THIET LAP QUY TRINH TAI SINH IN VITRO VA PANH GIA KET QUA CHUYEN NAP GEN VAO CAY DAU ME (Jatropha curcas L.)

THONG QUA VI KHUAN Agrobacterium tumefaciens
V6 Thi ThayHué 1, M4 Yén Thanh?
2B6 mdn Céng nghé Sinh hoc - Trwong Pai hoc Nong Lam Tp. HCM
1 Vién Nghién ctru Cong nghé Sinh hoc va Mai tredng

GIOI THIEU

Cay Jatropha curcas dweorec chon |a mét trong cac phwong an nhién liéu thay thé quan trong nhat cho con ngwi - nhién liéu diesel sinh hoc. Nghién ctru quy trinh tai sinh choi ttr mau phoi va |14 mam cay
Jatropha curcas va danh gia kha nang thu nap gen cua hai loai mau trén khi tién hanh 1ay nhiém vé&i vi khuan Agrobacterium tumefaciens ching EHA101 nham tién dén xay dwng mot hé théng chuyén

gen hoan chinh cho cay Jatropha curcas.

VAT LIEU VA PHUONG PHAP

Tai sinh in vitro
Tai sinh choi tir phoi: moi trweérng MS bd sung BA (0; 0,25; 0,5 mg/l) va IBA (0; 0,1; 0,25 mg/l); ttr [& mam: MS bd sung BA (0; 1,5; 3,0 mg/l) va IBA (0; 0,01; 0,05 mg/l ). Sau 5 - 6 tuan nudi cay, chuyén cum chéi tai sinh
l&n mdi trwdng nhan choéi 1a MS c6 bo sung GA3 (0; 0,1; 0,25; 0,5 mg/l). Tao ré: mdi trwérng ¥4 MS, 30 g/l sucrose, 8 g/l agar bé sung 0,5 mg/l IBA.
Anh hwéng cta kanamycin va glufosinate dén sw phat trién ctia phdi va 14 mam cay J. curcas chwa chuyén gen: Glufosinate v&i cac nong dé 0; 0,3; 0,5; 1,0; 1,5 mg/l; kanamycin v&i cAc néng dé 0; 20; 30; 40;: 50 mgll.
Quy trinh chuyén gen
Ngam mau vao dung dich huyén phu vi khuan (OD,,, vao khoang 0,4 - 0,5 ) trong 10; 20; 30 phut & nhiét dé phong, bé sung acetosyringone 100 uM. Thadm khd mau bang giay loc réi chuyén |én méi trwdng dong

nudi cay. Piéu kién dong nudi cay & nhiét dd 28°C, che t6i, nudi cay trong 2 - 4 ngay. Tién hanh kiém tra sw biéu hién Gus cac mau vira lay nhiém vé&i vi khuan.
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Hinh 1: Plasmid pGIr0229 Tmrgus cpl148 luc (Jacobsen, 2007) Hinh 2: So dd ving T-DNA cua plasmid pGl10229 Trgus cp148 luc

KET QUA VA THAO LUAN

L i Anh hwéng caa kanamycin va glufosinate dén sw phat trién caa phoi va la mam cay J. curcas
Tal sinh In vitro chwa chuyén gen

Két qua mau |4 mam téi sinh choi tot nhat trén moi trwdng MS bd sung BA 1,5 mg/l két hop véi IBA 0,05 mgll, R
ti 18 mau tao choi dat 70%, trung binh khoang 4,72 chéi trén mét mau (ghi nhan sau 45 ngay nudi cay). GA3 5
nong dd 0,1 mg/l khi bé sung vao mdi trwéng tai sinh (méi trwdng MS + 1,5 mg/l BA + 0,05 mg/l IBA) cho hiéu
qua nhan choi tét nhat (8,91 choéi/ mau). Ré hinh thanh trén moi trwérng 1/2 MS bé sung IBA 0,5 mg/l dat ti 1é
75% (sau 3 tuan)

Hinh 3: T&i sinh in vitro cta cay Jatropha curcas L. ttr |4 mam

Kiém tra sw hién dién cta gen bar trén plasmid pGl10229

Céac khuan lac sdng trén méi trwdng LB chon loc dwore tach chiét plasmid DNA va kiém tra mét cach chac

chan sw hién dién cta cta plasmid pGl10229 trong vi khuan A. tumefaciens bang phwong phap PCR v&i cap

moi gen bar dic hiéu. San pham PCR cua gen bar khuyéch dai véi kich thwée bang DNA (& 748bp.
Hinh 5: Biéu hién cta phéi cay Jatropha curcas chwa chuyén gen do anh hwéng cta glufosinate

Bang 1: Nong dé plasmid cta dong vi khuan Agrobacterium tumefaciens

Chiing vi khuan  Nong d6 plasmid Ti s6 A-260/A-280
(ng/pl)
EHA101pIB-GUS 75,91 1,95 Két qua biéu hién Gus

T Bang 2 : Anh hwéng cua thei gian G dén hiéu qua chuyén gen (ghi nhan sau 2 va 4 ngay ddng nudi cay)
ready-to-use ;
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Hinh 6: Ladder va két qua dién di san phdm PCR

A: Ladder; B: két qua dién di
Giéng 1: thang 1kb (O’Generuler™ 1kb DNA
ladder); 2, 3: dbi chirng am; 4: plamid

Két qua dién di (hinh 6) ta thay c6 sw xuat hién cla vach twong (rng
748bp so vé&i thang chuan 1 kb cho thay c6 sw hién hién cua gen bar trén
plasmid. Két qua trén khang dinh dong khuan lac dwoc chon c6
mang plasmid pGll0229 chira gen bar. Do dé c6 thé sir dung dong
vi khuan nay cho céac thi nghiém chuyén gen tiép theo.

uh

Mii tén chi cac diém mau xanh cham do biéu hién ctia gen gus Miii tén chi cac diém mau xanh cham do biéu hién cua gen gus

LA mam 15 ngay tudi thu tir hat ndy mam in vitro 1a vat liéu tai sinh tét nhat trong moi trwéng MS bd sung 1,5 mg/l BA va 0,05 mg/l IBA vé&i 70% s6 mau tai sinh. Mdi trwérng nhan chéi la méi trwwdrng MS + 1,5 mg/l BA + 0,05 mg/l IBA
b6 sung thém GA3 0,1 mg/l, day 14 mdi trwérng cho sé lwong choi trén mét mau cay cao nhat (8,91 chéi). Péi véi mau phoi, mdi trwéng MS bé sung 0,5 mg/l BA va 0,25 mg/l IBA cho hiéu qua tai sinh dat

20%. Tuy nhién ti lé tai sinh choéi tir phéi trong mdi trwérng nay twong déi thap, khdong hiéu qua so véi mau |4 mam. Cac chéi tai sinh in vitro dwoc tao ré trong moi trweérng 2 MS bd sung 0,5 mg/l IBA. Hiéu qua tao ré

trong méi trwedng nay dat 75%.

Kanamycin nong dd 30 mg/l dwere dung chon loc cho ca phdi va 14 mam chuyén gen gia dinh. Glufosinate néng dé 1mg/l dung chon loc ph6i va néng dé 1,5 mg/l dung chon loc 14 mam chuyén gen gia dinh. Pay 1a céc

nong d6é kanamycin va glufosinate toi thiéu gay chét 100% mau chwa chuyén gen.

Thei gian G véi dich vi khuan tang 1am hiéu qua chuyén gen tang. V&i thoi gian G 1a 30 phat cho hiéu qua biéu hién gen gusA doi véi |4 mam 1a 66,67% , déi véi phoi 14 40% (sau 4 ngay dong nudi cay).



