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TOM TAT

D& danh gia kha nang tao callus va tai sinh cla tap doan lia nwong nhdm hoan thién cac quy trinh nudi cay
in vitro trén cac giéng lta c6 kha nang tai sinh cao phuc vu cong tac chuyén gen, 31 gidéng lta nwong da duoc st
dung cho nghién ctru nay. Trong 31 gidng lta, 25 gibng c6 kha nang tao callus cao nhét trong méi trwdng thich
hop vé&i ty & trén 50% va 4 giéng co tiém nang rat cao tir ty 1& 76,3% (giéng Khau trdm hom) dén 85% (Khau cong
ton). Méi trwdng thich hop cho sw hinh thanh callus cta cac gibng Khau ké dé tréam va Khau céng ton 1a moi
trwong cé bd sung 1,5mg/l 2,4D. Trong ltc d6, dbi véi 2 gibng con lai la mdi trwdng cé bd sung 2mg/l 2,4-D. Xac
dinh dwoc kha nang tai sinh cla tap doan lGa nwong trén cac mai trwérng khac nhau trong sé 25 gidng lua cé kha
néng tao callus tdt nhéat trén mai trvdng MS cé bbd sung 2mg/IBAP, 0,5mg/lkinetine va 0,1mg/lcasein. Béng thoi d3
xac dinh dwoc kha néng tao callus va tai sinh cay cla cac giéng lia bi anh hwéng béi yéu té méi trwong va di
truyén, hai yéu té nay cé su twong tac 1am anh hwéng cac kha nang trén & cac giéng lta khac nhau va buéc dau
da chuyén thanh cong gen OsDREB2ACA vao gidng Khau trdm hom.

T khéa: Chuyén gen, lta nwong, tao callus, tai sinh cay tir phoi hat.

Study on Plant Regeneration from Embryo of a Group Varieties
of Upland Vietnamese Rice for Transformation Approach

ABSTRACT

A total of 31 upland rice varieties with low yield but good drought tolerance potential was used to examine their
culturabilty in vitro (callus induction and plant regeneration) and to preliminarily establish genetic transformation
protocol. Of 31 rice varieties, 25 have good callus formation with a induction rate of more than 50% and four of them
have very high callus formation rate, varying from 76.3% (Khau tram hom variety) to 85% (Khau cong ton variety).
The MS medium supplement with 1.5-2mg/l 2,4D seemed to be optimal for callus induction while supplement with
2mg/l BAP, 0.5mg/l kinetin and 0.1mg/l casein was optimal for plant regeneration. Analysis of variance (ANOVA)
showed that the callus forming potency and plant regeneration capacity of these rice accessions were influenced by
culture media and genetic background (genotype). The gene OsDREB2ACAwas successfully tranformed using
Agrobacterium tumefaciens into Khau tram hom variety.

Keywords: Callus induction, culturability, plant regeneration, transformation, upland rice.

1 DAT VIS;N Dﬁ cac thé& hé sau nay. Hién nay, lda gao 1a thiic 4n

chinh va cung cip nhiéu ning luong trong biia

Cay lua da xudt hién lau doi trong nhiéu xa
héi trén thé gidi nén da gin lién véi doi song va
van minh caa nhiéu dan toc. Cay lda c6 tam
quan trong rat 16n cho van dé an ninh luong
thuc, stic khoé con ngusi va tinh trang méi
truong dia ciu ti 5, 6 ngan ndm truéc cho dén

an hang ngay cua hon 3 ti ngudi trén thé giéi.
Su bién d6i khi hau toan cAu hién nay da kéo
theo cac hién tugng thoi tiét bat lgi nhu han
héan, 1a lut, bing gia xuit hién thuong xuyén
trén dién rong, vudt qua tam kiém soat cliia con
ngudi. Cé6 nhiing nam diéu kién thoi tiét bat loi
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da lam giam 50% ning sudt muia mang trong d6
han han chiém 15%, tham chi 6 mot s6 dién tich
dat canh tac c6 muc nuéc ngdm thap, han han
lam giam 100% n#ng suit mua mang (Hsieh &
cs., 1994).

O Viét Nam, trong didu kién mbéi trudng
xudng cip nhu hién nay thi han han dang 13 mot
trong nhiing van dé thach thic cho chién luge xay
dung nén néng nghiép phat trién bén viing. Van
dé cang trd nén tram trong khi hau hét dién tich
dat lda bi han déu tap trung 6 nhiing vung dat
kho6 canh tac, vang siu, ving xa ndi ma nhiing
ngudi dan cht yéu dua vao san xuit néng nghiép.
Cung véi d6, qua trinh cong nghiép héa dit nude
lam dién tich dat canh tac ndéng nghiép dan
nhuong chd cho cac khu cong nghiép va dich vu.
An ninh luong thuc dang tiing ngay bi de doa.
Nhiing van dé trén dat ra cho ching ta mot bai
toan 1a phai nghién ctiu chon, tao cic giéng cay
luong thuc c6 kha niang chong chiu diéu kién thoi
tiét bat 1gi bang ky thuat sinh hoc hién dai nham
ting ning suit la trong cing mot dién tich canh
tac. Muén lam dude didu d6, ta phai chuyén dudgc
nhiing gen quy dinh tinh khang bénh, chéng chiu
v6i bat 11 cia ngoai canh ho#c ning suit cao lén
cac giong lda canh tac bing cong nghé chuyén gen
thuc vat, day la linh vuc dang dugc thuong mai
héa & quy mé nhd hodc dang thii nghiém tai nhiéu
phong thi nghiém trén thé giéi (James, 2005).

Cac giong lia nuong phan 16n 1a cay trong
ban dia (landraces) dugc néng dan cac dia
phuong mién Bic Viét Nam luu truyén tit thé
hé nay sang thé hé khac va chon loc theo nhiéu
cach khac nhau. Lia nuong c6 thoi gian sinh
trudng ngin, tit 156 dén 158 ngay, khéi lugng
100 hat thuong thdp, dao dong trong khoang
2,07-4,05g, thoi vu gieo trong vao thang 5, sau
mua diu ha. Cay lda c6 stic chong chiu tét véi
moi trudng, nhat 14 han va sau bénh, thich hgp
v6i chan dat trung binh, tréng trén cac sudn
ndi, cac ving dat cin cbi mién ndi phia Béc.
Mot d#c trung khac biét cua lda nuong 1a tuy
ning suit thap nhung c6 ham lugng dinh dudng
cao, thom ngon va 1a dic san cua cac viung nui
khac nhau. Lia nuong viia mang nét dep vin
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héa, vita 14 san phidm c6 gia tri kinh t& cao. Vi
vay, viéc chuyén cac gen quy lam ting ning
sudt vao cic gidng lia nuong dia phuong hoic
phan lap, chuyén cac gen quy dinh tinh chiu
han ti lda nuong sang cac giéng cé tiém ning
niang sudt hay phdm chét tot 1a mot van dé cép
thiét hién nay (Trung tdm tai nguyén di truyén
thuc vat, 2003). Hang loat nghién ctu chuyén
gen lién quan dén tinh chiu han vao cay trong
nham ting cudng tinh khang han & thuc vat da
dudc tién hanh trong nhiing nam vita qua va két
qua la tao ra cac cay chuyén gen c6 tinh chéng
chiu véi diéu kién han (Bartels va Sunkars,
2005). Cho dén nay, chuyén gen gian tiép thong
qua Agrobacterium tumefaciens la phucng phap
¢6 tan s6 bién nap cao hon cting nhu c6 thé xéc
dinh dudc su x4m nhap 6n dinh hon b4t ca
phuong phap chuyén gen nao (Cheng & cs.,
1992; Hsieh & cs., 2002).

Muc tiéu cta nghién ctu nay nhiam tién
hanh khao sat kha ning tao callus va tai sinh
cdy tu phdi hat ctia 31 giéng lia nuong mién
Bic Viét Nam do Vién Khoa hoc Néng Lam
nghiép mién ndi phia Bic cung cép, tit d6 hoan
thién cac quy trinh nudi cdy in vitro trén cac
gidng lda c6 kha nang tai sinh cao phuc vu cong
tdc chuyén gen. Sau d6, buéc dau thuc hién
chuyén mot gen quy dinh tinh chiu han vao
gidng lda nuong c6 tiém nang tao callus va tai
sinh cao nhat trong tap doan thong qua
Agrobacterium tumefaciens. Day la mét trong
cac budc quan trong dé nghién ctu, chon tao
thanh cong cac giéng lda chiu han ti cac giong
lda nuong mién Béc Viét Nam.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP

2.1. Vat liéu nghién ctu

Giéng lda: D& thuc hién nghién ctu nay,
ching t6i tién hanh nghién ctu tiém ning tao
callus va tai sinh cta tap doan 31 giéng lda
nuong dang dude tréng phé bién & cac tinh mién
ndi phia Bic Viét Nam. Cac giéng lda nay dudc
cung cap bdi Vién Khoa hoc ky thuat Nong Lam
nghiép Mién nii phia Bic (Bang 1).
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Bang 1. Tap doan 31 giong ltGa nuong mién Bac Viét Nam
dugce khao sat trong nghién citu

1T Gibng 1T Gibng

1 DR4 17 Khau Mon tram (Lua hat tron)
2 DR5 18 Khau téi

3 IR74371-3-1-1 19 LB-2M

4 Khau tram pom 20 Khau trdm hom (té thom)

5 IR78878-5-1-3-3 21 Khau mon niéu (Lda mon nép)
6 Khau hang don 22 Khau Lao

7 Khau d&m ca (Nép qua) 23 IR81430-B-B-94

8 Khau khinh 24 Khau noon

9 LC93-1 25 Khau khéo khoai

10 Khau tram khao (Lua vé tréng) 26 IR80416-B-152-4

11 IR78875-131-B-1-4 27 Khau trdm sai (Té cat)

12 Khau ké dé tram 28 Khau ddm ca (Nép qua)

13 Nép thau dau 29 IR81413-B-B-75-2

14 Khau quéang 30 Khau cai héc (Khau do)

15 IR79913-B-176-4 31 Khau mang mau (Lda dai tra)
16 Khau cbdng ton

MBbi truong tao callus: St dung méi truong
c6 ban MS (Murashige and Skoog, 1962), véi
néng d6 2,4-D, dao dong tu 1,5 dén 2,5 mg/l, ti
16 mudi MS dao déng ti 0,5 dén 1,5. Cu thé
nhu sau:

MS1: MS + 1,5mg/l 2,4-D + 0,8% aga + 3% saccharose
MS2: MS + 2mg/l 2,4-D + 0,8% aga + 3% saccharose
MS3: MS + 2,5mg/l 2,4-D + 0,8% aga + 3% saccharose

Mbi truong tai sinh cay: St dung moi
trudng MS bd sung BAP, kinetine (0,5; 2mg/l),
casein (0,1 mg/l), cu thé nhu sau:

MS4: MS + 2mg/l BAP + 0,56mg/l kinetine +
0,7% aga + 3% saccharose

MS5: MS + 2mg/l BAP + 0,5mg/l kinetine+
0,7% aga + 3% saccharose + 0,1mg/l casein

MS6: MS + 0,5mg/l BAP + 2mg/l kinetine +
0,7% aga + 3% saccharose

MS7: MS + 0,56mg/l BAP + 0,5mg/l kinetine
+ 0,7% aga + 3% saccharose
2.2, Phuong phap nghién ctu

- Hat lda béc vo duge xt 1y bang cach ria
nuéc cat 2 1an, ngdm va lic nhe trong cén 70%

thoi gian 1 phut, trong H,0, 156% thai gian 20
phit, sau dé6 rita bang nuéc cit khi trung 4-5
lan. Hat khi trung duge nudi trén moi trudng
tao callus trong béng t6i 6 nhiét do 28°C. Sau 2
tuan nudi cdy, cac callus duge chuyén sang moi
trudng tai sinh va nudi trong diéu kién nhiét do
25°C, @ am 50-70%, thoi gian chiéu sang
16h/ngay 6 cuong do 3000lux.

- Viéc danh gia kha ning hinh thanh callus
cua tap doan gidng lda khao sat dude tién hanh
sau 2 tuin nudi cay trén moi trudng tao callus.
Tung giong lia duge danh gia dinh lugng theo
céc chi tiéu sau:

> callus tao thanh

Ty 1é tao callus (%) = x 100%

Y mau dua vao
- Viéc danh gia kha n#ng tai sinh cta tap
doan giong khao sat dudc tién hanh sau 3 - 4
tudn nudi cdy trén moéi trudng tai sinh. Tiung
gidng lia duge danh gia dinh lugng theo cong
thic sau:

Ty I& hinh thanh chdi 5 hinh thanh chdi

(%) = x 100%

> callus dwa vao
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- Khao sat kha ning tiép nhin gen cta
gidng tiém ning nhat trong tap doan 31 gidng
lda nuong mién Béc, Viét Nam

2.2.1. Tao callus

Nhiém callus véi Agrobacterium EHA105:

- T& bao Agrobacterium EHA105 mang gen
OsDREB2ACA nubi qua dém 0Dy, dat trén 0,8,
sau d6 pha lodng t6i nong d6 ODgy, = 0,05 véi
mdi trudng AAM c6 sung Acetosyringone ¢ nong
do 100ug/ml.

- Cac callus dugc chuyén 1én t&m luéi da
khii tring va dudc ngdm trong dung dich AAM
¢6 chita Agrobacterium EHA105 da duge chuén
bi & budc trén trong thoi gian 90 gidy, 1ic nhe.

- Callus dugc lam khé bang viéc dat lén
gidly th&m khi trung, sau d6 dugc chuyén lén
moi trusng MS - AS. Cac callus sau khi duge
nhiém Agrobacterium EHA105 mang gen
OsDREB2ACA dudc nudi trong tdi & nhiét do
28°C trong thoi gian 3 ngay.

Chon loc va tai sinh:

- Sau qua trinh lay nhiém, cac callus dudgc
rtia nhiéu lan bang nuéc cit khi trung chia
500mg/l cabernicillin, lam khé bang viéc dit 1én
gidy thA&m kht trung.

- Chuyén callus sang méi trudng chon loc
MS-S ¢6 chita 50mg/l hygromycin va nudi trong
t61 & 28°C trong thoi gian 2 tuan.

2.3. Phuong phap phan tich, xt 1y s6 liéu

- 86 liéu dugc phan tich, xii 1y théng ké theo
phuong phap ANOVA trong chuong trinh
Microsoft excel (Chu Van Man, 2003).

- Khdo sat kha nang tiép nhan gen cta
gidng tiém ning nhat trong tap doan 31 gidng
lia nuong mién Bic Viét Nam: Tao callus,
nhiém callus v6i Agrobacterium EHA105 va
chon loc, tai sinh.

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Kha nang hinh thanh callus cua tip

doan giong lia nuwong mién Bic Viét Nam
Trén thé giéi cling nhu 6 Viét Nam da cé rat

nhiéu nghién c@u vé anh hudng ctia ham luong
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2,4-D dén kha ning hinh thanh callus. Trong
nghién ctiu nay, thi nghiém tién hanh véi dai
ham lugng 2,4-D tu 1 dén 2,5mg/l. Két qua thi
nghiém tao callus ctia 31 giéng lia nuong 6
mién Béc Viét Nam duge trinh bay tai bang 2.

Két qua phan tich ANOVA (Bang 3) cho
th4y kha nang hinh thanh callus bi anh hudng
bdi méi trudng (néng do 2,4D) va gidng (ban
chat di truyén). K&t qua phan tich bién sai cta
yéu t6 mdi truong F = 316,16 16n hon rat nhiéu
lan Ferit = 3,04 chiing t6 su sai khac vé ty 1é tao
callus bi anh hudng manh cta yéu t6 méi
truong. Kha néng tao callus cla cac giong lda
trong cac céng thic thi nghiém khac nhau c6 y
nghia théng ké (két qua tao callus trung binh
trén méi trudng MS1 co bé sung 1,5mg 2,4-D 1a
50,9%, MS2 co bd sung 2mg 2,4-D 1a 56,3% va
MS3 co bé sung 2,5mg 2,4-sD 1a 52,9%). Tuong
tu, gia tri F cta yéu t6 giong 1a 506,69 ciing 16n
hon nhiéu 1an gia tri Ferit = 1,52, chiing té ban
chat di truyén c6é anh hudéng dén viéc tao callus
cua ting gidng lda, c6 gidong lda c6 kha nang tao
callus cao (trén 85%) trai lai c6 giéng lia c6 kha
nang tao callus kém (dudi 30%) va su khac nhau
nay la ban chat va cé ¥ nghia thong ké. Khi xét
su tuong tac déng thdi ciia yéu t6 méi trudng va
ban chat di truyén lén kha ning hinh thanh
callus ctia tiing yéu t8. V6i két qua phan tich
thu dugc Fmt-g = 53,44 > Ferit = 1,39, chiing to
kha n#ng hinh thanh callus ciing phu thuéc vao
sy tuong tac gitia moi truong va giong.

Di sau chi tiét hon cho thiy tap doan 31
giong lia nuong mién Bic Viét Nam déu c6 kha
ning hinh thanh callus trén cic méi truong MS
¢6 b6 sung 2,4-D. Trén méi truong MS1 cho ty 1&
tao callus trung binh thap nhat 1a 50,9%, trong
dé6 c6 16 gidng co ty 1é tao callus trén 50%, c6 4
giong cho ty 1é& tao callus trén 60% la: giéng 12
(78,7%), gidng 20 (64,7%), giong 24 (71,7%) va
gidng 16 cho ty 1& tao callus cao nhat 85%. Mo6i
truong MS2 cho ty 1& tao callus trung binh dat
56,3%, c6 23 giong cho ty 1& tao callus trén 50%
va c6 10 giong cho ty 1é tao callus trén 60%. Mbi
trudng nay, cic gidng tao ty 1é callus cao nhat la
giong s6 5 (71,7%), gidng 12 (75,3%), giéng 16
(74,7%), giong 20 (76,3%), gidng 24 (80%). Nhu
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Bang 2. Ty 1é tao callus ctia 31 giong lta khi st dung cac méi trudng
v6i dai nong d6 2,4-D tir 1,5mg/l dén 2,5mg/1

Gibng Ms3
Trung binh Phwong sai Trung binh Phwong sai Trung binh Phwong sai
1 47,7 0,3 56,7 2,3 51,7 2,3
2 44,0 1,0 56,7 0,3 52,0 3,0
3 45,3 2,3 57,3 0,3 54,3 3,0
4 47,7 0,3 50,7 0,3 67,7 3,0
5 45,3 2,3 77 0,3 57,7 3,0
6 46,3 2,3 56,7 0,3 60,7 3,0
7 57,7 0,3 52,7 0,3 51,7 2,3
8 57,0 1,0 54,7 1,3 53,7 3,0
9 54,3 0,3 51,3 0,3 41,0 1,0
10 43,7 0,3 57,7 0,3 41,7 1,3
11 51,3 0,3 60,0 37,0 52,7 1,3
12 78,7 0,3 75,3 0,3 67,0 1,0
13 57,3 0,3 53,7 0,3 49,0 1,0
14 47,7 0,3 457 4,3 58,7 3,0
15 53,3 0,3 50,3 0,3 62,7 1,3
16 85,0 1,0 74,7 2,3 71,3 3,0
17 57,3 0,3 63,3 0,3 48,3 2,3
18 53,3 0,3 68,7 0,3 58,7 3,0
19 50,7 1,3 53,3 0,3 64,7 3,0
20 64,7 0,3 76,3 0,3 68,3 3,0
21 51,7 0,3 64,3 0,3 54,7 4,3
22 38,3 0,3 56,3 0,3 45,7 4,3
23 47,7 0,3 47,7 1,3 51,3 3,0
24 7,7 0,3 80,0 1,0 57,7 3,0
25 55,7 2,3 58,3 0,3 56,7 3,0
26 30,7 0,3 31,7 0,3 28,3 3,0
27 58,7 72,3 65,7 0,3 63,7 1,3
28 29,3 0,3 32,3 0,3 37,3 3,0
29 36,3 0,3 37,7 0,3 36,0 1,0
30 42,7 12,3 417 0,3 47,0 1,0
31 28,3 0,3 41,3 0,3 29,0 1,0
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Bang 3. Bang phan tich ANOVA hai nhan t6 3 1an lip lai
v6i miic y nghia a = 0,005 theo chuong trinh Microsoft Excel (2007)
vé kha nang tao callus cua 31 giong laa nuong

Ngudn bién sai SS df MS F P-value F crit
Méi trvong 1346,24 2,00 673,12 316,16 1,45E-60 3,04
Gibng 32362,62 30,00 1078,75 506,69 4,7E-162 1,52
Tuong tac gitra méi trudng va giéng 6826,87 60,00 113,78 5344  1,02E-90 1,39
Trong nhém 396,00 186,00 2,13
Téng 40931,73 278,00

vay, mdi truong MS2 1a t61 vu nhat cho viéc tao
callus tit phéi hat cia 31 giong lda nuong mién
Bic Viét Nam. Pay 1a biang chiing cho két luan
c6 su tac dong qua lai gifia yéu t6 moéi trudng va
ban chat di truyén 1én su hinh thanh callus cta
cac gidng lia khac nhau 6 trén, diéu nay cb
nghia 1a véi méi giong lia cAn c6 moi trudng toi
uu cho sy hinh thanh callus cta ching.

Qua nghién ciitu nay, so b cho thay hau hét
cac giong lda trong thi nghiém nay (25/31 giong)
c6 kha nang tao callus t6t. Kha ning tao callus
cua cac giong nay bi anh hudng bdi cid yéu to
moi truong va yéu t6 ban chat di truyén, hai yéu
t6 nay tac dong déng thsi lén kha nang tao
callus ctia cac giong lda tuy nhién yéu t6 méi
trudng (néng do 2,4D) c6 tac dung ré nét hon.
Qua khdo sat, 4 gidng cé tiém ning tao callus
tot nhat trén méi truong thich hgp 14 Khau ke
dé tram (78,7%), Khau coéng ton (85%), gidng
Khau tram hom (té thom) (76,3%) va Khau noon
(80%) va méi trucong thich hgp cho su hinh
thanh callus cta cac giong Khau ké dé tram va
Khau céng ton 1a moi trudng c6 bo sung 1,5mg/l
2,4-D con vdi 2 giéng con lai 1a méi trudng c6 bo
sung 2mg/1 2,4-D.

3.2. Kha nang tai sinh cAy tiu callus ctua tap
doan cac giong lia nuwong mién Biac Viét
Nam

Tu viéc khao sat kha néng tao callus va c6 két
luan ban dau, da chon ra 25 giong lda (cac ki hiéu
tir 1 dén 22, gidng 24, 25 va 27) ¢6 kha ning tao
callus t6t nhat trén méi truong thich hop dé tién
hanh danh gia kha ning tai sinh ciy ti callus cia
tap doan lia nuong mién Bic Viét Nam.
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Tap doan 25 gidng c6 kha niang tao callus tot
nhat trén moi truong thich hgp nay sau khi hinh
thanh callus dudc ti€p tuc nghién ctu kha ning
tai sinh trén cac méi trudng MS c6 bé sung BAP,
kinetine, casein. K&t qua thi nghiém dugc trinh
bay & bang 4.

Két qua phan tich ANOVA véi miic ¥ nghia
a = 0,005 cho thdy kha n#ng tai sinh cua 25
giong lia trong thi nghiém nay déu bi anh
hudng bdi méi trudng va giong (Bang 5). Cu thé,
v6i yéu t6 méi truong gia tri F trong nhém 1a
837,19 16n hon rat nhiéu so véi gia tri F,, =
2,65, chiing té kha n#ng tai sinh cla cac giéng
lda phu thude vao méi trudng. Tuong tu, vé viec
anh hudéng ctua yéu td giong lén kha ning tai
sinh ctia céc gidng lda, ciing cho thdy mot su
khac biét rat 16n gitia gia tri F va F,;, xap xi 127
lan (1an lugt 1a 192,31 va 1,51). Khi phan tich
anh hudng déng thoi cua yéu té mdéi trudng va
yéu t6 ban chat di truyén 1én kha ning tai sinh
cla tiing giéng ta ciing nhan thay gia tri F 16n
hon gia tri F.;, (1an lugt 1a 38,22 va 1,36), chiing
té6 kha ning tai sinh cua cac giéng lda bi anh
hudng bdi su tuong tac dong thsi gitia yéu td
moi trudng va ban chat di truyén caa ching.
Nhu vay, kha ning tai sinh cta mdi giéng lda bi
anh hudng bdi yéu t6 moéi truong va ban chat di
truyén cta giéng cting nhu su tac déng dong
thoi caa 2 yéu t6 nay.

Ngoai ra, cac giong lda déu c6 kha nang tai
sinh trén ca bén loai méi trudng, tuy nhién ty 1é
tai sinh lai khac nhau d cung mét giong. Trén
moi trudng MS4, MS6 cho ty 18 tai sinh trung binh
thap nhat (43,0% va 43,2%). Hai méi truong MS5
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Bang 4. Ty 1& tai sinh ctia 25 giong lta trén cac méi trudng tai sinh

Mbi trwdng MS4 MS5 MS6 MS7
Gibng Trung binh  Phwong sai  Trung binh  Phuong sai  Trung binh  Phwong sai  Trung binh  Phwong sai
1 47,3 43 54,0 12,0 44,7 0,3 52,3 0,3
2 35,7 43 46,0 1,0 42,0 1,0 51,3 1,3
3 25,0 25,0 37,7 6,3 22,3 43 31,7 2,3
4 47,3 4,3 55,0 1,0 31,3 2,3 45,3 0,3
5 43,7 10,3 70,3 43 55,7 0,3 67,7 0,3
6 39,0 103,0 45,7 0,3 34,3 1,3 50,3 2,3
7 48,7 10,3 58,3 2,3 47,0 7,0 65,0 1,0
8 253 25,3 54,7 2,3 38,3 1,3 56,3 1,3
9 61,7 4,3 48,3 4,3 37,0 1,0 66,3 1,3
10 30,7 2,3 60,3 0,3 42,7 4,3 66,0 3,0
11 43,0 9,0 58,0 1,0 44,3 1,3 53,3 4,3
12 45,0 19,0 67,0 7,0 47,3 0,3 62,7 0,3
13 17,3 4,3 33,3 0,3 26,3 23 47,0 1,0
14 48,7 23 60,0 1,0 38,0 3,0 51,7 2,3
15 33,0 7,0 47,3 0,3 43,3 23 43,3 0,3
16 34,3 1,3 70,3 1,3 58,3 1,3 67,7 0,3
17 56,3 4,3 63,7 2,3 46,0 1,0 40,3 1,3
18 53,3 2,3 70,3 0,3 57,3 1,3 49,3 20,3
19 33,3 4,3 47,0 1,0 31,3 0,3 36,3 1,3
20 62,3 4,3 75,3 17,3 53,7 0,3 72,3 4,3
21 49,0 1,0 65,0 1,0 54,3 1,3 34,7 0,3
22 36,7 2,3 57,3 1,3 44,0 4,0 53,7 0,3
24 50,3 4,3 53,7 1,3 45,3 2,3 65,3 6,3
25 56,3 4,3 66,3 1,3 47,7 0,3 58,0 1,0
27 52,3 10,3 67,7 0,3 48,3 0,3 40,0 13,0

va MS7, ty 1é tai sinh trung binh cac gidng lia cao
hon (57,3% va 53,1%). Trong d6 moéi trucng MS5 1a
moi  trudng MS c¢6 b6 sung 2mg/BAP +
0,5mg/lkinetine + 0,7% aga + 3% saccharose +
0,1mg/lcasein cho ty 1é tai sinh trung binh cao nhat.
Déc biét, cac giong c6 ty 16 tai sinh cao nhat déu tap

trung trén moéi trudng nay, c6 dén 11 gidng c6 kha
nang tai sinh trén 60%. Trong s6 11 gidng nay,
giong 20 c¢6 kha nang tai sinh dat cao nhat (75,3%).
Nhu vay, trong 4 loai méi truong khao sat, méi
truong MS5 14 moéi trudng thich hgp nhat cho tai
sinh céc giong lia nuong mién Bic Viét Nam.
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Nghién ctru kha nang tao callus va tai sinh cay cla tap doan 31 gidng lta nwong mién Béc Viét Nam

phuc vu cdng tac chuyén gen

Bang 5. Bang phan tich ANOVA hai nhan t6 3 1an lap lai véi mic y nghia o = 0,005 theo
chuong trinh Microsoft Excel (2007) kha ning tai sinh cta 25 giong liia nuong

Ngudn bién sai Ss df MS F P-value F crit
Mbi trvdng 11603,5 3 3867,8 837,19 7E-113 2,65
Gibng 21324,2 24 888,5 192,32 2E-124 1,51
Twong tac gitra méi truong va gidng 12713,3 72 176.,6 38,22 3,1E-86 1,36
Trong nhém 924.,0 200 4.6
Téng 46565,0 299

Xét riéng tiing gidng trén cac loai méi truong
khac nhau, ty 1& tai sinh trung binh cua cac
gidng ciing rat khac nhau. Cu thé, giéng 20 cho
ty 1& tai sinh 6 mdi truong MS4 1a 62,3%, moi
truong MS6 1a 53,7%, méi truong MS7 1a 72,3%,
ty 1& tai sinh cao nhat dat 75,3% trén méi
truong MS5. Ngoai ra, cac giéng sd 5, 16, 18
cling 1a cac giong c6 kha ning tai sinh cao trén
moi trudng MS5 (cung dat ty 1é tai sinh 70,3%).
Trén co sé d6, giong 20 (khau trim hom) dudc
chon 1a giéng c6 trién vong dé nghién ctu tiép
kha ning tiép nhan gen la.

3.3. K&t qua budc dau vé chuyén gen vao
giong laa tiém ning Khau trim hom

Pé nghién ctu kha niang tiép nhan gen
OsDREB2ACA, gen OsDREB2ACA dugc chuyén
vao gidng lia Khau tram hom thong qua
Agrobacterium EHA105. Tu 100 hat lda giong
Khau tram hom, thu dugc 73 callus sau 10 ngay
nudi cdy. Sau 2 tuan trén moi trudng chon loc 1an
1 ¢6 56 callus séng sét, dude chuyén sang méi
truong chon loc 1an 2. Sau 2 tuan trén moi trudng
chon loc 1an 2 thi con 25 callus song sét. Cac callus
nay dugde chuyén sang méi trudng tai sinh va sau
khodng 3 tuan trén mdi trudng tai sinh, thu dudc
2 callus c6 chdi xanh xuit hién. Cac chdi xanh
sinh trudng binh thudng trén moéi trudng chda
hygromycin. Sau 2 tun nuéi cay trén moi truong
tai sinh, cac cdy lda non phat trién tot duge
chuyén sang mdi truong ra ré. 10 ngdy sau cay
duge chuyén sang céc coc ddt va nudi trong diéu
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kién phong nuéi cay c6 ph nilon trong 2 tuan, rdi
tiép tuc duge chuyén sang cac x6 to dugc trong &
diéu kién ngoai méi truong.

4. KET LUAN

X4c dinh dude 25/31 gidng c6 kha nang tao
callus cao nh4t trén méi trudng thich hgp, trong
d6 4 gidng c6 tiém ning tao callus t6t nhat 1a
Khau ke de tram (78,7%), Khau cong ton (85%),
Khau tram hom (76,3%) va Khau noon (80%).
Moi trucng thich hgop cho su hinh thanh callus
cta cac giong Khau ké dé tram va Khau cong
ton 14 moéi trudng c6 bd sung 1,5mg/l 2,4D.
Trong ldc d6, déi véi 2 gidng con lai 1a méi
truong c6 bé sung 2mg/l 2,4-D.

Kha nang tai sinh cta tap doan lia nuong
trén cic moi truong khic nhau trong s6 25 giéng
Ida c6 kha ning tao callus t6t nhat trén méi
truong MS c6 bd sung 2mg/IBAP, 0,5mg/l
kinetine va 0,1mg/l casein thich hop nhat 6 cac
giong IR78878-5-1-3-3 (70,3%), Khau cong ton
(70,3%), Khau t6i (70,3%), Khau tram hom
(75,3%).

Kha ning tao callus va tai sinh ciy cua céc
gidng lda bi anh hudéng bdi yéu t6 moéi truong va
di truyén, hai yéu t& nay cé su tuong tac lam
anh hudéng cac kha niang trén & cac gidng lua
khac nhau.

Buéc dau da chuyén thanh céng gen
OsDREB2ACA vao giong Khau tram hom.
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