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Lưu hành nội bộ

NỘI DUNG THỰC HÀNH

Chuyển gen bar kháng thuốc diệt cỏ glufosinate trên cây đậu xanh (Vigna radiata (L.) Wilczek) bằng vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens

- Các giống đậu xanh được sử dụng trong thí nghiệm là giống TN 182 của Công ty TNHH-TM Trang Nông, giống HL 89-E3 của Công ty cổ phần giống cây trồng Nha Hố.

- Vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens chủng EHA101pIB-GUS do Hans-Jörg Jacobsen thiết kế, mang plasmid pGII0229 Trgus cp148 luc, plasmid này mang gen gusA, gen nptII và gen bar với promoter là CaMV 35S và terminator là nos poly–A. 
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Hình 1. Plasmid pGII0229 Trgus cp148 luc
PHẦN 1. KHỬ TRÙNG HẠT, CHUẤN BỊ MÔI TRƯỜNG

I. Vật liệu
a. Khử trùng hạt

· Mẫu hạt.

· Dụng cụ cấy mô: pince, dao cấy, đèn cồn.

· Hóa chất khử trùng: Cồn 70o, cồn 96 o, Javel, kháng sinh Tetracilin.

· Nước cất tiệt trùng

b. Chuẩn bị môi trường

* Môi trường tiền nuôi cấy (pre-culture medium): tạo điều kiện cho mô thích nghi với môi trường nuôi cấy.
* Môi trường ủ (inoculation medium): môi trường tạo điều kiện cho vi khuẩn xâm nhập vào mô thực vật.
* Môi trường đồng nuôi cấy (co-culture medium): môi trường thuận lợi cho sự phát triển của mô và vi khuẩn. 
II. Cách tiến hành

a. Khử trùng hạt theo quy trình sau đây

- 
Rửa hạt bằng nước tiệt trùng 3 lần (mỗi lần 5 phút).

- 
Rửa hạt bằng cồn 960 3 lần, (mỗi lần 5 phút).
- 
Rửa bằng nước tiệt trùng 1 lần.
-
 Rửa bằng nước javel đậm đặc 3 lần, (mỗi lần 10 phút).

- 
Rửa bằng nước cất tiệt trùng 1 lần.
- 
Rửa hạt bằng kháng sinh 500mg/l Tetraciclin trong 5 phút.
-
Rửa bằng nước tiệt trùng 1 lần.

-
Ngâm hạt bằng nước tiệt trùng trong 1 giờ.

-
Ngâm hạt qua đêm.

b. Chuẩn bị môi trường
· Môi trường tiền nuôi cấy (pre-culture medium)

Môi trường B5 (lỏng) + 1 mg/l BA

Thành phần môi trường B5

	Thành phần
	Nồng độ (g/l)

	KNO3
	25

	(NH4)2SO4
	1.34

	CaCl2.2H2O
	1.5

	MgSO4.7H2O
	2.5

	NaH2PO4.H2O
	1.5

	MnSO4*H2O
	1

	H3BO3
	0.3

	ZnSO4*7H2O
	0.2

	NaMoO4*2H2O
	0.025

	CuSO4*5H2O
	0.0025

	CoCl2*6H2O
	0.0025


* Môi trường ủ (inoculation medium): B5, 20g/l glucose, 2 g/l MES, pH 5.5 -5.6.

* Môi trường đồng nuôi cấy (co-culture medium)
- B5 


- 2
g/l
MES (Morpholino – ethan – sulfonic acid)
- 0.5
g/l
KNO3
- 0.87
g/l
CaCl2
- 0.5
g/l
MgCl2 * 7H2O

- 0.8
g/l
glutamine

- 10
mg/l
gluthatione

- 2.2
mg/l
TDZ (Thidiazuron)
- 10
g/l
sucrose

- 10
g/l
glucose

- 4
g/l
agar

- pH 5.2

- Acetosyringone (0; 50; 100 µM) (bổ sung sau khi hấp khử trùng)
PHẦN 2. GIEO HẠT

I. Vật liệu
· Hạt đã khử trùng và ngâm qua đêm.

· Dụng cụ nuôi cấy mô: pince, dao cấy, đèn cồn, …

· Đĩa petri (hộp nhựa) chứa môi trường agar.
II. Cách tiến hành

Loại bỏ lớp vỏ ngoài (seed coat) của hạt đậu xanh và đặt hạt vào môi trường agar (10 g/l).
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Hình 2. Hình thái của thực vật 1 lá mầm và 2 lá mầm

PHẦN 3. TÁCH TRỤ DƯỚI LÁ MẦM (hypocotyl) và      

TĂNG SINH VI KHUẨN
I. Vật liệu

· Hạt giống đã nảy mần.

· Dụng cụ nuôi cấy mô: pince, dao cấy, đèn cồn, …

· Đĩa petri (hộp nhựa) chứa môi trường agar.

· Đĩa petri chứa môi trường tiền nuôi cấy.

· Fancol 15ml.
· Môi trường LB.
II. Cách tiến hành

Cắt trụ dưới lá mầm tại điểm mắt lá mầm (cotyledonary node) bằng cách loại bỏ trụ trên lá mầm (epicotyl) và rễ mầm (radicle). Sau đó đặt các trụ dưới lá mầm (kích thước trung bình 0,5 – 0,6 cm) trong đĩa petri chứa môi trường tiền nuôi cấy (pre-culture medium) trong điều kiện chiếu sáng.

Nhân sinh khối vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens trong môi trường LB trên máy lắc với vận tốc 150 vòng/phút, ở 280C, qua đêm.

PHẦN 4. ĐỒNG NUÔI CẤY TRỤ DƯỚI LÁ MẦM VÀ
 VI KHUẨN

I. Vật liệu
· Trụ dưới lá mầm.

· Vi khuẩn.

· Dụng cụ nuôi cấy mô: pince, dao cấy, đèn cồn, …

· Đĩa petri (hộp nhựa) chứa môi trường agar.

· Đĩa petri chứa môi trường đồng nuôi cấy.

· Fancol 15ml.
II. Cách tiến hành

a. Thu sinh khối vi khuẩn
· Đo OD (optical density) vi khuẩn ở bước sóng 600nm (blank bằng môi trường LB). Khi giá trị OD 0,6 – 1 thì tiến hành chuyển gen (1 OD tương đương khoảng 3 x 109 bacteria/ml).
· Ly tâm trong ống fancol 15ml ở 3000rpm trong 10 phút, 240C.

· Thu tủa, hòa tan trong môi trường ủ. 
b. Đồng nuôi cấy
· Cho trụ dưới lá mầm (tạo vết thương/không tạo vết thương) vào môi trường ủ trong thời gian từ 10’ – 30’ (tùy theo nghiệm thức).
· Sau thời gian ủ, cấy mẫu vào môi trường đồng nuôi cấy chứa các nồng độ Acetosyringone khác nhau, trong thời gian 3 ngày (Xem bảng dưới đây)

Bố trí thí nghiệm
	Thời gian ủ
	10’
	20’
	30’

	Không tạo 

vết thương (mẫu)
	30
	30
	30
	30
	30
	30
	30
	30
	30

	Tạo vết thương (mẫu)
	30
	30
	30
	30
	30
	30
	30
	30
	30

	Acetosyringone (µM)
	0
	50
	100
	0
	50
	100
	0
	50
	100


PHẦN 5. NHUỘM VÀ QUAN SÁT MẪU
I. Vật liệu
· Dụng cụ cấy mô

· Nước cất

· Phosphate buffer

· Equilibration buffer

II. Cách tiến hành

-
Sau 3 ngày đồng nuôi cấy, các trụ mầm được rửa bằng nước cất tiệt trùng cho sạch vi khuẩn, cắt bỏ những phần dập nát, chẻ trụ mầm ra làm đôi và ủ với phosphate - buffer trong 5 phút.

- 
Loại bỏ phosphate buffer, ủ trụ mầm bằng Equilibration buffer ở 370C qua đêm. 

-
Lấy trụ mầm ra soi dưới kính hiển vi để quan sát màu xanh chàm (sản phẩm phản ứng của enzyme β–glucuronidase với X-gluc).
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Hình 3. Phản ứng tạo ra sản phẩm 5,5’-dibromo-4,4’-dicloro-indigo có màu xanh.
PHỤ LỤC

1. Thành phần môi trường LB (Lauria Broth) (Sambrook et al. , 1989)

· 10 g/l tryptone

· 5 g/l yeast extract

· 8 g/l NaCl

· pH 7.2
2. Phosphate buffer
· 0,1 M
NaH2PO4 
10ml stock/100ml
· 0,1 M 
Na2HPO4 
10ml stock/100ml

· 10 mM EDTA  
2ml stock/100ml
· 0.5mM K-ferrocyanide (K4[Fe(CN)6]
10ml stock/100ml
· 0.5mM K-ferricyanide (K3[Fe(CN)6]
10ml stock/100ml

· 2% formaldehyde

· 0,1 % Trition X-100
Điều chỉnh pH 7.0 bằng KOH; bảo quản trong tối ở 4oC 
3. Equilibration Buffer (bảo quản trong tối, 4oC)
· Phosphate – Buffer
100ml 
· 1 mg / ml x-Gluc  (hòa tan trong DMSO)
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