và các chӸt dinh dҼn֭g khoáng, dֽ tr  ֻnŁng lҼn֯g và dӾn các chӸt dinh dҼn֭g 

kho§ng ĽԒn c§c cҺ quan kh§c, m¨ c¸n tham gia v¨o quá trình kháng mӺm b֓ nh và khӶ 

nŁng chu֗ áp lֽ c cֳ a m¹i trҼn֩g. BiԜu hi֓ n gen ĽԊc hi֓ u  ֫r  ֑Ľ·ng mt֥ vai trò quan 

tr n֙g trong quá trình sinh trҼn֫g và phát triԜn cֳ a cây [249]. C§c promoter ĽԊc hi֓ u r֑  

cȈng c· vai tr¸ quan trn֙g trong vi֓c ĽiԚu khiԜn c§c gen ĽԊc hi֓ u r֑  biԜu hi֓ n ĽԜ cӶi 

thi n֓ sֽ  hӸp thֱ  chӸt dinh dҼn֭g v¨ nҼc֧, khӶ nŁng chu֗ hӴn và khӶ nŁng chn֝g ch֗ u 

các mӺm b֓ nh [132]. M t֥ s֝  gen ĽԊc hi֓ u r֑  Ľ« ĽҼc֯ phân lԀp tַ  nhiԚu loài thֽ c vԀt 

và các promoter cֳa ch¼ng cȈng Ľ« ĽҼc֯ sֹ  d nֱg ĽԜ th¼c ĽӼy sֽ  biԜu hi֓ n cֳ a gen 

Ľ²ch trong c©y chuyԜn gen. 

NŁm 2002, Nan v¨ cs Ľ« s¨ng lc֙ và phân lԀp m֥ t gen ĽԊc hi֓ u r֑  t  ַthҼ vin֓ b֥  

gen cֳ a N. tabacum cv. Wisconsin 38. KԒt quӶ cho thӸy rԄng trình tֽ  636 bp tַ  v  ֗trí 

bԂt ĽӺu phi°n m« l¨ Ľ ֳĽԜ kích hoӴt sֽ  biԜu hi֓ n GUS ĽԊc hi֓ u  ֫r  ֑thu֝ c lá. ֪  cây 
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thu֝ c lá chuyԜn gen, r֑  chính và r  ֑con ĽԚu ngԂn và mӴnh mԐ, các r  ֑con ĽҼ֯c phân 

b  ֝Ľ֟ng ĽԚu xung quanh r֑ chính. Trong khi ֫  trong cây thu֝c lá không chuyԜn gen, 

r  ֑chính m n֛g và dài [186]. 

NŁm 2010, Xu v¨ cs Ľ« nghi°n cuֵ tӴo dòng promoter PsPR10 dài 1681 bp ĽҼ֯c 

phân lԀp tַ  r  ֑c aֳ cây thông (Pinus strobus) tҼҺng Ľn֟g ĽԒn 84,5% v֧ i trình tֽ  c aֳ 

promoter PmPR10-1.14, promoter n¨y Ľ« ĽҼc֯ cԂt b  ֛m t֥ ĽoӴn trình tֽ  ngԂn r֟ i gԂn 

v i֧ gen ch֕ th  ֗GUS sau Ľ· chuyԜn vào cây thu֝c lá. KԒt quӶ nghiên cֵ u cho thӸy 

promoter PsPR10 th¼c ĽӼy sֽ  biԜu hi֓ n cֳ a các protein ngoӴi lai ch֝ ng lӴi c§c ĽiԚu 

ki n֓ bӸt l i֯ c aֳ m¹i trҼn֩g so v֧ i các loӴi promoter thҼn֩g ĽҼc֯ sֹ  d nֱg trong thֽ c 

vԀt nhҼ CaMV 35S, actin (Act1), promoter ubiquitin (RUBQ1 and RUBQ2) and 

cytochrome c (OsCc1) có m cֵ Ľ֥ biԜu hi֓ n yԒu hҺn [291]. 

NŁm 2014, Chen v¨ cs Ľ« nghi°n cuֵ vԚ promoter GmPRP2 trong cây thu֝c lá, 

Arabidopsis và r֑  tҺ c aֳ c©y ĽԀu tҼҺng. Promoter GmPRP2 sau khi ph©n lԀp tַ  ĽԀu 

tҼҺng v¨ cԂt b  ֛m t֥ ĽoӴn dài 471 bp ֫ ĽӺu 5ô Ľ« ĽҼc֯ tӴo dòng v֧ i gen ch֕ th  ֗GUS và 

chuyԜn vào cây thu֝c l§ cȈng nhҼ r ֑lông c aֳ ĽԀu tҼҺng ĽԜ phân tích hoӴt Ľn֥g cֳ a 

promoter. Phân tích mô trong cây thu֝ c lá chuyԜn gen và r֑ lông c aֳ c©y ĽԀu tҼҺng 

cho thӸy gen GUS chֳ  yԒu biԜu hi֓ n trong r֑ . BiԜu hi֓ n cֳ a promoter GmPRP2 ĽҼ֯c 

kiԜm tra bԄng phҼҺng ph§p real-time PCR tַ  r ,֑ thân, lá và hoa. Mֵc biԜu hi֓ n cao 

nhӸt là ֫  r ,֑ m cֵ Ľ֥ biԜu hi֓ n ֫  lá và hoa thӸp hҺn. V³ vԀy, kԒt quӶ nghiên cֵ u ch֕ ra 

rԄng promoter GmPRP2 l¨ promoter ĽԊc hi֓ u r֑ , th¼c ĽӼy sֽ  biԜu hi֓ n cֳ a gen quan 

t©m ĽԜ cӶi thi n֓ sֵ c ĽԚ kháng cֳ a r֑  hoԊc khӶ nŁng chn֝g lӴi mӺm b֓ nh [66]. 

C§c promoter ĽԊc hi֓ u ֫  mô là cӺn thiԒt ĽԜ kԒt h p֯ các gen kháng côn trùng vào 

cây tr֟ ng bԄng cách biԒn nӴp gen ĽԜ kiԜm soát các loài gây b֓nh hӴi trong ĽӸt. Geng 

v¨ cs (2014) Ľ« tӴo dòng thành công promoter ĽԊc hi֓ u r֑  Asy. KԒt quӶ cho thӸy m t֥ 

s֝  contig phiên mã ĽԊc hi֓ u r֑  c· li°n quan ĽԒn khӶ nŁng chn֝g ch֗u các stress và 

phӶn ֵ ng v֧ i kích thích cֳ a auxin [101].  

NŁm 2017, Mohan v¨ cs Ľ« thiԒt kԒ m t֥ promoter ĽԊc hi֓ u r֑  SynR2 bԄng cách 

sֹ  d nֱg m֥ t s֝  yԒu t֝  t§c Ľn֥g cis (cis-acting element) h֯p nhӸt v i֧ promoter ngԂn 

(86 bp) tַ  promoter PortUbi882. Thay promoter CaMV 35S bԄng promoter SynR2 ĽԜ 

ĽiԚu khiԜn sֽ  biԜu hi֓ n cֳ a GUS. KԒt quӶ nghiên cֵ u ch֕ ra rԄng promoter SynR2 thԜ 

hi n֓ hoӴt tính gen GUS cao hҺn nhiԚu so v֧ i promoter CaMV 35S, Ľn֟g th֩ i sau khi 

phân tích và t֡ng h֯ p kԒt quӶ real-time PCR, promoter SynR2 cho thӸy biԜu hi֓ n ĽԊc 

hi u֓ ֫  r  ֑cao gӸp 2,1 lӺn so v֧ i promoter CaMV 35S [175]. 
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NhҼ vԀy, nԒu sֹ  d nֱg h֓  th n֝g promoter kh¹ng ĽԊc hi֓ u, m֥ t gen chuyԜn cֱ  thԜ 

có thԜ ĽҼ֯c biԜu hi֓ n quá mֵ c  ֫th i֩ ĽiԜm sinh trҼn֫g, phát triԜn hoԊc  ֫mô không 

mong mu֝n, do Ľ· c· thԜ gây ra nhֻng hԀu quӶ không mong mu֝n Ľ֝i v i֧ sֽ  sinh 

trҼ֫ng và phát triԜn c aֳ cây. 

1.3.4. Thay Ľi֡ mã di truyԚn cֳ a gen Ľ²ch cho ph½ hp֯ v i֧ h  ֓th n֝g biԜu hi n֓ 

Sֽ thay Ľ֡i tr³nh tֽ m« h·a cֳa gen ngoӴi lai cho ph½ h֯p v֧i h֓ th֝ng biԜu hi֓n 

l¨ m֥t trong nhֻng chiԒn lҼ֯c quan tr֙ng ĽԜ tŁng cҼ֩ng sֽ biԜu hi֓n cֳa protein t§i t֡ 

h֯p [82]. BԄng c§ch sֹ dֱng phҼҺng thֵc n¨y, Perlak v¨ cs (1991) Ľ« biԜu hi֓n th¨nh 

công gen cryIA (b) cֳa vi khuӼn Bacillus thuringiensis trong cây thu֝c l§ v¨ c©y c¨ 

chua. KԒt quӶ l¨ sֽ biԜu hi֓n gen cryIA (b) tŁng gӸp 100 lӺn so v֧i Ľ֝i chֵng chuyԜn 

gen cryIA (b) kh¹ng Ľ֡i m« di truyԚn [212]. Trong m֥t s֝ trҼ֩ng h֯p, thay v³ thay Ľ֡i 

to¨n b֥ tr³nh tֽ cֳa gen chuyԜn, c· thԜ sֹ dֱng Ľ֥t biԒn Ľ֗nh hҼ֧ng. ņ֥t biԒn Ľ֗nh 

hҼ֧ng ĽҼ֯c sֹ dֱng ĽԜ loӴi b֛ c§c codon hiԒm bԄng c§ch thay thԒ m֥t base nitrogen. 

Tuy nhi°n, trong khi thay Ľ֡i m« di truyԚn cӺn tr§nh vi֓c m֫ r֥ng hoԊc tԀp trung lӴi 

c§c codon ph֡ biԒn ĽԜ kh¹ng Ӷnh hҼ֫ng ĽԒn t֝c Ľ֥ cֳa tRNA. H֓ gen ֫ thֽc vԀt gi¨u 

t  ׁl֓ base nitrogen AU, song sֽ lԊp lӴi cֳa c§c tr³nh tֽ AUUUA ĽҼ֯c cho l¨ g©y sֽ 

bӸt ֡n Ľ֝i v֧i qu§ tr³nh phi°n m« [113]. 

Ngo¨i ra, ĽԜ th¼c ĽӼy sֽ d֗ch m« cֳa gen Ľ²ch trong h֓ biԜu hi֓n, c§c tr³nh tֽ 

xung quanh v֗ tr² kh֫i ĽӺu d֗ch m« cӺn ĽҼ֯c thay Ľ֡i ĽԜ ph½ h֯p v֧i tr³nh tֽ ĽiԚu h¸a 

kh֫i ĽӺu (consensus initiation sequence). Tr³nh tֽ ĽiԚu h¸a kh֫i ĽӺu ֫ thֽc vԀt thҼ֩ng 

֫ xung quanh m« kh֫i ĽӺu AUG, c· thԜ l¨ AACAAUGGC hoԊc UAAACAAUGGCU, 

c§c tr³nh tֽ n¨y c· sֽ kh§c bi֓t so v֧i ֫ Ľ֥ng vԀt (CACCAUGG) [162]. 

1.4. NִG D NְG K  ׂ THUӿT CHUYԛN GEN NHԃM TŀNG CһN֨G KHӵ 

NŀNG KHĆNG NӷM  ֪CÂY LӳC  

1.4.1. H֓  th n֝g tái sinh và quy trình chuyԜn gen ֫  cây lӴc 

1.4.1.1. Các yêu cͭu c̭ bnͩ ĽΧi vαi hΜ thΧng tái sinh cây  

Các mӾu tԒ bào, mô dùng cho quá trình chuyԜn gen cӺn phӶi có khӶ nŁng t§i sinh 

in vitro nhanh. Các mô, tԒ bào này có khӶ nŁng tiԒp nhԀn gen m֧ i. Quy trình tái sinh 

cây phӶi có hi֓ u quӶ cao, không hoԊc ít phֱ  thu֥ c vào kiԜu gen. Cây tái sinh có tׁ l  ֓

s֝ ng cao (khi ĽҼa ra ngo¨i ĽӸt tr n֟g), tӺn s֝  biԒn d֗  thӸp và khӶ nŁng huֻ thֱ  cao ĽԜ 

có thԜ sֹ  d nֱg làm ngu֟n nguyên li֓u ban ĽӺu nhԄm tiԒp tֱ c tiԒn hành các thí nghi m֓ 

 ֫các thԒ h  ֓tiԒp theo. NhҼ vԀy, có thԜ thӸy hoàn thi֓n h֓  th n֝g t§i sinh l¨ ĽiԚu ki n֓ 

tiên quyԒt ĽԜ th cֽ hi֓ n thành công quá trình biԒn nӴp gen ֫  th cֽ vԀt. 
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LӴc l¨ c©y lӸy dӺu v¨ protein chӸt lҼ֯ng cao. V³ vԀy, Ľ« c· nhiԚu nghi°n cֵu 

nhԄm x©y dֽng m֥t h֓ th֝ng t§i sinh c©y ho¨n thi֓n tַ nhiԚu ngu֟n mӾu ban ĽӺu 

khác nhau [102], [266]. NhiԚu kh· khŁn trong chuyԜn Ľ֡i di truyԚn ֫ lӴc bao g֟m 

c§c yԒu t֝ nhҼ: t§i sinh k®m, th֩i gian t§i sinh d¨i, thҼ֩ng th¹ng qua m֥t giai ĽoӴn 

m¹ sԌo v¨ ch֗u Ӷnh hҼ֫ng cֳa kiԜu gen tr°n c§c h֓ th֝ng t§i sinh... [47]. V³ vԀy, t֝i 

Ҽu h֓ th֝ng t§i sinh l¨ m֥t trong nhֻng bҼ֧c quyԒt Ľ֗nh Ӷnh hҼ֫ng ĽԒn kԒt quӶ cֳa 

qu§ tr³nh chuyԜn gen.  

Ngu֟ n mӾu vԀt ban ĽӺu ĽҼc֯ sֹ  d nֱg cho các nghiên cֵu tái sinh cây ֫ lӴc rӸt 

Ľa dӴng nhҼ t ַphôi hֻ u tính, lá non, lá mӺm, phӺn trֱ  c aֳ lá mӺm, ĽoӴn thân... Các 

mӾu vԀt n¨y ĽҼc֯ sֹ  d nֱg trong h֓ th n֝g t§i sinh th¹ng qua hai con ĽҼn֩g nhҼ  ֫các 

Ľ֝i tҼn֯g thֽ c vԀt khác: tái sinh trֽc tiԒp hoԊc qua giai ĽoӴn mô sԌo và tái sinh thông 

qua h³nh th¨nh ph¹i soma tr°n c§c m¹i trҼn֩g thích h֯ p.  

Tái sinh ch֟ i tr cֽ tiԒp theo con ĽҼn֩g thֵ  nhӸt t  ַmӾu vԀt là lá mӺm, mӶnh lá, 

mԂt (n t֝) lá mӺm (cotyledon node) là m֥t trong nhֻ ng phҼҺng ph§p c· hiu֓ quӶ ĽҼ֯c 

sֹ  d nֱg gӺn Ľ©y trong t§i sinh v¨ chuyԜn gen ֫  m t֥ s֝  loài thֽ c vԀt thu֥ c cây h֙  ĽԀu 

nhҼ ĽԀu tҼҺng [195] và lӴc [102]. Giai ĽoӴn cӶm ֵ ng tӴo ch֟ i l¨ giai ĽoӴn quan tr֙ng 

trong quá trình phát triԜn ch֟ i tr cֽ tiԒp tַ  mԂt lá mӺm. M¹i trҼn֩g cӶm ֵ ng tӴo ch֟ i  ֫

Ľa s ֝các loài thֽ c vԀt thҼn֩g sֹ  d nֱg các chӸt ĽiԚu h¸a sinh trҼn֫g thu֥ c nhóm 

auxin v¨ cytokinin nhҼ IAA, IBA, BAP... Trong Ľ·, BAP thuc֥ nhóm kích thích sinh 

trҼ֫ng cytokinin ĽҼc֯ sֹ  d nֱg ph֡  biԒn ĽԜ cӶm nֵg tӴo ch֟ i  ֫nhiԚu loài thֽ c vԀt 

khác nhau [29]. Akasaka v¨ cs (2000) Ľ« t§i sinh ch֟ i thành công tַ mӶnh lá gi֝ ng lӴc 

Chico tr°n m¹i trҼn֩g có b֡  sung các chӸt k²ch th²ch sinh trҼn֫g nhҼ BAP, KIN [29]. 

Sharma v¨ cs (2000), Ľ« t§i sinh ch֟ i thành công trֽc tiԒp tַ  nuôi cӸy lá mӺm trҼn֫g 

thành cֳ a các gi֝ng lӴc khác nhau v֧i t  ׁl  ֓t§i sinh hҺn 90% [243]. Anuradha và cs 

(2006) Ľ« thành công trong vi֓c t§i sinh Ľa chi֟ tr cֽ tiԒp tַ  các mԂt lá mӺm cֳ a gi֝ ng 

lӴc JL-24 v֧ i t  ׁl  ֓tái sinh là 82% [34]. Quá trình tái sinh theo con ĽҼ֩ng thֵ  nhӸt sֹ  

d nֱg ngu֟ n mӾu ban ĽӺu trӶi qua quá trình mô sԌo h·a Ľ« ĽҼc֯ ĽԚ cԀp ĽԒn trong nhiԚu 

nghiên cֵu tr°n Ľi֝ tҼn֯g cây lӴc [17], [22]. Các mӾu vԀt ĽҼc֯ sֹ  d nֱg có thԜ là phôi 

tr cֱ, l§ non, ĽoӴn thân... Sau khi mӾu cӸy ĽҼc֯ xֹ  lĨ v¨ ĽҼa l°n m¹i trҼn֩g tӴo mô sԌo 

thích h֯ p, thҼn֩g là chֵ a chӸt KTST thu֥ c nhóm auxin (2,4-D) v i֧ th i֩ gian nuôi cӸy 

nhӸt Ľn֗h sԐ tӴo kh֝ i mô sԌo. Phôi trֱ c là mӾu vԀt ĽҼc֯ sֹ  d nֱg tӴo mô sԌo ph֡  biԒn 

hҺn cӶ. Tuy nhiên, quá trình tái sinh cây trֽ c tiԒp tַ  kh i֝ mô sԌo có ngu֟n g֝ c tַ  phôi 

h uֻ tính cho tׁ  l  ֓Ľa chi֟ rӸt thӸp. ThҼn֩g tַ  kh i֝ mô sԌo ch֕ ph§t sinh ĽҼc֯ m֥ t 

ch֟ i, ch֕  m t֥ s֝  ít tӴo hai ch֟i. ņiԚu n¨y kh¹ng c· Ĩ nghǫa cho qu§ tr³nh chuyԜn gen 

do cӺn phӶi có tׁ  l  ֓ tái sinh ch֟ i cao nhԄm tŁng hiu֓ quӶ hình thành cây mang gen 
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chuyԜn mong mu֝n. Vì vԀy, con ĽҼn֩g thֵ  hai giӶi quyԒt vӸn ĽԚ này là tַ  kh i֝ mô 

sԌo có thԜ chuyԜn l°n m¹i trҼn֩g tӴo phôi soma. Kh֝i phôi soma hình thành trên môi 

trҼ֩ng thích h֯ p sԐ ĽҼ֯c tái sinh tӴo cây hoàn ch֕nh. Con ĽҼn֩g t§i sinh n¨y Ľ« l¨m 

tŁng hiu֓ quӶ tӴo Ľa chi֟ t  ַm t֥ phôi trֱ c hӴt lӴc [18]. 

NhiԚu nghiên cֵu Ľ« cho thӸy, trong quá trình phát sinh phôi soma, môi 

trҼ֩ng có chӸt 2,4-D v i֧ n n֟g Ľ ֥cao cho kԒt quӶ tӴo phôi soma t֝ t nhӸt trên cây lӴc 

[17]. Bên cӴnh Ľ·, nhiԚu nghiên cֵu Ľ« nhԀn thӸy, vi c֓ t֝ i Ҽu nn֟g Ľ ֥và th֩ i gian 

tiԒp  xúc v֧ i auxin (2,4-D) là rӸt quan tr֙ ng cho sֽ  hình thành và phát triԜn cֳ a phôi 

soma [248]. Vi c֓ kԒt h p֯ các chӸt k²ch th²ch sinh trҼn֫g nhҼ BAP v¨ KIN, BAP v¨ 

NAA v i֧ n n֟g Ľ ֥kh§c nhau Ľ« Ľem lӴi kԒt quӶ tái sinh t֝ t t  ַphôi soma có hình dӴng 

bӸt thҼn֩g. Nghiên cֵu cֳ a B½i VŁn ThԂng và cs (2004), tr°n m¹i trҼn֩g phֱ c h֟ i 

phát triԜn phôi thích h֯p, tׁ  l  ֓t§i sinh c©y thu ĽҼc֯ rӸt cao (82%) [17]. ņ« c· nhiԚu 

công trình chuyԜn gen trên cây lӴc ĽҼc֯ công b֝  trên thԒ gi i֧. Ngu֟ n mӾu vԀt ban ĽӺu 

ĽҼ֯c sֹ  d nֱg ph֡  biԒn thҼn֩g là lá mӺm [49], mԂt lá  mӺm [34], [47], phôi trֱ c, mô 

sԌo phôi [39]. Ngoài ra, lá chét non [264] hoԊc trֱ c cֳ a lá mӺm [218] cȈng ĽҼc֯ sֹ  

d nֱg làm ngu֟n mӾu vԀt ĽԜ chuyԜn gen. Tַ  các mӾu vԀt này, có thԜ sֹ  d nֱg phҼҺng 

pháp chuyԜn gen trֽ c tiԒp nhҼ bԂn gen hoԊc chuyԜn gián tiԒp qua Agrobacterium 

nhԄm tӴo ra cây lӴc chuyԜn gen mang các tính trӴng mong mu֝n. 

1.4.2. Tình hình nghiên cֵ u chuyԜn gen chitinase vào cây lӴc nhԄm nâng cao khӶ 

nŁng kh§ng nӸm  

Chitinase ĽҼc֯ t֡ ng h֯ p tַ  rӸt nhiԚu ngu֟ n sinh vԀt khác nhau trong tֽ nhiên 

nhҼ thcֽ vԀt, Ľn֥g vԀt và vi sinh vԀt. Trong Ľ·, vi sinh vԀt ĽҼc֯ xem là ngu֟n cung 

cӸp chitinase nhiԚu hҺn so vi֧ Ľn֥g vԀt và thֽ c vԀt [7].  

1.4.2.1. Nhυng nghiên cοu liên quan ε trên thΔ giαi   

Hi n֓ nay, hҼn֧g nghiên cֵu chuyԜn gen mã hóa chitinase cֳa thֽ c vԀt hoԊc vi 

sinh vԀt vào cây tr֟ng ĽԜ cӶi thi n֓ khӶ nŁng kh§ng nӸm b֓ nh Ľ« ĽҼc֯ nghiên cֵu 

[187], [239], [258]. Các gen mã hóa chitinase có khӶ nŁng kh§ng nӸm b֓ nh Ľ« ĽҼc֯ 

chú ý ֫  nhiԚu loài cây tr֟ng kh§c nhau nhҼng  ֫cây lӴc vӾn c¸n ²t. ņԒn nay, m֧ i ch  ֕

có m֥ t v¨i trҼn֩g h֯ p chuyԜn gen chitinase cֳa lúa hoԊc thu֝ c lá vào cây lӴc nhҼ gen 

chitinase 26 kDa (rcg3)  ֫ lúa kháng nӸm A. flavus [239], kháng b֓nh Ľm֝ lá do 

Cercospora arachidicola [124] hoԊc Cercosporadium personatum [30] gây ra. Gen 

chitinase cֳa thu֝ c lá kháng b֓nh Ľm֝ lá [228], gen chitinase cֳa lúa kháng b֓ nh th֝ i 

hӴch do nӸm S. minor [49], gen chitinase (Chi11) cֳ a lúa kháng nӸm Phaeoisariopsis 

personata [47] và gen chitinase (Rchit) cֳ a lúa kháng nӸm A. flavus [213]. 
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1.4.2.2. Nhυng nghiên cοu liên quan ε ViΜt Nam 

Nh nֻg nghiên cֵu trong nҼc֧ theo hҼn֧g biԜu hi֓ n gen chitinase ngoӴi lai  ֫cây 

tr n֟g cȈng c¸n ²t. B½i Th ֗Lan HҼҺng v¨ cs (2009) Ľ« chuyԜn gen chitinase phân lԀp 

t  ַgi n֝g ĽԀu cô ve Saxa (Phaseolus vulgaris cv. Saxa) vào gi֝ng cà chua P375 (L. 

esculentum cv. P375). KԒt quӶ m i֧ d nַg lӴi  ֫ph©n t²ch PCR ĽԜ x§c Ľn֗h sֽ  hi n֓ di֓ n 

c aֳ gen chuyԜn trong 2 cây tái sinh (T0) [9]. Lê Th֗ Thu HiԚn (2014) Ľ« chuyԜn thành 

công gen mã hóa chitinase TcChi1 phân lԀp tַ  b  ֥gen cây ca cao (Theobroma cacao) 

v¨o d¸ng ca cao thҼҺng mӴi TD8. KԒt quӶ thu ĽҼc֯ 2 cây chuyԜn gen ֫  thԒ h  ֓T0 là 

TD8/pCB/TcChi1/2 và TD8/pCB/TcChi1/3 [6]. Tuy nhiên, hi֓u quӶ chuyԜn gen ch֕ 

ĽҼ֯c Ľ§nh gi§  ֫m cֵ Ľ֥ lai Southern. Các phân tích biԜu hi֓ n gen ֫  m cֵ Ľ֥ phân tֹ  

(phiên mã và d֗ch m«) cȈng nhҼ  ֫ĽiԚu ki n֓ in vivo chҼa ĽҼc֯ thֽ c hi֓ n. Vì vԀy, 

hҼ֧ng nghiên cֵu chuyԜn gen chitinase cֳa Trichoderma vào cây lӴc ĽԜ tŁng t²nh 

kháng nӸm là m֥ t giӶi pháp hi֓ u quӶ, thân thi֓ n v֧ i m¹i trҼn֩g và hi֓n Ľang ĽҼc֯ 

quan tâm ֵng dֱ ng trên nhiԚu Ľ֝i tҼn֯g cây tr֟ ng khác. 
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CHһҹNG 2. NGUYÊN LI U֒ Vê PHһҹNG PHĆP NGHIąN CUִ 

2.1. NGUYÊN LI U֒ NGHIÊN C Uִ 

2.1.1. Nguyên li֓u th cֽ vԀt 

Gi n֝g lӴc (A. hypogaea L.) L14 (H³nh 2.1) ĽҼc֯ mua tַ  Công ty c  ֡phӺn Gi֝ ng 

cây tr n֟g-VԀt nuôi Thַ a Thiên HuԒ. ņ©y l¨ gin֝g lӴc có th֩ i gian sinh trҼn֫g trung 

bình 120-135 ngày ֫  v  ֱxuân, 110-115 ngày trong vֱ thu Ľ¹ng, kh i֝ lҼn֯g 100 quӶ 

ĽӴt 160-165 g, kh֝i lҼn֯g 100 hӴt ĽӴt 56-60 g, nŁng suӸt t  ַ40-55 tӴ/ha, ch֝ ng ch֗u 

hӴn, kháng b֓nh trên lá và b֓nh héo xanh vi khuӼn khá cao [19]. 

Cây Nicotiana benthamiana (Hình 2.2) do Phòng thí nghi֓m Sinh h֙ c phân tֹ  

th cֽ vԀt (ņӴi h c֙ Qu֝ c Gia Jeonbuk, Hàn Qu֝c) cung cӸp. Cây N. benthamiana là 

m t֥ loӴi cây thân thӶo c· ĽԊc ĽiԜm sinh trҼn֫g nhanh, d֑ tr n֟g, phát triԜn mӴnh. Lá 

c aֳ cây N. benthamiana có hình bӺu dֱ c và nh֙ n ֫  ĽӺu, lá rӸt m n֛g và có thԜ d  ֑dàng 

th cֽ hi֓ n c§c phҼҺng ph§p chuyԜn gen thông qua lá. Vì vԀy cây N. benthamiana ĽҼ֯c 

sֹ  d nֱg r֥ ng rãi trong các nghiên cֵu sinh h֙ c phân tֹ  và công ngh֓ sinh h֙ c [87].  

 

Hình 2.1. QuӶ và hӴt cֳ a gi֝ ng lӴc L14. 

 

Hình 2.2. Cây N. benthamiana 
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2.1.2. Các vector, chֳng vi khuӼn và vi nӸm 

- Vector biԜu hi֓ n thֽ c vԀt pMYV719 mang promoter dp35S (dài khoӶng 11 kb) 

(Hình 2.3) và vector pMYV508 chֵa gen p19 mã hóa m t֥ protein ֵ c chԒ gen im lԊng 

c aֳ virus còi c֙c ֫  cà chua (TBSV) (Hình 2.4) ĽҼ֯c cung cӸp b֫ i GS. Yang Moon-Sik 

(ņӴi h c֙ Qu֝ c gia Jeonbuk, Hàn Qu֝c). 

 

Hình 2.3. Vector pMYV719. LB: biên trái, RB: biên phӶi, S1D: vùng epitope, CTB: tiԜu ĽҺn 

v  ֗B cֳ a Ľ֥c t֝  tӶ, dp35S: promoter CaMV 35S kép, Nos-T: terminator cֳa nopaline synthase, 

Nos-P: promoter cֳa nopaline synthase, Kozak: trình t ֽliên ֵ ng, SEKDEL: trình tֽ  Ser-Glu-

Lys-Asp-Glu-Leu Ľ« ĽҼc֯ chֵ ng minh là m֥t tín hi֓ u dӾn ĽԒn lҼu gi ֻít nhӸt hai protein 

trong lҼi֧ n i֥ chӸt, NPTII: gen neomycin phosphotransferase II, L: trình t ֽGly-Pro-Gly-Pro. 

Trình tֽ  CTB-L-S1D bao g֟m trình tֽ  Kozak và SEKDEL sԐ b  ֗ loӴi b  ֛ kh i֛ vector 

pMYV719 b֫ i XbaI và SacI. C§c gen m« h·a chitinase 42 kDa sau Ľ· sԐ ĽҼ֯c chèn vào 

vector tӴi v  ֗trí này. 

 

Hình 2.4. Vector pMYV508. RB và LB: biên phӶi và biên trái cֳa vùng T-DNA, CaMV: 

virus khӶm s¼p lҺ, HygR: gen mã hóa hygromycin phosphotransferase kháng hygromycin, 

pDu35S: promoter CaMV 35S kép, p19: gen ֵ c chԒ protein p19 tַ  virus gây b֓nh lùn cà 

chua, pVS1 StaA: protein ֡ n Ľ֗nh tַ  plasmid pVS1 cӺn thiԒt cho sֽ  phân ly ֡ n Ľ֗nh plasmid 

 ֫Agrobacterium, pVS1 repA: protein sao chép t ַplasmid pVS1 cho phép sao chép plasmid 

v i֧ s֝  bӶn sao thӸp trong Agrobacterium, pVS1 oriV: vùng sao chép tַ plasmid pVS1 cho 

phép sao chép plasmid v֧i s֝  bӶn sao thӸp trong Agrobacterium, Bom: vùng d֗ch chuyԜn tַ  

pBR322, Ori: vùng kh֫ i ĽӺu sao chép, KanR: gen kháng kanamycin. 

- Promoter ĽԊc hi֓ u r֑  Asy (pAsy) dài 562 bp [101] (Phֱ  l cֱ 1) chֵ a v֗  trí 

HindIII  ֫ĽӺu 5ô v¨ XbaI  ֫ĽӺu 3ô ĽҼ֯c t֡ ng h֯ p v¨ ĽҼc֯ tӴo dòng trong vector 

pUC19 b֫ i Công ty TNHH MTV Hóa sinh Phù Sa (CӺn ThҺ, Vit֓ Nam).  
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- Vector biԜu hi֓ n E. coli pQE30 (Qiagen, ņcֵ) (Hình 2.5). 

 

Hình 2.5. Vector pQE30. PT5: promoter T5, lac O: operator Lac, 6xHis: trình tֽ mã hóa 

6xHis, MCS (multiple cloning site): các v֗ trí tӴo dòng, Col E1: vùng sao chép. 

- Các gen mã hóa chitinase 42 kDa có mang trình t ֽpeptide tín hi֓u cֳ a gen 

amylase 3D ֫  lúa [136] (Phֱ  l cֱ 2), bao g֟m Chi42 (NCBI: HM191683.1) là gen 

hoang dӴi t  ַchֳ ng T. asperellum SH16 [158], syncodChi42-1 (NCBI: MT083802.1) 

và syncodChi42-2 (NCBI: MT083803.1) là 2 gen có ngu֟n g֝ c tַ  gen Chi42 Ľ« ĽҼc֯ 

t i֝ Ҽu h·a b ֥ba sֹ  d nֱg cho biԜu hi֓ n thֽ c vԀt (dài khoӶng 1,3 kb bao g֟m cӶ ĽoӴn 

peptide tín hi֓u) ĽҼc֯ t֡ ng h֯ p và tӴo dòng trong vector pUC19 b֫i Công ty TNHH 

MTV Hóa sinh Phù Sa (CӺn ThҺ, Vit֓ Nam). 

- Các chֳng vi khuӼn E. coli M15, E. coli TOP10 và A. tumefaciens LBA4404 do 

Vi n֓ nghiên cֵ u HoӴt chӸt sinh h֙c, TrҼn֩g ņӴi h c֙ Khoa h֙c, ņӴi h c֙ HuԒ cung cӸp. 

- Chֳng nӸm Sclerotium rolfsii do B֥ m¹n BӶo v֓ thֽc vԀt, TrҼ֩ng ņӴi h֙c 

N¹ng L©m, ņӴi h֙c HuԒ cung cӸp. 

2.2. PHһҹNG PHĆP NGHIąN CUִ 

SҺ Ľ ֟thí nghi֓ m t n֡g quát ĽҼ֯c trình bày  ֫hình 2.6. 
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Hình 2.6. SҺ Ľ ֟thí nghi֓ m t n֡g quát. 
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2.2.1.  Hoàn thi֓ n h  ֓th n֝g tái sinh in vitro gi n֝g lӴc L14 

2.2.1.1. Khσ trùng h tͧ l cͧ 

Ch֙ n nhֻ ng hӴt lӴc to, mӼy, v  ֛sáng, không sây sát và Ľ֟ng ĽԚu. Rֹ a hӴt bԄng 

nҼ֧c xà phòng loãng 3 lӺn, m֣ i lӺn 15 ph¼t, sau Ľ· raֹ lӴi nhiԚu lӺn dҼi֧ dòng nҼ֧c 

chӶy. HӴt lӴc trҼ֧c ti°n ĽҼc֯ khֹ  tr½ng sҺ b ֥bԄng c֟ n 70% (v/v) trong 1 phút tiԒp 

theo bԄng m֥ t trong các dung d֗ch khֹ  trùng HgCl2 (0,1-0,2%, w/v), NaOCl (60-65%, 

v/v) hoԊc AgNO3 0,1% (w/v) t  ַ5-15 phút, cu֝i cùng rֹ a bԄng nҼc֧ cӸt vô trùng 4-5 

lӺn. HӴt lӴc sau khi khֹ tr½ng ĽҼc֯ ng©m trong nҼc֧ cӸt vô trùng 24 gi֩  trong t֝ i 

trҼ֧c khi cho nӶy mӺm in vitro. 

Hi u֓ quӶ kh  ֹtr½ng ĽҼc֯ Ľ§nh gi§ th¹ng qua tׁ  l  ֓mӾu nhi֑ m, tׁ  l  ֓mӾu chԒt và 

t  ׁl  ֓mӾu s֝ ng không nhi֑m sau 4 tuӺn theo dõi. M֣ i công thֵ c quan sát 30 mӾu. 

2.2.1.2. Nͩ y mͭ m in vitro h tͧ l cͧ 

HӴt lӴc sau khi xֹ  lý v i֧ dung d֗ch khֹ  trùng thích h֯p ĽҼc֯ nӶy mӺm trên môi 

trҼ֩ng MS cҺ bӶn [179]  (Phֱ  l cֱ 3) có sucrose 3% và agar 0,8% theo 3 cách khác 

nhau: ĽԜ nguyên hӴt có v֛  l aֱ, ĽԜ nguyên hӴt nhҼng loӴi b  ֛v  ֛l aֱ, loӴi b  ֛v  ֛l aֱ và 

t§ch Ľ¹i hӴt ĽԜ lӸy phӺn lá mӺm có chֵ a phôi. Hi֓ u quӶ nӶy mӺm cֳ a hӴt ĽҼc֯ Ľ§nh 

giá sau 4 tuӺn nuôi. M֣ i công thֵ c quan sát 100 mӾu, Ľ§nh gi§ ng¨y nh¼ mӺm, ngày 

lên cây, tׁ  l  ֓lên cây sau 10 ngày.  

2.2.1.3. Tái sinh chΩi tρ các bί phͻn khác nhau cνa cây lͧ c in vitro   

Ch֟ i Ľn֕h (1 cm), trֱ  trên lá mӺm (1 cm), trֱ  dҼ֧i lá mӺm (1 cm) và mԂt lá mӺm 

(1 cm) c aֳ cây in vitro ĽҼ֯c cӸy l°n m¹i trҼn֩g MS có sucrose 3%, agar 0,8%, b֡  

sung thêm BAP t  ַ1-10 mg/L và NAA tַ  0,1-0,5 mg/L ĽԜ thŁm d¸ khӶ nŁng t§i sinh 

ch֟ i. Các ch֟ i in vitro sau Ľ· ĽҼc֯ chuyԜn sang m¹i trҼn֩g MS chֵ a sucrose 3%, 

agar 0,8%, b  ֡sung thêm BAP 1-5 mg/L ĽԜ nhân ch֟i. Các lá mӺm chֵ a phôi và lá 

mӺm khֹ  ph¹i cȈng ĽҼc֯ nuôi cӸy tr cֽ tiԒp tr°n m¹i trҼn֩g n¨y ĽԜ thŁm d¸ khӶ nŁng 

nhân ch֟ i. Các ch֟ i in vitro (khoӶng 3 cm) tách tַ c mֱ ch֟ i ĽҼc֯ nuôi cӸy trên môi 

trҼ֩ng MS chֵ a sucrose 3%, agar 0,8%, b  ֡ sung thêm NAA hoԊc IBA t  ַ 0,1-0,5 

mg/L ĽԜ thŁm d¸ khӶ nŁng tӴo r֑ . 

2.2.2. T i֝ Ҽu h·a tr³nh t ֽgen Chi42  

Trình tֽ  peptide tín hi֓u c aֳ gen Chi42 ĽҼ֯c x§c Ľn֗h bԄng chҼҺng tr³nh Expasy 

SignalP ĽԜ loӴi b  ֛trҼ֧c khi t i֝ Ҽu h·a gen bԄng chҼҺng tr³nh COOL. ThuԀt toán t֝ i 

Ҽu bao gm֟ t֝ i Ľa h·a ng ֻcӶnh codon (codon context), không s ֹd nֱg codon riêng lԎ 

ĽԜ làm mӸt n֡ Ľ֗nh cӸu trúc thֵ  cӸp mRNA ֫  ĽӺu tԀn c½ng 5ô v¨ hӴn chԒ sֽ  hi n֓ di֓ n 
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c aֳ các trình tֽ nhԀn biԒt cho enzyme cԂt hӴn chԒ. Hai trình tֽ  có b֥  ba t i֝ Ҽu h·a cao 

Ľ« ĽҼc֯ ch֙ n ngӾu nhi°n v¨ ĽԊt tên là syncodChi42-1 và syncodChi42-2. Các v֗ trí 

nhԀn biԒt cho XbaI và BamHI ĽҼc֯ b֡  sung v¨o ĽӺu 5ô v¨ SacI v¨o ĽӺu 3ô caֳ các gen 

Chi42, syncodChi42-1 và syncodChi42-2. Các gen này ĽҼ֯c t֡ ng h֯ p và tӴo dòng 

trong vector pUC19 tӴi v  ֗trí XbaI và SacI b i֫ Công ty TNHH MTV Hóa sinh Phù Sa 

(CӺn ThҺ, Vit֓ Nam). 

2.2.3. SӶn xuӸt kháng thԜ Ľa d¸ng kh§ng chitinase 42 kDa 

2.2.3.1. Tͧ o dòng các gen chitinase 42 kDa trong vector pQE30   

Các gen chitinase 42 kDa ĽҼ֯c tách dòng kh i֛ vector pUC19 bԄng BamHI và 

SacI (Thermo Fisher Scientific, M׃). Vector biԜu hi֓ n E. coli pQE30 (Qiagen, ņcֵ) 

cȈng ĽҼc֯ m֫  vòng b֫ i 2 enzyme tҼҺng t.ֽ Các sӶn phӼm cԂt hӴn chԒ sau Ľ· ĽҼc֯ 

tinh sӴch bԄng GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific, M׃) theo 

hҼ֧ng dӾn cֳ a nhà sӶn xuӸt. PhӶn nֵg gԂn giֻ a các gen chitinase 42 kDa và vector 

pQE30 vòng h֫  ĽҼ֯c thֽ c hi֓ n nh֩  T4 DNA ligase (Promega, M׃) và ֳ   ֫16°C qua 

Ľ°m sau Ľ· biԒn nӴp vào E. coli M15 bԄng phҼҺng ph§p shock nhit֓ [230]. Sֽ  hi n֓ 

di n֓ cֳ a các vector tái t֡ h p֯ pQE30/Chi42, pQE30/syncodChi42-1 và 

pQE30/syncodChi42-2 trong E. coli ĽҼ֯c kiԜm tra bԄng phӶn nֵg cԂt hӴn chԒ v i֧ 

BamHI và SacI.   

2.2.3.2. Phân tích biΘu hiΜn và tinh sͧ ch chitinase 42 kDa 

Các tԒ bào E. coli mang các vector tái t֡ h p֯ nuôi cӸy trong m¹i trҼn֩g LB (Phֱ  

l cֱ 4)  ֫37oC qua Ľ°m vi֧ t c֝ Ľ֥ lԂc 180 v¸ng/ph¼t Ľ« ĽҼc֯ cӶm nֵg v֧ i 0,5 mM 

IPTG trong 4 gi֩  ĽԜ biԜu hi֓ n chitinase 42 kDa (Ta-CHI42). M cֵ Ľ֥ biԜu hi֓ n cֳ a 

enzyme ĽҼc֯ kiԜm tra sҺ b ֥bԄng Ľin֓ di SDS-PAGE 12%. 

Do 3 gen chitinase 42 kDa (Chi42, syncodChi42-1 và syncodChi42-2) mã hóa 

cùng 1 loӴi enzyme nên nghiên cֵu này ch֕ ch֙ n dòng tԒ bào E. coli mang gen 

syncodChi42-1 ĽԜ sӶn xuӸt và tinh sӴch Ta-CHI42. C§c bҼc֧ tinh sӴch trong ĽiԚu ki n֓ 

biԒn t²nh (ĽԜ tiêm enzyme vào chu֥t) ĽҼc֯ thֽ c hi֓ n v i֧ QIAexpressionistTM Kit 

(Qiagen, ņֵ c) theo hҼn֧g dӾn cֳ a nhà sӶn xuӸt. Tóm tԂt nhҼ sau: Sinh khi֝ tԒ bào E. 

coli chֵ a vector pQE30/syncodChi42-1 ĽҼ֯c giֻ   ֫ -80oC, sau Ľ· r« Ľ¹ng v¨ ly giӶi 

trong Ľm֓ urea (pH 8) (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl, 8 M urea và 10 mM 

imidazole) bԄng cách khuӸy liên tֱ c  ֫nhi֓ t Ľ ֥phòng trong 1 gi֩. D c֗h ly giӶi (Ta-

CHI42 th¹) ĽҼc֯ ly tâm 14.000 vòng/phút ֫ 4oC trong 10 phút. ThԜ n i֡ thu h֟ i ĽҼ֯c 

tinh sӴch bԄng c֥ t poly-prep (Bio-Rad, 7311550) v֧i Ni-NTA agarose (Qiagen, 

30210). C t֥ sau Ľ· ĽҼc֯ rֹ a bԄng 20 mM imidazole và rֹa giӶi v i֧ 250 mM 
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imidazole trong Ľm֓ urea. D c֗h chiԒt enzyme Ta-CHI42 th¹ ĽҼc֯ tinh sӴch  ֫ĽiԚu 

ki n֓ không biԒn t²nh (d½ng  ĽԜ x§c Ľn֗h hoӴt t²nh v¨ ĽԊc ĽiԜm enzyme) tҼҺng t ֽnhҼ 

trҼ֩ng h֯ p biԒn t²nh nhҼng kh¹ng c· urea. ņ֥  tinh sӴch cֳ a Ta-CHI42 ĽҼ֯c kiԜm tra 

bԄng Ľin֓ di SDS-PAGE 12%. Enzyme Ta-CHI42 tinh sӴch ĽҼc֯ thӼm tích bԄng Ľm֓ 

phosphate (pH 7.4), r֟ i tr n֥ v֧ i 30% glycerol và bӶo quӶn  ֫-20oC trҼc֧ khi sֹ  d nֱg 

cho các thí nghi֓m tiԒp theo. 

ņi֓n di SDS-PAGE 12% (Phֱ l cֱ 5) ĽҼc֯ thֽ c hi֓ n nhҼ sau: ChuӼn b֗  

separating gel 12% (4 mL dung d֗ch acrylamide 30%, 2,6 mL Ľm֓ separating gel 4x, 

3,3 mL nҼc֧ cӸt, 100 µL APS 10% và 6 µL TEMED) và stacking gel 5% (0,83 mL 

dung d֗ch acrylamide 30%, 0,68 mL Ľm֓ stacking gel 4x, 2,3 mL nҼc֧ cӸt, 50 µL 

APS 10% và 6 µL TEMED). 50 µg protein hòa tan tn֡g s֝  ĽҼ֯c biԒn tính ֫  95°C 

trong 10 phút. MӾu sau Ľ· ĽҼc֯ nӴp vào giԒng và chӴy Ľin֓ di ֫  60 V trong 30 phút 

Ľ֝i v i֧ stacking gel v¨ 80 V trong 100 ph¼t Ľi֝ v i֧ separating gel. Sau khi Ľin֓ di, gel 

ĽҼ֯c nhu֥ m v i֧ Coomassie Brilliant Blue trong 15 phút và rֹa 3 lӺn v֧ i dung d֗ch 

r aֹ gel (Phֱ l cֱ 5).  

2.2.3.3. Sͩn xu tͫ kháng thΘ  

Kháng thԜ Ľa d¸ng kh§ng Ta-CHI42 ĽҼc֯ sӶn xuӸt theo phҼҺng ph§p caֳ 

Cooper và Patterson (2009) v֧i m t֥ vài cӶi tiԒn [76]. Kh§ng nguy°n Ľ²ch (Ta-CHI42) 

tinh sӴch ĽҼ֯c tiêm vào dҼ֧i da chu֥ t thuӺn chֳ ng Balb/c (Charles River Laboratory) 

cùng v֧ i t§ dҼc֯ Freund (t§ dҼc֯ hoàn ch֕nh cho chӸt b  ֡tr  ֯ch²nh v¨ t§ dҼc֯ không 

hoàn ch֕nh ĽԜ tŁng cҼn֩g, v֧ i t  ׁl  ֓tr n֥ 1:1, v/v). Quá trình nhȈ h·a kh§ng nguy°n ĽӴt 

ĽҼ֯c bԄng cách tr֥n t§ dҼc֯ v֧ i kháng nguyên bԄng n֝g tiêm kép. M֣i con chu֥ t 

ĽҼ֯c tiêm khoӶng 50 ɛg kháng nguyên tinh sӴch. Vi֓ c ti°m tŁng cҼn֩g ĽҼc֯ thֽ c 

hi n֓ sau 4 tuӺn kԜ t  ַlӺn ti°m trҼc֧. Kháng thԜ thu ĽҼc֯ bԄng cách lӸy máu  ֫h c֝ mԂt 

nhֻ ng con chu֥t sau tiêm 6 ngày r i֟ tr n֥ v֧ i glycerol 50% và NaN3 0,2%, h֣ n h֯ p 

ĽҼ֯c bӶo quӶn  ֫4oC. T²nh ĽԊc hi֓ u và hi֓ u quӶ c aֳ kháng thԜ ĽҼ֯c kiԜm tra bԄng 

Western blot, trong Ľ· mi֣ kháng thԜ ĽҼ֯c pha loãng 1:2000.  

Phân tích Western blot ĽҼ֯c thֽ c hi֓ n nhҼ sau: TiԒn h¨nh Ľin֓ di SDS-PAGE 

12% trên 2 gel, cҺ bӶn nhҼ Ľ« m¹ tӶ  ֫m cֱ 2.2.3.2. Sau khi Ľin֓ di, m֥ t gel ĽҼc֯ 

nhu֥ m v i֧ Coomassie Brilliant Blue, gel còn lӴi ĽҼc֯ dùng ĽԜ thӼm tích (blotting) 

protein lên màng Hybond-C extra nitrocellulose (Amersham Biosciences, Amersham) 

trong Ľm֓ chuyԜn (Phֱ  l cֱ 6) trong 3 gi֩   ֫cҼ֩ng Ľ ֥d¸ng Ľin֓ 145 mA bԄng thiԒt b  ֗

mini-transblot (BioRab, M׃). TiԒp theo, m¨ng ĽҼc֯ blocking bԄng 5% skim milk pha 

trong Ľm֓ TBST (Sigma-Aldrich) trong 1 gi֩   ֫37°C có lԂc nhԌ ĽԜ ngŁn cӶn các liên 

kԒt kh¹ng ĽԊc hi֓ u. Sau Ľ·, raֹ màng bԄng Ľm֓ TBST 3 lӺn, m֣ i lӺn 15 phút. ֲ  màng 
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v i֧ kháng thԜ 1 Ľa d¸ng (kh§ng Ta-CHI42 cֳ a chu֥t) ĽҼc֯ pha loãng 1:2000 trong 

Ľ֓m TBST trong 2 gi֩  ֫37°C có lԂc nhԌ. Rֹ a màng v֧i Ľm֓ TBST 3 lӺn, m֣ i lӺn 15 

phút. ֲ  m¨ng trong Ľm֓ TBST chֵ a kháng thԜ 2 là kháng thԜ chu֥ t c֥ ng h֯ p alkaline 

phosphatase (AbD Serotec, Bio-Rad, M׃) ĽҼ֯c pha loãng 1:5000 trong 2 gi֩  ֫37°C 

có lԂc nhԌ. Rֹ a màng bԄng Ľm֓ TBST 3 lӺn. Cân bԄng m¨ng trong Ľm֓ TMN (100 

mM Tris pH 9,5, 5 mM MgCl2 và 100 mM NaCl) trong 10 phút. Phát triԜn màu bԄng 

cҺ chӸt BCIP/NBT (Sigma-Aldrich, Cat No B6404) 2-3 phút trong t֝ i  ֫37°C.  

2.2.4. X§c Ľn֗h hoӴt t²nh v¨ ĽԊc ĽiԜm cֳ a Ta-CHI42 

2.2.4.1. Hoͧ t tính cνa Ta-CHI42   

HoӴt tính thֳ y ph©n chitin ĽҼc֯ Ľ§nh gi§ sҺ b ֥bԄng cách cho Ta-CHI42 vào các 

l  ֣Ľֱc sԈn tr°n Ľǫa Petri có chֵ a agar 1,5% v¨ colloidal chitin 1,2%. ņǫa ĽҼc֯ ֳ   ֫4oC 

trong 8 gi֩  ĽԜ khuԒch t§n enzyme, sau Ľ·  ֳ  ֫28oC trong 6 gi֩  ĽԜ th yֳ phân chitin. Sֽ 

xuӸt hi n֓ cֳ a vòng phân giӶi chitin ĽҼc֯ x§c Ľn֗h bԄng cách nhu֥m Ľǫa thӴch v֧ i 

Lugol 0,1% (Himedia) [60]. Colloidal chitin ĽҼc֯ chuӼn b֗  theo phҼҺng ph§p caֳ 

Murthy và Bleakley (2012) [180]. K²ch thҼc֧ vòng phân giӶi ĽҼc֯ tính theo công thֵc 

D-d, v i֧ D l¨ ĽҼn֩g kính vòng phân giӶi, d l¨ ĽҼn֩g kính l֣  Ľֱc. 

HoӴt Ľ ֥chitinase ĽҼc֯ Ľo bԄng phҼҺng ph§p quang ph ֡  ֫bҼ֧c sóng 420 nm 

theo Tsujibo và cs (1998) v֧i cҺ chӸt là pNP-ɓ-GlcNAc (Sigma-Aldrich, M׃) [272]. 

PhӶn nֵg ĽҼc֯ thֽ c hi֓ n bԄng cách thêm 70 µL (50 ɛg) Ta-CHI42 tinh sӴch vào 140 

ɛL dung d֗ch pNP-ɓ-GlcNAc 2,5 mM h¸a tan trong Ľm֓ acetate 50 mM (pH 7) và h֣n 

h p֯ ĽҼc֯  ֳ  ֫50oC trong 10 ph¼t. Sau Ľ·, phӶn nֵg ĽҼc֯ dַ ng bԄng cách thêm vào 

h n֣ h֯ p 1,4 mL Na2CO3 0,2 M. M t֥ ĽҺn v ֗hoӴt Ľ ֥c aֳ chitinase ĽҼc֯ Ľ֗nh nghǫa l¨ 

lҼ֯ng enzyme cӺn thiԒt ĽԜ giӶi phóng 1 ɛmol p-nitrophenol tַ  cҺ chӸt pNP-ɓ-GlcNAc 

trong 1 mL trong th֩i gian 1 phút. p-nitrophenol (Sigma-Aldrich, M׃) ĽҼc֯ sֹ  d nֱg 

ĽԜ xây dֽ ng ĽҼn֩g chuӼn  ֫Ľ֥ hӸp thֱ  quang 420 nm. HoӴt Ľ ֥riêng cֳ a chitinase là 

s֝  ĽҺn v ֗enzyme trên m֣i mL chia cho n֟ng Ľ ֥protein tính bԄng mg/mL.  

2.2.4.2. ņΊc ĽiΘm cνa Ta-CHI42 

Nhi t֓ Ľ ֥và pH t֝ i Ҽu cho hoӴt Ľn֥g cֳ a enzyme Ta-CHI42 ĽҼc֯ khӶo sát trong 

khoӶng 25-70oC và 4-10. Các dung d֗ch Ľm֓ ĽҼc֯ sֹ  d nֱg ĽԜ x§c Ľn֗h pH t֝ i Ҽu l¨ 

20 mM Ľm֓ citrate (pH 4-6), 20 mM Ľm֓ phosphate (pH 7-8) v¨ 20 mM Ľm֓ glycine-

NaOH (pH 9-10). ņ ֥ n֡ nhi֓ t và pH cֳ a Ta-CHI42 ĽҼc֯ Ľ§nh gi§ bԄng cách ֳ  

enzyme trong 30 phút ֫ 25-70oC (pH 7) và pH 4-10 (45oC) m¨ kh¹ng c· cҺ chӸt, dung 

d c֗h enzyme ngay sau Ľ· ĽҼc֯ làm lӴnh ĽԒn 4oC. ӵnh hҼn֫g cֳ a ion kim loӴi và m֥ t 

s֝  thu֝ c thֹ  lên hoӴt tính cֳ a Ta-CHI42 ĽҼc֯ x§c Ľn֗h bԄng cách ֳ enzyme ֫  nhi֓ t Ľ ֥

và pH thích h֯p trong 30 phút v֧i 5 mM ion kim loӴi (Na+, Fe2+, Mg2+, Cu2+, Co2+, 
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Ca2+, Zn2+, Mn2+ hoԊc Fe3+) hoԊc v֧ i các thu֝ c thֹ  nhҼ SDS 1%, EDTA 1 mM, urea 1 

M, DMSO 5% hoԊc Triton X-100 1%. HoӴt tính cֳ a chitinase sau khi ֳ ĽҼ֯c x§c Ľn֗h 

nhҼ m¹ tӶ  ֫tr°n nhҼng  ֫nhi֓ t Ľ ֥và pH t֝ i Ҽu. Dung d c֗h enzyme Ľun s¹i ĽҼc֯ sֹ  

d nֱg làm mӾu trԂng (blank). HoӴt Ľ ֥tҼҺng Ľi֝ (%) cֳ a Ta-CHI42 là tׁ  s֝  gi aֻ hoӴt 

Ľ֥ c aֳ enzyme sau khi xֹ lý (  ֫các pH và nhi֓t Ľ ֥khác nhau hoԊc v֧ i các ion kim 

loӴi và thu֝ c thֹ  khác nhau) v֧i hoӴt Ľ ֥  ֫50oC và pH 7 (ĽiԚu ki n֓ t֝ i Ҽu). 

2.2.5. TӴo dòng gen chitinase và promoter Asy trong vector biԜu hi n֓ th cֽ vԀt  

2.2.5.1. Tͧo d¸ng gen chitinase trong vector pMYV719   

Các gen chitinase 42 kDa ĽҼ֯c tách dòng tַ vector pUC19 tái t֡  h p֯ bԄng XbaI 

và SacI. Vector pMYV719 mang promoter 35S (dp35S) (H³nh 2.2) ĽҼc֯ loӴi b  ֛trình 

t  ֽCTB-L-SD1-SEKDEL cȈng bԄng 2 enzyme n·i tr°n ĽԜ thay bԄng m֥ t trong 3 gen 

chitinase 42 kDa. Các sӶn phӼm cԂt hӴn chԒ ĽҼ֯c tinh sӴch bԄng GeneJET PCR 

Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, M׃) trҼc֧ khi th cֽ hi֓ n phӶn ֵ ng gԂn bԄng 

T4 DNA ligase (Promega, M׃) theo hҼn֧g dӾn cֳ a nhà sӶn xuӸt. Các h֣ n h֯ p phӶn 

nֵg gԂn ĽҼc֯ biԒn nӴp vào tԒ bào E. coli TOP10 bԄng phҼҺng ph§p shock nhit֓ [230]. 

Các vector tái t֡ h p֯ pMYV719/Chi42 (ĽҼ֯c ĽԊt tên là pNHL19.1), 

pMYV719/syncodChi42-1 (pNHL19.2) và pMYV719/syncodChi42-2 (pNHL19.3) 

hi n֓ di֓ n trong E. coli ĽҼ֯c kiԜm tra bԄng phӶn ֵ ng cԂt hӴn chԒ v i֧ XbaI và SacI. 

2.2.5.2. Tͧ o dòng gen chitinase và promoter Asy trong vector pMYV719   

Promoter ĽԊc hi֓ u r֑  Asy (pAsy) ĽҼc֯ tách dòng tַ vector pUC19 bԄng HindIII 

và XbaI ĽԜ thay cho promoter 35S (dp35S)  ֫vector pMYV719 (Hình 2.2) cȈng ĽҼc֯ 

loӴi b  ֛b i֫ 2 enzyme tҼҺng t ֽtrên. C§c gen chitinase ĽҼc֯ tách dòng tַ vector pUC19 

tái t֡  h p֯ bԄng XbaI và SacI. Vector tái t֡  h p֯ pMYV719/pAsy ĽҼ֯c loӴi b  ֛trình tֽ  

CTB-L-SD1-SEKDEL (khoӶng 1 kb) cȈng bԄng 2 enzyme n·i tr°n ĽԜ thay bԄng 1 

trong 3 gen chitinase. Các sӶn phӼm cԂt hӴn chԒ ĽҼ֯c tinh sӴch bԄng GeneJET PCR 

Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, M׃) trҼc֧ khi thֽ c hi֓ n phӶn ֵ ng gԂn nh֩  

T4 DNA ligase. Các h֣ n h֯ p phӶn nֵg gԂn ĽҼc֯ biԒn nӴp vào tԒ bào E. coli TOP10 

bԄng phҼҺng ph§p shock nhit֓ [230]. Các vector tái t֡ h p֯ pMYV719/pAsy/Chi42 

(ĽҼ֯c ĽԊt tên là pNHL20.1), pMYV719/pAsy/syncodChi42-1 (pNHL20.2) và 

pMYV719/pAsy/syncodChi42-2 (pNHL20.3) hi֓ n di֓ n trong E. coli TOP10 ĽҼc֯ 

kiԜm tra bԄng phӶn ֵ ng cԂt hӴn chԒ. 

2.2.6. Tam h֯ p 

Các vector biԜu hi֓ n thֽ c vԀt mang các gen chitinase khác nhau ĽҼ֯c biԒn nӴp 

vào A. tumefaciens LBA4404 bԄng phҼҺng ph§p tam hp֯ (triparental mating) theo 
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Van Haute và cs (1983) [279]. Ba chֳ ng vi khuӼn A. tumefaciens LBA4404, E. coli 

TOP10 mang helper plasmid pRK2013 và các E. coli TOP10 riêng rԐ mang vector 

pNHL19.1, pNHL19.2, pNHL19.3, pNHL20.1, pNHL20.2 v¨ pNHL20.3 ĽҼc֯ nuôi 

trong 5 mL m¹i trҼn֩g YEP l֛ ng (1% tryptone, 1% d֗ch chiԒt nӸm men, 0,5% NaCl) 

có b֡  sung kháng sinh thích h֯p v֧ i th i֩ gian, nhi֓t Ľ ֥và t֝ c Ľ֥ vòng lԂc tùy thu֥ c 

vào tַ ng chֳ ng vi khuӼn.  

Sinh kh֝ i ba chֳ ng vi khuӼn ĽҼc֯ thu nhԀn bԄng cách ly tâm 6.000 vòng/phút 

trong 1 phút, tái huyԚn ph½ trong 1 mL m¹i trҼn֩g YEP l֛ ng trҼc֧ khi tr֥ n ĽԚu v i֧ 

nhau. H֣ n h֯ p sinh kh֝i sau Ľ· ĽҼc֯ Ľ֟ng nuôi cӸy, ĽԜ các vi khuӼn tiԒn hành tiԒp 

h p֯, tr°n m¹i trҼn֩g YEP rԂn ֫  28°C trong t֝ i 2 ngày. Các khuӼn lӴc tr°n Ľǫa tiԒp h֯ p 

ĽҼ֯c tái huyԚn ph½ trong 4 mL m¹i trҼn֩g YEP. LӸy 100 µL d֗ch huyԚn phù vi khuӼn 

 ֫Ľ֥ pha loãng 10-4 trӶi l°n m¹i trҼn֩g YEP rԂn có b֡  sung 50 µg/mL kanamycin và 

100 µg/mL spectinomycin và nuôi ֫ 28°C trong t֝ i 2 ngày. Các khuӼn lӴc vi khuӼn A. 

tumefaciens mang vector biԜu hi֓ n thֽ c vԀt tr°n m¹i trҼn֩g YEP có 2 loӴi kháng sinh 

ĽҼ֯c thu h֟ i ĽԜ nuôi cӸy tŁng sinh tr°n 5 mL caֳ c½ng m¹i trҼn֩g ֫  dӴng l֛ ng trong 

c½ng ĽiԚu ki n֓. Sinh kh֝ i vi khuӼn ĽҼc֯ d½ng ĽԜ tách chiԒt DNA plasmid bԄng 

phҼҺng ph§p ly giӶi kiԚm [100] v¨ sau Ľ· kiԜm tra sֽ  hi n֓ di֓ n cֳ a các gen chitinase 

42 kDa bԄng khuԒch ĽӴi PCR và phӶn ֵ ng cԂt hӴn chԒ.  

2.2.6.1. KhuΔch Ľiͧ PCR 

Thành phӺn PCR nhҼ sau: DNA plasmid 50 ng, m i֟ m i֣ loӴi 10 pmol (BӶng 

2.1), dNTP mix 0,2 mM, 10x Dream Taq buffer 2 µL, Dream Taq DNA polymerase  

0,5 U, b֡  sung nҼc֧ cӸt ĽԒn thԜ tích 20 ÕL. ņiԚu ki n֓ PCR: biԒn tính plasmid 95°C/10 

phút; 30 chu kȢ: 95°C/30 giây, 55°C/45 giây và 72°C/1 phút 30 giây; cu֝ i cùng 

72°C/7 phút. 

BӶng 2.1. Trình tֽ  nucleotide cֳa các m֟i ĽԊc hi֓ u cֳ a các gen chitinase 

Tên m֟ i Trình tֽ  nucleotide 5ô- 3ô 
K²ch thҼc֧ sӶn 

phӼm PCR (kb) 

Chi42-F GCGCTCTAGAAAAACTAAAAGTAGAAG  

~ 1,3 
Chi42-R GCGCGAGCTCTTAGTTGAGACCGCTT  

syncodChi42-F GCGCTCTAGAAAAACTAAAAGTAGAAG  

syncodChi42-R GCGCGAGCTCTTAATTCAAACCAGAT  

Chú thích: 2 gen syncodChi42-1 và syncodChi42-2 có trình tֽ  nucleotide ֫  các vùng gԂn m i֟ 

gi n֝g nhau, vì vԀy chúng ĽҼ֯c dùng chung m֥t cԊp m֟ i syncodChi42-F và syncodChi42-R. 2 

trình tֽ  TCTAGA và GAGCTC lӺn lҼt֯ là các v֗ trí nhԀn biԒt cֳ a XbaI và SacI. 
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2.2.6.2. Phͩn οng cͽt h nͧ chΔ 

 Thành phӺn phӶn nֵg cԂt bԄng 2 enzyme SacI (Thermo Scientific) và XbaI 

(BioLabs) nhҼ sau: DNA plasmid 100 ng, 10x Tango buffer 2 µL, SacI 1 U, XbaI 2 U, 

b  ֡sung nҼc֧ cӸt v¹ tr½ng ĽԒn thԜ tích 20 µL. H n֣ h֯ p phӶn ֵ ng ĽҼc֯ ֳ   ֫37°C trong 

2 gi֩ , sau Ľ· ĽҼc֯ phân tích bԄng Ľin֓ di trên gel agarose 0,8%.   

2.2.7. ChuyԜn gen chitinase bԄng k׃ thuԀt thӸm nhԀp 

Cây N. benthamiana ĽҼ֯c sinh trҼn֫g trong phòng nuôi ֫ nhi֓ t Ľ ֥24ÜC, cҼn֩g 

Ľ֥ ánh sáng 3.000 lux v֧i 12 gi֩  chiԒu s§ng/ng¨y ĽҼc֯ sֹ  d nֱg ĽԜ biԜu hi֓ n tӴm th֩ i 

các gen chitinase 42 kDa bԄng k׃ thuԀt thӸm nhԀp thông qua Agrobacterium 

(agroinfiltration). 

Vi khuӼn A. tumefaciens LBA4404 mang các vector pNHL19.1, pNHL19.2 và 

pNHL19.3, và vi khuӼn A. tumefaciens LBA4404 mang vector pMYV508 ĽҼc֯ nuôi 

cӸy riêng rԐ trong 5 mL m¹i trҼn֩g YEP [178] có b֡  sung 50 µg/mL kanamycin và 

100 µg/mL spectinomycin trong 2 ngày  ֫28°C trong t֝ i v i֧ t c֝ Ľ֥ lԂc 200 vòng/phút. 

Sinh kh֝ i vi khuӼn ĽҼc֯ thu nhԀn bԄng ly tâm ֫  t c֝ Ľ֥ 6000 vòng/phút trong 5 phút.  

H n֣ h֯ p sinh kh֝ i h n֣ h֯ p cֳ a 2 chֳ ng A. tumefaciens (m t֥ chֳ ng mang 1 trong 

3 vector biԜu hi֓ n thֽ c vԀt và chֳ ng kia mang vector pMYV508) ĽҼc֯ pha lo«ng ĽԜ 

ĽӴt OD600 t  ַ0,8-1 bԄng Ľm֓ MES (10 mM 2-[N-morpholino] ethanesulfonic acid, 10 

mM MgSO4, pH 5,5). B֡  sung 200 ÕM acetosyringone gi¼p tŁng khӶ nŁng biԒn nӴp 

c aֳ A. tumefaciens. H n֣ h֯ p ĽҼc֯ ֳ  trong t֝ i 1-2 gi֩ . D c֗h huyԚn phù vi khuӼn sau Ľ· 

sԐ ĽҼ֯c tiêm vào mԊt dҼi֧ c aֳ lá cây N. benthamiana 6 tuӺn tu֡ i bԄng syringe loӴi 1 

mL không có kim tiêm. Sau 3, 5 và 7 ngày xâm nhim֑, l§ ĽҼc֯ sֹ  d nֱg ĽԜ phân tích 

sֽ  biԜu hi֓ n tӴm th֩ i c aֳ enzyme Ta-CHI42. Vi khuӼn  A. tumefaciens mang vector 

pMYV719 ĽҼc֯ sֹ  d nֱg l¨m Ľi֝ ch nֵg âm. 

2.2.8. BiԒn nӴp gen chitinase thông qua Agrobacterium 

 C§c chֳng A. tumefaciens ri°ng rԐ mang m֥t trong c§c vector cֳa nh·m pNHL19 

hoԊc pNHL20 ĽҼ֯c nuôi tr°n m¹i trҼ֩ng YEP l֛ng chֵa kanamycin 100 Õg/mL v¨ 

rifampicin 100 µg/mL ֫ 28oC trong t֝i 2 ng¨y ĽԜ thu sinh kh֝i. Sau Ľ·, d֗ch huyԚn 

ph½ cֳa vi khuӼn ĽҼ֯c pha lo«ng bԄng m¹i trҼ֩ng İ MS l֛ng ĽԒ ĽӴt OD600 tַ 0,9-1,2, 

tiԒp theo b֡ sung 200 Õg/mL acetosyringone v¨ ֳ trong 1 gi֩ th֕nh thoӶng c· lԂc nhԌ.  

L§ mӺm khֹ ph¹i, l§ mӺm chֵa ph¹i v¨ mԂt l§ mӺm cֳa c©y lӴc ĽҼ֯c tiԚn nu¹i 

cӸy 3 ng¨y trҼ֧c khi ng©m trong c§c d֗ch huyԚn ph½ Agrobacterium ri°ng rԐ mang c§c 

vector biԜu hi֓n thֽc vԀt khác nhau c· chֵa gen chitinase 42 kDa ĽԜ l©y nhi֑m trong 

ĽiԚu ki֓n t֝i 20 ph¼t, th֕nh thoӶng lԂc nhԌ. Sau khi l©y nhi֑m, mӾu vԀt ĽҼ֯c nu¹i tr°n 
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m¹i trҼ֩ng t§i sinh ch֟i (SR), bao g֟m m¹i trҼ֩ng MS cҺ bӶn có sucrose 3% và agar 

0,8%, b֡ sung acetosyringone 200 Õg/mL, BAP 15 mg/L (Ľ֝i v֧i l§ mӺm khֹ ph¹i) 

hoԊc BAP 15 mg/L v¨ 2,4-D 2 mg/L (Ľ֝i v֧i l§ mӺm chֵa ph¹i) hoԊc BAP 2 mg/L v¨ 

NAA 0,1 mg/L (Ľ֝i v֧i mԂt l§ mӺm) ֫ 25Ñ2oC, 3 ng¨y trong t֝i. Sau Ľ·, mӾu vԀt 

ĽҼ֯c rֹa 10 ph¼t trong m¹i trҼ֩ng SR l֛ng c· b֡ sung 250 Õg/mL cefotaxime ĽԜ loӴi 

b֛ Agrobacterium v¨ nu¹i cӸy tr°n m¹i trҼ֩ng ch֙n l֙c, bao g֟m m¹i trҼ֩ng SR có 

b֡ sung cefotaxim 100 Õg/mL, kanamycin 250 Õg/mL ֫ 25Ñ2oC, cҼ֩ng Ľ֥ chiԒu s§ng 

2000-3000 lux v֧i 16 gi֩ chiԒu s§ng/ng¨y trong 4 tuӺn.  

C§c ch֟i in vitro t§i sinh tr°n m¹i trҼ֩ng ch֙n l֙c ĽҼ֯c chuyԜn sang m¹i trҼ֩ng 

MS cҺ bӶn có sucrose 3% v¨ agar 0,8%, b֡ sung IAA 0,1 mg/L, BAP 2 mg/L v¨ 

kanamycin 100 Õg/mL trong 4 tuӺn ĽԜ nh©n ch֟i. C§c ch֟i ri°ng lԎ sau Ľ· ĽҼ֯c t§ch 

ra v¨ chuyԜn v¨o m¹i trҼ֩ng MS có sucrose 3% và agar 0,8%, b֡ sung BAP 0,45 

mg/L ĽԜ k®o d¨i ch֟i. Sau 4-5 tuӺn c§c ch֟i n¨y (cao khoӶng 2-3 cm) ĽҼ֯c chuyԜn 

sang m¹i trҼ֩ng tӴo r֑ RM, bao g֟m MS cҺ bӶn có sucrose 3%, agar 0,8% và b֡ sung 

NAA 0,5 mg/L.  

2.2.9. NhԀn dӴng và phân tích biԜu hi n֓ cֳ a gen chuyԜn 

2.2.9.1. KhuΔch Ľiͧ PCR 

DNA t֡ng s֝ tַ mӾu l§ cֳa c©y N. benthamiana hoԊc mӾu r֑ cֳa c§c c©y lӴc 

chuyԜn gen in vitro ĽҼ֯c t§ch chiԒt bԄng phҼҺng ph§p CTAB [26]. KhuԒch ĽӴi PCR ĽҼ֯c 

thֽc hi֓n v֧i c§c cԊp m֟i ĽԊc hi֓u cho ĽoӴn ch֕ th֗ cֳa 3 gen chitinase (BӶng 2.2). Th¨nh 

phӺn PCR g֟m c· 20 ng DNA t֡ng s֝, 10 pmol m֣i m֟i, 1 ÕL PCR Master Mix (Thermo 

Scientific), b֡ sung nҼ֧c cӸt ĽԒn thԜ t²ch 12 ÕL. PCR ĽҼ֯c thֽc hi֓n v֧i c§c chu kȢ nhi֓t 

nhҼ sau: biԒn t²nh b֥ gen ֫ 95ÁC/15 ph¼t; 30 chu kȢ tiԒp theo: 95ÁC/1 ph¼t, 55ÁC/1 ph¼t 

v¨ 72ÁC/1 ph¼t; ho¨n ch֕nh sӶn phӼm PCR ֫ 72ÁC/10 ph¼t. 

BӶng 2.2. Trình tֽ  nucleotide cֳa các m֟i ĽԊc hi֓ u cho ĽoӴn ch֕ th  ֗c aֳ các gen chitinase. 

Gen M i֟ Trình tֽ  nucleotide 5ô- 3ô K²ch thҼc֧ sӶn 

phӼm PCR (bp) 

Chi42 
F TGGTACTATGCAGCTTGACCT 

505 
R GTACTCCCAGTCGACGTCAA 

syncodChi42-1 
F TGGTACTATGCAGCTTGACCT 

689 
R CGTAATCCAAGACTTGACCCAG 

syncodChi42-2 
F TGGTACTATGCAGCTTGACCT 

931 
R AGAACCGGAACCAATACCATT 
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2.2.9.2. Phân tích SDS-PAGE và Western blot 

NghiԚn 0,5 g mӾu lá cֳ a cây N. benthamiana hoԊc mӾu r֑  c aֳ các cây lӴc chuyԜn 

gen in vitro trong nitrogen l֛ng. Protein hòa tan t֡ng s֝  ĽҼ֯c chiԒt bԄng 1 mL Ľm֓ 

PBS (pH 7). D֗ch chiԒt ĽҼc֯ ly tâm 2 lӺn  ֫13.000 vòng/phút trong 15 phút ֫ 4°C. 

ThԜ n i֡ sau Ľ· ĽҼc֯ d½ng ĽԜ Ľ֗nh lҼn֯g protein bԄng phҼҺng pháp Bradford (1976) 

[55].  

ņi֓n di SDS-PAGE (12%) và Western blot vԚ cҺ bӶn ĽҼ֯c thֽ c hi֓ n tҼҺng t ֽ

nhҼ  ֫m cֱ 2.2.3.2 và mֱ c 2.2.3.3. CҼ֩ng Ľ ֥c aֳ tín hi֓ u Western blot ĽҼc֯ Ľo bԄng 

phӺn mԚm ImageJ (V 1.52v). 

2.2.9.3. Hoͧ t tính cνa chitinase thχc vͻt   

HoӴt t²nh thֳy ph©n chitin v¨ hoӴt Ľ֥ chitinase cֳa protein h¸a tan t֡ng s֝ (c· 

chֵa Ta-CHI42 thֽc vԀt) ĽҼ֯c t§ch chiԒt tַ l§ cֳa c©y N. benthamiana hoԊc r֑ cֳa c§c 

c©y lӴc chuyԜn gen chitinase 42 kDa ĽҼ֯c ph©n t²ch nhҼ ֫ mֱc 2.2.4.1.   

2.2.10. Thֹ  nghi m֓ hoӴt tính kháng nӸm cֳ a chitinase thֽ c vԀt 

2.2.10.1. Thσ nghiΜm in vitro 

- Cây N. benthamiana: 10-60 U/mL Ta-CHI42 tַ  d c֗h chiԒt c aֳ lá cây ĽҼ֯c cho 

v¨o m¹i trҼn֩g 1/2 PDA rԂn tr°n Ľǫa Petri v¨ ln֛g chֵ a khoӶng 104 bào tֹ  nӸm S. 

rolfsii ĽԜ Ľ§nh gi§ khӶ nŁng cֵ chԒ sinh trҼn֫g cֳ a nӸm. Nuôi cӸy ĽҼ֯c tiԒn hành ֫  

28°C trong 36 gi֩. Sau khi ly tâm ֫ 4.000 vòng/phút trong 5 phút, sinh kh֝i s֯ i nӸm 

t  ַm¹i trҼn֩g nuôi cӸy l n֛g ĽҼc֯ rֹ a sӴch v֧ i nҼc֧ cӸt ĽԜ x§c Ľn֗h kh֝ i lҼn֯g tҼҺi, 

tiԒp theo là sӸy kh¹ ĽԒn kh֝ i lҼn֯g kh¹ng Ľi֡  ֫65ÁC ĽԜ x§c Ľn֗h kh֝ i lҼn֯g khô.  

- Cây lӴc: R  ֑c aֳ các cây lӴc chuyԜn gen in vitro 4 tuӺn tu֡ i ĽҼc֯ cӸy lên môi 

trҼ֩ng 1/2 PDA có chֵa 104 bào tֹ  nӸm S. rolfsii và ֳ   ֫28oC trong 96 gi֩  ĽԜ Ľ§nh gi§ 

hoӴt tính kháng nӸm cֳ a chúng dֽa trên ֵ c chԒ sֽ  phát triԜn cֳ a s֯ i nӸm. 20 µL (10 

U/mL) chitinase 42 kDa tinh sӴch tַ  vi khuӼn E. coli (m cֱ 2.2.3.2) ĽҼc֯ sֹ  d nֱg làm 

Ľ֝i ch nֵg dҼҺng, nҼc֧ cӸt vô trùng và r֑ lӴc không chuyԜn gen ĽҼc֯ sֹ  d nֱg l¨m Ľi֝ 

chֵ ng âm. 

2.2.10.2. Thσ nghiΜm in vivo  

Cây lӴc chuyԜn gen in vitro 4 tuӺn tu֡ i (cao 6-8 cm v֧ i 3-4 lá kép và r֑ dài 4-5 

cm) ĽҼc֯ tr֟ ng trong chԀu nhֽ a v֧ i h n֣ h֯ p m½n, c§t v¨ vermiculite (1:1:1) Ľ« ĽҼc֯ 

kh  ֹtr½ng v¨ ĽԊt trong nh¨ lҼi֧ khoӶng 20 ng¨y cho ĽԒn khi lá m֧ i xuӸt hi n֓. Sau Ľ·, 

các cây lӴc kh֛ e mӴnh ĽҼc֯ ch֙ n ĽԜ chuyԜn vào chԀu m i֧ bao g֟ m ĽӸt phù sa và cát 
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Ľ« kh ֹtrùng (8:2) trong 15-20 ng¨y cho ĽԒn khi xuӸt hi n֓ thêm 4-5 lá m֧ i ĽԜ kiԜm tra 

khӶ nŁng kh§ng S. rolfsii.  

Các k׃ thuԀt gây nhi֑ m nӸm ĽҼc֯ tiԒn hành theo Shokes và cs (1996) vi֧ m t֥ s֝  

cӶi tiԒn nh֛  [244]. NӸm S. rolfsii ĽҼ֯c nuôi cӸy tr°n Ľǫa Petri chֵ a m¹i trҼn֩g PDA 

trong 3 ng¨y, sau Ľ· mt֥ miԒng thӴch c· ĽҼn֩g kính 1 cm chֵa nӸm tַ  Ľǫa nu¹i cӸy 

ĽҼ֯c ĽԊt v¨o ĽӸt  ֫Ľ֥ sâu 1 cm và cách g֝c lӴc 1 cm. Cây lӴc ĽҼc֯ che phֳ bԄng 

nylon Ľcֱ l  ֣trong 48 gi֩  ĽԜ ngŁn tho§t hҺi nҼc֧ v¨ duy tr³ Ľ ֥Ӽm cao ĽԜ th¼c ĽӼy sֽ  

phát triԜn cֳ a nӸm. Nhi֓ t Ľ ֥trong ngày cֳa th§ng 4 nŁm 2022 dao Ľn֥g chֳ  yԒu 

trong khoӶng 21-35oC. B n֓h h®o rȈ gc֝ m֝ c trԂng do nӸm S. rolfsii gây ra trên cây 

lӴc ĽҼc֯ Ľ§nh gi§ theo thang ĽiԜm 1-5 sau 2 tuӺn lây nhi֑ m nӸm. Theo Ľ·, 1: c©y 

kh e֛ mӴnh, 2: các vԒt b n֓h ch֕ trên thân cây, 3: 25% cây có triu֓ chֵ ng b֓ nh (héo, 

chԒt hoԊc sԂp chԒt), 4: 26-50% cây có tri֓u chֵ ng b֓ nh v¨ 5: Ó50% c©y có tri֓ u 

chֵ ng b֓ nh. S. rolfsii ĽҼ֯c phân lԀp hai lӺn tַ  cây chԒt ĽԜ ĽӶm bӶo rԄng Ľ· chính 

xác là mӺm b֓ nh [207]. 

2.2.11. ņԊc ĽiԜm sinh lý và hóa sinh cֳ a cây lӴc chuyԜn gen in vivo 

2.2.11.1. ChΣn giá thΘ thích hιp  

C§c c©y lӴc chuyԜn gen chitinase in vitro 8-10 tuӺn tu֡i cao khoӶng 6-8 cm có 3-

4 l§ k®p v¨ r֑ d¨i 3-4 cm ĽҼ֯c chuyԜn ra kh֛i ph¸ng nu¹i ĽԜ ֫ nҺi c· §nh s§ng tֽ 

nhi°n, nhi֓t Ľ֥ b³nh thҼ֩ng khoӶng 2 ng¨y. Sau Ľ·, lӸy c©y ra kh֛i b³nh, rֹa sӴch l֧p 

thӴch b§m xung quanh r֑, cԂt ngԂn r֑ chַa lӴi khoӶng 2 cm v¨ xֹ lĨ r֑ trong dung 

d֗ch di֓t nӸm Benlat C 0,1% 5 ph¼t. C©y sau Ľ· ĽҼ֯c tr֟ng tr°n 6 loӴi gi§ thԜ kh§c 

nhau l¨ vֱn xҺ dַa, ĽӸt m½n, ĽӸt m½n ph֝i tr֥n xҺ dַa (1:1), ĽӸt m½n ph֝i tr֥n c§t v¨ 

vermiculite (1:1:1), ĽӸt m½n ph֝i tr֥n trӸu hun v¨ c§t (5:3:2) v¨ ĽӸt m½n ph֝i tr֥n trӸu 

hun (7:3). M֣i c¹ng thֵc tr֟ng 15 c©y, sau 20 ng¨y tr֟ng v¨ chŁm s·c tiԒn h¨nh thu 

thԀp s֝ li֓u. Ch֕ ti°u theo d»i l¨ chiԚu cao c©y (cm), s֝ l§/c©y v¨ tׁ l֓ c©y s֝ng (%).  

2.2.11.2. ņΊc ĽiΘm sinh lý   

2.2.11.2.1. BΧ tr² th² nghiΜm 

Tr n֟g trong nh¨ lҼi֧ 16 dòng lӴc chuyԜn gen chitinase 42 kDa có hoӴt tính 

chitinase cao và kháng nӸm trong ĽiԚu ki n֓ in vitro mӴnh. ņi֝ ch nֵg 1 (NC1) là cây 

lӴc không chuyԜn gen ĽҼc֯ nӶy mӺm tַ  hӴt v¨ Ľi֝ ch nֵg 2 (NC2) là cây lӴc không 

chuyԜn gen nuôi cӸy in vitro. Thí nghi֓ m ĽҼc֯ b֝  trí theo kiԜu hoàn toàn ngӾu nhiên. 

C©y sau khi sinh trҼn֫g ֡ n Ľ֗nh trên giá thԜ thích h֯ p và bԂt ĽӺu ra lá m֧ i sԐ ĽҼ֯c 

chuyԜn sang chԀu (30x35 cm). ņӸt tr n֟g trong chԀu (6,5 kg/chԀu) là l֧ p ĽӸt phù sa có 

tr n֟g lӴc vֱ  trҼ֧c ĽҼc֯ phҺi kh¹ trn֥ v֧ i phân hֻ u cҺ Growel 3-3-3 (Công ty Behn 
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Meyer Agricare VN). ņiԚu ki n֓ nh¨ lҼi֧: nhi t֓ Ľ ֥ trung bình 30±2ºC và Ľ֥ Ӽm 

khoӶng 80%. 

2.2.11.2.2. Sinh tr̯εng cνa cây lͧ c 

- Th֩i gian sinh trҼ֫ng (ng¨y) cֳa lӴc ĽҼ֯c t²nh tַ khi tr֟ng tr°n ĽӸt ĽԒn khi 

50% s֝ c©y/¹ xuӸt hi֓n 5 l§ thԀt (ng¨y xuӸt hi֓n 5 l§ thԀt), 50% s֝ c©y xuӸt hi֓n c¨nh 

cӸp 1 v¨ 50% s֝ c©y c· ²t nhӸt 1 hoa n֫ ֫ bӸt kȢ Ľ֝t n¨o tr°n th©n ch²nh, t֡ng th֩i 

gian sinh trҼ֫ng ĽҼ֯c t²nh tַ khi chuyԜn c©y ra m¹i trҼ֩ng ĽӸt ĽԒn khi khoӶng 80-

85% s֝ quӶ c· g©n ĽiԜn h³nh, mԊt trong v֛ quӶ c· m¨u Ľen, v֛ lֱa hӴt c· m¨u ĽԊc 

trҼng cֳa gi֝ng, tӺng l§ giֻa v¨ g֝c chuyԜn m¨u v¨ng v¨ rֱng [8].  

- C§c ch֕ ti°u sinh trҼ֫ng ĽҼ֯c quan s§t v¨ Ľo ĽԒm nhҼ m¹ tӶ cֳa Grodzinxki và 

Grodzinxki [109]. M֣i ch֕ ti°u ĽҼ֯c tiԒn h¨nh tr°n 15 c§ thԜ, bao g֟m: 

ChiΖu cao th©n ch²nh (cm): ņo bԄng thҼ֧c tַ v֗ tr² ph©n c¨nh cӸp 1 ĽӺu ti°n ĽԒn 

Ľ֕nh sinh trҼ֫ng cֳa th©n ch²nh. ņo Ľ֗nh kȢ 10 ng¨y 1 lӺn, t²nh tַ khi c©y ra l§ thԀt 

ĽԒn khi thu hoӴch. (Sֹ dֱng loӴi thҼ֧c Ľo 50 cm, chia Ľ֥ d¨i ch²nh x§c ĽԒn mm). 

TΫng sΧ l§/th©n: ņԒm s֝ lҼ֯ng l§/th©n tӴi 3 th֩i ĽiԜm (bԂt ĽӺu ra hoa, Ľ©m tia 

l¨m quӶ v¨ thu hoӴch).  

SΧ l§ xanh c¸n lͧi/th©n ch²nh khi thu hoͧch (l§/c©y): ĽԒm t֡ng s֝ l§ k®p c¸n 

xanh tr°n c©y v¨o giai ĽoӴn thu hoӴch.  

TΫng sΧ c¨nh/c©y: ņԒm s֝ lҼ֯ng c¨nh/c©y tӴi 3 th֩i ĽiԜm (bԂt ĽӺu ra hoa, Ľ©m 

tia l¨m quӶ v¨ thu hoӴch).  

2.2.11.2.3. C̯γng Ľί tho§t h̭i n̯αc 

CҼ֩ng Ľ֥ tho§t hҺi nҼ֧c ĽҼ֯c Ľo theo phҼҺng ph§p c©n nhanh cֳa Ivanov v¨ cs 

(2012). CҼ֩ng Ľ֥ tho§t hҺi nҼ֧c cֳa lӴc ĽҼ֯c x§c Ľ֗nh ֫ 3 th֩i ĽiԜm: 5 l§ thԀt (20 

ng¨y sau tr֟ng), ra hoa r֥ (55 ng¨y sau tr֟ng) v¨ quӶ v¨o chԂc (70 ng¨y sau tr֟ng) 

[126].  

2.2.11.2.4. H¨m l̯ιng chlorophyll 

H¨m lҼ֯ng chlorophyll (Chl) trong l§ lӴc ĽҼ֯c x§c Ľ֗nh ֫ 3 giai ĽoӴn: 5 l§ thԀt 

(20 ng¨y sau khi tr֟ng), ra hoa r֥ (55 ng¨y sau khi tr֟ng) v¨ quӶ v¨o chԂc (70 ng¨y 

sau khi tr֟ng) bԄng phҼҺng ph§p quang ph֡ theo Arnon [35]. 10 mg l§ lӴc (l§ thֵ 3 tַ 

tr°n xu֝ng) ĽҼ֯c nghiԚn v֧i 0,5 mL acetone 100%, d֗ch chiԒt sau Ľ· ĽҼ֯c b֡ sung 

acetone 80% ĽԒn 1 mL. Ly t©m d֗ch chiԒt ֫ 12.000 v¸ng/ph¼t trong 15 ph¼t ֫ 4oC, thu 

d֗ch n֡i v¨ pha lo«ng th¨nh 2 mL v֧i acetone 80%. ņ֥ hӸp thֱ quang cֳa d֗ch chiԒt 

sau c½ng ĽҼ֯c Ľo ֫ bҼ֧c s·ng 645 v¨ 663 nm. H¨m lҼ֯ng Chl ĽҼ֯c t²nh theo c¹ng 

thֵc: 
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Chl(a) (mg/g) = (12,7 × A663 - 2,69 × A645) x V/Fw 

Chl(b) (mg/g) = (22,9 × A645 - 4,68 ×A663) x V/Fw 

Trong Ľ·, V: thԜ t²ch d֗ch chiԒt, Fw: kh֝i lҼ֯ng tҼҺi cֳa l§, A: Ľ֥ hӸp thֱ quang.  

2.2.11.2.5. NŁng suͫt v¨ c§c yΔu tΧ cͫu th¨nh nŁng suͫt 

- TΫng sΧ hoa/c©y: Theo d»i h¨ng ng¨y tַ khi ra hoa cho ĽԒn khi s֝ hoa b³nh 

qu©n/c©y/ng¨y nh֛ hҺn 1 v¨ kh¹ng tŁng li°n tֱc trong ba ng¨y. 

- Tϋ lΜ hoa hυu hiΜu (HHH) ĽҼ֯c t²nh theo c¹ng thֵc: 

HHH(%) = (S֝ quӶ chԂc/c©y x 100)/t֡ng s֝ hoa/cây 

- SΧ quͩ chͽc/c©y: Theo d»i 10 c©y/1 ¹ th² nghi֓m. ņԒm s֝ quӶ chԂc tr°n tַng c©y. 

- KhΧi l̯ιng 100 quͩ (g): C©n ngӾu nhi°n 100 g quӶ kh¹, ĽԒm s֝ quӶ v¨ quy ra 

kh֝i lҼ֯ng 100 quӶ. LӸy 5 mӾu/1 ¹ th² nghi֓m ĽԜ t²nh gi§ tr֗ trung b³nh. 

- KhΧi l̯ιng 100 hͧt (g): LӸy ngӾu nhi°n v¨ c©n 5 mӾu/1 ¹ th² nghi֓m, 100 quӶ 

kh¹/mӾu. B·c v֛, lӸy nh©n v¨ tiԒn h¨nh c©n ĽԜ x§c Ľ֗nh kh֝i lҼ֯ng nh©n.  

2.2.11.3. ņΊc ĽiΘm hóa sinh 

2.2.11.3.1. H¨m l̯ιng protein 

NghiԚn trong nitrogen l֛ng 2 g hӴt lӴc kh¹ v¨ chiԒt bԄng 10 mL Ľ֓m phosphate 

(pH 7). H֣n h֯p ĽҼ֯c ly t©m ֫ 13.000 v¸ng/ph¼t trong 15 ph¼t ֫ 4oC, d֗ch n֡i ĽҼ֯c 

kԒt tֳa v֧i acetone 70% sau Ľ· ly t©m ֫ 10.000 v¸ng/ph¼t trong 5 ph¼t ֫ 4oC. Hòa tan 

kԒt tֳa trong Ľ֓m phosphate (pH 7). H¨m lҼ֯ng protein ĽҼ֯c x§c Ľ֗nh theo phҼҺng 

pháp Bradford [55] bԄng c§ch Ľo hӸp thֱ quang cֳa d֗ch chiԒt ֫ bҼ֧c s·ng 595 nm v¨ 

t²nh to§n h¨m lҼ֯ng protein theo ĽҼ֩ng chuӼn albumin huyԒt thanh b¸.  

2.2.11.3.2. H¨m l̯ιng lipid 

Lipid tַ hӴt lӴc ĽҼ֯c chiԒt xuӸt bԄng b֥ Soxhlet nhҼ m¹ tӶ cֳa Grassby v¨ cs 

[107]. 2 g b֥t lӴc kh¹ ĽҼ֯c chiԒt xuӸt v֧i 100 mL petroleum ether qua Ľ°m. Sau Ľ·, 

dung m¹i ĽҼ֯c loӴi b֛ bԄng thiԒt b֗ c¹ quay bay hҺi. CԊn lipid trong b³nh ĽҼ֯c thu h֟i 

sau khi l¨m kh¹ ֫ 105ÁC trong 2 gi֩. H¨m lҼ֯ng lipid (%) ĽҼ֯c t²nh theo c¹ng thֵc 

sau [98]:   

,ÉÐÉÄϷ
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 Trong Ľ·, a: kh֝i lҼ֯ng mӾu trҼ֧c khi chiԒt (g), b: kh֝i lҼ֯ng mӾu sau khi chiԒt (g). 

2.2.11.3.3. H¨m l̯ιng Ľ̯γng khσ 

H¨m lҼ֯ng ĽҼ֩ng khֹ ĽҼ֯c Ľo theo phҼҺng ph§p cֳa Miller (1959) bԄng c§ch 

sֹ dֱng thu֝c thֹ 3,5- dinitrosalicylic acid (DNS) [173]. 1 g b֥t lӴc kh¹ ĽҼ֯c ph©n 

t§n trong 10 mL nҼ֧c cӸt. H֣n h֯p ĽҼ֯c Ľun s¹i trong 10 ph¼t, sau Ľ· ĽԜ ngu֥i v¨ ly 
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t©m ֫ t֝c Ľ֥ 10.000 v¸ng/ph¼t trong 5 ph¼t ֫ nhi֓t Ľ֥ ph¸ng. Thu h֟i d֗ch n֡i ĽԜ x§c 

Ľ֗nh h¨m lҼ֯ng ĽҼ֩ng khֹ theo c§c bҼ֧c sau: 0,1 mL d֗ch n֡i ĽҼ֯c th°m v¨o 0,9 mL 

nҼ֧c cӸt, sau Ľ· tr֥n v֧i 3 mL DNS v¨ Ľun s¹i trong 10 ph¼t. ņ֥ hӸp thֱ quang cֳa 

dung d֗ch sau phӶn ֵng ĽҼ֯c x§c Ľ֗nh ֫ bҼ֧c s·ng 550 nm v¨ h¨m lҼ֯ng ĽҼ֩ng khֹ 

ĽҼ֯c t²nh to§n dֽa tr°n ĽҼ֩ng chuӼn cֳa glucose. 

2.2.12. X  ֹlý th n֝g kê 

NgoӴi trַ c§c th² nghi֓m sinh h֙c ph©n tֹ, c§c th² nghi֓m c¸n lӴi ĽҼ֯c lԊp lӴi 3 

lӺn (n Ó 30). S֝ li֓u ĽҼ֯c xֹ lĨ One-way ANOVA th¹ng qua Duncanôs test v֧i p ֫  

0,05 bԄng chҼҺng tr³nh SPSS ĽԜ so s§nh sֽ sai kh§c c· Ĩ nghǫa th֝ng k° cֳa c§c gi§ tr֗ 

trung b³nh trong tԀp h֯p mӾu thֽc nghi֓m. 

2.3. TH I֨ GIAN Vê ņA֖ ņIԛM NGHIÊN C Uִ 

Các thí nghi֓m cֳ a luԀn §n ĽҼc֯ thֽ c hi֓ n tӴi Phòng thí nghi֓m B  ֥môn Công 

ngh֓  sinh h֙ c, Vi n֓ nghiên cֵ u HoӴt chӸt sinh h֙ c, TrҼn֩g ņӴi h c֙ Khoa h֙c, ņӴi 

h c֙ HuԒ trong th֩ i gian tַ  nŁm 2019-2022.  
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CHһҹNG 3. KԑT QUӵ NGHIÊN C Uִ VÀ THӵO LUӿN 

3.1. HOÀN THI N֒ H  ֒TH N֜G TÁI SINH IN VITRO  ֪CÂY LӳC  

M t֥ trong nhֻ ng công vi֓c quan tr֙ng nhӸt ĽԜ th cֽ hi֓ n thành công các nghiên 

c uֵ chuyԜn gen là tái sinh cây in vitro, tׁ  l  ֓tái sinh càng cao thì hi֓u quӶ chuyԜn gen 

càng l֧ n. Trong nuôi cӸy in vitro nói chung và cây lӴc nói riêng, có nhiԚu yԒu t֝  Ӷnh 

hҼ֫ng ĽԒn hi֓ u quӶ tái sinh. Gi n֝g lӴc L14 ĽҼc֯ sֹ  d nֱg làm ngu֟n mӾu vԀt trong 

nghiên cֵ u này ĽԜ khӶo sát các yԒu t֝  Ӷnh hҼn֫g ĽԒn khӶ nŁng tái sinh in vitro c aֳ 

chúng. 

3.1.1. ӵnh hҼn֫g cֳ a ĽiԚu ki n֓ kh  ֹtrùng ĽԒn khӶ nŁng nӶy mӺm in vitro c aֳ hӴt  

HӴt lӴc chֵ a rӸt nhiԚu dӺu, l¨ ĽiԚu ki n֓ lĨ tҼn֫g cho các loӴi vi khuӼn và nӸm 

m c֝ phát triԜn, vì vԀy vi c֓ l aֽ ch֙ n ra m֥ t phҼҺng thcֵ khֹ  trùng thích h֯p là cӺn 

thiԒt ĽԜ chuӼn b֗  mӾu cho các nuôi cӸy in vitro sau này.   

HӴt lӴc sau khi rֹ a sӴch, ĽҼc֯ xֹ  lý v i֧ các chӸt kh  ֹtrùng khác nhau trong các 

khoӶng th֩ i gian khác nhau. KԒt quӶ nghiên cֵu sau 10 ng¨y ĽҼc֯ trình bày ֫  bӶng 

3.1. 

BӶng 3.1. ӵnh hҼn֫g cֳ a ĽiԚu ki n֓ khֹ  tr½ng ĽԒn khӶ nŁng nӶy mӺm cֳ a hӴt lӴc. 

ChӸt 

kh  ֹ

trùng 

N n֟g 

Ľ֥ 

(%) 

Th i֩ 

gian 

(phút) 

T  ׁl  ֓mӾu 

nhi֑ m 

(%) 

T  ׁl  ֓mӾu 

chԒt 

(%) 

T  ׁl  ֓mӾu 

nӶy mӺm 

(%) 

Ngày 

nhú 

mӺm 

Ngày lên 

cây hoàn 

toàn 

 

HgCl2 

 

0,1 

5 11,25 13,75 75,00 5 10 

10 5,00 22,50 72,50 6 10 

15 1,25 52,50 46,25 6 10 

0,2 

5 3,75 71,25 25,00 6 12 

10 0 85,00 15,00 7 15 

15 0 91,25 8,75 7 15 

NaOCl 

60 

5 25,00 10,00 75,00 4 8 

10 18,75 12,5 68,75 4 10 

15 11,25 25 63,75 4 12 

65 

5 6,25 22,5 71,25 3 7 

10 1,25 17,5 81,25 3 8 

15 0 50,00 50,00 4 10 

AgNO3 0,1 

5 3,75 23,75 72,50 3 8 

10 2,50 37,50 60,00 4 10 

15 1,25 62,50 36,25 4 10 
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KԒt quӶ  ֫bӶng 3.1 cho thӸy khi tŁng thi֩ gian khֹ  trùng thì tׁ  l  ֓hӴt chԒt tŁng 

còn tׁ  l  ֓hӴt nhi֑ m giӶm. Th֩ i gian và n֟ng Ľ ֥x  ֹlý thích h֯ p nhӸt cho tַ ng chӸt kh  ֹ

trùng lӺn lҼt֯ là: NaOCl 65% trong 10 phút cho tׁ l  ֓nӶy mӺm cao nhӸt 81,25%, tiԒp 

ĽԒn là HgCl2 0,1% trong 5 phút cho tׁ l  ֓nӶy mӺm ĽӴt 75%, và AgNO3 0,1% trong 5 

phút có 72,5% tׁ l  ֓hӴt nӶy mӺm. Ngoài ra, khi khֹ trùng v֧ i NaOCl 65% trong 10 

phút tׁ  l  ֓hӴt nhi֑ m cȈng thӸp ch֕ 1,25%. ņn֟g th֩ i NaOCl ²t g©y Ľc֥ cho c©y cȈng 

nhҼ cho ngҼi֩ sֹ  d nֱg so v֧ i hai chӸt kh  ֹtrùng còn lӴi. Vì vԀy, NaOCl 65% xֹ  lý 

trong 10 ph¼t Ľ« ĽҼc֯ ch֙ n ĽԜ sֹ  d nֱg trong nghiên cֵu này. 

3.1.2. ӵnh hҼn֫g cֳ a phҼҺng thcֵ nӶy mӺm  

KԒt quӶ nghiên cֵ u Ӷnh hҼn֫g cֳ a phҼҺng thcֵ nӶy mӺm ĽҼc֯ trình bày ֫  bӶng 

3.2 và hình 3.1. 

BӶng 3.2. ӵnh hҼn֫g cֳ a phҼҺng thcֵ nӶy mӺm hӴt lӴc. 

PhҼҺng thcֵ 
S֝  lҼ֯ng 

mӾu cӸy 

Ngày nhú 

mӺm 

Ngày lên 

cây 

T  ׁl  ֓lên cây sau 

10 ngày (%) 

ņԜ nguyên hӴt còn v֛  l aֱ 80 10 18 12,5 

ņԜ nguyên hӴt và bóc v֛  l aֱ  80 7 12 57,5 

Bóc v֛  l aֱ v¨ t§ch Ľ¹i hӴt 80 3 8 77,5 

S֝ li֓u ֫ bӶng 3.2 cho thӸy khi ĽԜ nguy°n hӴt c¸n v֛ lֱa (Hình 3.1A) hoԊc ĽԜ 

nguy°n hӴt v¨ b·c v֛ lֱa (H³nh 3.1B) th³ th֩i gian nh¼ mӺm v¨ l°n c©y rӸt l©u tҼҺng 

ֵng phӶi sau 7-10 ngày và 12-18 ng¨y, trong khi nԒu t§ch Ľ¹i hӴt lӴc v¨ cӸy ¼p phӺn 

hӴt c· chֵa ph¹i l°n m¹i trҼ֩ng (H³nh 3.1C) th³ ch֕ sau 3 ng¨y hӴt Ľ« nh¼ mӺm v¨ sau 

8 ng¨y Ľ« l°n c©y. Do Ľ·, phҼҺng thֵc b·c v֛ lֱa v¨ t§ch Ľ¹i hӴt cֳa gi֝ng lӴc L14 Ľ« 

ĽҼ֯c sֹ dֱng trong nghi°n cֵu n¨y.  

 

Hình 3.1. HӴt lӴc sau 10 ng¨y gieo theo c§c phҼҺng thcֵ khác nhau. A: ĽԜ nguyên hӴt còn v֛  

l aֱ, B: bóc v  ֛l aֱ nhҼng ĽԜ nguyên hӴt; C: bóc v  ֛l aֱ v¨ t§ch Ľ¹i hӴt. 
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3.1.3. KhӶ nŁng t§i sinh chi֟ t  ַcác b  ֥phԀn khác nhau cֳ a cây lӴc in vitro 

Nghi°n cֵu t§i sinh in vitro c©y lӴc thҼ֩ng ĽҼ֯c tiԒn h¨nh tr°n l§ mӺm [200], 

mԂt l§ mӺm [148], ph¹i trֱc v¨ l§ non [167] thông qua phҼҺng thֵc t§i sinh trֽc tiԒp 

do c· l֯i thԒ l¨ nhanh ch·ng h³nh th¨nh ph¹i hoԊc ch֟i v¨ kh¹ng y°u cӺu phӶi cӸy 

chuyԜn thҼ֩ng xuy°n. H֓ th֝ng t§i sinh trֽc tiԒp n¨y ĽҼ֯c Ҽu ti°n v³ khӶ nŁng tiԒp 

cԀn d֑ d¨ng v¨ thuԀn l֯i cho vi֓c chuyԜn gen qua trung gian A. tumefaciens. 

KԒt quӶ nghiên cֵ u cֳ a chúng tôi cho thӸy hҺn 81% c©y lӴc gi֝ ng L14 Ľ« nӶy 

mӺm tr°n m¹i trҼn֩g MS sau 3 ngày nuôi cӸy (H³nh 3.2A) v¨ ĽԒn ngày thֵ  7 Ľ« ph§t 

triԜn thành cây in vitro hoàn ch֕ nh. C©y con ĽҼc֯ cԂt thành các mӾu cӸy khác nhau 

bao g֟ m ch֟ i Ľn֕h, tr  ֱtrên lá mӺm, trֱ  dҼ֧i lá mӺm và mԂt lá mӺm ĽԜ khӶo sát sֽ  tái 

sinh ch֟i tr°n c§c m¹i trҼn֩g nuôi cӸy khác nhau (Hình 3.3). KԒt quӶ quan sát cho 

thӸy m¹i trҼn֩g MS b  ֡sung BAP 4 mg/L và NAA 0,1 mg/L là thích h֯p nhӸt. S֝  

lҼ֯ng ch֟ i tái sinh tַ  tr  ֱtrên lá mӺm là 2,3 ch֟ i/mӾu cao hҺn c§c loӴi mӾu cӸy còn lӴi 

ch֕  1-1,8 ch֟ i/mӾu, tuy nhiên tׁ  l  ֓mӾu tái sinh ch֕ khoӶng 50%. Sau 4 tuӺn, ch֟ i 

chính phát triԜn mӴnh, kh֛ e, phân nhánh nhiԚu, có nhiԚu ch֟ i mӺm nh֛  li ti. Các ch֟ i 

Ľ֕nh cho tׁ  l  ֓tái sinh cao nhӸt v i֧ 95% và khӶ nŁng tӴo c mֱ ch֟ i là ch֕  1,6 ch֟ i/mӾu 

(BӶng 3.3). Trong các nghiên cֵu tiԒp theo, ch¼ng t¹i Ľ« chn֙ tr  ֱtrên lá mӺm ĽԜ làm 

nguyên li֓ u tái sinh ch֟ i. 

BӶng 3.3. Tái sinh ch֟ i t  ַcác loӴi mӾu nuôi cӸy kh§c nhau tr°n m¹i trҼn֩g MS b  ֡sung BAP 

4 mg/L và NAA 0,1 mg/L. 

MӾu cӸy T  ׁl  ֓tái sinh (%) S֝  ch֟ i trên mӾu ChiԚu dài ch֟ i (cm) 

Ch֟ i Ľn֕h 95 1,6b 3,1b 

Tr  ֱtrên lá mӺm 50 2,3a 2,9b 

Tr  ֱdҼ֧i lá mӺm 40 1,8b 2,6b 

MԂt lá mӺm 100 1,0b 6,6a 

Chú thích: Các chֻ  cái khác nhau trong cùng m֥t c֥ t biԜu th֗  sֽ  sai kh§c c· Ĩ nghǫa thn֝g kê 

(Duncanôs test, p<0,05). 

NhҼ Ľ« biԒt, c§c cytokinin v¨ auxin nhҼ BAP, 2-iP, TDZ v¨ NAA thҼn֩g ĽҼc֯ 

sֹ  d nֱg trong vi nhân gi֝ng thֽ c vԀt. Cytokinin v¨ auxin Ľ·ng vai tr¸ quan tr n֙g 

trong th¼c ĽӼy quá trình phân chia tԒ bào, cӶm nֵg và phát triԜn các trung tâm mô 

ph©n sinh ĽԜ h³nh th¨nh c§c cҺ quan [209]. ņn֕h sinh trҼn֫g (dài 0,1-1 mm) là phӺn 

tԀn cùng cֳ a thân bao g֟m mô phân sinh ng֙n (0,05-0,1 mm) cùng v֧i các lá nguyên 

sinh Ľang ph§t triԜn và mô thân liԚn kԚ [269]. Do Ľ·, phӺn l n֧ nuôi cӸy Ľ֕nh sinh 
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trҼ֫ng vԚ cҺ bӶn là nuôi cӸy m¹ ph©n sinh Ľn֕h. NhiԚu nghiên cֵu cho thӸy mӾu cӸy 

ĽҼ֯c lӸy t  ַcác b֥  phԀn Ľang ph§t triԜn mӴnh cֳ a cây nhҼ m¹ ph©n sinh Ľn֕h rӸt 

thích h֯ p cho vi֓ c nhân ch֟i. Và sֽ  kԒt h p֯ cֳ a BAP và NAA theo m֥t t  ׁ l  ֓và 

n n֟g Ľ ֥thích h֯ p sԐ tӴo ĽiԚu ki n֓ cho vi֓ c hình thành c mֱ ch֟ i và kéo dài ch֟i trên 

mӾu cӸy [223]. 

 

Hình 3.2. Nuôi cӸy in vitro cây lӴc. A: hӴt nӶy mӺm, B: tӴo c mֱ ch֟ i, C: tái sinh ch֟i t  ַlá 

mӺm khֹ  phôi, và D: ra r֑ c aֳ các ch֟i riêng lԎ. 

3.1.4. ӵnh hҼn֫g cֳ a BAP lên tái sinh ch֟ i in vitro t  ַtr  ֱtrên lá mӺm 

Ch֟ i in vitro t  ַtr  ֱtrên lá mӺm ĽҼc֯ nuôi cӸy tr°n m¹i trҼn֩g MS có b֡ sung 

BAP tַ  1-5 mg/L. KԒt quӶ cho thӸy m¹i trҼn֩g có BAP 4 mg/L có s֝  ch֟ i cao nhӸt 

v i֧ 3,8 ch֟ i/mӾu, tׁ  l  ֓mӾu cӸy tái sinh là khoӶng 40%, khá cao so v֧i các n֟ ng Ľ ֥

BAP khác (BӶng 3.4, Hình 3.2B và Hình 3.3).  

M t֥ s֝  nghiên cֵ u trҼ֧c Ľ©y cho thӸy khӶ nŁng t§i sinh chi֟ in vitro c aֳ cây lӴc 

Ľ« tŁng l°n  ֫các n֟ng Ľ ֥BAP cao hҺn, v² d:ֱ M¹i trҼn֩g MS chֵ a BA 33 µM (hҺn 

7,4 mg/L) kԒt h p֯ v i֧ NAA 5,3 µM và AgNO3 23,54 µM cho s֝ ch֟ i trung bình trên 

m i֣ mӾu tái sinh (ch֟i Ľn֕h) là 6,3 [198]. Palanivel v¨ cs (2014) Ľ« thu ĽҼc֯ s֝  ch֟ i 

cao nhӸt (hҺn 17 ch֟ i)  ֫gi n֝g lӴc ICGV00351 (Tamil Nadu, ӷn ņ֥) tr°n m¹i trҼn֩g 

chֵ a BAP 25 mg/L và IAA 0,5 mg/L [201]. Trong m֥ t nghiên cֵ u khác, các mӾu vԀt 

khác nhau nhҼ ph¹i hp֯ tֹ , Ľn֕h sinh trҼn֫g và phôi trֱc cֳ a gi֝ ng lӴc NC-7 Ľ« ĽҼc֯ 

x  ֹlĨ trҼc֧ 15 ng¨y tr°n m¹i trҼn֩g MS có b֡  sung BA 25 mg/L. Quá trình nuôi cӸy 
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tiԒp theo ĽԒm ĽҼc֯ s֝  ch֟ i cao nhӸt trên m֣ i mӾu là t  ַ2,67-4,43 (phôi h֯p tֹ ), 2,33-

4,11 (Ľn֕h sinh trҼ֫ng) và 1,87-3,33 (phôi trֱ c) tr°n m¹i trҼn֩g MS có n֟ng Ľ ֥BA 

dao Ľn֥g tַ  0,25-3 mg/L sau 8 tuӺn quan sát [197]. 

BӶng 3.4. ӵnh hҼn֫g cֳ a BAP lên tái sinh ch֟i c aֳ trֱ  trên lá mӺm. 

BAP (mg/L) T  ׁl  ֓mӾu tái sinh ch֟i (%) S֝  ch֟ i trên mӾu ChiԚu dài ch֟ i (cm) 

1 18,8 2,6bc 2,4ab 

2 21,9 2,9ab 2,6ab 

3 31,3 3,1ab 2,7ab 

4 40,6 3,8a 3,0a 

5 43,8 3,0ab 2,9ab 

ņ֝ i chֵ ng 12,5 1,9c 2,3b 

Chú thích: Các chֻ  cái khác nhau trong cùng m֥t c֥ t biԜu th֗  sֽ  sai kh§c c· Ĩ nghǫa thn֝g kê 

(Duncanôs test, p<0,05). ņi֝ chֵ ng: m¹i trҼn֩g không có BAP. 

 

Hình 3.3. Tái sinh ch֟ i t  ַtr  ֱtrên lá mӺm (A), trֱ  dҼ֧i lá mӺm (B) và mԂt lá mӺm (C) c aֳ 

cây lӴc in vitro sau 4 tuӺn nuôi cӸy. 

3.1.5. ӵnh hҼn֫g cֳ a BAP lên tái sinh ch֟ i in vitro t  ַlá mӺm 

ņԜ cӶi thi n֓ tׁ  l  ֓tái sinh ch֟i, các lá mӺm có phôi và lá mӺm khֹ  ph¹i ĽҼc֯ nuôi 

cӸy tr°n m¹i trҼn֩g MS có b֡ sung BAP tַ  1-5 mg/L. S֝  li u֓ ֫  bӶng 3.5 cho thӸy tái sinh 

ch֟ i c aֳ lá mӺm khֹ  ph¹i ĽӴt cao nhӸt v i֧ 6,8 ch֟ i/mӾu (H³nh 3.2C) nhҼng ch ֕ 1 

ch֟ i/mӾu Ľ֝i v i֧ lá mӺm có phôi trên m¹i trҼn֩g có b֡  sung BAP 4 mg/L. Các n֟ng Ľ ֥

BAP ĽҼc֯ thֹ  nghi֓ m khác cho hi֓u quӶ tái sinh ch֟i thӸp hҺn (S ֝li u֓ không trình bày). 

NhiԚu nghiên cֵu Ľ« cho rԄng lá mӺm khֹ  phôi cֳ a các loӴi hӴt có dӺu (chԆng 

hӴn nhҼ lӴc) có khӶ nŁng t§i sinh cao m¨ kh¹ng cӺn qua giai ĽoӴn mô sԌo, vì vԀy 

ch¼ng thҼn֩g ĽҼc֯ sֹ  d nֱg nhҼ mt֥ loӴi mӾu vԀt tiԚm nŁng ĽԜ nhân ch֟i [220], 
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[264]. Nghiên cֵ u cֳ a Tiwari và Tuli (2008) trên 4 gi֝ng lӴc cֳ a ӷn ņ֥ (JL-24, 

TMV-2, TAG-24 và Dh-3-30) ch֕ ra rԄng các mӺm ch֟ i bӸt Ľn֗h có thԜ ĽҼ֯c tӴo ra tַ  

các mӾu lá mӺm khֹ  phôi nuôi cӸy tr°n m¹i trҼn֩g chֵ a BAP 5 mg/L và 2,4-D 2 

mg/L trong 4 tuӺn, hoԊc tr°n m¹i trҼn֩g ch֕ chֵ a 20 mg/L BAP trong 2 tuӺn ĽӺu tiên, 

sau Ľ·  ֫m¹i trҼn֩g chֵ a BAP 15 mg/L trong 2 tuӺn tiԒp theo [264]. KԒt quӶ t  ַcác 

nghiên cֵu n¨y Ľ« cnֳg c֝  cho các kԒt quӶ trong luԀn án cֳ a chúng tôi. 

BӶng 3.5. Tái sinh ch֟ i t  ַlá mӺm tr°n m¹i trҼn֩g MS chֵ a 4 mg/L BAP. 

MӾu cӸy T  ׁl  ֓tái sinh ch֟ i (%) S֝  ch֟ i trên mӾu ChiԚu dài ch֟ i (cm) 

Lá mӺm khֹ  phôi 23,3 6,8a 4,1b 

Lá mӺm có phôi 86,7 1,0b 5,9a 

Chú thích: Các chֻ  cái khác nhau trong cùng m֥t c֥ t biԜu th֗  sֽ  sai kh§c c· Ĩ nghǫa thn֝g kê 

(Duncanôs test, p<0,05). 

Tuy nhiên, Radhakrishnan và cs (2000) Ľ« thu ĽҼc֯ tׁ  l  ֓tái sinh ch֟ i khá thӸp 

57,9% tַ  các lá mӺm Ľ« kh ֹphôi ֫  gi n֝g lӴc J11 tr°n m¹i trҼn֩g chֵ a BAP 15 mg/L. 

Trong khi phôi trֱ c và toàn b֥ hӴt trҼn֫g thành có thԜ ĽӴt hi u֓ quӶ tái sinh cao hҺn 

tҼҺng nֵg là 100% và 86% trên m¹i trҼn֩g ĽҼc֯ b֡  sung BAP lӺn lҼt֯ là 30 mg/L và 

50 mg/L [220]. M t֥ nghiên cֵu tҼҺng t ֽv i֧ sֽ  cӶm ֵ ng c mֱ ch֟ i  ֫2 gi n֝g lӴc, VRI-

2 và VRI-3 tַ  Tamil Nadu (ӷn ņ֥), Palanivel v¨ Jayabalan (2002) Ľ« ph§t hin֓ thӸy lá 

mӺm có phôi hoàn toàn Ľ« tӴo ĽҼ֯c nhiԚu ch֟ i hҺn  ֫cӶ 2 gi n֝g. Các mӾu lá mӺm khֹ  

phôi hoàn toàn và lá mӺm khֹ  phôi m֥ t phӺn cho thӸy phӶn nֵg kém hҺn. Trong các 

n n֟g Ľ ֥c aֳ BAP kԒt h p֯ v֧ i NAA 0,5 mg/L, BAP 25 mg/L ĽҼc֯ xem là t֝ t nhӸt, cho 

s֝  ch֟ i trung bình cao nhӸt và th֩ i gian cӶm ֵ ng tӴo ch֟ i ngԂn nhӸt [200]. Nói chung, 

khӶ nŁng cӶm nֵg tӴo ch֟ i c aֳ lá mӺm khֹ  ph¹i cȈng nhҼ c§c loӴi mӾu vԀt khác, rӸt 

khác nhau tùy thu֥c vào gi֝ ng lӴc. S֝  lҼ֯ng ch֟ i ĽҼc֯ tӴo ra trên m֣i mӾu thay Ľi֡ 

tùy theo n֟ng Ľ ֥c aֳ các chӸt kích thích sinh trҼn֫g ĽֽҺc b ֡sung vào m¹i trҼn֩g. 

3.1.6. ӵnh hҼn֫g cֳ a NAA và IBA lên khӶ nŁng tӴo r  ֑c aֳ ch֟ i in vitro 

Ch֟ i in vitro c aֳ cây lӴc ĽҼc֯ chuyԜn lên m¹i trҼn֩g MS có chֵa NAA và IBA 

ĽԜ cӶm nֵg tӴo r֑ . KԒt quӶ  ֫bӶng 3.6 cho thӸy tӸt cӶ các n֟ ng Ľ ֥th  ֹnghi֓ m cֳ a 2 

chӸt n¨y ĽԚu kích thích ra r֑  ֫ch֟ i in vitro. Tuy nhiên, NAA cho hi֓u quӶ cao hҺn 

IBA, s  ֝lҼ֯ng r֑  cao nhӸt là 10,9 ֫  n n֟g Ľ ֥0,5 mg/L v֧ i t  ׁl  ֓tӴo r֑  100% và r֑ hình 

thành s֧m hҺn, ch ֕sau 9-12 ngày nuôi cӸy (H³nh 3.2D). Trong khi tr°n m¹i trҼn֩g 

chֵ a IBA, các ch֟i in vitro có s֝  lҼ֯ng r֑  ²t hҺn v¨ r ֑hình thành mu֥n hҺn, t ַngày 

th  ֵ15-18 (S֝  li u֓ không trình bày). 
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BӶng 3.6. ӵnh hҼn֫g cֳ a NAA v¨ IBA ĽԒn khӶ nŁng tӴo r֑  c aֳ ch֟ i in vitro. 

ChӸt KTST (mg/L) T  ׁl  ֓ch֟ i tӴo r֑  (%) S֝  r  ֑trên ch֟ i ChiԚu dài r֑  (cm) 

NAA 

0,1 75,0 4,3b 3,8b 

0,3 87,5 4,4b 4,8ab 

0,5 100 10,9a 4,3ab 

IBA 

0,1 75,0 3,4b 5,7a 

0,3 62,5 2,6c 4,6ab 

0,5 50,0 1,9c 5,3a 

ņ֝ i chֵ ng 0,0 50,0 1,5c 4,9ab 

Chú thích: Các chֻ  cái khác nhau trong cùng m֥t c֥ t biԜu th֗  sֽ  sai kh§c c· Ĩ nghǫa thn֝g kê 

(Duncanôs test, p<0,05). 

ӵnh hҼn֫g cֳ a các auxin (chԆng hӴn NAA, IBA hoԊc IAA) ĽԒn ra r֑  và sinh 

trҼ֫ng cֳ a cây, Ľ« ĽҼc֯ thӶo luԀn trong m֥ t s֝  nghiên cֵu trҼc֧ Ľ©y, tùy thu֥ c vào sֽ  

cӶm nֵg cֳ a các loӴi mӾu hoԊc các loài khác nhau v i֧ m¹i trҼn֩g dinh dҼn֭g. Tuy 

nhiên, trong m֥t s֝  trҼ֩ng h֯ p, NAA kích thích tӴo r  ֑t t֝ hҺn IBA. V² d,ֱ Limbua và 

cs (2019) Ľ« ph§t hin֓ NAA là chӸt KTST thích h֯ p cho các gi֝ng lӴc CGV 12991, 

CG 7 và Red Valencia, và nԒu sֹ  d nֱg ֫  n n֟g Ľ ֥1 mg/L có thԜ thu ĽҼc֯ s֝  lҼ֯ng cây 

có r֑  nhiԚu nhӸt [154]. M t֥ s֝  nghiên cֵu trҼc֧ Ľ©y  ֫các gi n֝g cây kh§c cȈng cho 

kԒt quӶ tҼҺng t,ֽ ví dֱ : tái sinh r֑  in vitro  ֫mía [128] hoԊc cây dֵ a cӶnh (Neoregelia 

concentrica) [170]. NgҼ֯c lӴi, gi n֝g lӴc ICGV-00351 ch֕  cho khӶ nŁng t§i sinh r ֑cao, 

t i֝ Ľa 25 r/֑lá mӺm có phôi, ch֕  khi ĽҼc֯ nuôi cӸy tr°n m¹i trҼn֩g có IBA 5 mg/L 

[201]. Các ch֟ i in vitro c aֳ cây bӴch Ľ¨n lai Eucalyptus grandis × E. urophylla cȈng 

có phӶn ֵ ng t֝ t v i֧ IBA ĽԜ tӴo r֑  [73]. Trong khi Ľ·, m¹i trҼn֩g có chֵ a IAA cho khӶ 

nŁng tӴo r֑  in vitro t t֝ nhӸt  ֫ch֟ i táo gi n֝g óJork 9ô [84]. 

Tóm lӴi, nghiên cֵ u cֳ a chúng tôi cho thӸy lá mӺm khֹ  phôi cֳ a gi֝ ng lӴc L14 

là loӴi mӾu cӸy thích h֯ p và cho hi֓u quӶ cao trong vi֓c tӴo c mֱ ch֟ i in vitro trên môi 

trҼ֩ng MS b  ֡sung BAP 4 mg/L. Các ch֟i in vitro riêng lԎ ra r֑  mӴnh nhӸt trên môi 

trҼ֩ng MS có NAA 0,5 mg/L. 

3.2. SӵN XUӷT KHÁNG TH ԛ ņA DďNG KHĆNG CHITINASE  ֪CHU T֤ 

3.2.1. T֡ ng h֯ p các gen chitinase 

Các gen mã hóa chitinase 42 kDa bao gm֟ Chi42 là gen hoang dӴi t  ַ T. 

asperellum SH16 Ľ« ĽҼc֯ loӴi b  ֛c§c ĽoӴn intron, syncodChi42-1 và syncodChi42-2 là 
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hai gen Ľ« ĽҼc֯ t֝ i Ҽu h·a codon cho biԜu hi֓ n  ֫ th cֽ vԀt Ľ« ĽҼc֯ ĽŁng kĨ tr°n 

GenBank v֧ i mã s֝  lӺn lҼt֯ là MT083802.1, MT083803.1. Các gen chitinase 42 kDa 

n¨y Ľ« ĽҼc֯ t֡ ng h֯ p và tӴo dòng trong vector pUC19 và biԒn nӴp vào tԒ bào E. coli 

TOP10.  

ThԜ biԒn nӴp E. coli mang các vector pUC19/chitinase 42 kDa tái t֡ h p֯ ĽҼ֯c 

nuôi cӸy tŁng sinh trong m¹i trҼn֩g LB l֛ ng có b֡  sung 50 mg/mL Amp ĽԜ tách chiԒt 

DNA plasmid. KԒt quӶ kiԜm tra bԄng cách giӶi trình tֽ  các gen Chi42, syncodChi42-1 

và syncodChi42-2 t  ַvector pUC19 cho thӸy ch¼ng tҼҺng Ľn֟g hoàn toàn v֧i các trình 

t  ֽlý thuyԒt Ľ« ĽҼc֯ t֝ i Ҽu.  

3.2.2. TӴo dòng các gen chitinase trong vector biԜu hi n֓ E. coli pQE30   

Vector pQE30 và các vector tái t֡ h p֯ pUC19/Chi42, pUC19/syncodChi42-1 và 

pUC19/syncodChi42-2 Ľ« ĽҼ֯c cԂt hӴn chԒ bԄng BamHI và SacI. Các gen Chi42, 

syncodChi42-1, syncodChi42-2 v¨ vector pQE30 Ľ« m ֫v¸ng sau Ľ· ĽҼc֯ tinh sӴch 

bԄng GeneJET Gel Extraction Kit ĽԜ làm vԀt li u֓ cho vi֓ c tӴo thành các vector tái t֡ 

h p֯ pQE30/Chi42, pQE30/syncodChi42-1 và pQE30/syncodChi42-2. Các vector này 

Ľ« ĽҼc֯ cԂt hӴn chԒ cȈng bԄng 2 enzyme kԜ trên ĽԜ kiԜm tra sֽ  ch¯n ĽoӴn thành công 

c aֳ 3 gen chitinase. KԒt quӶ Ľi֓n di trên gel agarose 0,8% cho thӸy  ֫cӶ 3 vector ĽԚu 

xuӸt hi n֓ 2 bŁng DNA c· k²ch thҼc֧ khoӶng 3,4 kb và 1,3 kb phù h֯p v֧ i k²ch thҼc֧ 

c aֳ vector pQE30 (~3,4 kb) và 3 gen chitinase (~1,3 kb) (Hình 3.4).  

 

Hình 3.4. CԂt hӴn chԒ vector pQE30 tái t֡  h p֯ mang các gen chitinase 42 kDa bԄng BamHI 

và SacI.M: thang chuӼn DNA 1 kb (Thermo Fisher Scientific); PC1: vector pQE30; PC2: gen 

syncodChi42-2 t  ַvector pUC19/syncodChi42-2 Ľ« ĽҼc֯ tinh sӴch; 1: Chi42, 2: syncodChi42-

1, và 3: syncodChi42-2. 

3.2.3. BiԜu hi n֓ các gen chitinase trong E. coli    

Các tԒ bào E. coli ĽҼ֯c biԒn nӴp vector pQE30 mang các gen chitinase 42 kDa 

Ľ« biԜu hi֓ n thành công chitinase 42 kDa (Ta-CHI42) khi ĽҼc֯ cӶm nֵg v֧ i IPTG. 

Phân tích SDS-PAGE cho thӸy cӶ 3 gen Chi42, syncodChi42-1 và syncodChi42-2 
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ĽҼ֯c sinh t֡ ng h֯ p mӴnh trong các tԒ bào E. coli. C§c protein ĽҼc֯ dֽ  Ľo§n l¨ 

enzyme Ta-CHI42 có kh֝i lҼn֯g phân tֹ  khoӶng 42 kDa nhҼ t²nh to§n (Hình 3.5a, b 

và c). Do các enzyme Ta-CHI42 cֳ a 3 gen Chi42, syncodChi42-1 và syncodChi42-2 

có cùng trình tֽ amino acid nên chúng tôi ch֕ ch֙ n sӶn phӼm d֗ ch mã cֳa gen 

syncodChi42-1 ĽԜ tinh sӴch và sֹ  d nֱg cho các nghiên cֵu tiԒp theo.  

3.2.4. SӶn xuӸt kháng thԜ Ľa d¸ng kh§ng Ta-CHI42 

ņ֥  tinh sӴch cֳ a Ta-CHI42 thu h֟ i t  ַsԂc ký ái lֽ c Ľ« ĽҼc֯ kiԜm tra bԄng SDS-

PAGE. KԒt quӶ trình bày ֫  hình 3.6a cho thӸy ph©n ĽoӴn rֹ a giӶi cu i֝ cùng (ĽҼ֩ng s֝  

6) ch֕ có m֥ t bŁng protein rӸt mӴnh v֧ i kh i֝ lҼn֯g phân tֹ  khoӶng 42 kDa. N֟ng Ľ ֥

Ta-CHI42 tinh sӴch thu ĽҼc֯ theo tính toán khoӶng 4 ɛg/ɛL. Sau khi ĽҼc֯ thӼm tách 

v i֧ Ľm֓ PBS (pH 7,4), n֟ng Ľ ֥cu֝ i cùng cֳ a enzyme xӸp x֕  1,5 ɛg/ɛL. 

Ta-CHI42 tinh sӴch sau Ľ· ĽҼc֯ tr֥ n v֧ i t§ dҼc֯ hoàn ch֕nh cֳ a Freund ĽԜ nhȈ 

tҼҺng ho¨n to¨n v¨ ti°m v¨o chut֥ Balb/c. ņԜ tŁng cҼn֩g mi֑ n d֗ ch, Ta-CHI42 ĽҼc֯ 

tr n֥ v֧ i t§ dҼc֯ không hoàn ch֕nh Freund v¨ ĽҼc֯ tiêm vào chu֥t sau lӺn ti°m ĽӺu 

tiên 4 tuӺn. Kháng thԜ ĽҼ֯c thu vào ngày thֵ 5 hoԊc thֵ  6 sau khi tiêm lӺn ĽӺu tiên và 

lӺn thֵ  hai. Các kháng thԜ thu ĽҼc֯ tַ  lӺn tiêm thֵ  hai cho thӸy hi u֓ quӶ cao hҺn lӺn 

ti°m ĽӺu tiên (S֝  li u֓ không trình bày). Phân tích phӶn nֵg mi֑ n d֗ ch ֫  chu֥ t bԄng 

Western blot cho thӸy kháng thԜ Ľa d¸ng kh§ng Ta-CHI42 Ľ« ĽҼc֯ sӶn xuӸt rӸt nhiԚu 

 ֫chu֥ t. M t֥ tín hi֓ u duy nhӸt vԚ sֽ  tҼҺng t§c giaֻ protein kháng nguyên (Ta-CHI42) 

và kháng thԜ Ľa d¸ng kh§ng chitinase xuӸt hi n֓  ֫v  ֗trí khoӶng 42 kDa nhҼ mong Ľi֯ 

(Hình 3.6b). Kháng thԜ này sԐ ĽҼ֯c sֹ  d nֱg ĽԜ phân tích sֽ biԜu hi֓ n cֳ a các gen 

chitinase 42 kDa ֫ cây chuyԜn gen trong các nghiên cֵu tiԒp theo. 

Trong nghiên cֵu này, các gen chitinase tַ T. asperellum SH16 Ľ« biԜu hi֓ n 

mӴnh trong các tԒ bào E. coli M15 nh֩  vector pQE30. NhiԚu gen tַ  các sinh vԀt khác 

cȈng c· mcֵ Ľ֥ biԜu hi֓ n tҼҺng t ֽ  ֫ E. coli v i֧ h  ֓ th n֝g vector trên, ví dֱ gen 

chitinase tַ  Sulfolobus tokodaii [254] hoԊc gen chitinase (OsCLP) t  ַ Oryza sativa 

[288]. H  ֓th n֝g vector pQE30 Ľ« ĽҼc֯ sֹ  d nֱg r֥ ng r«i ĽԜ biԜu hi֓ n các loӴi protein 

khác nhau trong tԒ bào E. coli. һu ĽiԜm biԜu hi֓ n mӴnh protein cֳa vector pQE30 là 

nh֩  sֹ  d nֱg promoter T5, promoter n¨y Ľ« ĽҼc֯ t֝ i Ҽu h·a vi֧ phӺn operator bao 

g m֟ hai chu֣ i operator lac, cùng v֧ i h  ֓th n֝g tinh sӴch 6ĬHis c· ĽԊc tính liên kԒt và 

r aֹ giӶi hi u֓ quӶ, ít Ӷnh hҼn֫g ĽԒn hoӴt Ľn֥g cֳ a các protein tái t֡  h p֯.  ֪pH 8, h֓  

th n֝g tinh sӴch này không sinh mi֑n d֗ch, do Ľ· thҼn֩g không Ӷnh hҼn֫g ĽԒn sֽ  gӸp 

nԒp cֳ a protein (QIAexpressionist Kit 2003, Hilden).  
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Hình 3.5. SDS-PAGE cֳ a protein hòa tan t֡ng s֝  t  ַtԒ bào E. coli M15 ĽҼc֯ biԒn nӴp vector 

pQE30 mang các gen syncodChi42-1 (a), syncodChi42-2 (b) và Chi42 (c). M: thang chuӼn 

kh i֝ lҼn֯g protein (10-170 kDa, Thermo Fisher Scientific). 1-3-5-7 (a và c) và 1-3 (b): tԒ bào 

E. coli ĽҼ֯c cӶm ֵ ng v֧ i 0,5 mM IPTG ֫  37oC trong 4 gi֩ . 2-4-6-8 (a và c) và 2-4 (b): tԒ bào 

E. coli không cӶm ֵ ng IPTG l¨m Ľi֝ chֵ ng. 
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Hình 3.6. SDS-PAGE (a) và Western blot (b) cֳa enzyme Ta-CHI42 ĽҼ֯c tinh sӴch. M: 

thang chuӼn kh֝ i lҼn֯g protein (10-170 kDa, Thermo Fisher Scientific). 1: protein tn֡g s֝ , 2: 

protein t֡ ng s֝  hòa tan (d֗ch chiԒt enzyme thô), 3: enzyme thô qua ct֥, 4: rֹ a c֥ t, 5 và 6: 2 

ph©n ĽoӴn rֹ a giӶi enzyme. 

3.2.5. HoӴt tính th yֳ phân chitin cֳ a Ta-CHI42 

HoӴt tính thֳ y phân colloidal chitin cֳ a Ta-CHI42 tinh sӴch tr°n Ľǫa thӴch ĽҼc֯ 

trình bày ֫  hình 3.7. Hi u֓ s֝  D-d khá cao xӸp x֕  2,5 cm, trong Ľ· D l¨ ĽҼn֩g kính 

vòng phân giӶi và d l¨ ĽҼn֩g kính cֳ a l֣  Ľֱc ĽԜ nӴp enzyme. KԒt quӶ này cho thӸy 

Ta-CHI42 Ľ« ĽҼc֯ biԜu hi֓ n  ֫dӴng hoӴt Ľn֥g v֧ i hoӴt tính cao trong tԒ bào E. coli. 

M t֥ s֝  nghiên cֵu trҼc֧ Ľ©y cȈng c· kԒt quӶ tҼҺng t ֽnhҼ Paulsen v¨ cs (2016) Ľ« 

tìm thӸy vòng phân giӶi tr°n Ľǫa thӴch colloidal chitin khi nuôi cӸy vi khuӼn E. coli 

chֵ a gen ChiA, m t֥ chitinase cֳa Pseudoalteromonas piscicida S2040 [208]. Li và cs 

(2018) cȈng ph§t hin֓ sֽ  th yֳ phân chitin cֳa enzyme ChiKJ406136 tái t֡ h p֯ cֳ a 

Streptomyces sampsonii KJ40 tr°n cҺ chӸt colloidal chitin [153].  
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Hình 3.7. HoӴt tính thֳ y phân chitin cֳa enzyme Ta-CHI42 tinh sӴch ĽҼ֯c biԜu th֗  v i֧ m t֥ 

vùng ph©n giӶi tr°n Ľǫa 1,5% agar c· cҺ chӸt là 1,2% colloidal chitin. 

3.2.6. ņԊc ĽiԜm cֳ a enzyme Ta-CHI42 

NhҼ Ľ« biԒt, m t֥ phân tֹ  enzyme sԐ kԒt h p֯ hoàn hӶo v֧ i cҺ chӸt ĽԊc hi֓ u cֳ a 

nó. Vì vԀy, nԒu m֥ t enzyme b֗ biԒn tính, nó sԐ không hoӴt Ľn֥g nֻ a. Nhֻ ng thay Ľi֡ 

quá l֧ n vԚ nhi֓ t Ľ ֥hoԊc Ľ֥ pH có thԜ gây biԒn tính enzyme. Do Ľ·, vic֓ x§c Ľn֗h 

nhi֓ t Ľ ֥và pH t֝ i Ҽu caֳ m֥ t loӴi enzyme là vô cùng cӺn thiԒt cho các ֵng dֱ ng cֳ a 

n· trong tҼҺng lai. 

Nghiên cֵ u này nhԀn thӸy enzyme Ta-CHI42 tinh sӴch ĽӴt ĽҼc֯ hoӴt Ľ ֥cao 

nhӸt, xӸp x֕  26 U/mg protein ֫ pH 7 và hoӴt Ľ ֥Ľ§ng kԜ ĽҼ֯c quan sát thӸy  ֫pH 6-8 

(20-26 U/mg protein). pH ֡n Ľ֗nh cֳ a Ta-CHI42 cȈng ĽҼc֯ duy trì trong phӴm vi tַ  

6-8 v֧ i hoӴt Ľ ֥tҼҺng Ľi֝ hҺn 80% (H³nh 3.8A). TҼҺng t ֽnhҼ Ta-CHI42, chitinase tַ 

Streptomyces chilikensis RC1830 và chitinase CHI6769 tַ Saccharothrix 

yanglingensis Hhs.015 cȈng c· pH ti֝ Ҽu l¨ 7 [162], [224]. Tuy nhi°n, enzyme ĽӺu 

khá ֡ n Ľ֗nh ֫  vùng pH t  ַacid ĽԒn kiԚm nhԌ (5-8), trong khi enzyme sau ch֕ n֡ Ľ֗nh 

trong phӴm vi pH tַ  acid ĽԒn trung tính (4-7). 

Nhi t֓ Ľ ֥t i֝ Ҽu v¨ Ľ֥ bԚn nhi֓ t c aֳ Ta-CHI42 tinh sӴch ĽҼ֯c x§c Ľn֗h ֫  pH 7. 

S֝  li u֓ tַ  hình 3.8B cho thӸy enzyme n¨y Ľ« thԜ hi n֓ hoӴt tính thֳ y phân chitin cao 

nhӸt  ֫45oC v֧ i hҺn 28 U/mg protein v¨ hoӴt tính cao cֳa enzyme cȈng ĽҼc֯ tìm thӸy 

 ֫40 và 50oC (khoӶng 24 U/mg protein). KԒt quӶ nghiên cֵ u vԚ Ľ֥ bԚn nhi֓ t cho thӸy 

enzyme ֡n Ľ֗nh ֫  25-35oC (hoӴt Ľ ֥tҼҺng Ľi֝ khoӶng 80%) và giӶm nhanh chóng ֫ 

nhi֓ t Ľ ֥>40oC. Chu kȢ b§n r« Ҽc֧ tính (t1/2) cֳ a Ta-CHI42 là khoӶng 47 phút ֫ 40oC.  
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Hình 3.8. ņԊc ĽiԜm cֳ a enzyme Ta-CHI42 tinh sӴch. (A) pH t֝ i Ҽu v¨ gii֧ hӴn pH cֳ a Ta-

CHI42. (B): Nhi֓ t Ľ ֥t i֝ Ҽu v¨ Ľ֥ bԚn nhi֓ t c aֳ TaCHI42. (C): ӵnh hҼn֫g cֳ a m֥ t s֝  ion 

kim loӴi  ֫n n֟g Ľ ֥5 mM và các thu֝c thֹ  kh§c nhau nhҼ SDS 1%, EDTA 1 mM, urea 1 M, 

DMSO 5% và Triton X-100 1% lên hoӴt tính cֳ a Ta-CHI42. Các chֻ cái khác nhau trên cùng 

m t֥ ĽҼn֩g biԜu th֗  sֽ  sai kh§c c· Ĩ nghǫa thn֝g k° (Duncanôs test, p<0,05). ns: sai khác 

kh¹ng c· Ĩ nghǫa thn֝g kê (p>0,05) so v֧i Ľi֝ ch nֵg (100%), z: sai kh§c c· Ĩ nghǫa thn֝g kê 

(p<0,05) so v֧i Ľi֝ chֵ ng (100%).  
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Nhìn chung, nhi֓t Ľ ֥t i֝ Ҽu v¨ Ľ֥ bԚn nhi t֓ c aֳ chitinase ֫  các sinh vԀt khác 

nhau rӸt phong phú. Không gi֝ng nhҼ Ta-CHI42, chitinase tַ Bacillus sp. 7079 có 

nhi֓ t Ľ ֥t i֝ Ҽu cao hҺn l°n ĽԒn 55oC và Ľ֥ bԚn nhi֓ t trong phӴm vi 10-50oC [151]. 

Trong khi Ľ·, chitinase t ַSerratia marcescens B4A có cùng mֵc nhi֓ t Ľ ֥t i֝ Ҽu nhҼ 

Ta-CHI42 ĽԚu ֫  45oC, nhҼng Ľ֥ bԚn nhi֓ t c aֳ n· dao Ľn֥g tַ  10 ĽԒn 50oC [296]. M t֥ 

nghiên cֵ u cֳ a Ekundayo v¨ cs (2016) cȈng nhԀn thӸy rԄng chitinase tַ T. viride ĽӴt 

hoӴt tính cֽ c ĽӴi  ֫50oC và có Ľ֥ bԚn nhi t֓ t  ַ40-50oC [91]. 

Tóm lӴi, Ta-CHI42 là m֥ t chitinase trung tính (pH t֝i Ҽu l¨ 7) vi֧ nhi t֓ Ľ ֥t i֝ Ҽu 

tҼҺng Ľi֝ cao là 45oC. NhҼ Ľ« biԒt, thay Ľi֡ pH và nhi֓t Ľ ֥bên ngoài giá tr֗ thích h֯ p 

nhӸt cho các enzyme sԐ làm chԀm hoԊc thԀm chí dַ ng phӶn nֵg xúc tác cֳa chúng. 

Do Ľ·, vic֓ x§c Ľn֗h pH và nhi֓t Ľ ֥t i֝ Ҽu caֳ các enzyme là rӸt cӺn thiԒt cho các ֵng 

d nֱg trong các quy trình quan tr֙ng vԚ mԊt thҼҺng mӴi.  

NhiԚu nghiên cֵu Ľ« x§c Ľn֗h ĽҼc֯ m֥ t s֝  ion kim loӴi hoӴt Ľn֥g nhҼ c§c 

cofactor ĽԜ nâng cao hi֓u quӶ xúc tác cֳa các enzyme trong phӶn ֵ ng thֳ y phân [224]. 

Tuy nhiên, tác dֱng cֳ a các ion kim loӴi tr°n c§c enzyme kh§c nhau cȈng rӸt Ľa dӴng. 

Chúng có thԜ hoӴt hóa hoԊc ֵ c chԒ hoӴt Ľn֥g xúc tác cֳa các enzyme bԄng c§ch tҼҺng 

tác v֧ i nhóm amine hoԊc carboxyl c aֳ amino acid, do Ľ· sԐ l¨m tŁng hoԊc giӶm lҼn֯g 

sӶn phӼm tӴo ra tַ  phӶn ֵ ng [125]. Trong nghiên cֵu này, m֥ t s֝  ion kim loӴi Ľ« ĽҼc֯ 

ch֙ n dֽ a trên các nghiên c uֵ trҼ֧c Ľ· nhԄm tŁng cҼn֩g t§c Ľn֥g lên hoӴt tính cֳ a các 

chitinase khác nhau [45], [64], [104], [206], [284]. Tuy nhiên, hoӴt tính thֳ y phân 

chitin cֳ a Ta-CHI42 gӺn nhҼ ho¨n to¨n b ֗loӴi b  ֛b i֫ Zn2+ v¨ SDS (tҼҺng nֵg khoӶng 

83% v¨ 99%), trong khi Ľ· hoӴt tính này vӾn còn khoӶng 45-52% dҼi֧ tác dֱ ng cֳ a 

urea, Triton X-100 và Cu2+. NgoӴi tr  ַc§c ion nhҼ Mn2+ và Ca2+ Ľ« tŁng cҼn֩g hoӴt 

tính thֳ y phân chitin (khoӶng 107-134%); c§c ion nhҼ Na+, Fe2+, Mg2+ và EDTA có 

Ӷnh hҼn֫g kh¹ng Ľ§ng kԜ ĽԒn enzyme, hoӴt Ľ ֥tҼҺng Ľi֝ dao Ľn֥g tַ  82 ĽԒn 97% 

(Hình 3.8C). 

Các ion kim loӴi có thԜ tham gia ֡ n Ľ֗nh cӸu trúc phân tֹ protein và hoӴt Ľn֥g 

xúc tác cֳa nhiԚu enzyme. Tuy nhiên, các ion kim loӴi nԊng (ví dֱ : kԐm, Ľn֟g, sԂt...) 

thҼ֩ng gây biԒn tính enzyme [129]. Trong m֥ t s֝  trҼ֩ng h֯ p, hoӴt Ľ ֥c aֳ chitinase 

tŁng l°n ch ֕khi có mԊt Ca2+ hoԊc Mn2+, chԆng hӴn Ca2+ và Mn2+ hoӴt hóa chitinase 

c aֳ Stenotrophomonas rhizophila G22 [129]. Trong khi Ľ·, Mg2+ gây ֵ c chԒ Ľ§ng kԜ 

chitinase tַ  S. rhizophila G22 và Bacillus sp. R2. ChӸt tӼy ion (SDS) và chӸt tӼy 

không ion (Triton X-100) cȈng Ӷnh hҼn֫g ĽԒn hoӴt tính cֳ a chitinase [129].  
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NhҼ Ľ« biԒt, SDS và urea là các chӸt biԒn t²nh n°n ch¼ng thҼn֩g làm bӸt hoӴt 

enzyme do gây ra sֽ  thay Ľi֡ cӸu trúc cֳ a enzyme. Theo Ekundayo và Bamidele 

(2016), Trichoderma có thԜ mӾn cӶm v֧ i EDTA, x  ֹlý bԄng EDTA Ľ« l¨m giӶm hoӴt 

Ľ֥ tҼҺng Ľi֝ c aֳ chitinase tַ T. viride [91]. 

3.2.7. HoӴt tính kháng nӸm in vitro c aֳ Ta-CHI42 

HoӴt tính kháng nӸm cֳ a Ta-CHI42 ĽҼc֯ trình bày  ֫hình 3.9 và bӶng 3.7. Sinh 

trҼn֫g c aֳ nӸm A. niger gây b֓nh h®o rȈ mc֝ Ľen hӴi cây tr֟ ng, nhҼ h¨nh t©y [233], Ľ« b  ֗

cֵ chԒ tr°n m¹i trҼn֩g chֵ a Ta-CHI42 (Hình 3.9). S֝  li u֓ ֫  bӶng 3.7 cȈng cho thӸy sinh 

kh i֝ c aֳ nӸm b֓ nh giӶm Ľ§ng kԜ dҼ֧i tác dֱ ng cֳ a Ta-CHI42, ch֕  ĽӴt 57 mg tҼҺi 

(khoӶng 1,63 mg kh¹) khi ĽҼc֯ xֹ  lý v i֧ 60 U/mL Ta-CHI42. Trong khi ֫  Ľ֝i chֵ ng 

không xֹ  lý Ta-CHI42, sinh kh֝i tҼҺi ĽӴt 924 mg (khoӶng 7,23 mg sinh kh֝i khô). 

 

Hình 3.9. ӵnh hҼn֫g cֳ a enzyme Ta-CHI42 tinh sӴch lên sinh trҼn֫g cֳ a A. niger. A-1: môi 

trҼ֩ng kh¹ng c· chitinase l¨m Ľi֝ chֵ ng, A-2: m¹i trҼn֩g chֵ a Ta-CHI42. 

BӶng 3.7. ӵnh hҼn֫g cֳ a enzyme Ta-CHI42 tinh sӴch lên sinh kh֝ i tҼҺi v¨ kh¹ 

c aֳ s֯ i nӸm A. niger sau 48 gi֩ nuôi cӸy. 

Ta-CHI42 (U/mL) Sinh kh֝ i tҼҺi (mg) Sinh kh֝ i khô (mg) 

10 611b 4,77b 

20 366c 4,27bc 

40 119d 2,43c 

60 57e 1,63cd 

ņ֝ i chֵ ng 924a 7,23a 

Chú thích: Các chֻ  cái khác nhau trong cùng m֥t c֥ t biԜu th֗  sֽ  sai khác c· Ĩ nghǫa thn֝g kê 

(Duncanôs test, p<0,05). ņi֝ chֵ ng: m¹i trҼn֩g không có chitinase. 

TҼҺng t ֽnhҼ nghi°n cuֵ này, m t֥ s֝  chitinase tái t֡ h p֯ biԜu hi֓ n  ֫E. coli Ľ« 

cho thӸy hoӴt tính kháng nӸm cֳ a chúng. ChԆng hӴn, chitinase 42 kDa (ECH-42) tַ  T. 
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harzianum kháng lӴi các nӸm b֓ nh kh§c nhau nhҼ F. oxysporum f.sp. lycopersici, S. 

rolfsii, Alternaria brassicae và Alternaria brassicicola. Sinh trҼn֫g c aֳ s֯ i nӸm b֗  cֵ 

chԒ  ֫n n֟g Ľ ֥enzyme 200 ɛg/mL [241]. Chitinase 32 kDa có ngu֟n g֝ c tַ  lúa mӴch 

 ֫ n n֟g Ľ ֥80 v¨ 200 ɛg cֵ chԒ Ľ§ng kԜ các loӴi nӸm gây b֓nh  ֫ cây tr֟ ng nhҼ 

Alternaria solani, Fusarium spp., R. solani và Verticillium dahliae [270]. Các tԒ bào 

s֯ i nӸm c aֳ Cylindrocladium scoparium, Cryphonectria parasitica, Neofusicoccum 

parvum và F. oxysporum Ľ« b  ֗ phá v֭  b i֫ chitinase 48 kDa (ChiKJ406136) tַ S. 

sampsonii [153]. Ngoài ra, chitinase l֧ p I tַ  ĽԀu ĽȈa (Vigna unguiculata) ĽҼ֯c biԜu 

hi n֓  ֫P. pastoris cȈng cho thӸy khӶ nŁng cֵ chԒ sֽ  nӶy mӺm cֳ a bào tֹ  và sinh 

trҼ֫ng cֳ a s֯ i nӸm Penicillium herquei [149]. Nh nֻg nghiên cֵu này chֵ ng minh 

rԄng các gen chitinase cֳa sinh vԀt nhân thֽ c có thԜ ĽҼ֯c biԜu hi֓ n trong E. coli hoԊc 

nӸm men và chúng Ľ« thԜ hi n֓ hoӴt tính kháng nӸm cao. 

3.3. THIԑT Kԑ CÁC CӷU TRÚC BIԛU HI N֒ CHITINASE  ֪TH Cּ VӿT 

Các gen chitinase 42 kDa bao g m֟ Chi42 t  ַT. asperellum SH16 và 2 gen t֡ ng 

h p֯ syncodChi42-1 và syncodChi42-2 Ľ« ti֝ Ҽu h·a tr³nh t ֽĽҼ֯c chèn vào vector biԜu 

hi n֓ thֽ c vԀt pMYV719 dҼi֧ sֽ  ĽiԚu khiԜn cֳ a 2 promoter dp35S hoԊc pAsy. 

3.3.1. TӴo dòng gen chitinase vào vector pMYV719 

Các gen chitinase 42 kDa mang tr³nh tֽ peptide t²n hi֓u ֫ ĽӺu 5ô ĽҼ֯c t§ch d¸ng 

tַ các vector pUC19/Chi42, pUC19/syncodChi42-1 và pUC19/syncodChi42-2 ĽԜ thay 

thԒ tr³nh tֽ CTB-L-SD1-SEKDEL trong vector pMYV719 (Hình 3.10). Các  gen này 

c· chiԚu d¨i khoӶng 1,3 kb, còn vector pMYV719 sau khi loӴi b֛ tr³nh tֽ CTB-L-

SD1-SEKDEL c· k²ch thҼ֧c khoӶng 11 kb. C§c vector t§i t֡ h֯p m֧i mang gen 

chitinase 42 kDa, pNHL19.1 (Chi42), pNHL19.2 (syncodChi42-1) và pNHL19.3 

(syncodChi42-2), ĽҼ֯c kiԜm tra bԄng khuԒch ĽӴi PCR v¨ cԂt hӴn chԒ. 

KhuԒch ĽӴi PCR bԄng c§c cԊp m֟i ĽԊc hi֓u cho thӸy cӶ 3 vector ĽԚu c· sֽ hi֓n 

di֓n cֳa c§c ĽoӴn ch¯n c· k²ch thҼ֧c ph½ h֯p v֧i c§c gen chitinase 42 kDa khoӶng 

1,3 kb (Hình 3.11). PhӶn ֵng cԂt hӴn chԒ ĽҼ֯c thֽc hi֓n v֧i c§c enzyme SacI + XbaI, 

XbaI, và SacI cȈng cho c§c kԒt quӶ nhҼ dֽ Ľo§n, SacI + XbaI cho 2 bŁng DNA khoӶng 

11 kb (pMYV719) v¨ khoӶng 1,3 kb (gen chitinase 42 kDa), XbaI hoԊc SacI cho 1 

bŁng DNA khoӶng 12,3 kb (pMYV719 + gen chitinase 42 kDa) (H³nh 3.12-3.14). 

ņԜ biԜu hi֓n th¨nh c¹ng m֥t gen ngoӴi lai trong tԒ b¨o thֽc vԀt, c§c gen cӺn 

ĽҼ֯c ĽԊt dҼ֧i sֽ ĽiԚu khiԜn cֳa m֥t promoter th²ch h֯p. Trong nghi°n cֵu n¨y, c§c 
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gen m« h·a chitinase 42 kDa ĽҼ֯c ĽiԚu khiԜn b֫i promoter CaMV 35S cֳa virus 

khӶm s¼p lҺ, Ľ©y l¨ m֥t trong nhֻng promoter cӸu th¨nh ĽҼ֯c sֹ dֱng r֥ng r«i nhӸt 

v¨ ph½ h֯p cho nhiԚu loӴi vԀt chֳ kh§c nhau [131], [252]. Promoter CaMV 35S l¨ m֥t 

tr³nh tֽ kh֫i Ľ֥ng phiên mã c· thԜ ĽiԚu khiԜn sֽ biԜu hi֓n cֳa c§c gen ngoӴi lai trong 

to¨n b֥ cҺ thԜ sinh vԀt [255]. 

 

Hình 3.10. SҺ Ľ ֟thiԒt kԒ vector biԜu hi֓ n thֽ c vԀt nhóm pNHL19. (A) vector pMYV719, (B) 

nhóm vector pNHL19, LB và RB: biên trái và phӶi c aֳ vùng T-DNA, NosP: promoter cֳa 

gen nopaline synthase, NPTII: gen neomycin phosphotransferase II kháng kanamycin, NosT: 

terminator cֳa gen nopaline synthase, Kozak: trình tֽ liên nֵg ĽԜ ribosome nhԀn biԒt và bԂt 

ĽӺu d֗ ch mã, CTB: gen mã hóa tiԜu ĽҺn v ֗B Ľ֥c t֝  tӶ, L: trình tֽ  Gly-Pro-Gly-Pro, S1D: 

vùng biԜu mô S1D, SEKDEL: tín hi֓ u duy trì trong mӴng lҼi֧ n i֥ sinh chӸt, dp35S: 

duplicated promoter CaMV 35S, và target gene: 1 trong 3 gen Chi42 (pNHL19.1), 

syncodChi42-1 (pNHL19.2) và syncodChi42-2 (pNHL19.3) bao g֟m cӶ ĽoӴn peptide tín hi֓u. 

 

Hình 3.11. KhuԒch ĽӴi PCR các gen chitinase 42 kDa tַ khuӼn lӴc E. coli v i֧ các cԊp m i֟ 

ĽԊc hi֓ u. M: thang chuӼn DNA 1 kb (Thermo Scientific), 1: Chi42, 2: syncodChi42-1, 3: 

syncodChi42-2, PC1: pUC19/Chi42, PC2: pUC19/syncodChi42-1, PC3: 

pUC19/syncodChi42-2, NC: E. coli không biԒn nӴp.  
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Hình 3.12. CԂt hӴn chԒ vector pNHL19.1 bԄng XbaI và SacI. M: thang chuӼn DNA 1 kb 

(Thermo Scientific); 1-3: pMYV719/Chi42 ĽҼ֯c cԂt lӺn lҼt֯ bԄng SacI và XbaI, XbaI, SacI; 

PC: gen Chi42 t  ַpUC19/Chi42. 

 

Hình 3.13. CԂt hӴn chԒ vector pNHL19.2 bԄng XbaI và SacI. M: thang chuӼn DNA 1 kb 

(Thermo Scientific); 1-3: pMYV719/syncodChi42-1 ĽҼ֯c cԂt lӺn lҼt֯ bԄng SacI và XbaI, 

XbaI, và SacI; PC1: pMYV719 mӴch vòng; PC2: gen syncodChi42-1 t  ַ pUC19/ 

syncodChi42-1.  

 

Hình 3.14. CԂt hӴn chԒ vector pNHL19.3 bԄng XbaI và SacI. M: thang chuӼn DNA 1 kb 

(Thermo Scientific); 1-3: pMYV719/syncodChi42-2 ĽҼ֯c cԂt lӺn lҼt֯ bԄng SacI và XbaI, 

XbaI, và SacI; PC1: pMYV719 mӴch vòng, PC2: gen syncodChi42-2 t  ַ pUC19/ 

syncodChi42-2.  
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3.3.2. TӴo dòng gen chitinase và promoter Asy vào vector pMYV719  

ThiԒt kԒ vector biԜu hi֓ n phù h֯ p v֧ i vԀt chֳ  là m֥ t trong nhֻ ng yԒu t֝  quan 

tr n֙g quyԒt Ľn֗h sֽ  thành công cֳa k׃ thuԀt tӴo cây chuyԜn gen. Sֽ biԜu hi֓ n cֳ a gen 

chuyԜn trong thֽ c vԀt ĽҼc֯ kiԜm soát thông qua hoӴt Ľn֥g cֳ a promoter và 

terminator. Hi֓n nay, ĽԜ ĽiԚu khiԜn hoӴt Ľn֥g cֳ a gen chuyԜn  ֫th cֽ vԀt, Ľ« c· rӸt 

nhiԚu loӴi promoter ĽҼc֯ sֹ  d nֱg. Trong nghiên cֵu này, ngoài vi֓c sֹ  d nֱg 

promoter dp35S ĽԜ ĽiԚu khiԜn biԜu hi֓ n gen chitinase nhҼ Ľ« ĽԚ cԀp  ֫trên, chúng tôi 

còn sֹ  d nֱg promoter Asy ĽԊc hi֓ u r֑  ĽԜ tŁng cҼn֩g sinh t֡ ng h֯ p enzyme ֫ b  ֥phԀn 

d  ֑b  ֗nhi֑ m nӸm b֓ nh nhӸt là r֑  c aֳ cây lӴc [102]. SҺ Ľ ֟tӴo dòng gen chitinase và 

promoter Asy vào vector biԜu hi֓ n thֽ c vԀt pMYV719 ĽҼc֯ trình bày ֫  hình 3.15. 

 

Hình 3.15. SҺ Ľ ֟thiԒt kԒ nhóm vector biԜu hi֓ n thֽ c vԀt pNHL20. LB và RB: biên trái và 

phӶi c aֳ vùng T-DNA, NosP: promoter cֳa gen nopaline synthase, NPTII: gen neomycin 

phosphotransferase II kháng kanamycin, NosT: terminator caֳ gen nopaline synthase, pAsy: 

promoter Asy ĽԊc hi֓ u r֑ , Kozak: trình tֽ  liên ֵ ng ĽԜ ribosome nhԀn biԒt và bԂt ĽӺu d֗ ch mã, 

CTB: gen mã hóa tiԜu ĽҺn v ֗B Ľ֥c t֝  tӶ, L: trình tֽ  Gly-Pro-Gly-Pro, S1D: vùng biԜu mô 

S1D, SEKDEL: tín hi֓u duy trì trong mӴng lҼi֧ n i֥ sinh chӸt, dp35S: duplicated promoter 

CaMV 35S, SP: trình tֽ peptide tín hi֓u, và chitinase gene: 1 trong 3 gen chitinase (Chi42, 

syncodChi42-1 và syncodChi42-2).  
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3.3.2.1. Tͧ o dòng promoter pAsy trong vector pMYV719 

Promoter dp35S b֗ loӴi kh i֛ vector pMYV719 bԄng HindIII và XbaI. Promoter 

Asy ĽҼc֯ tách dòng tַ vector pUC19/pAsy cȈng bԄng 2 enzyme kԜ tr°n. Sau Ľ·, 

vector pMYV719 kh¹ng c¸n promoter dp35S ĽҼc֯ gԂn v֧ i promoter Asy ĽԜ tӴo thành 

vector tái t֡  h p֯ pMYV719/pAsy. Vector m֧i n¨y Ľ« ĽҼc֯ kiԜm tra bԄng phӶn ֵ ng cԂt 

hӴn chԒ v i֧ 2 enzyme cȈ ĽԜ xác nhԀn sֽ  ch¯n ĽoӴn thành công cֳa promoter Asy vào 

vector g֝ c pMYV719. 

3.3.2.2. Tͧ o dòng gen chitinase vào vector pMYV719/Asy 

C§c gen chitinase 42 kDa mang ĽoӴn peptide tín hi֓u  ֫ĽӺu 5ô ĽҼc֯ phân lԀp tַ  

vector pUC19/chitinase bԄng XbaI và SacI ĽԜ thay thԒ trình tֽ  CTB-L-SD1-SEKDEL 

trong vector biԜu hi֓ n thֽ c vԀt pMYV719/pAsy tӴo thành nhóm vector tái t֡ h p֯ m֧ i 

pNHL20, bao g֟m pNHL20.1 (Chi42), pNHL20.2 (syncodChi42-1) và pNHL20.2 

(syncodChi42-2). Sֽ  hi n֓ di֓ n cֳ a c§c gen chitinase trong nh·m vector pNHL20 Ľ« 

ĽҼ֯c x§c Ľn֗h bԄng khuԒch ĽӴi PCR và phӶn ֵ ng cԂt hӴn chԒ.  

KԒt quӶ trình bày ֫  hình 3.16 cho thӸy các sӶn phӼm PCR ĽԚu có k²ch thҼc֧ phù 

h p֯ v֧ i 3 gen chitinase 42 kDa, khoӶng 1,3 kDa. PhӶn nֵg cԂt hӴn chԒ các vector 

nh·m pNHL20 Ľ« ĽҼc֯ thֽ c hi֓ n v֧ i 2 enzyme XbaI và SacI cȈng cho kԒt quӶ Ľ¼ng 

nhҼ t²nh to§n, 1 bŁng DNA khoӶng 11 kb (pMYV719/Asy) v¨ 1 bŁng DNA khoӶng 

1,3 kb (gen chitinase 42 kDa) (Hình 3.17).  

 

Hình 3.16. KhuԒch ĽӴi PCR các gen chitinase tַ khuӼn lӴc E. coli v i֧ các cԊp m i֟ ĽԊc hi֓ u. 

M: thang chuӼn DNA 1 kb (Thermo Scientific), 1-2: Chi42, 3-4: syncodChi42-1, 5-6: 

syncodChi42-2, PC1: vector pUC19/Chi42, PC2: vector pUC19/syncodChi42-1, PC3: vector 

pUC19/syncodChi42-2, NC: E. coli không biԒn nӴp.  

 

Hình 3.17. CԂt hӴn chԒ các vector pNHL20 bԄng XbaI và SacI. M: thang chuӼn DNA 1 kb 

(Thermo Scientific), PC1: pMYV719/Asy, PC2: gen Chi42 và 1-3: pNHL20.1 (Chi42), 

pNHL20.2 (syncodChi42-1) và pNHL20.3 (syncodChi42-2). 
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Promoter Ľ·ng vai tr¸ quan trn֙g trong quá trình biԜu hi֓ n gen ĽԜ ĽӶm bӶo sֽ  

hoӴt Ľn֥g hi֓ u quӶ c aֳ gen Ľ²ch. Khi protein quan t©m kh¹ng cӺn thiԒt ĽԜ biԜu hi֓ n 

cho toàn b֥ cây, vi֓ c sֹ  d nֱg các promoter ĽԊc hi֓ u cҺ quan hoԊc mô cֱ  thԜ sԐ giúp 

gen chuyԜn biԜu hi֓ n mӴnh hҺn  ֫nҺi n¨y. ņiԚu này góp phӺn giӶm sֽ  l«ng ph² nŁng 

lҼ֯ng và chӸt dinh dҼn֭g tַ  cây chuyԜn gen [111]. Cây lӴc rӸt d  ֑nhi֑ m các loӴi nӸm 

b n֓h tַ  ĽӸt có thành tԒ bào chֵa chitin nhҼ Rhizoctonia, Aspergillus hoԊc Sclerotium 

gây th֝ i r  ֑hoԊc th֝ i c  ֡r ,֑ vì vԀy vi c֓ sӶn xuӸt chitinase ngoӴi bào ֫  r  ֑là cӺn thiԒt ĽԜ 

bӶo v֓  cây lӴc ch֝ ng lӴi các tác nhân gây b֓nh loӴi này.  

Cho ĽԒn nay, chҼa c· b§o c§o n¨o vԚ vi c֓ sֹ  d nֱg promoter ĽԊc hi֓ u r֑   ֫cây 

lӴc, phӺn l n֧ các cây chuyԜn gen ĽԚu sֹ  d nֱg promoter CaMV 35S. Tuy nhiên, vi֓c 

sֹ  d nֱg các promoter cӸu thành sԐ l¨m gen Ľ²ch biԜu hi֓ n ֫  nhֻ ng b֥  phԀn không cӺn 

thiԒt, có khӶ nŁng can thip֓ v¨o c§c con ĽҼn֩g sinh trҼn֫g và phát triԜn khác cֳa thֽ c 

vԀt [85]. Do Ľ·, mcֱ tiêu cֳ a luԀn §n l¨ tŁng cҼn֩g hi֓ u quӶ kháng nӸm cֳ a cây lӴc 

bԄng cách sֹ d nֱg promoter ĽԊc hi֓ u r֑ . 

3.3.3. TӴo vi khuӼn A. tumefaciens LBA4404 mang gen chitinase 

Các vector tái t֡ h p֯ mang các gen chitinase 42 kDa nhóm pNHL19 và pNHL20 

ĽҼ֯c tiԒp h֯ p vào A. tumefaciens LBA4404. Sֽ  hi n֓ di֓ n cֳ a các vector này trong vi 

khuӼn Agrobacterium Ľ« ĽҼ֯c kiԜm tra bԄng khuԒch ĽӴi PCR các gen chitinase v֧i 

các cԊp m֟ i ĽԊc hi֓ u và phӶn nֵg cԂt hӴn chԒ. KԒt quӶ trình bày ֫  hình 3.18 và 3.19 

cho thӸy các sӶn phӼm PCR c· k²ch thҼc֧ phù h֯ p v֧ i các gen chitinase. Các sӶn 

phӼm cԂt hӴn chԒ bԄng XbaI và SacI cȈng cho kԒt quӶ phù h֯ p, sֽ  xuӸt hi n֓ 2 bŁng 

DNA có k²ch thҼc֧ nhҼ mong Ľi֯ khoӶng 11 kb (vector) và 1,3 kb (gen chitinase) 

(Hình 3.20). KԒt quӶ này cho thӸy các vi khuӼn A. tumefaciens Ľ« sԈn sàng cho quá 

trình chuyԜn gen chitinase vào cây N. benthamiana và cây lӴc trong các nghiên cֵ u 

tiԒp theo. 

 

Hình 3.18. KhuԒch ĽӴi PCR các gen chitinase ֫ nhóm vector pNHL19 tַ  A. tumefaciens 

LBA4404. M: thang chuӼn DNA 1 kb (Thermo Scientific), 1-2: Chi42, 3-4: syncodChi42-1, 

5-6: syncodChi42-2, PC1: pUC19/Chi42, PC2: pUC19/syncodChi42-1, PC3: 

pUC19/syncodChi42-2, NC: A. tumefaciens không tiԒp h֯ p.   
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Hình 3.19. KhuԒch ĽӴi PCR các gen chitinase ֫ nhóm vector pNHL20 tַ  A. tumefaciens 

LBA4404. M: thang chuӼn DNA 1 kb (Thermo Scientific), 1-3: Chi42, 4-6: syncodChi42-1, 

7-9: syncodChi42-2, PC1: pUC19/Chi42, PC2: pUC19/syncodChi42-1, PC3: 

pUC19/syncodChi42-2, NC: A. tumefaciens không tiԒp h֯ p. 

 

Hình 3.20. CԂt hӴn chԒ các vector pNHL19 (trái) và vector pNHL20 (phӶi) bԄng XbaI và 

SacI. M: thang chuӼn DNA 1 kb (Thermo Scientific), 1: Chi42, 2: syncodChi42-1, 3: 

syncodChi42-2. Các gen chitinase dài ~ 1,3 kb, các vector pMYV719 và pNHL20 dài ~ 11 kb. 

3.4. BIԛU HI N֒ TӳM TH I֨ GEN CHITINASE TRONG CÂY N. benthamiana  

3.4.1. BiԜu hi n֓ c aֳ các gen chitinase   

Cây N. benthamiana ĽҼ֯c sֹ  d nֱg ph֡  biԒn ĽԜ biԜu hi֓ n tӴm th֩ i gen chuyԜn 

nhԄm Ľ§nh gi§ hiu֓ quӶ c aֳ cӸu trúc biԜu hi֓ n thֽ c vԀt thông qua k׃ thuԀt thӸm nhԀp. 

һu ĽiԜm cֳ a phҼҺng th cֵ này là khӶ nŁng biԜu hi֓ n nhanh v¨ vҼt֯ m cֵ 

(overexpression), không b֗ Ӷnh hҼn֫g b֫ i v  ֗ trí gԂn gen Ľ²ch trong tԒ bào thֽ c vԀt 

(hi u֓ ֵ ng v֗  trí - position effect) và có thԜ tiԒn hành biԜu hi֓ n trong c§c m¹ Ľ« bit֓ hóa 

ho¨n to¨n nhҼ l§ [97]. 

D c֗h khuӼn sau khi ly tâm Ľ« ĽҼ֯c b֡  sung acetosyringone. ņ©y l¨ m t֥ h p֯ chӸt 

phenol do tԒ bào thֽ c vԀt b  ֗t n֡ thҼҺng tiԒt ra, có vai trò quan tr֙ng trong vi֓ c nhԀn 

biԒt và gԂn kԒt vi khuӼn v֧ i tԒ bào thֽ c vԀt [99]. Vì vԀy, trong các thí nghi֓m chuyԜn 

gen hay biԜu hi֓ n tӴm th֩ i sֹ  d nֱg vi khuӼn A. tumefaciens, acetosyringone thҼ֩ng 

ĽҼ֯c th°m v¨o nhҼ mt֥ chӸt dӾn dֱ  vi khuӼn giúp cho vi khuӼn d֑  dàng xâm nhi֑m 

vào cây [257].  
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V  ֗trí lá trên cây Ӷnh hҼn֫g ĽԒn quá trình biԒn nӴp vector vào lá. Lá cây lúc còn 

non có khӶ nŁng sinh trҼn֫g kh֛ e và khӶ nŁng tn֡g h֯ p các chӸt cao; ngҼ֯c lӴi v i֧ 

khӶ nŁng sinh trҼn֫g kém c aֳ lá già, vi֓c t֡ ng h֯ p các chӸt hӺu nhҼ din֑ ra rӸt chԀm. 

Bên cӴnh Ľ·, khӶ nŁng x©m nhԀp cֳ a vi khuӼn vào lá non cȈng d ֑hҺn v¨o l§ gi¨. KԒt 

quӶ nghiên cֵ u cֳ a Nguy֑ n Th֗  Minh HԄng và cs (2015) cho thӸy, phӺn mӾu lá non 

th  ֵ1 và 2 tַ  ng֙ n xu֝ ng và nhֻ ng lá chính giֻa thân cây tӴo ĽiԚu ki n֓ cho sֽ  xâm 

nhi֑ m cֳ a vi khuӼn t֝ t hҺn. HҺn naֻ, quá trình sinh t֡ng h֯ p  ֫cây luôn di֑n ra và 

ĽԊc bi֓ t, qu§ tr³nh Ľ· lӴi tԀp trung chֳ  yԒu tӴi cҺ quan Ľang sinh trҼn֫g (lá non và 

nhֻ ng lá chính giֻa thân cây), vì vԀy, protein quan tâm cȈng ĽҼ֯c tŁng l°n theo [5]. 

Do Ľ·, trong thí nghi֓m này chúng tôi Ľ« xâm nhi֑ m Agrobacterium vào v֗  trí lá non 

và lá bánh tԎ Ľang sinh trҼn֫g mӴnh. 

Phân tích SDS-PAGE v¨ Western blot Ľ« ĽҼc֯ thֽ c hi֓ n ĽԜ x§c Ľn֗h sֽ  biԜu 

hi n֓ tӴm th֩ i c aֳ c§c gen chitinase. C§c bŁng protein c· k²ch thҼc֧ dֽ  kiԒn khoӶng 42 

kDa  ֫cây chuyԜn gen v¨ Ľi֝ ch nֵg dҼҺng Ľ« ĽҼ֯c tìm thӸy trên gel và trên màng 

thӼm tích (Hình 3.21 và 3.22). ņo cҼn֩g Ľ ֥tín hi֓ u tַ  Western blot cho thӸy m cֵ Ľ֥ 

biԜu hi֓ n cֳ a gen chitinase giӶm theo th֩ i gian tַ  ngày thֵ  3 ĽԒn ngày thֵ  7 sau khi 

thӸm nhԀp v֧ i c§c vector ĽҺn (pNHL19). NgҼc֯ lӴi, khi sֹ  d nֱg h֣ n h֯ p vector 

(pNHL19 và pMYV508), mֵc Ľ֥ biԜu hi֓ n cֳ a gen chitinase tŁng t ַngày thֵ  3 ĽԒn 

ngày thֵ  7 (Chi42 và syncodChi42-2) hoԊc ngày thֵ  5 (syncodChi42-1), sau Ľ· giӶm 

dӺn trong nhֻ ng ngày tiԒp theo. Nhìn chung, vi֓c sֹ  d nֱg h֣ n h֯ p vector ch֕ tŁng 

biԜu hi֓ n cֳ a gen Chi42 và syncodChi42-2  ֫N. benthamiana. Gen syncodChi42-1 

ĽҼ֯c xâm nhi֑m bԄng vector ĽҺn hay h n֣ h֯ p vector ĽԚu c· cҼn֩g Ľ ֥ tín hi֓ u 

Western kh§c nhau kh¹ng Ľ§ng kԜ (Hình 3.23).  

Nói chung, 2 gen chitinase ĽҼ֯c t֝ i Ҽu th²ch hp֯ cho biԜu hi֓ n  ֫th cֽ vԀt hҺn 

gen hoang dӴi Chi42, ĽԊc bi֓ t là gen syncodChi42-2 Ľ« cho thӸy m cֵ Ľ֥ biԜu hi֓ n cao 

hҺn Ľ§ng kԜ trên Western blot. 

3.4.2. HoӴt tính th yֳ phân chitin cֳ a Ta-CHI42 

HoӴt t²nh thֳy ph©n cֳa enzyme Ta-CHI42 (chitinase 42 kDa) tַ c©y N. 

benthamiana chuyԜn gen ĽҼ֯c Ľ§nh gi§ sҺ b֥ bԄng x®t nghi֓m Ľǫa thӴch chֵa 

colloidal chitin. KԒt quӶ ֫ h³nh 3.24A cho thӸy hi֓u s֝ cֳa ĽҼ֩ng k²nh v¸ng ph©n giӶi 

(D) v¨ ĽҼ֩ng k²nh l֣ Ľֱc ĽԜ nӴp enzyme (d) l¨ khoӶng 1,5 cm (syncodChi42-1) và 1,4 

cm (syncodChi42-2) sau 3 ng¨y x©m nhԀp. Trong khi, h³nh 3.24B cho thӸy v¸ng ph©n 

giӶi l֧n hҺn sau 7 ng¨y Ľ֟ng x©m nhi֑m, D-d cֳa enzyme Ta-CHI42 ĽӴt khoӶng 1,6 

cm (syncodChi42-1) và 1,9 cm (syncodChi42-2). V¸ng ph©n giӶi cֳa enzyme Ta-
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CHI42 tַ N. benthamiana biԒn nӴp vector pMYV719 không mang gen chitinase hoԊc 

mang gen chitinase kiԜu hoang dӴi (Chi42) ֫ tӸt cӶ c§c nghi֓m thֵc ĽԚu yԒu hҺn so 

v֧i enzyme Ta-CHI42 tַ c§c gen chitinase Ľ« ĽҼ֯c t֝i Ҽu (syncodChi42-1 và 

syncodChi42-2). 

 

Hình 3.21. ņi֓n di SDS-PAGE d֗ch chiԒt protein tַ  lá cây N. benthamiana chuyԜn gen. A: 

syncodChi42-1, B: syncodChi42-2 và C: Chi42. M: Thang chuӼn kh֝ i lҼn֯g phân tֹ  protein 

(PageRuler Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific). P: enzyme Ta-CHI42 tinh sӴch 

l¨m Ľi֝ ch nֵg dҼҺng. N1 v¨ N2: lӺn lҼt֯ là cây N. benthamiana hoang dӴi và cây N. 

benthamiana biԒn nӴp vector pMYV719 kh¹ng mang gen chitinase l¨m Ľi֝ ch nֵg âm. 1-3: 

sau 3, 5 và 7 ngày xâm nhim֑ (pNHL19), 4-6: sau 3, 5 v¨ 7 ng¨y Ľn֟g xâm nhi֑m (pNHL19 

và pMYV508).  

Enzyme Ta-CHI42 tַ d֗ch chiԒt protein cֳa l§ c©y N. benthamiana chuyԜn gen 

syncodChi42-2 ĽӴt hoӴt Ľ֥ cao nhӸt khoӶng 290 U/mL khi ĽҼ֯c Ľ֟ng x©m nhi֑m b֫i 



72 

hai vector pNHL19.3 và pMYV508 sau 7 ngày. Enzyme Ta-CHI42 tַ gen 

syncodChi42-1 cȈng c· hoӴt t²nh thֳy ph©n chitin kh§ cao v֧i hҺn 180 U/mL sau 7 

ng¨y x©m nhi֑m. Trong khi Ľ·, hoӴt Ľ֥ cao nhӸt cֳa enzyme Ta-CHI42 tַ gen Chi42 

ch֕ khoӶng 110 U/mL, thӸp hҺn hoӴt t²nh cֳa enzyme Ta-CHI42 tַ c©y mang gen 

syncodChi42-1 và syncodChi42-2 lӺn lҼ֯t l¨ 1,7 v¨ 2,6 lӺn (H³nh 3.25).              

      

Hình 3.22. Phân tích Western blot d֗ch chiԒt protein tַ  lá cây N. benthamiana chuyԜn gen. A: 

syncodChi42-1, B: syncodChi42-2 và C: Chi42. M: Thang chuӼn kh֝ i lҼn֯g phân tֹ  protein 

(PageRuler Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific). P: enzyme Ta-CHI42 tinh sӴch tַ  

vi khuӼn l¨m Ľi֝ ch nֵg dҼҺng. N1 v¨ N2: lӺn lҼt֯ là cây N. benthamiana hoang dӴi và cây N. 

benthamiana biԒn nӴp vector pMYV719 kh¹ng mang gen chitinase l¨m Ľi֝ ch nֵg âm. 1-3: 

sau 3, 5 và 7 ngày xâm nhi֑ m (pNHL19), 4-6: sau 3, 5 v¨ 7 ng¨y Ľn֟g xâm nhi֑m (pNHL19 

và pMYV508). 
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Hình 3.23. CҼ֩ng Ľ ֥c aֳ tín hi֓ u Western blot. PC: enzyme Ta-CHI42 tinh sӴch tַ  vi khuӼn 

l¨m Ľi֝ ch nֵg dҼҺng. N1 và N2: lӺn lҼt֯ là cây N. benthamiana hoang dӴi và cây N. 

benthamiana biԒn nӴp vector pMYV719 không mang gen chitinase l¨m Ľi֝ ch nֵg âm. 3, 5 và 

7: sau 3, 5 và 7 ngày xâm nhim֑ (pNHL19) v¨ Ľn֟g xâm nhi֑m (pNHL19 và pMYV508). 

Các chֻ  cái khác nhau trên biԜu Ľ֟ biԜu th֗  sֽ  sai khác c· Ĩ nghǫa thn֝g k° (Duncanôs test, 

p<0,05).  

 

Hình 3.24. HoӴt tính thֳ y phân colloidal chitin cֳa enzyme Ta-CHI42 tַ  lá cֳ a cây N. 

benthamiana chuyԜn gen. A: 3 ngày sau khi xâm nhi֑m (pNHL19), B: 7 ng¨y sau khi Ľn֟g 

xâm nhi֑ m (pNHL19 và pMYV508). S1: syncodChi42-1, S2: syncodChi42-2, Wt: Chi42, PC: 

enzyme Ta-CHI42 tinh sӴch cֳ a vi khuӼn l¨m Ľi֝ ch nֵg dҼҺng, N1 v¨ N2: lӺn lҼt֯ là cây N. 

benthamiana hoang dӴi và cây N. benthamiana biԒn nӴp vector pMYV719 không mang gen 

chitinase l¨m Ľi֝ chֵ ng âm.  
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Nh³n chung, enzyme cֳa 2 gen chitinase ĽҼ֯c t֝i Ҽu Ľ« cho thӸy hoӴt t²nh thֳy 

ph©n chitin cao hҺn khi ĽҼ֯c x©m nhi֑m v¨o l§ c©y N. benthamiana c½ng v֧i vector 

pMYV508. So s§nh hoӴt t²nh thֳy ph©n chitin v¨ mֵc Ľ֥ biԜu hi֓n gen khi ph©n t²ch 

Western blot cho thӸy ch¼ng c· kԒt quӶ tҼҺng th²ch nhau. KԒt quӶ vԚ v¸ng ph©n giӶi 

tr°n Ľǫa thӴch chֵa colloidal chitin cȈng tҼҺng tֽ nhҼ hoӴt t²nh thֳy ph©n chitin. 

 

Hình 3.25. HoӴt tính chitinase cֳa enzyme Ta-CHI42 tַ  cây N. benthamiana chuyԜn gen 

chitinase sau 3-7 ngày xâm nhi֑m. N1 và N2: lӺn lҼt֯ là cây N. benthamiana hoang dӴi và 

cây cây N. benthamiana biԒn nӴp vector pMYV719 kh¹ng mang gen chitinase l¨m Ľi֝ ch nֵg 

âm. 1 và 2: xâm nhi֑m v¨ Ľn֟g xâm nhi֑m gen syncodChi42-1. 3 và 4: xâm nhi֑m v¨ Ľn֟g 

xâm nhi֑ m gen syncodChi42-2. 5 và 6: xâm nhi֑m v¨ Ľn֟g xâm nhi֑m gen Chi42. Các chֻ  

cái khác nhau trên biԜu Ľ֟ biԜu th֗  sֽ  sai kh§c c· Ĩ nghǫa thn֝g k° (Duncanôs test, p<0,05). 

3.4.3. HoӴt tính kháng nӸm cֳ a enzyme Ta-CHI42 trong ĽiԚu ki n֓ in vitro 

HoӴt t²nh kh§ng nӸm cֳa enzyme Ta-CHI42 ĽҼ֯c x§c Ľ֗nh dֽa tr°n khӶ nŁng ֵc 

chԒ sinh trҼ֫ng cֳa s֯i nӸm g©y b֓nh th֝i g֝c m֝c trԂng S. rolfsii c· th¨nh tԒ b¨o 

chֵa chitin. HoӴt t²nh kh§ng nӸm cֳa Ta-CHI42-1 và Ta-CHI42-2 tַ N. benthamiana 

ĽҼ֯c Ľ֟ng x©m nhi֑m bԄng các vector, pNHL19.1 và pNHL19.2 + pMYV508, sau 7 

ng¨y x©m nhi֑m ĽҼ֯c tr³nh b¨y trong h³nh 3.26 v¨ bӶng 3.8. NӸm S. rolfsii Ľ« b֗ ֵc 

chԒ sinh trҼ֫ng tr°n m¹i trҼ֩ng chֵa Ta-CHI42. Sinh kh֝i tҼҺi cֳa S. rolfsii ch֕ ĽӴt 

khoӶng 91 mg v¨ 40 mg (khoӶng 1 mg v¨ 0,4 mg sinh kh֝i kh¹) khi ch¼ng ĽҼ֯c xֹ lĨ 

lӺn lҼ֯t v֧i 60 U/mL cֳa Ta-CHI42-1 và Ta-CHI42-2. Trong khi Ľ·, ֫ Ľ֝i chֵng N. 

benthamiana hoang dӴi v¨ N. benthamiana biԒn nӴp vector pMYV719 không mang 

gen chitinase, sinh kh֝i tҼҺi cֳa S. rolfsii l°n ĽԒn 1.201 mg v¨ 959 mg (gӺn 11 mg v¨ 

9 mg sinh kh֝i kh¹) (BӶng 3.8). 
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Hình 3.26. Th  ֹ nghi֓ m hoӴt tính kháng nӸm S. rolfsii c aֳ enzyme Ta-CHI42 tַ  cây N. 

benthamiana mang gen syncodChi42-1 và syncodChi42-2. N: cây N. benthamiana không 

chuyԜn gen chitinase l¨m Ľi֝ chֵ ng âm. S1: 60 U/mL Ta-CHI42-1. S2: 60 U/mL Ta-CHI42-2  

BӶng 3.8. ӵnh hҼn֫g cֳ a enzyme Ta-CHI42 tַ  cây N. benthamiana mang gen syncodChi42-

1 và syncodChi42-2 lên sinh kh֝ i tҼҺi v¨ kh¹ caֳ s֯ i nӸm S. rolfsii sau 36 gi֩  nuôi cӸy. 

Enzyme N n֟g Ľ ֥(U/mL) Sinh kh֝ i tҼҺi (mg) Sinh kh֝ i khô (mg) 

Ta-CHI42-1 10 902,12c 7,33c 

 20 524,67d 5,19d 

 40 372,04e 3,32e 

 60 91,11g 0,97g 

Ta-CHI42-2 10 873,03c 7,01c 

 20 504,55d 5,13d 

 40 272,82f 2,40f 

 60 39,68h 0,37h 

NC1  1201,04a 10,73a 

NC2  958,88b 8,84b 

Chú thích: Ta-CHI42-1: enzyme cֳa gen syncodChi42-1. Ta-CHI42-2: enzyme cֳa gen 

syncodChi42-2. NC1: d֗ch chiԒt protein tַ  N. benthamiana hoang dӴi. NC2: d֗ch chiԒt protein 

t  ַN. benthamiana biԒn nӴp vector pMYV719 không mang gen chitinase. Các chֻ  cái khác 

nhau trong cùng m֥t c֥ t biԜu th֗  sֽ  sai kh§c c· Ĩ nghǫa thn֝g k° (Duncanôs test, p<0,05). 

Trong thí nghi֓m n¨y, c§c gen chitinase ĽҼc֯ ĽiԚu khiԜn b֫ i promoter CaMV 

35S cֳ a virus khӶm s¼p lҺ, mt֥ trình tֽ  kh i֫ Ľn֥g có thԜ ĽҼ֯c kích hoӴt trong các mô 

th cֽ vԀt khác nhau [255]. BiԜu hi֓ n tӴm th֩ i c aֳ tái t֡  h p֯ cre t  ַxӴ khuӼn P1 trong lá 

c aֳ N. benthamiana hoԊc kháng nguyên n֥i Ľc֥ t֝  t  ֱcӺu B trong lá cֳ cӶi (Raphanus 

sativus L.) cȈng ĽҼc֯ ĽiԚu khiԜn b֫ i promoter 35S [145], [155]. 
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Danielson và Pezacki (2013) cho rԄng protein P19 d֗ch mã hai phân tֹ RNA nh֛ , 

do Ľ· cֵ chԒ quá trình t֡ng h֯ p protein [83]. Các nghiên cֵu Ľ« ch ֕ra rԄng biԜu hi֓ n 

tӴm th֩ i protein trong lá N. benthamiana cho hi u֓ suӸt cao hҺn khi Ľn֟g xâm nhi֑m 

v i֧ TBSV p19 [283]. Agrobacterium chֵ a p35S-GSN Ľ« ĽҼc֯ Ľ֟ng xâm nhi֑m v֧ i 

m t֥ trong nhֻ ng vector mang gen im lԊng cֵ chԒ virus (ví dֱ : p35S-TSBV.p19, 

p35SCMV.2b, CMV 2b (1-94) b֗ cԂt C-terminal, p35SPRSV.HC-Pro hoԊc p35S-

TLCV.TrAP) Ľ« l¨m tŁng Ľ§ng kԜ biԜu hi֓ n tӴm th֩ i c aֳ ɓ-glucuronidase (GUS) ֫ N. 

benthamiana [191]. Yamamoto và cs (2018) tìm thӸy trình tֽ  kh i֫ ĽӺu tái bӶn cֳ a 

geminivirus kԒt h p֯ v i֧ yԒu t֝  kԒt th¼c k®p Ľ« cӶi thi n֓ rõ r֓ t biԜu hi֓ n tӴm th֩ i c aֳ 

protein huȢnh quang xanh lֱc (GFP) ֫  N. benthamiana thông qua k׃ thuԀt thӸm nhԀp 

[292]. Zhao v¨ cs (2017) Ľ« cӶi thi n֓ hi֓ u quӶ biԒn nӴp bԄng cách b֡ sung m֥ t s֝  yԒu 

t  ֝nhҼ 5-azacytidine (AzaC), acid ascorbate (ASC), hoԊc Tween-20. Các chӸt này khi 

ĽҼ֯c thêm vào dung d֗ch xâm nhi֑m v֧ i n n֟g Ľ֥ 20 ÕM Ľi֝ v i֧ AzaC, 0,56 mM Ľi֝ 

v i֧ ASC, hoԊc 0,03% (v/v) Ľi֝ v i֧ Tween-20 Ľ« l¨m tŁng mcֵ Ľ֥ biԜu hi֓ n GUS 

trong lá cֳ a N. benthamiana [298].  

Các gen mã hóa chitinase t ַm t֥ s֝  loài Trichoderma nhҼ T. harzianum và T. 

virens cȈng Ľ« ĽҼc֯ biԒn nӴp vào thu֝c lá, khoai tây, bông và táo ch֝ng lӴi m t֥ s֝  

mӺm b֓ nh nhҼ Alternaria alternata, A. solani, Botrytis cinerea và R. solani [159], 

[94], [237]. Tuy nhiên, sֽ biԜu hi֓ n cֳ a chitinase có ngu֟n g֝ c tַ  nӸm Ľ« ĽҼc֯ t֝ i Ҽu 

trình tֽ  ch֕  ĽҼ֯c tìm thӸy trong m֥ t s֝  báo cáo chԆng hӴn nhҼ gen NiC t  ַRhizopus 

oligosporus vào Petunia hybrida [141], thu֝ c lá và cà chua [144] và Brassica napus 

[140]. Agarwal v¨ cs (2019) cȈng Ľ« ti֝ Ҽu h·a codon caֳ gen bar c aֳ vi khuӼn ĽԜ 

biԜu hi֓ n  ֫thu֝ c lá. Nghiên cֵu cho thӸy t  ׁl  ֓thích h֯ p cֳ a các codon t֝i Ҽu c· thԜ 

tӴo ra sֽ  biԜu hi֓ n cao cֳa gen chuyԜn. NԒu vҼt֯ quá tׁ  l  ֓này, khӶ nŁng biԜu hi֓ n 

gen có thԜ kh¹ng ĽҼc֯ cӶi thi n֓ [28].  

TҼҺng t ֽ nhҼ kԒt quӶ c aֳ ch¼ng t¹i, c§c gen nhҼ chitinase tַ  lúa mӴch 

(Hordeum vulgare L.) và CeChi1 t  ַ thông Úc (Casuarina equisetifolia L.) Ľ« ĽҼc֯ 

ĽҼa v¨o khoai t©y v¨ thuc֝ lá qua biԒn nӴp Agrobacterium Ľ« biԜu hi֓ n hoӴt Ľn֥g 

kháng nӸm cֳ a chúng [281]. MԊt khác, nghiên cֵu cֳ a Ibrahim và cs (2007) cho thӸy 

sֽ  kích thích nӸm l¨m tŁng sӶn xuӸt oleandrin trong Agrobacterium ĽҼ֯c biԒn nӴp vào 

nuôi cӸy huyԚn phù tԒ bào Nerium oleander [122]. Trong nghiên cֵu này, vi khuӼn 

Agrobacterium kh¹ng ch¯n gen chitinase cȈng có tác dֱng biԜu hi֓ n chitinase trong tԒ 

bào thֽ c vԀt sau khi xâm nhi֑m và thֽ c vԀt sӶn xuӸt enzyme nhҼ mt֥ phӶn ֵ ng phòng 

v  ֓dҼ֧i tác nhân kích thích, vì vԀy Ľ« nó ֵ c chԒ nhԌ sֽ  phát triԜn cֳ a S. rolfsii. 
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3.5. ӵNH Hһ֪NG C Aֲ M T֤ S  ֜YԑU T  ֜LÊN HI U֒ QUӵ CHUYԛN GEN 

CHITINASE  VÀO CÂY L ӳC QUA TRUNG GIAN A. tumefaciens 

PhҼҺng ph§p chuyԜn gen Ľ« ĽҼc֯ áp dֱ ng trên cây lӴc ĽԜ tӴo ra gi֝ ng lӴc có khӶ 

nŁng kh§ng nӸm [168], [169], [280]. Tuy nhiên, hi֓u quӶ chuyԜn gen thay Ľi֡ tùy 

thu֥ c vào gi֝ ng cây nhԀn gen, gen ch֕ th  ֗ch֙ n l c֙ và chֳ ng Agrobacterium [192]. Vì 

thԒ, nghiên cֵu ĽiԚu ki n֓ thích h֯ p cho chuyԜn gen ֫  m t֥ gi n֝g lӴc cֱ  thԜ trҼ֧c khi 

tiԒn hành là thֽc sֽ  cӺn thiԒt.  

Quá trình biԒn nӴp gen qua trung gian A. tumefaciens mu֝ n có hi֓ u quӶ cao Ľ¸i 

h i֛ phӶi x§c Ľn֗h m֥ t s֝  yԒu t֝  Ӷnh hҼ֫ng ĽԒn quá trình biԒn nӴp cֳ a T-DNA. Trong 

nghiên cֵ u này, Ӷnh hҼn֫g cֳ a mԀt Ľ ֥tԒ bào vi khuӼn Agrobacterium, th֩ i gian tiԚn 

nuôi cӸy, lây nhi֑ m, Ľn֟g nuôi cӸy, n֟ ng Ľ ֥acetosyringone, kanamycin và cefotaxime 

Ľ« ĽҼc֯ khӶo sát. TӸt cӶ các thֹ  nghi֓ m Ľ« ĽҼ֯c thֽ c hi֓ n v֧ i ch nֳg A. tumefaciens 

LBA4404 mang vector pNHL19.3. 

3.5.1. ӵnh hҼn֫g cֳ a th i֩ gian tiԚn nuôi cӸy 

TiԚn nuôi cӸy các mӾu vԀt trҼc֧ khi lây nhi֑ m v i֧ Agrobacterium Ľ« cӶi thi n֓ 

Ľ§ng kԜ hi u֓ quӶ chuyԜn gen  ֫cây lӴc (Hình 3.27A). T  ׁl  ֓mӾu tái sinh ch֟i và khӶ 

nŁng sn֝g sót cֳa ch¼ng tr°n m¹i trҼn֩g ch֙ n l c֙ ĽӴt cao nhӸt khi tiԚn nuôi cӸy 3 

ngày. M֥ t s֝  nghiên cֵ u cho rԄng tiԚn nuôi cӸy mӾu vԀt có thԜ l¨m tŁng s ֽphân chia 

tԒ bào thֽ c vԀt giúp T-DNA t  ַvector biԜu hi֓ n d֑  dàng biԒn nӴp và tích h֯p vào 

DNA nhân cֳ a chúng [166]. Ngoài ra, tiԚn nuôi cӸy mӾu vԀt trҼc֧ khi biԒn nӴp gen 

cȈng c· t§c dnֱg ngŁn chԊn nhֻ ng t§c Ľn֥g tiêu c cֽ cֳ a Agrobacterium và các tác 

nhân ch֙n l c֙ lên sֽ  phân chia cֳa tԒ bào thֽ c vԀt [171]. Trong s֝  các khoӶng th֩ i 

gian ĽҼc֯ thֹ  nghi֓ m, tiԚn nuôi cӸy mӾu vԀt 3 ngày cho tׁ l  ֓mӾu tӴo ch֟ i (35,6%), 

mӾu s֝ ng s·t tr°n m¹i trҼn֩g ch֙ n l c֙ và sӴch khuӼn (25,7%) cao nhӸt. Th֩ i gian tiԚn 

nuôi cӸy k®o d¨i hҺn 3 ng¨y Ľ« l¨m giӶm tׁ  l  ֓mӾu tӴo ch֟ i (16,3%). KԒt quӶ c aֳ 

ch¼ng t¹i tҼҺng Ľn֟g v֧ i kԒt quӶ c aֳ Athmaram và cs (2006) [39], Mayavan và cs 

(2013) [171] và Subramanyam và cs (2013) [256] ĽԚu nhԀn thӸy th i֩ gian tiԚn nuôi 

cӸy 3 ngày cho hi u֓ quӶ biԒn nӴp gen cao nhӸt. 

3.5.2. ӵnh hҼn֫g cֳ a mԀt Ľ ֥vi khuӼn   

Trong s֝  các mԀt Ľ ֥vi khuӼn Agrobacterium ĽҼ֯c nghiên cֵu (OD600 = 0,5-1,5), 

OD600 = 1 cho tׁ  l  ֓ mӾu tái sinh ch֟i (80,5%), tׁ  l  ֓ mӾu s֝ ng sót và sӴch khuӼn 

(70,12%) cao nhӸt (Hình 3.27B). MԀt Ľ ֥vi khuӼn Agrobacterium trong d֗ch huyԚn phù 

Ľ·ng vai tr¸ quan trn֙g trong biԒn nӴp gen. Theo Rohini và Rao (2000), OD600 = 1 là giá 

tr  ֗t i֝ Ҽu cho s ֽbiԒn nӴp cֳ a toàn b֥ hӴt lӴc khֹ  phôi cֳ a gi֝ ng lӴc TMV-2 [227]. 
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Hình 3.27. ӵnh hҼn֫g cֳ a các yԒu t֝  ĽԒn tׁ  l  ֓lá mӺm có phôi tӴo ch֟ i và s֝ ng sót ֫  gi n֝g 

lӴc L14 qua biԒn nӴp trung gian A. tumefaciens. Các chֻ  cái khác nhau trên biԜu Ľ֟ biԜu th֗  

sֽ  sai khác c· Ĩ nghǫa thn֝g k° (Duncanôs test, p<0,05). 

3.5.3. ӵnh hҼ֫ng cֳ a th i֩ gian lây nhi m֑ 

KԒt quӶ nghiên cֵ u cho thӸy th֩ i gian lây nhi֑m cȈng Ӷnh hҼn֫g rõ r֓ t ĽԒn s֝ ng 

sót và tái sinh ch֟i c aֳ các mӾu vԀt. Th֩ i gian lây nhi֑ m 20 phút có tׁ l  ֓mӾu s֝ ng sót 

tr°n m¹i trҼn֩g ch֙ n l c֙ cao nhӸt, ĽӴt 31,8% (Hình 3.27C). Th i֩ gian lây nhi֑m 25 

hoԊc 30 phút cho tׁ l  ֓mӾu s֝ ng sót và sӴch khuӼn thӸp v֧ i 23,3% và 18,4%. Tַ kԒt 

quӶ th cֽ nghi֓ m, chúng tôi nhԀn thӸy th i֩ gian lây nhi֑ m càng lâu thì tׁ l  ֓mӾu cӸy b֗  

nhi֑ m khuӼn cao, khó di֓t khuӼn và khӶ nŁng t§i sinh chi֟ kém. KԒt quӶ nghiên cֵ u 

này phù h֯p v֧ i nghiên cֵ u cֳ a Orlikowska và cs (1995) [196]. Do Ľ·, ch¼ng t¹i Ľ« 

sֹ  d nֱg th֩ i gian lây nhi֑ m 20 phút trong các thí nghi֓ m tiԒp theo.  

3.5.4. ӵnh hҼn֫g cֳ a th i֩ gian Ľn֟g nuôi cӸy 

KԒt quӶ khӶo sát yԒu t֝  n¨y Ľ« cho thӸy 3 ng¨y Ľn֟g nuôi cӸy cho tׁ  l  ֓mӾu s֝ ng 

s·t tr°n m¹i trҼn֩g ch֙ n l c֙ ĽӴt 24,3% và tׁ l  ֓mӾu tӴo ch֟ i cao nhӸt (32,6%) (Hình 
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3.27D). Trong qu§ tr³nh Ľn֟g nuôi cӸy, T-DNA r i֩ kh i֛ vi khuӼn Agrobacterium và 

tích h֯ p vào b֥  gen cֳ a tԒ bào thֽ c vԀt trong m֥ t th i֩ gian nhӸt Ľn֗h tùy thu֥ c vào 

các loài thֽ c vԀt và chֳ ng Agrobacterium ĽҼ֯c sֹ  d nֱg [274]. Hi u֓ quӶ chuyԜn gen ֫  

cây lӴc tŁng th°m 9,8-13,8% khi Ľn֟g nuôi cӸy trong 3 ngày so v֧i Ľn֟g nuôi cӸy 

trong th֩ i gian 1-2 ngày. Tuy nhiên, sau 3 ng¨y Ľn֟g nuôi cӸy, mԀt Ľ ֥cao cֳ a vi 

khuӼn Agrobacterium Ľ« l¨m cho m¹ b ֗hóa nâu và hӴn chԒ sֽ  phát sinh ch֟i c aֳ mӾu. 

Các nghiên cֵu tҼҺng t ֽc aֳ Mayavan và cs (2013) ֫ cây mía, cho thӸy hi u֓ suӸt 

chuyԜn gen tŁng dӺn l°n v¨ ĽӴt cֽ c ĽӴi (24,2%) sau khi Ľn֟g nuôi cӸy trong 3 ngày. 

Th i֩ gian Ľn֟g nuôi cӸy hҺn 3 ng¨y cho hiu֓ suӸt chuyԜn gen giӶm do sֽ  phát triԜn 

quá mֵ c cֳ a vi khuӼn Agrobacterium [171]. Manickavasagam v¨ cs (2015) cȈng Ľ« 

thông báo tӺm quan tr֙ ng cֳ a vi֓ c t֝ i Ҽu thi֩ gian (3 ng¨y) Ľn֟g nuôi cӸy ĽԜ nâng cao 

hi u֓ quӶ chuyԜn gen ֫  ĽԀu bԂp [165]. Park và cs (2005) [204], Chen và cs (2010) [69] 

cȈng cho rԄng nuôi cӸy trong 3 ng¨y Ľ« cӶi thi n֓ hi֓ u quӶ chuyԜn gen ֫  c  ֳcӶi và c֛ . 

3.5.5. ӵnh hҼn֫g cֳ a n n֟g Ľ ֥acetosyringone  

Vi c֓ ch֙ n ĽҼc֯ n֟ ng Ľ ֥AS thích h֯ p Ľ·ng vai tr¸ quan trn֙g trong vi֓ c nâng 

cao hi֓ u suӸt biԒn nӴp gen. Trong nghiên cֵu này, các n֟ng Ľ ֥AS khác nhau (25-250 

ÕM) Ľ« ĽҼc֯ thֹ  nghi֓ m. KԒt quӶ cho thӸy, tׁ  l  ֓mӾu tӴo ch֟ i (27,3-36,5%), tׁ  l  ֓mӾu 

s֝ ng s·t tr°n m¹i trҼn֩g ch֙ n l c֙ (15,3-24,6%) ĽҼc֯ cӶi thi n֓ khi tŁng dӺn n֟ ng Ľ ֥

AS t  ַ0-200 µM (Hình 3.27E). ֪  n n֟g Ľ ֥AS 200 µM, t  ׁl  ֓mӾu tӴo ch֟ i và s֝ ng sót 

ĽӴt cao nhӸt, lӺn lҼt֯ là 36,5% và 24,6%. B  ֡sung AS trong m¹i trҼn֩g xâm nhi֑m và 

Ľ֟ng nuôi cӸy vҼt֯ quá 200 µM làm giӶm dӺn hi֓ u suӸt biԒn nӴp. Nghiên cֵu cֳ a 

Ashutosh và cs (2012) cho rԄng, n֟ ng Ľ ֥AS thích h֯ p nâng cao hi֓u quӶ biԒn nӴp gen 

 ֫các loài thֽ c vԀt [38]. Tiwari v¨ cs (2015) Ľ« cho rԄng, n֟ ng Ľ ֥AS 200 µM là t֝ i Ҽu 

cho hi֓ u quӶ biԒn nӴp và tái sinh ch֟i cao ֫  mӾu lá mӺm khֹ  phôi cֳ a cây lӴc [266].  

3.5.6. ӵnh hҼn֫g cֳ a n n֟g Ľ ֥kanamycin  

Sau 3 ng¨y Ľn֟g nuôi cӸy, mӾu vԀt ĽҼc֯ cӸy v¨o m¹i trҼn֩g TDT v֧ i các n֟ng Ľ ֥

khác nhau (50-150 mg/L) cֳ a kanamycin (Hình 3.27F). KԒt quӶ cho thӸy t  ׁl  ֓mӾu cӶm 

nֵg tӴo ch֟ i cùng v֧ i s֝  ch֟ i/mӾu cӸy b֗  giӶm khi tŁng nn֟g Ľ ֥kanamycin. ֪  n n֟g Ľ ֥

kanamycin 100 mg/L c· hҺn 64% l§ mӺm có phôi b֗ cֵ chԒ cӶm nֵg và cho hi֓u suӸt 

biԒn nӴp gen cao nhӸt (33,6%), vҼt֯ quá n֟ng Ľ ֥này mӾu nuôi cӸy b֗  hoӴi t .ֹ KԒt quӶ 

nghiên cֵ u cֳ a Marka và cs (2022) ֫ mӾu lá mӺm khֹ  phôi cֳ a gi֝ ng lӴc ICG 7827 cȈng 

cho rԄng n֟ ng Ľ ֥kanamycin 100 mg/L phù h֯p cho ch֙n l֙ c ch֟ i biԒn nӴp và ch֟ i b  ֗

hoӴi t  ֹ  ֫n n֟g Ľ ֥kanamycin 125 mg/L [169]. Vì vԀy, n֟ ng Ľ ֥kanamycin 100 mg/L Ľ« 

ĽҼ֯c lֽ a ch֙ n cho các thí nghi֓m sàng l֙c cây lӴc chuyԜn gen.  
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3.5.7. ӵnh hҼn֫g cֳ a n n֟g Ľ ֥cefotaxime 

Sau 3 ng¨y Ľn֟g nuôi cӸy, các mӾu cӸy ĽҼc֯ rֹ a bԄng m¹i trҼn֩g l֛ ng ½ MS vô 

trùng có chֵa cefotaxime 250 mg/L ĽԜ loӴi b  ֛ vi khuӼn Agrobacterium trong mӾu 

chuyԜn gen. Sau Ľ·, c§c mӾu n¨y ĽҼc֯ nu¹i tr°n m¹i trҼn֩g TDT có b֡  sung 

kanamycin 100 mg/L và cefotaxime 100-300 mg/L trong 4 tuӺn. KԒt quӶ cho thӸy  ֫

n n֟g Ľ ֥cefotaxime 100 mg/L, tׁ l  ֓mӾu tӴo ch֟ i, mӾu s֝ ng sót và sӴch khuӼn khá 

thӸp tҼҺng nֵg là 12% và 3,4% (Hình 3.28). ņiԚu n¨y l¨ do lҼn֯g kháng sinh 

cefotaxime kh¹ng Ľ ֳĽԜ giԒt chԒt Agrobacterium, vi khuӼn phát triԜn quá mֵ c Ľ« l¨m 

chԒt mӾu. Cefotaxime ֫ n n֟g Ľ ֥250 mg/L Ľ« loӴi b  ֛hoàn toàn Agrobacterium, dӾn 

ĽԒn tׁ  l  ֓mӾu tӴo ch֟ i, mӾu s֝ ng sót và sӴch khuӼn ĽӴt cao nhӸt (lӺn lҼt֯ 100% và 

80,7%). N֟ng Ľ ֥cefotaxime qu§ cao (300 mg/L) Ľ« cֵ chԒ sֽ  tái sinh ch֟ i c aֳ mӾu 

(6%). Nghiên cֵ u cֳ a Sharma và Anjaiah (2000) cho rԄng n֟ ng Ľ ֥cefotaxime 250 

µg/mL cho hi֓ u quӶ biԒn nӴp gen cao (55%) vào lá mӺm cֳ a cây lӴc [243]. Marka và 

cs (2022) khi chuyԜn gen Tc chitiI ĽԜ tŁng cҼn֩g khӶ nŁng kh§ng nӸm  ֫gi n֝g lӴc 

ICG 7827 qua trung gian A. tumefaciens LBA4404 sֹ  d nֱg m¹i trҼn֩g ch֙ n l c֙ chֵ a 

cefotaxime 250 mg/L cho hi֓ u suӸt biԒn nӴp ֫  thԒ h  ֓T0 lên t֧ i 70% [169]. 

 

Hình 3.28. ӵnh hҼn֫g cֳ a n֟ ng Ľ ֥cefotaxime (mg/L) ĽԒn tׁ  l  ֓mӾu tӴo ch֟ i, s֝ ng sót và 

sӴch khuӼn cֳ a cây lӴc chuyԜn gen. Các chֻ  cái khác nhau trên biԜu Ľ֟ biԜu th֗  sai khác có ý 

nghǫa thn֝g k° (Duncanôs test, p<0,05). 

NhҼ vԀy, kԒt quӶ nghiên cֵ u cֳ a luԀn §n Ľ« x§c Ľn֗h ĽҼc֯ c§c ĽiԚu ki n֓ thích 

h p֯ cho vi֓ c chuyԜn gen vào lá mӺm chֵ a phôi cֳ a gi֝ ng lӴc L14 qua trung gian A. 

tumefaciens LBA4404. Trong Ľ·, mӾu lá mӺm chֵ a ph¹i ĽҼc֯ tiԚn nuôi cӸy 3 ngày 

trҼ֧c khi lây nhi֑ m vi khuӼn, th֩ i gian lây nhi֑ m là 20 phút ֫  OD600 = 1,0 v¨ Ľn֟g 

nuôi cӸy v i֧ vi khuӼn trong t֝ i 3 ng¨y tr°n m¹i trҼn֩g có b֡  sung cefotaxime 200 
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mg/L; mӾu chuyԜn gen ĽҼc֯ khֹ  khuӼn v֧ i 250 mg/L cefotaxime và sàng l֙c  ֫môi 

trҼ֩ng có chֵ a 100 mg/L kanamycin cho hi֓u quӶ biԒn nӴp cao. Vi֓ c t֝ i Ҽu h·a c§c 

yԒu t֝  trong biԒn nӴp gen giúp cӶi thi n֓ hi֓ u suӸt biԒn nӴp gen chitinase ֫ gi n֝g lӴc 

L14. 

3.6. BIԑN NӳP GEN CHITINASE VÀO CÂY L ӳC THÔNG QUA  A. tumefaciens   

Các gen chitinase (Chi42, syncodChi42-1, và syncodChi42-2) trong vector biԜu 

hi n֓ thֽ c vԀt pNHL19 v¨ pNHL20 ĽҼc֯ ĽiԚu khiԜn b֫ i c§c promoter tҼҺng nֵg 

dp35S và Asy Ľ« ĽҼ֯c biԒn nӴp vào gi n֝g lӴc L14 thông qua chֳng A. tumefaciens 

LBA4404. 

3.6.1. ChuyԜn gen chitinase vào cây lӴc 

Vi khuӼn A. tumefaciens tái t֡  h p֯ ĽҼ֯c lây nhi֑ m vào lá mӺm khֹ  phôi, lá mӺm 

chֵ a phôi và mԂt lá mӺm cֳ a gi֝ ng lӴc L14 theo quy tr³nh Ľ« ti֝ Ҽu. KԒt quӶ biԒn nӴp 

ĽҼ֯c trình bày trong bӶng 3.9 và các hình 3.29-3.31.   

S֝  li u֓ trình bày ֫  bӶng 3.9 cho thӸy sau 4 tuӺn nuôi cӸy tr°n m¹i trҼn֩g ch֙ n 

l c֙ có b֡  sung kanamycin và cefotaxime, t ַ 3 loӴi mӾu vԀt Ľ« ĽҼc֯ biԒn nӴp gen 

chitinase tַ  2 loӴi vector pNHL19 v¨ pNHL20 thu ĽҼc֯ lӺn lҼt֯ 364 và 416 ch֟i tái 

sinh. Tׁ  l  ֓ch֟ i tái sinh s֝ng s·t tr°n m¹i trҼn֩g ch֙ n l c֙ cao nhӸt là ֫  lá mӺm chֵ a 

phôi v i֧ 203 ch֟ i t  ַ vector pNHL19 (Chi42: 66 ch֟ i, syncodChi42-1: 69 ch֟ i và 

syncodChi42-2: 68 ch֟ i) và 207 ch֟i t  ַ vector pNHL20 (Chi42: 68 ch֟ i, 

syncodChi42-1: 74 ch֟ i, và syncodChi42-2: 65 ch֟ i). TiԒp ĽԒn là mԂt lá mӺm v֧ i 104 

ch֟ i t  ַvector pNHL19 (Chi42: 33 ch֟ i, syncodChi42-1: 36 ch֟ i, và syncodChi42-2: 

35 ch֟ i) và 113 ch֟i t  ַvector pNHL20 (Chi42: 38 ch֟ i, syncodChi42-1: 39 ch֟ i và 

syncodChi42-2: 36 ch֟ i). ThӸp nhӸt là lá mӺm khֹ  phôi v֧ i 57 ch֟ i t  ַvector pNHL19 

(Chi42: 22 ch֟ i, syncodChi42-1: 19 ch֟ i, và syncodChi42-2: 16 ch֟ i) và 96 ch֟ i t  ַ

vector pNHL20 (Chi42: 33 ch֟ i, syncodChi42-1: 36 ch֟ i và syncodChi42-2: 27 ch֟ i). 

Nhìn chung, các ch֟i sinh trҼn֫g b³nh thҼn֩g trong ĽiԚu ki n֓ in vitro. Bên cӴnh Ľ·, 

các loӴi mӾu nhҼ chi֟ Ľn֕h, trֱ  trên và trֱ  dҼ֧i lá mӺm cֳ a gi֝ ng lӴc L14 cȈng ĽҼc֯ 

d½ng ĽԜ biԒn nӴp c§c gen chitinase nhҼng hiu֓ quӶ tái sinh ch֟ i c aֳ chúng rӸt kém (S֝  

li u֓ không trình bày). 

Trong m֥ t nghiên cֵ u gӺn Ľ©y, Iqbal v¨ cs (2012) Ľ« thu ĽҼc֯ 70% cây con s֝ng 

s·t tr°n m¹i trҼn֩g ch֙ n l c֙ tַ  mԂt lá mӺm cֳ a cây lӴc và 40% trong s֝ Ľ· l¨ c©y 

chuyԜn gen chitinase-3 [124]. Sau Ľ·, Prasad v¨ cs (2013) cȈng thu ĽҼc֯ t֡ ng s֝  65 

ch֟ i tái sinh tַ  các lá mӺm trҼn֫g thành cֳa 3 gi n֝g lӴc khi ĽҼc֯ Ľ֟ng nuôi cӸy v i֧ vi 



82 

khuӼn Agrobacterium có chֵ a vector nh֗ thԜ pCAMBIA:1302 chֵ a gen Rchit mã hóa 

chitinase lúa [213]. Theo m֥ t nghiên cֵ u khác, khi gen chitinase cֳa thu֝ c l§ ĽҼc֯ 

ĽҼa vào cây lӴc, 40% phôi trֱc ĽҼc֯ xֹ  lý bԄng vi khuӼn Agrobacterium Ľ« sinh 

trҼ֫ng th¨nh c©y b³nh thҼn֩g [227]. Nh nֻg s֝  li u֓ này cho thӸy rԄng kiԜu gen và loӴi 

mӾu Ӷnh hҼn֫g ĽԒn hi֓ u quӶ tái sinh ch֟i tr°n m¹i trҼn֩g ch֙ n l c֙.  

BӶng 3.9. Hi u֓ quӶ chuyԜn gen chitinase vào các loӴi mӾu khác nhau  ֫cây lӴc. 

LoӴi mӾu 
Nhóm 

vector 
Gen 

S֝  

mӾu 

biԒn 

nӴp 

S֝ 

mӾu 

tӴo 

ch֟i 

S֝ 

ch֟i/mӾu 

S֝  ch֟ i 

s֝ ng sót 

trên môi 

trҼn֩g 

ch֙ n l c֙ 

S֝  

ch֟ i 

dҼҺng 

tính 

v i֧ 

PCR 

 

 

Lá mӺm 

chֵ a phôi 

 

pNHL19 

Ch42 200 200 3,57 66 17 

syncodChi42-1 200 200 4,04 69 21 

syncodChi42-2 200 200 4,10 68 25 

 

pNHL20 

Ch42 200 200 4,26 68 33 

syncodChi42-1 200 200 4,07 74 39 

syncodChi42-2 200 200 4,01 65 26 

 

 

Lá mӺm 

kh  ֹphôi 

 

pNHL19 

Ch42 200 15 6,08 22 0 

syncodChi42-1 200 19 6,46 19 0 

syncodChi42-2 200 16 6,33 16 0 

 

pNHL20 

Ch42 200 35 7,29 33 18 

syncodChi42-1 200 36 7,05 36 22 

syncodChi42-2 200 30 6,23 27 15 

 

 

MԂt lá 

mӺm 

 

pNHL19 

Ch42 200 200 5,37 33 6 

syncodChi42-1 200 200 5,51 36 8 

syncodChi42-2 200 200 5,67 35 11 

 

pNHL20 

Ch42 200 200 6,00 38 10 

syncodChi42-1 200 200 6,30 39 15 

syncodChi42-2 200 200 5,93 36 13 
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Hình 3.29. Cây lӴc L14 biԒn nӴp vector pNHL19.2. A: lá mӺm chֵ a phôi, B: tái sinh ch֟i 

in vitro tr°n m¹i trҼn֩g ch֙ n l c֙, C: tӴo cֱ m ch֟ i in vitro và D: kéo dài ch֟i in vitro. VӴch 

= 1 cm.  

 

Hình 3.30. Cây lӴc L14 biԒn nӴp vector pNHL20.3. A: lá mӺm khֹ  phôi và lá mӺm chֵ a phôi 

ĽҼ֯c sֹ  d nֱg làm mӾu cӸy ĽԜ chuyԜn gen chitinase, B: tái sinh ch֟i c aֳ cây lӴc chuyԜn gen 

tr°n m¹i trҼn֩g ch֙ n l c֙, C: tái sinh cֱm ch֟ i chuyԜn gen, D: cây lӴc chuyԜn gen hoàn ch֕nh 

và E: ch֟ i chԒt tr°n m¹i trҼn֩g ch֙ n l c֙. MȈi t°n 1: hӴt lӴc, mȈi t°n 2: l§ mӺm chֵ a ph¹i, mȈi 

tên 3: lá mӺm khֹ  phôi. VӴch = 1 cm. 
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Hình 3.31. Cây lӴc L14 biԒn nӴp vector pNHL20.2 vào mԂt lá mӺm. A: mԂt lá mӺm ĽҼc֯ sֹ  

d nֱg làm mӾu cӸy ĽԜ chuyԜn gen chitinase, B: tái sinh cֱm ch֟ i c aֳ mԂt lá mӺm chuyԜn gen 

tr°n m¹i trҼn֩g ch֙ n l c֙, C: ch֟ i không chuyԜn gen có dӸu hi֓ u chԒt tr°n m¹i trҼn֩g ch֙ n 

l c֙, D: ch֟ i chuyԜn gen tr°n m¹i trҼn֩g kéo dài ch֟i và E: cây lӴc chuyԜn gen hoàn ch֕nh. 

VӴch = 1 cm. 

3.6.2. Sàng l֙c các cây lӴc chuyԜn gen bԄng PCR 

ņԜ xác nhԀn sֽ  hi n֓ di֓ n cֳ a gen chitinase trong b֥ gen cֳ a cây lӴc, các ch֟i tái 

sinh s֝ ng s·t tr°n m¹i trҼn֩g ch֙ n l c֙ ĽҼc֯ kiԜm tra bԄng khuԒch ĽӴi PCR (BӶng 

3.9).  ֪lá mӺm chֵ a ph¹i, Ľi֝ v i֧ vector pNHL19, s֝ ch֟ i dҼҺng t²nh vi֧ PCR cֳ a 

m i֣ gen là 25,8% (Chi42), 30,4% (syncodChi42-1) và 36,8% (syncodChi42-2) (Hình 

3.32); trong khi ֫  vector pNHL20, tׁ  l  ֓này là 48,5% (Chi42), 52,7% (syncodChi42-1) 

và 40% (syncodChi42-2).  ֪mԂt lá mӺm, Ľi֝ v i֧ vector pNHL19, tׁ  l  ֓này là 18,2% 

(Chi42), 22,2% (syncodChi42-1) và 31,4% (syncodChi42-2); trong khi  ֫ vector 

pNHL20, tׁ  l  ֓này là 26,3% (Chi42), 38,5% (syncodChi42-1) và 36,1% (syncodChi42-

2).  ֪lá mӺm khֹ  phôi, các mӾu ĽҼc֯ biԒn nӴp vector pNHL20 cho tׁ l  ֓ch֟ i tái sinh 

dҼҺng t²nh PCR cao nhӸt, 54,5% (Chi42), 61,1% (syncodChi42-1) và 55,6% 

(syncodChi42-2) (Hình 3.33); trong khi không có ch֟i t§i sinh n¨o dҼҺng t²nh vi֧ 

PCR ĽҼc֯ tìm thӸy  ֫các mӾu ĽҼc֯ biԒn nӴp vector pNHL19. KԒt quӶ này có thԜ là do 

ch¼ng t¹i chҼa t³m ĽҼc֯ c§c ĽiԚu ki n֓ thích h֯p ĽԜ chuyԜn vector pNHL19 chֵa gen 
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chitinase vào lá mӺm khֹ  phôi cֳ a cây lӴc. NhҼng cȈng c· thԜ do lá mӺm khֹ  phôi 

c aֳ gi֝ ng lӴc L14 không phӶi là loӴi mӾu vԀt thích h֯ p ĽԜ biԒn nӴp gen mã hóa 

chitinase 42 kDa dҼi֧ sֽ  ĽiԚu khiԜn cֳ a promoter dp35S [243]. 

MԊc dù tׁ  l  ֓tái sinh ch֟i tr°n m¹i trҼn֩g ch֙ n l֙ c là quan tr֙ng, nhҼng s֝  lҼ֯ng 

cây chuyԜn gen và mֵc Ľ֥ biԜu hi֓ n gen cֳa chúng m֧i là yԒu t֝  quyԒt Ľn֗h. Trên thֽc 

tԒ, biԒn nӴp qua trung gian Agrobacterium có thԜ th cֽ hi֓ n trên các loӴi mӾu khác nhau 

c aֳ cây lӴc. Iqbal và cs (2012) phát triԜn quy trình chuyԜn gen chitinase tַ  cây lúa sang 

mԂt lá mӺm cֳ a cây lӴc v֧ i hi u֓ suӸt khoӶng 42% [124]. Hi u֓ suӸt biԒn nӴp cֳ a cây lӴc 

chuyԜn gen Rchit dao Ľn֥g tַ  70% ֫  gi n֝g JL 24 ĽԒn 40% và 55% ֫ gi n֝g ICGV 

89104 và ICGV 86031 [213]. Sharma v¨ Anjaiah (2000) Ľ« s ֹd nֱg qui trình biԒn nӴp 

qua Agrobacterium v i֧ lá mӺm khֹ  phôi cֳ a gi֝ ng lӴc JL-24 ĽԜ ĽӴt ĽҼc֯ tׁ  l  ֓cây lӴc 

chuyԜn gen cao (55%) trong s֝ cây con s֝ng s·t tr°n m¹i trҼn֩g ch֙ n l֙ c [243]. Chen 

và cs (2015) Ľ« nghi°n cuֵ quá trình biԒn nӴp qua trung gian Agrobacterium c aֳ cây lӴc 

và nhԀn thӸy các lá mӺm chֵ a phôi cֳ a hai gi֝ ng lӴc, Huayu 20 và 26, có hi֓u suӸt biԒn 

nӴp lӺn lҼt֯ là 62,61 và 61,61%, trong khi các mӾu cӸy có ngu֟ n g֝ c tַ  l·ng sҺ khi֫ 

(mesocotyl) có hi֓ u suӸt biԒn nӴp là 71,58 và 76,92% [67]. Ph֝ i h p֯ giֻ a các kԒt quӶ 

c aֳ chúng tôi v֧i các nghiên cֵu ĽҼc֯ trích dӾn  ֫tr°n Ľ« cho thӸy nԚn tӶng di truyԚn 

c aֳ cây nhԀn gen và các loӴi mӾu vԀt ĽҼc֯ sֹ  d nֱg ĽԜ biԒn nӴp ĽԚu c· t§c Ľn֥g ĽԒn 

hi u֓ quӶ chuyԜn gen [71], [253]. Nh³n chung, dҼn֩g nhҼ c§c nghi°n cuֵ vԚ hi u֓ quӶ 

biԒn nӴp cֳ a gen chitinase chuyԜn vào cây lӴc chҼa ĽҼc֯ quan t©m Ľ¼ng mcֵ. ThԀm chí 

có rӸt ít báo cáo vԚ vi c֓ chuyԜn gen chitinase vào cây lӴc, trong Ľ· c· c§c gen chitinase 

có ngu֟ n g֝ c tַ  vi sinh vԀt nhҼ nӸm.  

 

Hình 3.32. KhuԒch ĽӴi PCR ĽoӴn ch֕ th  ֗c aֳ các gen mã hóa chitinase 42 kDa  ֫ cây lӴc 

chuyԜn gen dùng vector pNHL19. M: thang chuӼn DNA 1 kb Plus (Thermo Scientific), PC: 

vector pMYV719 chֵa gen syncodChi42-1 l¨m Ľi֝ ch nֵg dҼҺng, NC: c©y lӴc không chuyԜn 

gen l¨m Ľi֝ chֵ ng âm, 1: syncodChi42-1, 2: Chi42 và 3: syncodChi42-2. 
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Hình 3.33. KhuԒch ĽӴi PCR ĽoӴn ch֕ th  ֗c aֳ các gen mã hóa chitinase kDa ֫  cây lӴc chuyԜn 

gen dùng vector pNHL20. A: syncodChi42-2, B: syncodChi42-1, C: Chi42. M: thang chuӼn 

DNA 1 kb Plus (Thermo Scientific), NC: cây lӴc không chuyԜn gen l¨m Ľi֝ ch nֵg âm, PC: 

vector pNHL20 chֵa gen Chi42, 1 và 2: các cá thԜ chuyԜn gen chitinase. 

3.6.3. BiԜu hi n֓ các gen chitinase trong cây lӴc 

Sֽ  biԜu hi֓ n cֳ a các gen chitinase trong cây lӴc chuyԜn gen ĽҼc֯ kiԜm tra bԄng 

SDS-PAGE v¨ Western blot. ņi֝ v i֧ các cây chuyԜn gen dùng vector pNHL19, trên 

gel polyacrylamide cho thӸy m t֥ bŁng protein c· MW nhҼ d ֽĽo§n khoӶng 42 kDa 

(Hình 3.34A), tҼҺng t ֽnhҼ MW caֳ chitinase 42 kDa ֫ chֳ ng nӸm T. asperellum 

SH16. Tuy nhiên, không phӶi tӸt cӶ các cây chuyԜn gen mang vector pNHL19 ĽԚu cho 

thӸy bŁng protein n¨y; ch ֕12/17 cây (Chi42), 15/21 cây (syncodChi42-1) và 18/25 cây 

(syncodChi42-2) c· bŁng protein 42 kDa (S֝ li u֓ kh¹ng tr³nh b¨y). ņi֝ v i֧ các cây 

chuyԜn gen dùng vector pNHL20, tӸt cӶ các mӾu tr°n gel polyacrylamide ĽԚu cho thӸy 

m t֥ bŁng protein c· MW khoӶng 42 kDa (Hình 3.35A). 

Phân tích Western blot ĽҼc֯ thֽ c hi֓ n trên các dòng lӴc chuyԜn gen c· bŁng 

protein 42 kDa có thԜ quan sát trên SDS-PAGE. NgoӴi tr  ַ Ľ֝i ch nֵg âm không 

chuyԜn gen, phӺn l n֧ các dòng lӴc chuyԜn gen ĽҼc֯ kiԜm tra v¨ Ľi֝ ch nֵg dҼҺng ĽԚu 

cho thӸy tín hi֓ u tҼҺng t§c kh§ng nguy°n - kháng thԜ (Hình 3.34B và Hình 3.35B). 

Hình 3.34B ĽӴi di n֓ cho 7 dòng lӴc chuyԜn gen dùng vector pNHL19 có tín hiu֓ mӴnh 

nhӸt (Chi42: 2 dòng, syncodChi42-1: 2 dòng và syncodChi42-2: 3 dòng). ņi֝ v i֧ các 

dòng lӴc chuyԜn gen dùng vector pNHL20, dòng S2A-12 (syncodChi42-2) có tín hi֓ u 

mӴnh nhӸt, trong khi dòng S1A-15 (syncodChi42-1) và dòng WTA-2 (Chi42) tín hi֓ u 

yԒu hҺn. Nhnֻg kԒt quӶ này cho thӸy cây lӴc chuyԜn gen Ľ« biԜu hi֓ n thành công 

chitinase 42 kDa tַ T. asperellum SH16 (Ta-CHI42). Tuy nhiên, hi֓u ֵ ng v֗  trí có thԜ 

Ӷnh hҼn֫g ĽԒn mֵ c Ľ֥ biԜu hi֓ n c aֳ các gen ngoӴi lai trong cây chuyԜn gen, m֥t s֝  
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dòng chuyԜn gen ĽҼc֯ kiԜm tra không thԜ hi n֓ ĽҼc֯ bŁng protein 42 kDa tr°n SDS-

PAGE hoԊc ch֕ có các tín hi֓u yԒu trên Western blot [48], [211]. Hi u֓ nֵg v֗  trí là 

khái ni֓ m ĽҼc֯ sֹ  d nֱg ĽԜ mô tӶ sֽ  thay Ľ֡i biԜu hi֓ n cֳ a các gen chuyԜn gi֝ ng h֓ t 

nhau chèn vào các vùng khác nhau caֳ b֥  gen. Trong trҼn֩g h֯ p này, sֽ  khác bi֓ t 

trong biԜu hi֓ n thҼn֩g do các chӸt tŁng cҼn֩g quy Ľn֗h các gen lân cԀn. Các chӸt tŁng 

cҼ֩ng cֱ c b֥  n¨y cȈng c· thԜ Ӷnh hҼn֫g ĽԒn kiԜu biԜu hi֓ n cֳ a gen chuyԜn. Vì m֣ i 

sinh vԀt chuyԜn gen có gen chuyԜn ֫  m t֥ v  ֗trí khác nhau nên m֣i sinh vԀt chuyԜn gen 

có tiԚm nŁng cho m֥ t kiԜu biԜu hi֓ n duy nhӸt [51], [96]. 

Theo tìm hiԜu cֳ a ch¼ng t¹i, cho ĽԒn nay chҼa c· nghi°n cuֵ nào sֹ  d nֱg tҼҺng 

tác kháng nguyên - kháng thԜ nhҼ Western blot ĽԜ x§c Ľn֗h biԜu hi֓ n gen chitinase 

trong cây lӴc chuyԜn gen. PhӺn l n֧ các nghiên cֵu tԀp trung vào biԜu hi֓ n phiên mã 

hoԊc hoӴt tính cֳ a chitinase trong cây lӴc chuyԜn gen, cȈng nhҼ hiu֓ quӶ kháng nӸm 

c aֳ chúng [67], [124], [213], [243]. 

 

Hình 3.34. Phân tích biԜu hi֓ n cֳ a Ta-CHI42 ֫  các cây lӴc chuyԜn gen dùng vector pNHL19. 

A: SDS-PAGE và B: 7 dòng lӴc chuyԜn gen chitinase 42 kDa có tín hiu֓ Western blot mӴnh 

nhӸt. M: thang chuӼn kh i֝ lҼ֯ng protein 180-10 kDa (PageRulerÊ Prestained Protein 

Ladder, Thermo Scientific), PC: Ta-CHI42 tinh sӴch tַ  vi khuӼn ĽҼc֯ sֹ  d nֱg l¨m Ľi֝ ch nֵg 

dҼҺng, NC: c©y lӴc không chuyԜn gen ĽҼc֯ sֹ  d nֱg l¨m Ľi֝ ch nֵg âm, WT: Chi42, S1: 

syncodChi42-1, S2: syncodChi42-2. Chֻ  s֝  theo sau ký hi u֓ gen là các dòng lӴc chuyԜn gen 

khác nhau. 
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Hình 3.35. Phân tích biԜu hi֓ n cֳ a Ta-CHI42 ֫  các cây lӴc chuyԜn gen dùng vector pNHL20. 

A: SDS-PAGE và B: Western blot cֳa m֥ t s֝  dòng lӴc chuyԜn gen chitinase c· PCR dҼҺng 

tính. M: thang chuӼn kh i֝ lҼ֯ng protein 180-10 kDa (PageRulerÊ Prestained Protein Ladder, 

Thermo Scientific); PC: chitinase 42 kDa tinh sӴch tַ  vi khuӼn l¨m Ľi֝ ch nֵg dҼҺng; NC: 

cây lӴc không chuyԜn gen l¨m Ľi֝ ch nֵg âm; 1 và 2: 2 dòng lӴc chuyԜn gen Chi42 lӺn lҼt֯ là 

WTA-2 và WTA-4; 3, 4 và 7: 3 dòng lӴc chuyԜn gen syncodChi42-2 lӺn lҼt֯ là S2A-13, S2A-

14 và S2A-12; 5 và 6: 2 dòng lӴc chuyԜn gen syncodChi42-1 lӺn lҼt֯ là S1A-9 và S1A-15. 

3.6.4. HoӴt tính th yֳ phân chitin cֳ a chitinase 

Các dòng lӴc chuyԜn gen chitinase 42 kDa (3 d¸ng Ľi֝ v i֧ vector pNHL19 và 7 

d¸ng Ľi֝ v i֧ vector pNHL20) v֧ i các tín hi֓ u Western blot mӴnh nhӸt Ľ« ĽҼc֯ ch֙ n 

ĽԜ phân tích hoӴt tính thֳ y phân colloidal chitin tr°n Ľǫa thӴch. ֪ c§c d¸ng lӴc chuyԜn 

gen dùng vector pNHL20, Hi֓u s֝ D-d l n֧ nhӸt (khoӶng 2,4 cm) ĽҼc֯ tìm thӸy  ֫cây 

lӴc mang gen syncodChi42-2 (dòng S2A-12), cao hҺn khoӶng 1,2 và 1,4 lӺn so v֧ i 

syncodChi42-1 (dòng S1A-15) và Chi42 (dòng WTA- 2). Trong khi Ľ·,  ֫các dòng lӴc 

chuyԜn gen dùng vector pNHL19, hi u֓ s֝  D-d l n֧ nhӸt là khoӶng 1,8 cm Ľi֝ v i֧ 

Chi42 (dòng WT-2), 1,9 cm Ľi֝ v i֧ syncodChi42-1 (dòng S1-3) và 2,5 cm Ľi֝ v i֧ 

syncodChi42-2 (dòng S2-6). Cây lӴc không chuyԜn gen ĽҼc֯ sֹ  d nֱg l¨m Ľi֝ ch nֵg 

âm không cho thӸy sֽ  th yֳ phân colloidal chitin (Hình 3.36, Hình 3.37). Nhֻ ng kԒt 

quӶ này phù h֯p v֧ i kԒt quӶ thu ĽҼc֯ bԄng Western blot Ľ« x§c nhԀn rԄng chitinase 42 
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kDa có trong cây lӴc chuyԜn gen t֟ n tӴi  ֫dӴng hoӴt Ľn֥g. Dòng S2A-12 cȈng cho 

thӸy hoӴt tính chitinase cao nhӸt là 1,124 U/mg (197 U/mL) trong s֝ cây lӴc chuyԜn 

gen ĽҼc֯ tái sinh tַ  lá mӺm chֵ a ph¹i, cao hҺn 1,3 (1,4) v¨ 1,5 (1,9) lӺn so v֧ i dòng 

S1A-15 và dòng WTA-2 (Hình 3.38). Trong khi Ľ·,  ֫các dòng lӴc ĽҼc֯ chuyԜn gen 

dùng vector pNHL19, dòng S2-6 có hoӴt tính chitinase cao nhӸt, v i֧ 823 U/mg (117 

U/mL), tiԒp ĽԒn là dòng S1-2 v֧ i 732 U/mg (113 U/mL), WT-2 v i֧ 593 U/mg (108 

U/mL) và thӸp nhӸt l¨ Ľi֝ ch nֵg không chuyԜn gen, ch֕ khoӶng 35,4 U/mg (22,6 

U/mL) (Hình 3.39).  

 

Hình 3.36. HoӴt tính thֳ y phân colloidal chitin cֳa enzyme Ta-CHI42 tַ  d c֗h chiԒt protein 

c aֳ r֑  cây lӴc chuyԜn gen dùng vector pNHL19. PC: chitinase 42 kDa tinh sӴch t ַvi khuӼn 

ĽҼ֯c s ֹdֱng l¨m Ľi֝ chnֵg dҼҺng, NC1: c©y lӴc kh¹ng chuyԜn gen v¨ NC2: Ľm֓ phosphate 

l¨m Ľi֝ chnֵg ©m, WT-2: Chi42, S1-3: syncodChi42-1, S2-6: syncodChi42-2. 

 

Hình 3.37. HoӴt tính thֳ y phân colloidal chitin cֳa enzyme Ta-CHI42 tַ  d c֗h chiԒt protein 

c aֳ r  ֑cây lӴc chuyԜn gen dùng vector pNHL20. PC: chitinase 42 kDa tinh sӴch t ַvi khuӼn 

ĽҼ֯c s ֹdֱng l¨m Ľi֝ chnֵg dҼҺng, NC1: c©y lӴc kh¹ng chuyԜn gen l¨m Ľi֝ chnֵg ©m, S2A-

12, S2A-13 v¨ S2A-14: syncodChi42-2; S1A-9 v¨ S1A-15: syncodChi42-1; WTA-2 v¨ WTA-

4: Chi42. 
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Hình 3.38. HoӴt tính chitinase cֳa các dòng lӴc chuyԜn gen dùng vector pNHL20. NC: cây 

không chuyԜn gen ĽҼc֯ sֹ  d nֱg l¨m Ľi֝ ch nֵg âm. WTA2, WTA-4: Chi42, S1A-9, S1A-15: 

syncodChi42-1, S2A-12, S2A-13 và S2A-14: syncodChi42-2. Các chֻ  cái khác nhau trên biԜu 

Ľ֟ ch֕  ra sֽ  sai kh§c c· Ĩ nghǫa thn֝g k° (Duncanôs test, p<0,05). 

  

Hình 3.39. HoӴt tính chitinase cֳa các dòng lӴc chuyԜn gen dùng vector pNHL19. NC: cây 

không chuyԜn gen ĽҼc֯ sֹ  d nֱg l¨m Ľi֝ ch nֵg âm. WT2, WT-3: Chi42, S1-2, S1-3: 

syncodChi42-1, S2-4, S2-6: syncodChi42-2. Các chֻ  cái khác nhau trên biԜu Ľ֟ ch֕  ra sֽ  sai 

kh§c c· Ĩ nghǫa thn֝g k° (Duncanôs test, p<0,05). 

Nhìn chung, mֵc Ľ֥ biԜu hi֓ n chitinase giֻa các dòng lӴc chuyԜn gen và giֻa 

c§c gen ĽҼc֯ nghiên cֵu là khác nhau. Trong hӺu hԒt c§c trҼn֩g h֯ p, c§c gen Ľ« ĽҼc֯ 

t i֝ Ҽu syncodChi42-1 và syncodChi42-2 biԜu hi֓ n mӴnh hҺn gen hoang dӴi Chi42. 

Theo kԒt quӶ nghiên cֵ u Ľ« tr³nh b¨y trong mcֱ 3.4.2 cֳa luԀn án, hoӴt tính cֳ a các 

gen syncodChi42-1 và syncodChi42-2 biԜu hi֓ n ֫  N. benthamiana l n֧ hҺn lӺn lҼt֯ 1,7 

và 2,6 lӺn so v֧ i gen Chi42. ņiԚu này chֵ ng t֛  rԄng c§c gen ĽҼc֯ t֝ i Ҽu h·a codon 
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hoӴt Ľn֥g ֫  th cֽ vԀt mӴnh hҺn gen t ֽnhiên có ngu֟n g֝ c tַ  nӸm. Theo m֥ t s֝  nghiên 

c uֵ, thֽ c vԀt không sӶn xuӼt hoԊc ch֕ sӶn xuӸt s֝  lҼ֯ng chitinase t֝i thiԜu trַ  khi 

ch¼ng ĽҼc֯ kích hoӴt b i֫ nӸm b֓ nh [75], [110], [216]. Trong luԀn án này, d֗ch chiԒt 

t  ַr  ֑cây lӴc không chuyԜn gen in vitro và cây lӴc chuyԜn gen chitinase không nhi֑m 

nӸm Ľ« ĽҼc֯ sֹ  d nֱg ĽԜ x§c Ľn֗h hoӴt tính thֳ y ph©n chitin tr°n Ľǫa colloidal chitin và 

hoӴt Ľ ֥c aֳ chitinase. MԊc dù cây lӴc không chuyԜn gen cȈng tӴo ra chitinase nhҼng 

ch֕  v i֧ m t֥ lҼn֯g kh¹ng Ľ§ng kԜ nên hoӴt tính cֳ a chitinase thӸp và vòng thֳy phân 

nh֛ . Prasad v¨ cs (2013) v¨ Iqbal v¨ cs (2012) Ľ« cӶi thi n֓ hoӴt tính chitinase cֳ a lӴc 

lên 2-14 lӺn v¨ cao hҺn 1,8-6,5 lӺn so v֧ i Ľi֝ ch nֵg không chuyԜn gen bԄng cách 

chuyԜn gen Rchit và các gen chitinase tַ lúa [124], [213]. Rohini và Sankara Rao 

(2001) cȈng biԜu hi֓ n thành công gen chitinase thu֝c lá trong cây lӴc, gen n¨y ĽҼc֯ 

kiԜm soát b֫ i promoter CaMV 35S [227]. Theo nghiên cֵu cֳ a luԀn án này, hoӴt tính 

th yֳ ph©n chitin ĽҼc֯ biԜu hi֓ n ֫  các dòng lӴc chuyԜn gen cֳa gi֝ ng L14 ĽԚu cao hҺn 

so v֧ i Ľi֝ ch nֵg là cây lӴc không chuyԜn gen. C§c gen chitinase ĽҼc֯ t֝ i Ҽu h·a 

syncodChi42-1 và syncodChi42-2 Ľ« cho thӸy khӶ nŁng tҼҺng th²ch vi֧ h  ֓th n֝g biԜu 

hi n֓ cֳ a tԒ bào thֽ c vԀt.  

3.6.5. HoӴt tính kháng nӸm cֳ a các dòng lӴc chuyԜn gen 

D aֽ trên kԒt quӶ phân tích Western blot và x§c Ľn֗h hoӴt tính chitinase cֳa 

enzyme Ta-CHI42, các dòng lӴc chuyԜn gen có hoӴt tính chitinase cao nhӸt Ľ« ĽҼc֯ 

ch֙ n ĽԜ Ľ§nh gi§ hiu֓ quӶ kháng nӸm cֳ a chúng. Hi֓u quӶ kháng nӸm cֳ a r֑  các dòng 

lӴc chuyԜn gen ĽҼc֯ Ľ§nh gi§ cӶ trong ĽiԚu ki n֓ in vitro và in vivo. Tr°n m¹i trҼn֩g 

chֵ a r֑  c aֳ các dòng lӴc chuyԜn gen chitinase, sֽ phát triԜn cֳ a S. rolfsii, gây b֓ nh 

h®o rȈ mc֝ trԂng, b֗ cֵ chԒ Ľ§ng kԜ sau 96 gi֩  x  ֹlý. KԒt quӶ cho thӸy chitinase ngoӴi 

bào tַ  r  ֑c aֳ tӸt cӶ các dòng lӴc nghiên cֵu thԜ hi n֓ hoӴt tính kháng nӸm mӴnh Ľi֝ 

v i֧ S. rolfsii, Ľi֝ ch nֵg dҼҺng cȈng cho kԒt quӶ tҼҺng t,ֽ ngoӴi tr  ַdòng WT-3 v¨ Ľi֝ 

chֵ ng âm (Hình 3.40 và 3.41). Hình 3.41B và 3.41C cho thӸy dҼn֩g nhҼ chitinase caֳ 

r  ֑cây lӴc không chuyԜn gen cȈng ĽҼc֯ tiԒt ra nhҼng kh¹ng Ľ ֳĽԜ cֵ chԒ hoàn toàn sֽ 

phát triԜn cֳ a nӸm. KԒt quӶ th  ֹnghi֓ m hoӴt tính kháng nӸm cֳ a 16 dòng lӴc chuyԜn 

gen có biԜu hi֓ n tín hi֓ u Western blot mӴnh Ľ« thu ĽҼc֯ các phӶn nֵg tích cֽ c trong 

ĽiԚu ki n֓ in vivo (Hình 3.42). S. rolfsii xuӸt hi n֓ trong ĽӸt và  ֫g c֝ cây lӴc (Hình 

3.42A, B, D-G, và I-L), và thԀm chí trên thân cây (Hình 3.42C) sau khoӶng 2 tuӺn lây 

nhi֑ m nӸm. Tuy nhiên, nӸm S. rolfsii ch֕  gây chԒt 2 Ľi֝ ch nֵg không chuyԜn gen, 

trong khi các dòng lӴc chuyԜn gen chitinase không hԚ b  ֗nhi֑ m nӸm. Hình 3.42H mô 

tӶ sֽ  khác bi֓ t màu sԂc giֻ a l֧ p ĽӸt bԚ mԊt không b֗ nhi֑ m nӸm và b֗ nhi֑ m nӸm 

trong hình 3.42A-G và I-L. KhӶ nŁng kh§ng S. rolfsii c aֳ các dòng lӴc chuyԜn gen 

chitinase 42 kDa tr֟ng trong ĽiԚu ki n֓ in vivo ĽҼ֯c Ľ§nh gi§ theo thang ĽiԜm 1-5 nhҼ 

trong bӶng 3.10. Các dòng lӴc chuyԜn gen ĽԚu có xԒp hӴng b֓ nh thӸp, thay Ľi֡ t  ַ1 
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ĽԒn 1,67, trong khi Ľi֝ ch nֵg là tַ  4,33 ĽԒn 5. Trong Ľ·, c§c c§ thԜ  ֫3 dòng chuyԜn 

gen syncodChi42-2 dҼ֧i sֽ  ĽiԚu khiԜn cֳ a promoter Asy ĽԊc hi֓ u r֑  có 100% cây 

kh e֛ mӴnh, còn m֥t s֝  cá thԜ  ֫dòng chuyԜn gen syncodChi42-1 và Chi42 có vԒt b֓ nh 

tr°n th©n nhҼng ch¼ng vӾn sinh trҼn֫g b³nh thҼn֩g. 

 

Hình 3.40. Th  ֹnghi֓ m hoӴt tính kháng nӸm in vitro Ľ֝i v i֧ S. rolfsii c aֳ r֑  cây lӴc chuyԜn 

gen dùng vector pNHL19. PC: chitinase 42 kDa tinh sӴch tַ  vi khuӼn l¨m Ľi֝ ch nֵg dҼҺng, 

NC: r֑  lӴc không chuyԜn gen l¨m Ľi֝ ch nֵg âm, WT2 và WT-3: Chi42, S1-2 và S1-3: 

syncodChi42-1, S2-2, S2-4 và S2-6: syncodChi42-2. 

 

Hình 3.41. Th  ֹnghi֓ m hoӴt tính kháng nӸm in vitro Ľ֝i v i֧ S. rolfsii c aֳ r֑  cây lӴc chuyԜn 

gen dùng vector pNHL20. A: chitinase 42 kDa tinh sӴch tַ  vi khuӼn l¨m Ľi֝ ch nֵg dҼҺng, B: 

m¹i trҼn֩g kh¹ng c· chitinase l¨m Ľi֝ ch nֵg âm thֵ  1, C: r֑  lӴc không chuyԜn gen l¨m Ľi֝ 

chֵ ng âm thֵ  2, D: syncodChi42-1 (S1A-15), E: syncodChi42-2 (S2A-12) và F: Chi42 

(WTA-2). 
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Hình 3.42. KhӶ nŁng kh§ng S. rolfsii c aֳ các dòng lӴc chuyԜn gen chitinase trong ĽiԚu ki֓ n in 

vivo. A-G và I-L: Các dòng lӴc chuyԜn gen chitinase v¨ Ľi֝ chֵ ng ĽҼc֯ tr֟ ng tr°n ĽӸt nhi֑ m nӸm. 

A: cây lӴc không chuyԜn gen nӶy mӺm tַ  hӴt ĽҼc֯ sֹ  d nֱg l¨m Ľi֝ chֵ ng âm thֵ  1, B: cây lӴc 

không chuyԜn gen tַ  nuôi cӸy in vitro ĽҼ֯c sֹ  d nֱg l¨m Ľi֝ chֵ ng âm thֵ  2, C: dòng WTA-2 

(pNHL20.1), D: dòng S1A-9 (pNHL20.2), E: dòng S1A-15 (pNHL20.2), F: dòng S2A-12 

(pNHL20.3), G: dòng S2A-13 (pNHL20.3), I: dòng WT-2 (pNHL19.1), J: dòng S2-4 

(pNHL19.3), K: dòng S2-6 (pNHL19.3), L: dòng S1-3 (pNHL19.2) và H: cây lӴc không chuyԜn 

gen ĽҼc֯ tr֟ ng tr°n ĽӸt Ľ« kh ֹtr½ng. C§c mȈi t°n ch ֕ra v֗  trí mà nӸm S. rolfsii phát triԜn. 

Nh nֻg kԒt quӶ này cho thӸy Ta-CHI42 có hoӴt tính kháng nӸm Ľ§ng kԜ Ľ֝i v i֧ 

S. rolfsii trong các dòng lӴc chuyԜn gen ĽҼc֯ khӶo sát. KԒt quӶ nghiên cֵ u cֳ a luԀn án 

cȈng ch nֵg minh rԄng ĽoӴn peptide tín hi֓u cֳ a gen amylase 3D ֫ lúa hoӴt Ľn֥g hi֓ u 

quӶ trong r֑  cây lӴc chuyԜn gen chitinase. Chitinase tái t ֡h p֯ (Ta-CHI42) cֳ a cây lӴc 

ĽҼ֯c tiԒt ra ngoӴi b¨o ĽԜ kháng lӴi S. rolfsii.  

Theo các nghiên cֵu ĽҼc֯ thֽ c hi֓ n b֫ i Rohini và cs (2001) [228] và Iqbal và cs 

(2012) [124], cây lӴc chuyԜn gen chitinase vҼt֯ tr i֥ hҺn so vi֧ Ľi֝ ch nֵg không 

chuyԜn gen vԚ khӶ nŁng kh§ng Cercospora arachidicola, m t֥ loài nӸm gây ra b֓nh 

Ľ֝m lá s֧ m  ֫cây lӴc. Prasad v¨ cs (2013) Ľ« ph§t hin֓ ra rԄng ch֕ có 0-10% hӴt lӴc 

chuyԜn gen Ritch b  ֗nhi֑ m Aspergillus flavus trong các thֹ nghi֓ m nuôi cӸy hӴt  ֫ĽiԚu 

ki n֓ in vitro [213]. Ngoài 2 nghiên cֵu trên, không có công b֝ li°n quan n¨o ĽҼc֯ tìm 

thӸy cho ĽԒn nay.  










































































































