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TÓM TẮT 

Những yếu tố bất lợi từ môi trường như hán, mặn, úng, nhiệt độ cao thường làm mất cân bằng về áp suất thẩm 

thấu gây ảnh hưởng nghiêm trọng đến sinh trưởng, phát triển và năng suất cây trồng. Tạo cây trồng biến đổi gen 

cải thiện khả năng chống chịu với các điều kiện bất lợi của môi trường đang là một hướng nghiên cứu trọng tâm 

của công nghệ sinh học thực vật hiện nay. Gen codA tổng hợp nhân tạo mã hóa cho choline oxidase tham gia vào 

sinh tổng hợp glycine betaine đã được chuyển thành công vào cây Xoan ta thông qua Agrobacterium tumefaciens. 

Chồi và cây Xoan ta chuyển gen codA nhận được trên môi trường chọn lọc bổ sung kanamycin được khẳng định 

bằng PCR nhân gen codA. Đánh giá 68 dòng Xoan ta chuyển gen ở điều kiện hạn nhân tạo thu được 5 dòng chống 

chịu hạn tốt hơn so với dòng đối chứng không chuyển gen. Hàm lượng glycine betaine tích lũy trong lá của các 

dòng Xoan ta chuyển từ 2,1 – 4,5 mM/g lá tươi cao hơn nhiều so với dòng Xoan ta đối chứng không chuyển gen 

(0,7 mM/g lá tươi). Các dòng Xoan ta chuyển gen cải thiện được khả năng chống chịu với điều kiện khô hạn. Đây 

là cơ sở để ứng dụng công nghệ chuyển gen vào cải thiện khả năng chịu hạn ở cây lâm nghiệp nói chung và cây 

Xoan ta nói riêng. 

Từ khóa: Chịu hạn, chuyển gen, gen codA, glycine betaine, Xoan ta 

I. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Những yếu tố bất lợi từ môi trường như 

hán, mặn, úng, nhiệt độ cao thường làm mất 

cân bằng về áp suất thẩm thấu gây ảnh hưởng 

nghiêm trọng đến sinh trưởng, phát triển và 

năng suất cây trồng (Boyer, 1982; Wang et al., 

2001). Một trong những phản ứng thường gặp 

nhất khi cây chịu các điều kiện bất lợi về nước 

là tăng cường tổng hợp và tích lũy các chất hòa 

tan tương thích như các loại đường tan, glycine 

betaine, proline, v.v. để duy trì áp suất thẩm 

thấu (Hasegava, Bressan, 2000). Glycine 

betaine (GB) được biết đến là một trong những 

chất đóng vai trò quan trọng trong quá trình 

điều chỉnh áp suất thẩm thấu nội bào khi thực 

vật sống trong các điều kiện môi trường bất lợi 

(Khan et al., 2009). GB là chất hòa tan tương 

thích hiệu quả nhất và được tìm thấy trong một 

phạm vi rộng ở các loài động vật, vi khuẩn và 

một số loài thực vật hạt kín chịu hạn hán và 

mặn (Rhodes, Hanson, 1993; Chen, Murata, 

2002). GB bảo vệ cây bằng cách duy trì cân 

bằng nước giữa tế bào với môi trường, ổn định 

các đại phân tử, điều chỉnh và duy trì màng 

thylacoid, đảm bảo hiệu quả quang hợp dưới 

điều kiện khô hạn và nồng độ muối cao (Yang 

et al., 2003). Trong tự nhiên, rau bina, ngô, củ 

cải đường và lúa mạch, nhanh chóng tích lũy 

GB khi cây bị tác động bởi môi trường hạn 

hán, nồng độ muôi cao và nhiệt độ thấp 

(Bohnert et al., 1995). 

Đến nay, các con đường liên quan đến sinh 

tổng hợp GB ở sinh vật đã được làm sáng tỏ. Ở 

một số loài thực vật bậc cao GB được tổng hợp 

từ choline thông qua hai phản ứng liên tiếp. 

Đầu tiên choline được chuyển thành betaine 

aldehyde nhờ sự xúc tác của choline 

monooxygenase và tiếp theo betaine aldehyde 

được chuyển hóa thành GB dưới xúc tác của 

betaine aldehyde dehydrogenase 

(Rathinasbapathi et al., 1997). Trong khi đó, 

con đường sinh tổng hợp GB ở vi khuẩn 

Arthrobacter globiformis lại rất đơn giản, từ 

choline chuyển hóa thành sản phẩm trực tiếp là 

GB chỉ cần xúc tác bởi choline oxidase (Ikuta 

et al., 1977). Gen codA mã hóa choline oxidase 

phân lập từ Arthrobacter globiformis, đã 
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chuyển thành công vào nhiều loài cây trồng và 

chứng minh cây chuyển gen tăng cường được 

khả năng chống chịu các điều kiện môi trường 

bất lợi như cây Arabidopsis thaliana chuyển 

gen codA tăng cường khả năng chịu lạnh, nhiệt 

và băng giá (Alia et al., 1998; Sakamoto, 

Murata, 2000), cây cải bẹ, bạch đàn, cà chua 

chuyển gen codA cũng tăng cường khă năng 

chịu mặn và oxy hóa (Prasad et al., 2000; 

Ahmad et al., 2008; Yu et al., 2009). 

Việt Nam là một trong những quốc gia bị 

tác động mạnh mẽ của việc biến đổi khí hậu. 

Hạn hán và đất nhiễm mặn đang ngày một gia 

tăng, đây sẽ là một trong những nguyên nhân 

chính làm giảm năng suất và chất lượng cây 

trồng. Việc nghiên cứu tạo ra các giống cây 

trồng nông lâm nghiệp có khả năng chịu hạn 

và mặn cao đang trở thành một trong những 

hướng nghiên cứu trọng tâm hiện nay. Các 

nghiên cứu về chuyển gen vào cây trồng nâng 

cao tính chống chịu điều kiện môi trường bất 

lợi mới chủ yếu tập trung vào các loài cây 

nông nghiệp; đối với các loài cây lâm nghiệp 

còn rất hạn chế. Xoan ta là loài cây gỗ lớn, 

nhiều ưu điểm: gỗ nhẹ, có vân thớ đẹp, khá 

bền, khó bị mối mọt, nên được dùng trong xây 

dựng, trang trí nội thất và điêu khắc, lá làm 

phân xanh, hạt ép lấy dầu. Vì vậy, cây Xoan ta 

được đánh giá là một trong những loài cây 

trồng quan trọng trong chiến lược phát triển 

lâm nghiệp ở Việt Nam. Với giá trị kinh tế của 

cây Xoan ta, việc ứng dụng công nghệ chuyển 

gen để cải thiện giống là cần thiết. Trong bài 

báo này, tác giả trình bày kết quả nghiên cứu 

chuyển gen codA vào cây Xoan ta và đánh giá 

khả năng chịu hạn của cây Xoan ta chuyển 

gen. Kết quả là cơ sở để tạo giống cây trồng 

lâm nghiệp chuyển gen tăng cường tính chống 

chịu khô hạn. 

II. VẬTLIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

1. Vật liệu 

Hạt giống Xoan ta được Viện Công nghệ 

sinh học Lâm nghiệp, Đại học Lâm nghiệp 

cung cấp.  

Chủng vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens 

LBA4404 mang vector chuyển gen nhị thể 

pBI121 chứa gen codA mã hóa cho choline 

oxidase (gen codA tổng hợp nhân tạo dựa trên 

trình tự có mã số AY304485 trong Ngân hàng 

gen NCBI, đặt hãng Epoch Life Science, 

Inc, Hoa Kỳ tổng hợp) và gen nptII mã hóa 

cho neomycin phosphotrans-ferase II. Gen 

codA được thiết kế thêm vào đầu 5’ một đoạn 

DNA mã hóa cho đoạn peptide vận chuyển vào 

lục lạp - TP (transit peptide sequences of the 

Rubisco small subunit of tobacco). Sơ đồ 

vector chuyển gen pBI121 chứa gen codA và 

nptII như Hình 01. 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Phương pháp nghiên cứu 

2.1. Phương pháp tạo cây Xoan ta chuyển gen 

Quy trình chuyển gen vào cây Xoan ta 

thông qua vi khuẩn Agrobacterium 

tumefaciens được tiến hành như sau: Hạt Xoan 

ta được khử trùng (theo phương pháp của Bùi 

Văn Thắng và đồng tác giả, 2007), cấy lên môi 

trường nảy mầm MS bổ sung 3% sucrose và 

7,5 g/l agar. Sau 2 tuần, thân mầm của cây 

Xoan ta tái sinh từ hạt được cắt thành những 

đoạn nhỏ có kích thước 1 cm, những đoạn thân 

RB NOS-Pro NPTII (kanR) NOS-ter 35S-Pro codA LB TP NOS-ter 

SacI XbaI HindIII 

Hình 01. Sơ đồ vector chuyển gen pBI121 chứa gen codA và nptII 
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này được nhiễm với dịch huyền phù vi khuẩn 

Agrobacterium tumefaciens mang vector 

chuyển gen (nồng độ vi khuẩn OD600  = 0,5) 

trong 30 phút, mẫu được thấm khô và nuôi trên 

môi trường đồng nuôi cấy MS bổ sung 1 mg/l 

BAP + 0,2 mg/l NAA + 200 µM acetosringon 

trong 48 giờ (nuôi trong tối). Sau thời gian 

đồng nuôi cấy, mẫu được rửa loại bỏ vi khuẩn 

bằng dung dịch cefotaxime 500 mg/l và cấy 

chuyển sang môi trường tái sinh chọn lọc SM: 

MS bổ sung 0,5 mg/l BAP + 0,1 mg/l kinetin + 

150 mg/l kanamycin + 300 mg/l cefotaxime, 

sau 20-25 ngày nuôi cấy các chồi bắt đầu tái 

sinh. Chọn lọc các chồi có thân, lá màu xanh 

đậm cấy chuyển sang môi trường ra rễ R: MS 

+ 0,3 mg/l IBA + 50 mg/l kanamycin. Cây 

Xoan ta chuyển gen sau khi ra rễ được chuyển 

ra trồng trong nhà lưới. 

2.2. Phân tích sự có mặt của gen codA ở cây 

chuyển gen 

DNA tổng số được tách từ lá xoan theo 

phương pháp của Xavier, Karine (2000). Sự 

có mặt của gen codA trong cây chuyển gen 

được kiểm tra bằng phản ứng PCR với cặp 

mồi đặc hiệu: F1: 5’-GCT CTA GAA TGG 

CAC AAA TTA ACA-3’ và R1: 5’-CGA 

GCT CTC AAT TCA GAT CCT CTT C-

3’nhân gen codA và đoạn TP có kích thước 

khoảng 1,9 kb theo chu trình nhiệt: 94oC/3 

phút, 30 chu kì [94oC/1 phút, 50oC/50 giây, 

72oC/1 phút 30 giây], 72oC/10 phút và kết 

thúc phản ứng ở 4oC. Sản phẩm PCR được 

kiểm tra bằng phương pháp điện di trên gel 

agarose 0,8%, nhuộm bằng ethidium bromide, 

soi dưới đèn UV và chụp ảnh. 

2.3. Phân tích biểu hiện của gen codA ở mức 

độ phiên mã 

RNA tổng số được tách từ các mẫu lá của 

cây chuyển gen bằng TRIzol (Invitrogen, Mỹ). 

Biểu hiện của gen codA ở mức độ phiên mã 

được kiểm tra bằng kỹ thuật RT-PCR, sử dụng 

bộ kit SuperScriptTM One-Step RT-PCR 

System with Platinum® Taq High Fidelity 

(Invitrogen, Hoa Kỳ) với cặp mồi PCR đặc 

hiệu  F2: 5'-GAC TAC ATT GTT GTT GGA 

GGT G-3' và R2: 5'-GTA GAA AGT ACG 

ACT TCG TTT CTA G-3' nhân một đoạn gen 

codA có kích thước 760 bp theo chu trình 

nhiệt: 94oC/3 phút, 30 chu kì [94oC/1 phút, 

56oC/50 giây, 72oC/1 phút], 72oC/10 phút và 

kết thúc phản ứng ở 4oC. 

2.4. Đánh giá tính chịu hạn của các dòng 

Xoan ta chuyển gen ở mức độ nhà lưới 

Đánh giá nhanh khả năng chịu hạn của các 

dòng Xoan ta chuyển gen codA được tiến hành 

ở giai đoạn cây con (1 tháng tuổi). Các dòng 

Xoan ta chuyển gen và đối chứng không 

chuyển gen được xử lý khô hạn (không tưới 

nước ), nuôi trong buồng sinh trưởng với điều 

kiện nhiệt độ 27±2oC, độ ẩm 60%, cường độ 

chiếu sáng 4.000–5.000 lux, thời gian chiếu 

sáng 14 h/ngày. Khả năng chịu hạn của các 

dòng cây Xoan ta chuyển gen được đánh giá 

thông qua hình thái và phân tích hàm lượng 

glycine betaine tích lũy. Phương pháp tách 

chiết và xác định hàm lượng glycine betaine 

trong lá cây Xoan ta được thực hiện theo 

Grieve và Grattan (1983). 

III. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU VÀ THẢO LUẬN 

1. Tạo các dòng cây Xoan ta chuyển gen 

codA 

Thí nghiệm chuyển gen codA vào Xoan ta 

được chia làm 3 lô với tổng số mẫu biến nạp 

448 đoạn thân mầm. Kết quả chuyển gen thu 

được trình bày ở bảng 01 cho thấy, với 448 thể 

nhận gen được xâm nhiễm và đồng nuôi cấy 

với chủng Agrobacterium tumefaciens 

LBA4404 mang vector chuyển gen pBI121 

chứa gen codA sau 5 tuần nuôi cấy trên môi 

trường tái sinh chồi chọn lọc (MS + 0,5 mg/l 

BAP + 0,1 mg/l kinetin + 30 g/l sucrose + 8 g/l 

agar + 150 mg/l kanamycin + 300 mg/l 

cefotaxime) tái sinh được 197 chồi. Các chồi 

được cấy chuyển sang môi trường ra rễ chọn 

lọc (MS + 0,3mg/l IBA + 20 g/l sucrose + 8,0 

g/l agar + 50 mg/l kanamycin), sau 3 tuần có 

68 chồi ra rễ, chiếm 15,2% so với số mẫu biến 
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nạp. Theo các nghiên cứu công bố trước đây 

cho thấy các chồi Xoan ta ra rễ được trên môi 

trường chọn lọc 50 mg/l kanamycin là chồi 

chuyển gen (Bùi Văn Thắng et al., 2012). Các 

dòng cây Xoan ta chuyển gen này được chuyển 

ra trồng trong nhà lưới. Khi cây sinh trưởng 

bình thường (ra lá mới), lá của dòng cây Xoan 

ta chuyển gen và dòng cây đối chứng không 

chuyển gen (WT) được thu và tách chiết DNA 

tổng số, sử dụng làm khuôn cho phản ứng PCR 

với cặp mồi đặc hiệu nhân gen codA. Kết quả 

cho thấy, cả 68 dòng cây Xoan ta kiểm tra đều 

dương tính với phản ứng PCR, các dòng 

chuyển gen đều xuất hiện một băng DNA có 

kích thước 1,9 kb đúng với kích thước của 

đoạn gen codA chuyển vào Xoan ta. Điều này 

chứng tỏ các dòng Xoan ta này đã được 

chuyển cấu trúc gen codA (Hình 02f). 
 

Bảng 01. Tổng hợp kết quả chuyển gen codA vào Xoan ta 

Lô thí 

nghiệm 

Số mẫu 

biến nạp 

Số chồi/Môi trường SM 

150 mg/l Kan 

Số chồi ra rễ/Môi trường 

R 

50 mg/l Kan 

Số chồi dương tính 

với PCR 

1 150 54 22 22 

2 140 68 19 19 

3 158 75 27 27 

Tổng số 448 197 68 68 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

 

 

 
 

 

 

 

 

Hình 02. Các dòng cây Xoan ta chuyển gen coda 

Ghi chú: Hình a và b: chồi chuyển gen trên môi trường tái sinh có 150 mg/l kanamycin; Hình 

c: chồi chuyển gen trên môi trường ra rễ có 50 mg/l kanamycin; Hình d: chồi không chuyển gen 

(WT) trên môi trường ra rễ có 50 mg/l kanamycin; Hình e: các dòng chuyển gen trồng ở nhà lưới; 

Hình f: PCR nhân gen codA từ các dòng chuyển gen. 

 

(-) (+) Các dòng cây chuyển gen 

a b c 

d e f 
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2. Đánh giá khả năng chịu hạn của các dòng 

Xoan ta chuyển gen codA 

Cả 68 dòng Xoan ta chuyển gen được 

chuyển ra trồng trong bầu đất. Cây 1 tháng tuổi 

được tiến hành xử lý hạn (không tưới nước). 

Sau 10 ngày xử lý hạn, các dòng cây Xoan ta 

chuyển gen và dòng cây đối chứng không 

chuyển gen (WT) có phản ứng khác nhau với 

điều kiện hạn; Trong 68 dòng chuyển gen xử lý 

hạn thu được 5 dòng (TX4, TX12, TX27, 

TX28 và TX54) có khả năng chịu hạn tốt nhất, 

cây sinh trưởng và phát triển hình thường trong 

điều kiện xử lý hạn 10 ngày, còn các dòng 

chuyển gen khác và dòng WT lá bị héo rủ, 

rụng và ngừng sinh trưởng (Hình 03). Đặc biệt, 

kéo dài thời gian xử lý hạn nhân tạo 20 ngày, 5 

dòng chuyển gen (TX4, TX12, TX27, TX28 và 

TX54) vẫn sống nhưng sinh trưởng chậm lại so 

với cây trồng ở điều kiện bình thường. Ngược 

lại, các dòng chuyển gen khác và dòng WT bị 

chết. Các dòng cây Xoan ta chuyển gen codA 

sinh trưởng được trong điều kiện môi trường bị 

khô hạn có thể là do gen codA chuyển vào hoạt 

động sinh tổng hợp choline oxidase giúp cây 

tăng cường sinh tổng hợp glycine betaine, từ 

đó duy trì cân bằng nước giữa các tế bào và 

môi trường, ổn định các đại phân tử, duy trì 

hiệu quả quang hợp dưới điều kiện khô hạn.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Hình 03. Dòng Xoan ta chuyển gen (TX4) và đối chứng (WT) sau xử lý hạn 10 ngày 

 
Phân tích sự biểu hiện của gen codA ở mức 

độ phiên mã ở 5 dòng Xoan ta chuyển gen 

(TX4, TX12, TX27, TX28 và TX54) bằng kỹ 

thuật RT-PCR. Kết quả cho thấy cả 5 dòng 

chuyển gen codA dưới sự điều khiển của 

promoter 35S đều có sự biểu hiện mạnh ở mức 

độ mRNA (Hình 04). Đồng thời, đã xác định 

hàm lượng glycine betaine tích lũy trong lá của 

5 dòng chuyển gen này và dòng WT sau xử lý 

hạn 10 ngày. Kết quả phân tích cho thấy, các 

dòng chuyển gen có sự tích lũy hàm lượng 

glycine betaine trong khoảng 2,1–4,5 mM/g lá 

tươi, cao hơn nhiều so với dòng đối chứng 

không chuyển gen (0,7 mM/g lá tươi) (Hình 

05). Kết quả này hoàn toàn phù hợp với sự 

biểu hiện về hình thái, về khả năng chịu khô 

hạn của các dòng Xoan ta chuyển gen và dòng 

đối chứng sau 10 ngày không tưới nước. Dòng 

TX4 có hàm lượng glycine betaine tích lũy cao 

nhất 4,5 mM/g, tiếp theo dòng TX28 là 4,2 

mM/g, dòng TX27 là 3,7 mM/g, dòng TX12 là 

2,8 mM/g và thấp nhất là dòng TX54 là 2,1 

mM/g. Mặc dù giữa các dòng Xoan ta chuyển 

gen có sự tích lũy glycine betaine khác nhau 

nhưng lượng tích lũy đã đảm bảo cho các dòng 

chuyển gen cải thiện được khả năng chống 

chịu với điều kiện khô hạn. Kết quả tương tự 

cũng đã được công bố ở cây hồng, ngô, bông 

chuyển gen (Huang et al., 2000; Quan et al., 

2004; Lv et al., 2007).  

WT TX4 
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Hình 04. Sự biểu hiện của gen codA trong các dòng cây Xoan ta chuyển gen bằng phản ứng RT-PCR 

TX4, TX12, TX27, TX28, TX54 là dòng chuyển gen và WT là dòng đối chứng không chuyển gen. 

 

 

Hình 05. Nồng độ GB tính lũy trong lá của các dòng Xoan ta chuyển gen và đối chứng 
 
Glycine betaine tích lũy ở nồng độ cao không  

gây cản trở chức năng của tế bào chất đồng thời 

có tác dụng đảm bảo tính ổn định cấu trúc và 

chức năng của các đại phân tử. Mức độ tích lũy 

glycine betaine tương quan với khả năng chống 

chịu điều kiện bất lợi (Yang et al., 2003). Nhiều 

loài cây trồng chuyển gen codA tăng cường sinh 

tổng hợp và tích lũy glycine betaine trong tế bào 

chống chịu tốt hơn với điều kiện môi trường bất 

lợi (hạn, mặn, lạnh, băng giá, nhiệt và oxy hóa) 

cũng đã được báo cáo như cây Arabidopsis 

thaliana (Alia et al., 1998; Sakamoto, Murata, 

2000), cây hồng (Huang et al., 2000), lúa 

(Sawahel, 2003), cải bẹ (Waditee et al., 2005), cà 

chua (Park et al., 2007; Ahmad et al., 2008), 

bạch đàn (Yu et al., 2009). Tương tự, kết quả 

nghiên cứu chuyển gen codA vào Xoan ta cho 

thấy các dòng chuyển gen tích lũy glycine 

betaine cao hơn so với đối chứng không chuyển 

gen và các dòng chuyển gen cải thiện được khả 

năng chống chịu với điều kiện khô hạn.  

IV. KẾT LUẬN 

Đã chuyển thành công gen codA mã hóa cho 

choline oxidase tham gia sinh tổng hợp glycine 

betaine vào cây Xoan ta. Đánh giá 68 dòng Xoan 

ta chuyển gen codA ở điều kiện hạn nhân tạo thu 

được 5 dòng cây chống chịu hạn tốt, là các dòng 

TX4, TX12, TX27, TX28 và TX54. Hàm lượng 

glycine betaie tích lũy trong lá của các dòng 

Xoan ta chuyển gen (2,1–4,5 mM/g lá tươi) cao 

hơn nhiều so với dòng đối chứng không chuyển 

gen (0,7 mM/g lá tươi) dẫn đến các dòng Xoan ta 

chuyển gen có khả năng chịu hạn tốt hơn so với 

cây đối chứng không chuyển gen. Đây là cơ sở 

để ứng dụng công nghệ chuyển gen vào cải thiện 

khả năng chịu hạn ở cây lâm nghiệp nói chung 

và cây Xoan ta nói riêng. 

WT TX4 TX12 TX27 TX28 TX54 
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TRANSFORMATION OF CODA GENE ENCODING CHOLINE OXIDASE  
INTO Melia azedarach L. ENHANCES DROUGHT TOLERANCE  

Bui Van Thang, Le Van Son, Chu Hoang Ha 

SUMMARY 

Drought is one of the environmental stress factors that affects seriously to the growth and development of 

plants. Recently, application of transgenic plants which are tolerant to the environmental stress conditions is a 

new approach in plant biotechnology. The codA gene coding for choline oxidase, an enzyme entering in the 

biosynthesis of glycinebetaine, was used to transform into Melia azedarach L. through Agrobacterium 

tumefaciens mediated transformation. The putative transformed shoots obtained on selected medium supplying 

150 mg/L kanamycin were successfully confirmed by PCR analysis using the specific codA primer pair. The 

results of drought treatment showed that among 68 transgenic lines, five of these were grown better than that of 

the wild type. The accumulation of glycine betaine in leaves (2.1 – 4.5 mM g-1 fw) of these transgenic lines was 

higher than that of the wild type (0.7 mM g-1 fw). These results demonstrated that the introduction of a 

biosynthetic pathway for glycinebetaine into Melia azedarach L. enhanced significantly their drought tolerance.  

 Key words: Coda gene, drought tolerance, glycine betaine, Melia azedarach L., transformation  
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