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§¸NH GI¸ KH¶ N¡NG CHÞU H¹N Vµ T¸CH DßNG GIEN M· HO¸  
PROTEIN DEHYDRIN (LEA-D11) CñA MéT Sè GIèNG §ËU T¦¥NG 

[GLYCINE MAX (L.) MERRILL] §ÞA PH¦¥NG MIÒN NóI 
 

CHU HOµNG MËU, NGUYÔN THU HIÒN 

§¹i häc Th¸i Nguyªn 

§Ëu t−¬ng [Glycine max (L.) Merrill] lµ lo¹i 
c©y trång chiÕn l−îc cña nhiÒu quèc gia trªn thÕ 
giíi. H¹t ®Ëu t−¬ng cã 32 - 40% protein, 12 - 
25% lipit, chøa ®Çy ®ñ c¸c lo¹i axit amin kh«ng 
thay thÕ vµ nhiÒu lo¹i vitamin (B1, B2, C, D, E, 
K...) [7]. C©y ®Ëu t−¬ng cã thêi gian sinh tr−ëng 
ng¾n, hÖ rÔ cã nèt sÇn chøa vi khuÈn cè ®Þnh 
®¹m, v× thÕ c©y ®Ëu t−¬ng th−êng ®−îc trång 
lu©n canh víi lóa vµ ng« ®Ó t¨ng vô vµ c¶i t¹o 
®Êt b¹c mµu. ë ViÖt Nam, c©y ®Ëu t−¬ng ®−îc 
gieo trång ë c¶ 7 vïng n«ng nghiÖp trong c¶ 
n−íc. Nguån gièng ®Ëu t−¬ng ë n−íc ta hiÖn 
nay rÊt phong phó, bao gåm c¸c gièng nhËp néi, 
gièng lai t¹o, gièng ®ét biÕn vµ tËp ®oµn c¸c 
gièng ®Þa ph−¬ng. C¸c gièng ®Ëu t−¬ng ®Þa 
ph−¬ng phæ biÕn cã n¨ng suÊt thÊp, nh−ng l¹i cã 
chÊt l−îng h¹t tèt vµ kh¶ n¨ng chèng chÞu víi 
®iÒu kiÖn ngo¹i c¶nh bÊt lîi. §Ëu t−¬ng lµ c©y 
t−¬ng ®èi mÉn c¶m víi ®iÒu kiÖn ngo¹i c¶nh vµ 
thuéc vµo nhãm c©y chÞu h¹n kÐm. Do vËy, 
ngoµi môc ®Ých chän gièng cã n¨ng suÊt cao th× 
viÖc tuyÓn chän c¸c gièng ®Ëu t−¬ng cã kiÓu 
gien chÞu h¹n ngµy cµng ®−îc quan t©m nghiªn 
cøu [9, 10, 12, 14]. Cho ®Õn nay ®· cã mét sè 
c«ng tr×nh tËp trung t×m hiÓu c¬ së ho¸ sinh vµ 
sinh häc ph©n tö cña c¸c ®Æc tÝnh chèng chÞu 
cña c©y ®Ëu t−¬ng, ®ã lµ c¸c nghiªn cøu sù thay 
®æi hµm l−îng protein vµ axit amin prolin ë thêi 
®iÓm tr−íc vµ sau khi c©y bÞ h¹n [5, 15, 17], 
nghiªn cøu c¸c nhãm protein, enzim trong h¹t 
cña mét sè gièng ®Ëu t−¬ng chÞu nãng, chÞu h¹n 
kh¸c nhau nh− protein dù tr÷, proteaza, amylaza 
[12]… vµ ®Æc biÖt lµ nhãm protein chÞu h¹n LEA 
(Late embryogieneis abundant) [4]. LEA lµ lo¹i 
protein ®−îc tæng hîp víi sè l−îng lín trong 
giai ®o¹n cuèi cña qu¸ tr×nh h×nh thµnh ph«i, nã 
lµ mét trong nh÷ng nhãm protein quan träng 
liªn quan ®Õn ®iÒu kiÖn mÊt n−íc cña tÕ bµo. 
Protein LEA giµu axit amin −a n−íc, kh«ng 

chøa cystein vµ trytophan, cã vïng xo¾n α vµ cã 
kh¶ n¨ng chÞu nhiÖt [4, 13], chóng thay thÕ vÞ trÝ 
n−íc trong tÕ bµo vµ thùc hiÖn c¸c chøc n¨ng 
kh¸c nhau, nh− c« lËp ion, b¶o vÖ protein mµng 
tÕ bµo, ph©n huû protein biÕn tÝnh vµ ®iÒu chØnh 
¸p suÊt thÈm thÊu. Ngoµi ra LEA kh«ng nh÷ng 
®iÒu chØnh qu¸ tr×nh mÊt n−íc sinh lÝ khi h¹t 
chÝn, mµ cßn h¹n chÕ sù mÊt n−íc b¾t buéc do 
c¸c ®iÒu kiÖn ngo¹i c¶nh bÊt lîi g©y ra [4, 16]. 

Nhãm gien m· ho¸ lo¹i protein LEA cßn 
®ãng vai trß quan träng trong sù chÞu kh« h¹n 
cña h¹t vµ liªn quan ®Õn kh¶ n¨ng chèng h¹n 
cña c©y. Khi hiÖn t−îng mÊt n−íc x¶y ra, gien 
LEA phiªn m· tæng hîp mét sè l−îng lín 
mARN trong h¹t chÝn vµ bÞ ph©n gi¶i hÕt trong 
qu¸ tr×nh n¶y mÇm. Møc ®é phiªn m· cña gien 
LEA ®−îc ®iÒu khiÓn bëi axit abcisic (ABA) vµ 
®é mÊt n−íc cña tÕ bµo, ¸p suÊt thÈm thÊu trong 
tÕ bµo [4, 11].  

Theo h−íng nghiªn cøu nµy, chóng t«i tiÕp 
tôc kh¶o s¸t kh¶ n¨ng chÞu h¹n vµ nghiªn cøu sù 
®a d¹ng trong cÊu tróc gien liªn quan ®Õn ®Æc 
tÝnh nµy cña mét sè gièng ®Ëu t−¬ng ®Þa ph−¬ng, 
lµm c¬ së cho ch−¬ng tr×nh chän gièng ®Ëu t−¬ng 
chÞu h¹n, gãp phÇn b¶o tån vµ ph¸t triÓn nguån 
gien c©y ®Ëu t−¬ng ®Þa ph−¬ng miÒn nói. 

I. PH¦¥NG PH¸P NGHI£N CøU 

Sö dông h¹t cña 9 gièng ®Ëu t−¬ng ®Þa 
ph−¬ng cã chÊt l−îng tèt do Trung t©m nghiªn 
cøu vµ thùc nghiÖm ®Ëu ®ç thuéc ViÖn C©y l−¬ng 
thùc vµ thùc phÈm - ViÖn Khoa häc N«ng nghiÖp 
ViÖt Nam cung cÊp lµm nguyªn liÖu nghiªn cøu, 
®ã lµ: Vµng M−êng Kh−¬ng (VMK), Qu¶ng Hoµ 
(QH), Cóc H÷u Lòng (HL), L−¬ng S¬n (LS), 
Thanh Oai h¹t ®en (TO§), Vµng Cao B»ng 
(VCB), Cao B»ng 4 (CB4), Vµng B¾c K¹n 
(VBK), ®èi chøng lµ gièng ®Ëu t−¬ng DT93.   
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§¸nh gi¸ nhanh kh¶ n¨ng chÞu h¹n cña c¸c 
gièng ®Ëu t−¬ng ë giai ®o¹n c©y non 3 l¸ chÐt 
b»ng ph−¬ng ph¸p g©y h¹n nh©n t¹o theo Lª 
TrÇn B×nh vµ cs. (1998) [2]. ChØ sè chÞu h¹n 
t−¬ng ®èi ®−îc x¸c ®Þnh dùa trªn tû lÖ c©y 
kh«ng hÐo (CKH), tû lÖ c©y håi phôc (HP) vµ tû 
lÖ chÊt kh« cña rÔ (CK) sau c¸c thêi ®iÓm 5, 7 
ngµy bÞ h¹n. 

X¸c ®Þnh hµm l−îng protein theo ph−¬ng 
ph¸p Lowry ®−îc m« t¶ trong tµi liÖu cña Ph¹m 
ThÞ Tr©n Ch©u vµ cs. (1997) [6]; hµm l−îng 
prolin ®−îc x¸c ®Þnh theo Bates vµ cs. (1973) 
[1]. 

Ph−¬ng ph¸p t¸ch chiÕt ADN tæng sè tõ 
mÇm ®Ëu t−¬ng ®−îc tiÕn hµnh theo quy tr×nh 
cña Foolad vµ cs. (1995) [8].  

Gien m· ho¸ protein dehydrin (LEA-D11) 
®−îc nh©n b¶n b»ng kü thuËt PCR víi cÆp måi 
MD1, MD2 ®−îc thiÕt kÕ theo c«ng bè Cao 
Xu©n HiÕu vµ cs. [11]. CÆp måi MD1, MD2 
®−îc tæng hîp t¹i h·ng Invitrogien cã tr×nh tù 
nh− sau: 
MD1: 5’-TCAAAACCAACAACAACTATGGC-3’ 

MD2: 5’-GCATCTACTTGTCACTGTGTCC-3’ 

PCR ®−îc tiÕn hµnh víi 25 µl, trong ®ã cã 
2,5 µl ®Öm, 2 µl dNTP 10 mM, 2 µl måi xu«i vµ 
måi ng−îc 10 pmol/µl, 1 µl ADN khu«n 100 
ng/µl, 0,4 µl Taq polymerase 5 U/µl, 17,1 µl 
H2O. Chu tr×nh nhiÖt cña PCR lµ: 94oC trong 3 
phót; 30 chu kú víi nhiÖt ®é: 94oC trong 1 phót, 
55oC trong 50 gi©y, 72oC trong 1 phót 30 gi©y; 
72oC trong 8 phót; l−u gi÷ ë 4oC. 

T¸ch dßng gien dehydrin ®−îc tiÕn hµnh 
b»ng c¸ch g¾n trùc tiÕp s¶n phÈm PCR vµo

vect¬ t¸ch dßng pCR2.1 víi viÖc sö dông bé 
sinh phÈm t¸ch dßng cña h·ng Invitrogien. Ph¶n 
øng g¾n cã thµnh phÇn gåm 3,5 µl H2O, 1 µl 
dung dÞch ®Öm, 3 µl s¶n phÈm PCR, 1,5 µl vect¬ 
pCR2.1, 1 µl T4 ligaza, s¶n phÈm g¾n ®−îc biÕn 
n¹p vµo E. coli chñng DH5α. C¸c khuÈn l¹c E. 
coli chøa vect¬ t¸i tæ hîp mang s¶n phÈm PCR 
®−îc chän läc trªn m«i tr−êng LB chøa 
amplixilin, IPTG vµ Xgal. 

Sö dông enzim EcoRI ®Ó c¾t kiÓm tra vect¬ 
t¸i tæ hîp, ë mÉu VMK chóng t«i lùa chän 
plasmit dßng 1-4, mÉu CB4 chän plasmit dßng 7, 
8, 9. Thµnh phÇn ph¶n øng c¾t gåm 5,3 µl H20, 1 
µl buffer cho EcoRI, 3 µl ADN plasmit, 0,3 µl 
EcoRI. MÉu c¾t ®−îc ñ ë nhiÖt ®é 37oC trong thêi 
gian 2 giê. Sau ®ã s¶n phÈm c¾t ®−îc kiÓm tra 
b»ng ®iÖn di trªn gel agaroza 1% (h×nh 3). 

X¸c ®Þnh tr×nh tù nucleotit b»ng thiÕt bÞ tù 
®éng ABI 3100 dùa trªn nguyªn t¾c cña ph−¬ng 
ph¸p Sanger cã sö dông c¸c 
dideoxyribonucleotit. Ph©n tÝch tr×nh tù gien 
b»ng phÇn mÒm DNAstar vµ BioEdit. 

II. KÕT Qu¶ Vµ TH¶O LUËN 

1. Kh¶ n¨ng chÞu h¹n cña c¸c gièng ®Ëu 
t−¬ng ®Þa ph−¬ng ë giai ®o¹n c©y non  

KÕt qña ph©n tÝch c¸c chØ tiªu liªn quan ®Õn 
kh¶ n¨ng chÞu h¹n cña mét sè gièng ®Ëu t−¬ng ë 
giai ®o¹n c©y non 3 l¸ chÐt ®−îc tr×nh bµy ë 
b¶ng 1. B¶ng 1 cho thÊy, chØ sè chÞu h¹n t−¬ng 
®èi cña c¸c gièng ®Ëu t−¬ng ®Þa ph−¬ng miÒn 
nói cao h¬n gièng §T93 vµ cã thÓ xÕp thø tù tõ 
cao ®Õn thÊp nh− sau: VMK > CB4 > HL > 
VBK > QH > LS > TO§ > VCB > §T93. 

B¶ng 1 
Tû lÖ c©y kh«ng hÐo (CKH), håi phôc (HP), chÊt kh« (CK) cña rÔ  

vµ chØ sè chÞu h¹n t−¬ng ®èi cña c¸c gièng ®Ëu t−¬ng ®Þa ph−¬ng (n = 30) 

Gièng 
®Ëu 

t−¬ng 

% CKH 
sau 5 ngµy 

h¹n 

% CKH 
sau 7 ngµy 

h¹n 

% HP 
sau h¹n 5 

ngµy 

% HP 
sau h¹n 
7 ngµy 

% CK cña 
rÔ sau h¹n 

5 ngµy 

% CK cña 
rÔ sau h¹n 

7 ngµy 

ChØ sè 
chÞu h¹n 
t−¬ng ®èi 

QH 63,33 33,33 45,45 17,65 64,13 45,67 4928,27 
HL 56,67 43,33 38,46 29,41 56,23 62,34 6038,47 
LS 50,00 36,67 46,67 31,58 34,45 51,34 4521,38 

VMK 76,67 63,33 57,14 54,55 75,89 57,86 10633,87 
TO§ 46,67 33,33 28,57 35,00 49,65 44,65 4133,64 
VCB 36,67 23,33 36,84 30,43 55,67 43,67 3707,95 
VBK 60,00 46,67 33,33 31,25 54,56 51,34 5622,12 
CB4 40,00 40,00 55,56 40,91 65,67 74,22 7198,52 

§T93 36,67 23,33 16,67 12,50 53,56 34,56 2269,21 
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H×nh 1. §å thÞ biÓu diÔn kh¶ n¨ng chÞu h¹n cña c¸c gièng ®Ëu t−¬ng nghiªn cøu 
 

Chóng t«i tiÕn hµnh ph©n tÝch hµm l−îng 
protein vµ hµm l−îng prolin cña c©y ®Ëu t−¬ng 

non ë thêi ®iÓm tr−íc khi bÞ h¹n vµ sau 5 ngµy 
h¹n (b¶ng 2). 

  
B¶ng 2 

Hµm l−îng protein vµ prolin cña c©y ®Ëu t−¬ng non ë thêi ®iÓm tr−íc vµ sau khi g©y h¹n 

Hµm l−îng protein Hµm l−îng prolin 

Gièng Tr−íc h¹n  
(% khèi l−îng 

t−¬i) 

Sau h¹n 
(% khèi 

l−îng t−¬i) 

Tû lÖ 
gi¶m 
(%) 

Tr−íc h¹n 
(% khèi 

l−îng t−¬i) 

Sau h¹n 
(% khèi l−îng 

t−¬i) 

Tû lÖ 
t¨ng 
(%) 

QH 6,78 … 0,63 5,23 … 0,34 22,86 1,45 … 0,04 5,03 … 0,34 246,90 
HL 6,34… 0,17 5,28 … 0.45 16,72 1,03 … 0,05 4,02 … 0,42 290,29 
LS 7,34 … 0,45 6,98 … 0,06 4,90 2,56 … 0,05 3,46 … 0,03 35,16 
VMK 9,87 … 0,21 8,34 … 0,07 15,50 2,56 … 0,13 7,78 … 0,45 203,91 
TO§ 9,26 … 0,23 7,67 … 0,33 17,17 2,04 … 0,32 3,14 … 0,31 53,92 
VCB 9,12 … 0,07 6,89 … 0,05 24,45 1,89 … 0,41 2,87 … 0,09 51,85 
VBK 8,94 … 0,67 7,34 … 0,05 17,90 2,80 … 0,29 4,98 … 0,05 77,86 
CB4 7,95 … 0,02 7,34 … 0,09 7,67 1,45 … 0,31 4,47 … 0,34 208,28 
DT93 7,94 … 0,34 6,81 … 0,37 14,23 1,34 … 0,32 2,67 … 0,09 99,25 

 
Trong ®iÒu kiÖn thiÕu n−íc, enzim proteaza 

sÏ ho¹t ®éng mét c¸ch tÝch cùc ph©n gi¶i c¸c 
protein ®¶ bÞ biÕn tÝnh vµ mét sè c¸c protein 
phøc t¹p ®Ó t¹o ra c¸c polypeptit ng¾n, tan trong 
m«i tr−êng néi bµo tham gia ®iÒu chØnh ¸p suÊt 
thÈm thÊu cña tÕ bµo. KÕt qu¶ ë b¶ng 2 cho 
thÊy, sau khi bÞ h¹n, hµm l−îng protein cña c¸c 
gièng ®Ëu t−¬ng ®Òu gi¶m râ rÖt (gi¶m tõ 4,90% 
®Õn 24,45%) vµ gièng VCB cã hµm l−îng 
protein gi¶m m¹nh nhÊt (24,45%). Hµm l−îng 
prolin ®−îc tÝch luü trong tÕ bµo ®· cã sù t¨ng 

lªn sau khi c©y bÞ h¹n 5 ngµy. Tuú tõng gièng 
mµ hµm l−îng prolin ë thêi ®iÓm h¹n 5 ngµy ®· 
t¨ng so víi thêi ®iÓm tr−íc khi bÞ h¹n tõ 35,16% 
®Õn 290,29%. C¸c gièng CB4, VMK, QH, HL 
cã hµm l−îng prolin trong c©y t¨ng cao nhÊt vµ 
®Òu t¨ng trªn 200%.  

Prolin lµ mét axit amin tham gia tÝch cùc 
trong viÖc ®iÒu chØnh ¸p suÊt thÈm thÊu cña tÕ 
bµo. Prolin lµ mét axit amin −a n−íc cã kh¶ 
n¨ng gi÷ vµ lÊy n−íc cho tÕ bµo, ng¨n chÆn sù 
x©m nhËp cña Na+, t−¬ng t¸c víi protein mµng 
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vµ lipit mµng, ng¨n chÆn sù ph¸ huû cña mµng 
vµ c¸c phøc protein kh¸c. HiÖn t−îng t¨ng hµm 
l−îng prolin kh¸c nhau gi÷a c¸c gièng khi gÆp 
h¹n lµ c¬ së gi¶i thÝch møc ®é chÞu h¹n kh¸c 
nhau gi÷a c¸c gièng ®Ëu t−¬ng. Sù t¨ng nhanh 
vÒ hµm l−îng prolin vµ gi¶m hµm l−îng protein 
cña c¸c gièng ®Ëu t−¬ng khi c©y bÞ h¹n ®· 
chøng tá c©y ®Ëu t−¬ng cã ph¶n øng mét c¸ch 
tÝch cùc tr−íc sù thay ®æi ®iÒu kiÖn ngo¹i c¶nh. 
Nh− vËy, nÕu xÐt trªn ph−¬ng diÖn ho¸ sinh th× 
c¸c gièng ®Ëu t−¬ng HL, QH, VMK, CB4 lµ 
nh÷ng gièng cã kh¶ n¨ng chèng h¹n tèt nhÊt, 
gièng QH cã kh¶ n¨ng chÞu h¹n ®øng thø hai 
sau gièng HL, nh−ng nÕu c¨n cø vµo chØ sè chÞu 
h¹n t−¬ng ®èi th× gièng QH l¹i ë vÞ trÝ thø n¨m. 
VÊn ®Ò ë ®©y lµ khi x¸c ®Þnh chØ sè chÞu h¹n 
t−¬ng ®èi, nghiªn cøu nµy míi chØ theo dâi tû lÖ 
c©y kh«ng hÐo, c©y håi phôc sau c¸c ngµy h¹n, 
trong khi cßn rÊt nhiÒu chØ tiªu kh¸c ch−a cã 
®iÒu kiÖn ph©n tÝch. MÆt kh¸c tÝnh chÞu h¹n cña 
thùc vËt nãi chung vµ cña c©y ®Ëu t−¬ng nãi 
riªng lµ tÝnh tr¹ng ®a gien, do vËy ®Ó ®¸nh gi¸ 
mét c¸ch chÝnh x¸c vÒ kh¶ n¨ng chÞu h¹n cña 
c¸c gièng ®Ëu t−¬ng trªn th× cÇn ph¶i tiÕn hµnh 
ph©n tÝch thªm c¸c chØ tiªu sinh lý, hãa sinh liªn 
quan ®Õn tÝnh chÞu h¹n ë giai ®o¹n c©y ®Ëu 
t−¬ng non. 

2. KÕt qu¶ nh©n gien dehydrin tõ c¸c gièng 
®Ëu t−¬ng 

MÇm 3 ngµy tuæi cña 7 gièng ®Ëu t−¬ng ®−îc 
nghiÒn mÞn trong ®iÒu kiÖn nhiÖt ®é thÊp, ADN 
cña hÖ gien ®−îc chiÕt rót khái tÕ bµo nhê dung 
dÞch ®Öm cã chøa Tris HCl 10 mM pH 8,0; 
EDTA 10 mM; NaCl 100 mM, CTAB 4% vµ 
proteaza K víi nång ®é 10 µl/ml. Tõ 0,5 g mÉu 
mçi lo¹i chóng t«i thu ®−îc 200 µl dung dÞch 
chiÕt ADN. C¸c mÉu ADN cã ®é tinh s¹ch ®−îc 
kiÓm tra trªn m¸y quang phæ ë b−íc sãng  
λ = 260/280 nm vµ cã ®Ønh cùc ®¹i ë b−íc sãng 
260 nm. Sau ®ã dung dÞch ADN l¹i kiÓm tra b»ng 
ph−¬ng ph¸p ®iÖn di trªn gel agaroza 0,8%, kÕt 
qu¶ cho thÊy ADN ®−îc t¸ch chiÕt tõ c¸c gièng 
®Ëu t−¬ng ®Òu t−¬ng ®èi s¹ch, cã thÓ sö dông ®Ó 
nh©n b¶n ®o¹n gien b»ng kü thuËt PCR. 

Sö dông ADN hÖ gien lµm khu«n ®Ó nh©n 
gien m· ho¸ protein dehydrin (LEA - D11) b»ng 
kü thuËt PCR víi cÆp måi MD1, MD2,  
kÕt qu¶ nh©n gien dehydrin b»ng PCR ®−îc hiÖn 
ë h×nh 2. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

H×nh 2. §iÖn di ®o¹n gien dehydrin  
®−îc nh©n b»ng kü thuËt PCR 

M. thang ADN chuÈn (ADN λ c¾t b»ng HindIII vµ 
EcoRI); 1. VMK; 2. CB4; 3. VCB; 4. QH; 5. HL; 6. 
LS2; 7. DT93. 
 

H×nh ¶nh ®iÖn di ë h×nh 2 cho thÊy, ë c¶ 7 
gièng ®Ëu t−¬ng chóng t«i ®Òu nhËn ®−îc s¶n 
phÈm PCR rÊt ®Æc hiÖu. KÝch th−íc ph©n tö vµo 
kho¶ng 0,7 kb, t−¬ng øng víi vïng mang m· 
cña gien dehydrin. KÝch th−íc ph©n tö cña s¶n 
phÈm PCR chóng t«i nhËn ®−îc t−¬ng ®−¬ng 
víi kÝch th−íc ph©n tö cña ®o¹n mang m· cña 
cDNA cña gien dehydrin vµ nh− vËy c¶ 7 gièng 
®Ëu t−¬ng nghiªn cøu ®Òu cã gien dehydrin vµ 
c¸c gien nµy kh«ng chøa itron. §Ó kh¼ng ®Þnh 
®iÒu nµy, chóng t«i ®· tiÕn hµnh t¸ch dßng vµ 
x¸c ®Þnh tr×nh tù gien dehydrin cña hai gièng 
®Ëu t−¬ng ®Þa ph−¬ng Vµng M−êng Kh−¬ng 
(VMK) vµ Cao B»ng 4 (CB4). 

3. T¸ch dßng s¶n phÈm PCR cña hai gièng 
®Ëu t−¬ng VMK vµ CB4 

Sau khi nh©n b¶n gien dehydrin cã trong ®Ëu 
t−¬ng vµ kiÓm tra s¶n phÈm PCR b»ng ®iÖn di 
trªn gel agaroza 1%, chóng t«i ®· chän s¶n 
phÈm PCR cña hai gièng ®Ëu t−¬ng VMK vµ 
CB4 (hai gièng cã kh¶ n¨ng chÞu h¹n tèt nhÊt) 
®Ó tiÕn hµnh t¸ch dßng gien. T¸ch dßng ®−îc 
thùc hiÖn b»ng c¸ch g¾n trùc tiÕp s¶n phÈm PCR 
cña mÉu VMK vµ mÉu CB4 vµo vect¬ t¸ch dßng 
pCR2.1 cña h·ng Invitrogien, sau ®ã biÕn n¹p 
vµo trùc khuÈn E. coli råi t¸ch chiÕt l¹i plasmit 
®Ó chän lo¹i t¸i tæ hîp mang ®o¹n ADN thuéc 
gien dehydrin.  

§Ó chän läc dßng tÕ bµo chñ mang plasmit 
t¸i tæ hîp chøa ®o¹n gien dehydrin cÇn t¸ch 
dßng, chóng t«i chän 13 khuÈn l¹c (trong ®ã cã 
6 khuÈn l¹c tr¾ng cña mÉu VMK, 6 khuÈn l¹c 

�0,7kb 

M    1     2      3       4        5      6      7      
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tr¾ng cña mÉu CB4 vµ 1 khuÈn l¹c xanh), cÊy 
mçi khuÈn l¹c trong 2 ml m«i tr−êng LB láng cã 
bæ sung amplixilin ®Ó tiÕn hµnh t¸ch chiÕt ADN 
plasmit. C¸c plasmit ®· t¸ch chiÕt ®−îc kiÓm tra 
b»ng ®iÖn di trªn gel agaroza 1%. 

Nh− trªn ®· tr×nh bµy, ®Ó kh¼ng ®Þnh mét 
c¸ch ch¾c ch¾n viÖc g¾n ®o¹n gien dehydrin vµo 
vect¬ t¸ch dßng pCR2.1, chóng t«i ®· sö dông 

enzim giíi h¹n EcoRI ®Ó c¾t kiÓm tra vect¬ t¸i tæ 
hîp mang ®o¹n gien dehydrin, v× vect¬ t¸ch dßng 
pCR2.1 cã hai vÞ trÝ c¾t cña E. coRI ë hai ®Çu cña 
vïng c¾t g¾n ®a vÞ. NÕu vect¬ t¸i tæ hîp g¾n ®−îc 
®o¹n gien mong muèn th× sau khi c¾t b»ng enzim 
giíi h¹n EcoRI, plasmit t¸i tæ hîp sÏ v¨ng ra mét 
®o¹n ADN dµi kho¶ng 750 bp (h×nh 3). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

H×nh 3. KÕt qu¶ c¾t kiÓm tra plasmit t¸i tæ hîp b»ng enzim EcoRI 
§−êng ch¹y 1. s¶n phÈm PCR cña mÉu VMK; ®−êng ch¹y 2-5. c¸c dßng plasmit 1-4 cña mÉu VMK; ®−êng 

ch¹y M. ADN chuÈn c¾t b»ng HindIII vµ EcoRI; ®−êng ch¹y 6-8. c¸c dßng plasmit 7, 8, 9 cña mÉu CB4; 
®−êng ch¹y 10. s¶n phÈm PCR cña mÉu CB4. 

 
KÕt qu¶ ®iÖn di cho thÊy ®o¹n ADN ®−îc 

c¾t v¨ng ra khái vect¬ t¸i tæ hîp cã kÝch th−íc 
kho¶ng 750 bp xÊp xØ víi kÝch th−íc cña ®o¹n 
gien dehydrin cÇn t¸ch dßng. V× vËy, cã thÓ 
kh¼ng ®Þnh r»ng chóng t«i ®· chän ®−îc 4 dßng 
plasmit t¸i tæ hîp (1-4 ) cña mÉu VMK vµ 3 
dßng plasmit t¸i tæ hîp (7, 8, 9) cña mÉu CB4 cã 
kh¶ n¨ng chøa ®o¹n gien dehydrin cã kÝch th−íc 
kho¶ng 750 bp. 

§Ó kh¼ng ®Þnh mét c¸ch ch¾c ch¾n plasmit 
t¸i tæ hîp t¸ch dßng mang ®o¹n gien dehydrin 
chóng t«i cÇn gi¶i tr×nh tù gien cña c¸c plasmit 
nµy. Chóng t«i lùa chän plasmit dßng sè 1 cña 
mÉu VMK vµ plasmit dßng sè 7 cña mÉu CB4 
®Ó tinh s¹ch phôc vô cho môc ®Ých x¸c ®Þnh 
tr×nh tù gien. Plasmit t¸i tæ hîp ®−îc tinh s¹ch 
b»ng bé sinh phÈm Miniprep Kit cña h·ng 
QIAGIEN. Sau khi tinh s¹ch plasmit ®−îc kiÓm 
tra b»ng ®iÖn di trªn gel agaroza 1%. 

4. KÕt qu¶ ph©n tÝch tr×nh tù gien dehydrin 
cña hai gièng ®Ëu t−¬ng VMK vµ CB4 

Plasmit t¸i tæ hîp sau khi ®−îc tinh s¹ch ®· 
®−îc sö dông trong ph¶n øng x¸c ®Þnh tr×nh tù. 

Sau khi x¸c ®Þnh tr×nh tù b»ng thiÕt bÞ tù ®éng 
ABI 3100, chóng t«i sö dông phÇn mÒm DNAstar 
vµ BioEdit ®Ó ph©n tÝch tr×nh tù gien. KÕt qu¶ 
ph©n tÝch cho thÊy tr×nh tù gien m· ho¸ dehydrin 
cña mÉu VMK vµ mÉu CB4 mµ chóng t«i ®· x¸c 
®Þnh ®−îc dµi 751 bp, trong ®ã gien dehydrin cña 
gièng ®Ëu t−¬ng VMK cã 226 A, 156 C, 214 G, 
155 T; cßn gien dehydrin cña gièng ®Ëu t−¬ng 
CB4 cã 227A, 155C, 214 G, 155 T. 

Chóng t«i ®· ph©n tÝch vµ so s¸nh trªn ng©n 
hµng d÷ liÖu gien quèc tÕ vµ thÊy ®o¹n gien mµ 
chóng t«i ®· gi¶i m· ®−îc chÝnh lµ gien m· ho¸ 
cho dehydrin cña ®Ëu t−¬ng. Khi so s¸nh víi 34 
tr×nh tù gien do c¸c t¸c gi¶ kh¸c c«ng bè trªn 
ng©n hµng d÷ liÖu gien quèc tÕ ®Òu cho kÕt qu¶ 
lµ c¸c tr×nh tù gien nµy ®Òu b¾t víi gien 
dehydrin cña gièng ®Ëu t−¬ng VMK vµ CB4 mµ 
chóng t«i ph©n lËp ®−îc [18]. 

KÕt qu¶ so s¸nh cßn cho thÊy, tr×nh tù gien 
dehydrin cña hai gièng ®Ëu t−¬ng VMK vµ CB4 
mµ chóng t«i ph©n lËp ®ùîc gÇn nhÊt víi tr×nh tù 
gien dehydrin ph©n lËp tõ bèn gièng ®Ëu t−¬ng 
M103, Cóc vµng, MV1C vµ V74 (h×nh 4) [18]. 

  1      2     3    4     5    M    6    7     8     9 

 

     750 bp ~   ~750 bp 
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   ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                      10         20         30         40         50              
VMK          TCAAAACCAA CAACAACTAT GGCAAGTTAT CAGAAGCACT ACGATGATCA  
CB4          TCAAAACCAA CAACAACTAT GGCAAGTTAT CAGAAGCACT ACGATGATCA  
CucVang      ---------- --------AT GGCAAGTTAT CAAAAGCACT ACGATGATCA  
M103         ---------- --------AT GGCAAGTTAT CAGAAGCACT ACGATGATCA  
MV1C         ---------- --------AT GGCAAGTTAT CAAAAGCACT ACGATGATCA  
V74          ---------- --------AT GGCAAGTTAT CAGAAGCACT ACGATGATCA  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                      60         70         80         90        100             
VMK          GGGTCGCAAG GTCGACGAGT ATGGCAATGT TGAGAGGCAA ACTGACGAAT  
CB4          GGGTCGCAAG GTCGACGAGT ATGGCAATGT TGAGAGGCAA ACTGACGAAT  
CucVang      GGGTCGCAAG GTTGACGAGT ATGGCAACGT TGAGAAGCAA ACCGACGAAT  
M103         GGGTCGCAAG GTCGACGAGT ATGGCAATGT TGAGAGGCAA ACTGACGAAT  
MV1C         GGGTCGCAAG GTTGACGAGT ATGGCAACGT TGAGAAGCAA ACCGACGAAT  
V74          GGGTCGCAAG GTCGACGAGT ATGGCAATGT TGAGAGGCAA ACTGACGAAT  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     110        120        130        140        150         
VMK          ATGGCAACCC GGTTCATGCC ACTAGTGTCA CTTATGTAGC CACCAAAAGT  
CB4          ATGGCAACCC GGTTCATGCC ACTAGTGTCA CTTATGTAGC CACCAAAAGT  
CucVang      ACGGCAACCC TGTTCATGCT GCTAGTGTCA CCTATGTAGC CACCAGAACT  
M103         ATGGCAACCC GGTTCATGCC ACTAGTGTCA CTTATGTAGC CACCAAAAGT  
MV1C   ACGGCAACCC TGTTCATGCT GCTAGTGTCA CCTATGTAGC CACCAGAACT  
V74   ATGGCAACCC GGTTCATGCC ACTAGTGTCA CTTATGTAGC CACCAAAAGT  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     160        170        180        190        200         
VMK   GTTG---GTG GCTACAATGA TGACGCTAAT AAGCAACATG ATATTACTGG  
CB4   GTTG---GTG GCTACAATGA TGACGCTAAT AAGCAACATG ATATTACTGG  
CucVang  GCTGCTGGTG GTTACAGTGA TGACATTAAT AAGCAACATG ATACCACCAA  
M103   GTTG---GTG GCTACAATGA TGACGCTAAT AAGCAACATG ATATTACTGG  
MV1C   GCTGCTGGTG GTTACAGTGA TGACATTAAT AAGCAACATG ATACCACCAA  
V74   GTTG---GTG GCTACAATGA TGACGCTAAT AAGCAACATG ATATTACTCG  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     210        220        230        240        250         
VMK   TGTCTATCCC GAAAAAGACA CCGGTAGACA TCATTTTGGT CGTGGTTACG  
CB4   TGTCTATCCC GAAAAAGACA CCGGTAGACA TCATTTTGGT CGTGGTTACG  
CucVang  TGCCTA---C GGCGTAGACA CTGGTAGACA GCATTCTAGT GGTGGCTACG  
M103   TGTCTATCCC GAAAAAGACA CCGGTAGACA TCATTTTGGT CGTGGTTACG  
MV1C   TGCCTA---C GGCGTAGACA CTGGTAGACA GCATTCTAGT GGTGGCTACG  
V74   TGTCTATCCC GAAAAAGACA CCGGTAGACA TCATTTTGGT CGTGGTTACG  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     260        270        280        290        300         
VMK   ACGGTGACAC TAACAAGCAA CATGATGCTA CTGGTGTTTA TCCCGGAATA  
CB4   ACGGTGACAC TAACAAGCAA CATGATGCTA CTGGTGTTTA TCCCGGAATA  
CucVang  ATGGTGACAC TAATAAGCA- ---------- ---------- ----------  
M103   ACGGTGACAC TAACAAGCAA CATGATGCTA CTGGTGTTTA TCCCGGAATA  
MV1C   ATGGTGACAC TAATAAACA- ---------- ---------- ----------  
V74   ACGGTGACAC TAACAAGCAA CATGATGCTA CTGGTGTTTA TCCCGGAATA  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     310        320        330        340        350         
VMK   GACATTGGTA GAGATCATGG GACTACCGGT GTTTATGGCC TAAACACCGA  
CB4   GACATTGGTA GAGATCATGG GACTACCGGT GTTTATGGCC TAAACACCGA  
CucVang  ---------- ----TCATGG AATTACTGGT GGCTATAATG ATGACACCAA  
M103   GACATTGGTA GAGATCATGG GACTACCGGT GTTTATGGCC TAAACACCGA  
MV1C   ---------- ----TCATGG AACTACTGGT GGCTATAATG ATGACACCAA  
V74   GACATTGGTA GAGATCATGG GACTACCGGT GTTTATGGCC TAAACACCGA  
             
   ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     360        370        380        390        400         
VMK   CAGACATCAT GGAAGTACTG GTGTCAATCC CGGGATAGAC ACCCATAACC  
CB4   CAGACATCAT GGAAGTACTG GTGTCAATCC CGGGATAGAC ACCCATAACC  
CucVang  TAGACATCAT GGAACTACCG GTGTCTAT-- -GATATAGAC ACCGATAGGC  
M103   CAGACATCAT GGGAGTACTG GTGTCAATCC CGGGATAGAC ACCCATAACC  
MV1C   TAGACATCAT GGAACTACCG GTGTCTAT-- -GGTATAGAC ACCGATAGGC  
V74   CAGACATCAT GGAAGTACTG GTGTCAATCC CGGGATAGAC ACCCATAACC  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
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                     410        420        430        440        450         
VMK   AACAACATGG GACTACCGGT GGTTATGCTG GTGACACTGG AAGGCAGCAT  
CB4   AACAACATGG GACTACCGGT GGTTATGCTG GTGACACTGG AAGGCAGCAT  
CucVang  AACAACATGG GACTACTGGT GGCTATGCCG GTGACACTGG TAGGCAACAT  
M103   AACAACATGG GACTACCGGT GGTTATGCTG GTGACACTGG AAGGCAGCAT  
MV1C   AACAACATGG GACTACTGGT GGCTATGCCG GTGACACTGG TAGGCAACAT  
V74   AACAACATGG GACTACCGGT GGTTATGCTG GTGACACTGG AAGGCAGCAT  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     460        470        480        490        500         
VMK   GGGAATACAG GTGGCCTTTA CTATGGAACC GACACCGCGG ACACAGGAGC  
CB4   GGGAATACCG GTGGCCTTTA CTATGGAACC GACACCGCGG ACACAGGAGC  
CucVang  GGGAACATCG GTGGCCCTTA CTATGGAACC AACACCGCAG ACACCGGTAC  
M103   GGGAATACAG GTGGCCTTTA CTATGGAACC GACACCGCGG ACACAGGAGC  
MV1C   GGGAACATCG GTGGCCCTTA CTATGGAACC AACACCGCAG ACACCGGTAC  
V74   GGGAATACAG GTGGCCTTTA CTATGGAACC GACACCGCGG ACACAGGACG  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     510        520        530        540        550         
VMK   CGGTCCTAGA AGTGGAAACA CCGGTGGCAC CGGTTATGGA GGCACTGGTG  
CB4   CGGTCCTAGA AGTGGAAACA CCGGTGGCAC CGGTTATGGA GGCACTGGTG  
M103   TGGTCCCAGA AGTGGAACCA CGGGCGGCAC CGGTTATGGA GGCACTGGTG  
CucVang  CGGTTCTGGA AGTGGAAACA CCGGTGGCAC CGGTTATGGA GGCACTGGTG  
MV1C   TGGTCCCAGA AGTGGAACCA CGGGCGGCAC CGGTTATGGA GGCACTGGTG  
V74   GGGTGCTAGA AGTGGAAACA CCGGTGGCAC CGGTTATGGA GCCACTGGTG  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     560        570        580        590        600         
VMK   GTACTGATTA TGGAACAGCT GGTGGCACTG GTTATGGAAG TGGAACTGGC  
CB4   GTACTGATTA TGGAACAGCT GGTGGCACTG GTTATGGAAG TGGAACTGGC  
CucVang  GCACTGATTA TGGAACAACT GGTGGCACTG GTTATGGAAG TGGAACTGGG  
M103   GTACTGATTA TGGAACAGCT GGTGGCACTG GTTATGGAAG TGGAACTGGC  
MV1C   GCACTGATTA TGGAACAACT GGTGGCACTG GTTATGGAAG TGGAACTGGG  
V74   GTACTGATTA TGGAACAGCT GGTGGCACTG GTTATGGAAG TGGAACTGGC  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     610        620        630        640        650         
VMK   TATGGAATCA ACACTGGGGG TGCGCACACT GAAGCAGGGT ATGGGAAGGA  
CB4   TATGGAATCA ACACTGGGGG TGCGCACACT GAAGCAGGGT ATGGGAAGGA  
CucVang  TATGGAGTCA ACACTGGGGG TGCGCACACT GAAGCAGGAT ATAGGAAGGA  
M103   TATGGAATCA ACACTGGGGG TGCGCACACT GAAGCAGGGT ATGGGAAGGA  
MV1C   TATGGAGTCA ACACTGGGGG TGCGCACACT GAAGCAGGAT ATAGGAAGGA  
V74      TATGGAATCA ATACTGGGGG TGCGCACACT GAAGCAGGGT ATGGGAAGGA  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     660        670        680        690        700         
VMK   GCATCGTCAG CATGAGCAAT CTCATGGTGG TCAGCACGAG AAGAAAGGGA  
CB4   GCATCGTCAG CATGAGCAAT CTCATGGTGG TCAGCACGAG AAGAAAGGGA  
CucVang  ACATCGTCAG CATGACCAAT CTCATGGTGA TCAGAACGAG AAGAAAGGGA  
M103   GCATCGTCAG CATGAGCAAT CTCATGGTGG TCAGCACGAG AAGAAAGGGA  
MV1C   ACATCGTCAG CATGACCAAT CTCATGGTGA TCAAGACGAG GAGAAAGGGA  
V74   GCATCGTCAG TATGAGCCAT CTCATGGTGG TCAGCACGAG AAGAAAGGGA  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     710        720        730        740        750         
VMK   TACTAGACAA GATTAAGGAG AAGCTTCCTG GAGGACACAG TGACAAGTAG  
CB4   TACTAGACAA GATTAAGGAG AAGCTTCCTG GAGGACACAG TGACAAGTAG  
CucVang  TTATGGACAA GATTAAGGAG AAACTTCCTG GAGGACACAG TGACAAGTAG  
M103   TACTGGACAA GATTAAGGAG AAGCTTCCTG GAGGACACAG TGACAAGTAG  
MV1C   TTATGGACAC GATTAAGGAG AAGCTTCCTG GAGGACACAG TCGGAAGTAG  
V74   TACTGGACAA GATTAAGGAG AAGCTTCCTG GAGGACACAG TGACAAGTAG  
             .... 
VMK   ATGC 
CB4   ATGC 
CucVang  ---- 
M103   ---- 
MV1C   ---- 
V74   ---- 
 

H×nh 4. So s¸nh tr×nh tù gien dehydrin cña c¸c gièng ®Ëu t−¬ng  
VMK, CB4, M103, Cóc vµng, MV1C, V74 
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§Æc biÖt, gien dehydrin cña gièng ®Ëu t−¬ng 
VMK cã 718 vÞ trÝ nucleotit gièng víi vÞ trÝ 
nucleotit cña gièng ®Ëu t−¬ng V74 vµ cã 724 
vÞ trÝ nucleotit gièng víi vÞ trÝ nucleotit cña 
gièng ®Ëu t−¬ng M103. Gièng ®Ëu t−¬ng CB4 
cã 725 vÞ trÝ nucleotit gièng víi vÞ trÝ nucleotit 
cña gièng ®Ëu t−¬ng M103 vµ cã 719 vÞ trÝ 

nucleotit gièng víi vÞ trÝ nucleotit cña gièng ®Ëu 
t−¬ng V74.  

KÕt qu¶ x¸c ®Þnh hÖ sè t−¬ng ®ång vµ 
kho¶ng c¸ch di truyÒn vÒ gien dehydrin cña 6 
gièng ®Ëu t−¬ng VMK, CB4, M103, Cóc vµng, 
MV1C, V74 ®−îc thÓ hiÖn ë b¶ng 3. 

 
B¶ng 3 

HÖ sè t−¬ng ®ång (ma trËn tam gi¸c trªn) vµ kho¶ng c¸ch di truyÒn (ma trËn tam gi¸c d−íi) 
cña gien dehydrin cña 6 gièng ®Ëu t−¬ng 

 HÖ sè t−¬ng ®ång  
 VMK CB4 CV M103 MV1C V74  

VMK  99,9 86,8 99,5 86,2 98,6 VMK 
CB4 0,1  86,9 99,3 86,3 98,5 CB4 
CV 14,9 14,7  86,0 98,4 85,6 CV 

M103 0,6 0,7 15,3  85,9 98,5 M103 
MV1C 15,6 15,4 1,6 16,0  85,0 MV1C 

K
h

o¶
n

g 
c¸

ch
 d

i 
tr

u
yÒ

n
 

V74 1,4 1,5 15,7 1,5 16,5  V74 
  VMK CB4 CV M103 MV1C V74  

 
B¶ng 3 cho thÊy gien dehydrin cña hai gièng 

VMK vµ CB4 cã ®é t−¬ng ®ång lµ 99,9% vµ ®¹t 
møc ®é t−¬ng ®ång so víi gien dehydrin cña hai 
gièng M103, V74 tõ 98,5 - 99,5%, cña hai 
gièng Cóc Vµng, MV1C tõ 86,2 - 86,8%. 
Kho¶ng c¸ch di truyÒn gi÷a hai gièng VMK vµ 

CB4 lµ 0,1%, cßn gi÷a hai gièng VMK vµ CB4 
víi M103 vµ V74 tõ 0,6 - 1,5%, víi Cóc Vµng 
vµ MV1C tõ 14,7 -15,6%. Mèi quan hÖ di 
truyÒn cña 6 gièng ®Ëu t−¬ng trªn c¬ së ph©n 
tÝch gien dehydrin ®−îc thÓ hiÖn ë s¬ ®å h×nh 
c©y trªn h×nh 5. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

H×nh 5. S¬ ®å h×nh c©y vÒ mèi quan hÖ di truyÒn cña 6 gièng ®Ëu t−¬ng  
VMK, CB4, M103, Cóc Vµng, MV1C vµ V74 

 
5. So s¸nh tr×nh tù axit amin trong protein 

do gien dehydrin m· hãa cña hai gièng 
®Ëu t−¬ng VMK vµ CB4 víi bèn gièng 
®Ëu t−¬ng M103, Cóc Vµng, MV1C vµ 
V74 

KÕt qu¶ so s¸nh tr×nh tù axit amin trong 
protein do gien dehydrin m· hãa cña hai gièng 
®Ëu t−¬ng VMK vµ CB4 víi bèn gièng ®Ëu 
t−¬ng M103, Cóc Vµng, MV1C vµ V74 ®−îc 
thÓ hiÖn ë h×nh 6. 

             

VMK 

CB4 

M103 
V74 
CucVang 
MV1C 

0 2 4 6 

7,9 

Nucleotide substitutions (× 100) 
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....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                      10         20         30         40         50              
VMK   MASYQKHYDD QGRKVDEYGN VERQTDEYGN PVHATSVTYV ATKS-VGGYN  
CB4   MASYQKHYDD QGRKVDEYGN VERQTDEYGN PVHATSVTYV ATKS-VGGYN  
CucVang  MASYQKHYDD QGRKVDEYGN VEKQTDEYGN PVHAASVTYV ATRTAAGGYS  
M103        MASYQKHYDD QGRKVDEYGN VERQTDEYGN PVHATSVTYV ATKS-VGGYN  
MV1C         MASYQKHYDD QGRKVDEYGN VEKQTDEYGN PVHAASVTYV ATRTAAGGYS  
V74          MASYQKHYDD QGRKVDEYGN VERQTDEYGN PVHATSVTYV ATKS-VGGYN  
 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                      60         70         80         90        100             
VMK     DDANKQHDIT GVYPEKDTGR HHFGRGYDGD TNKQHDBTGV YPGIDIGRDH  
CB4   DDANKQHDIT GVYPEKDTGR HHFGRGYDGD TNKQHDATGV YPGIDIGRDH  
CucVang     DDINKQHDTT NAYG-VDTGR QHSSGGYDGD TNKHHGITGG YN-DDTNRHH  
M103        DDANKQHDIT GVYPEKDTGR HHFGRGYDGD TNKQHDATGV YPGIDIGRDH  
MV1C        DDINKQHDTT NAYG-VDTGR QHSSGGYDGD TNKHHGTTGG YN-DDTNRHH  
V74        DDANKQHDIT RVYPEKDTGR HHFGRGYDGD TNKQHDATGB YPGIDIGRDH  
 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     110        120        130        140        150         
VMK   GTTGVYGLNT DRHHGSTGVN PGIDTHNQQH GTTGGYAGDT GRQHGNTGGL  
CB4   GTTGVYGLNT DRHHGSTGVN PGIDTHNQQH GTTGGYAGDT GRQHGNTGGL  
CucVang  GTTGVYDIDT DR-------- -------QQH GTTGGYAGDT GRQHGNIGGP  
M103        GTTGVYGLNT DRHHGSTGVN PGIDTHNQQH GTTGGYAGDT GRQHGNTGGL  
MV1C        GTTGVYGIDT DR-------- -------QQH GTTGGYAGDT GRQHGNIGGP  
V74        GTTGVYGLNT DRHHGSTGVN PGIDTHNQQH GTTGGYAGDT GRQHGNTGGL  
 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     160        170        180        190        200         
VMK   YYGTDTADTG AGPRSGNTGG TGYGGTGGTD YGTAGGTGYG SGTGYGINTG  
CB4   YYGTDTADTG AGPRSGNTGG TGYGGTGGTD YGTAGGTGYG SGTGYGINTG  
CucVang      YYGTNTADTG TGPRSGTTGG TGYGGTGGTD YGTTGGTGYG SGTGYGVNTG  
M103         YYGTDTADTG AGSGSGNTGG TGYGGTGGTD YGTAGGTGYG SGTGYGINTG  
MV1C         YYGTNTADTG TGPRSGTTGG TGYGGTGGTD YGTTGGTGYG SGTGYGVNTG  
V74          YYGTDTADTG RGARSGNTGG TGYGATGGTD YGTAGGTGYG SGTGYGINTG  
 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ... 
                     210        220        230        240         
VMK   GAHTEAGYGK EHRQHEQSHG GQHEKKGILD KIKEKLPGGH SDK 
CB4   GAHTEAGYGK EHRQHEQSHG GQHEKKGILD KIKEKLPGGH SDK 
CucVang      GAHTEAGYRK EHRQHDQSHG DQNEKKGIMD KIKEKLPGGH SDK 
M103         GAHTEAGYGK EHRQHEQSHG GQHEKKGILD KIKEKLPGGH SDK 
MV1C         GAHTEAGYRK EHRQHDQSHG DQDEEKGIMD TIKEKLPGGH SRK 
V74          GAHTEAGYGK EHRQYEPSHG GQHEKKGILD KIKEKLPGGH SDK 

H×nh 6. So s¸nh tr×nh tù axit amin trong protein do gien dehydrin cña hai gièng ®Ëu t−¬ng VMK  
vµ CB4 m· hãa víi bèn gièng ®Ëu t−¬ng M103, Cóc Vµng, MV1C, V74 

 
KÕt qu¶ so s¸nh ë h×nh 6 cho thÊy, tr×nh tù 

axit amin trong protein cña hai gièng ®Ëu t−¬ng 
VMK vµ CB4 chØ kh¸c nhau ë mét vÞ trÝ axit 
amin cã thø tù 87. Protein cña hai gièng VMK 
vµ CB4 kh¸c víi Cóc Vµng vµ MV1C ë 35 vÝ trÝ 
axit amin; gièng VMK kh¸c víi M103 ë 3 vÞ trÝ 
axit amin, kh¸c víi V74 ë 2 vÞ trÝ axit amin; 
CB4 kh¸c víi M103 ë 2 vÞ trÝ axit amin, kh¸c 

víi V74 ë 1 axit amin. Hai gièng ®Ëu t−¬ng 
VMK vµ CB4 cã ®é t−¬ng ®ång cao so víi 
M103 vµ V74 (97,5 - 99,2%), tiÕp ®Õn lµ víi 
Cóc vµng vµ MV1C (81,4 - 81,9%). VÒ hÖ sè 
kh¸c nhau, hai gièng VMK vµ CB4 cã hÖ sè sai 
kh¸c víi M103 vµ V74 lµ 0,8 - 2,5% vµ víi Cóc 
Vµng vµ MV1C lµ 20,3 - 21,5% (b¶ng 4). 
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B¶ng 4 

HÖ sè t−¬ng ®ång (ma trËn tam gi¸c trªn) vµ hÖ sè kh¸c nhau (ma trËn tam gi¸c d−íi) 
vÒ tr×nh tù axit amin cña protein dehydrin cña 6 gièng ®Ëu t−¬ng  

 HÖ sè t−¬ng ®ång vÒ tr×nh tù axit amin  

 VMK CB4 CV M103 MV1C V74  
VMK  100,0 81,9 99,2 81,4 97,5 VMK 
CB4 0,0  81,9 99,2 81,4 97,5 CB4 
CV 20,3 20,3  80,1 97,3 79,2 CV 

M103 0,8 0,8 21,5  80,5 97,1 M103 
MV1C 21,5 21,5 2,7 22,7  78,8 MV1C 

H
Ö 

sè
 k

h
¸c

 n
h

au
 

V74 2,5 2,5 22,7 3,0 23,9  V74 
  VMK CB4 CV M103 MV1C V74  

 
III. KÕT LUËN 

1. §¸nh gi¸ kh¶ n¨ng chÞu h¹n cña 9 gièng 
®Ëu t−¬ng ®Þa ph−¬ng trªn c¶ hai ph−¬ng diÖn 
sinh lý vµ ho¸ sinh ®· x¸c ®Þnh ®−îc ba gièng 
®Ëu t−¬ng CB4, VMK, HL cã kh¶ n¨ng chÞu h¹n 
tèt nhÊt. C¸c gièng VMK, CB4, HL cã chØ sè 
chÞu h¹n cao nhÊt (10633,87; 7198,52; 
6038,47), cã hµm l−îng prolin trong c©y t¨ng 
m¹nh nhÊt vµ ®Òu t¨ng trªn 200% (203,91; 
208,28; 290,29).  

2. §· khuÕch ®¹i ®o¹n gien m· ho¸ protein 
dehydrin (LEA D-11) víi kÝch th−íc 751 bp tõ 
ADN hÖ gien cña 7 gièng ®Ëu t−¬ng ®Þa ph−¬ng 
vµ thùc hiÖn thµnh c«ng t¸ch dßng, x¸c ®Þnh 
tr×nh tù gien m· ho¸ dehydrin tõ hai gièng ®Ëu 
t−¬ng VMK vµ CB4 cã kh¶ n¨ng chÞu h¹n tèt 
nhÊt.  

3. §· so s¸nh tr×nh tù gien dehydrin cña 
gièng ®Ëu t−¬ng VMK vµ CB4 víi 34 tr×nh tù 
gien trªn ng©n hµng d÷ liÖu gien quèc tÕ, ®Æc biÖt 
so s¸nh víi bèn gièng ®Ëu t−¬ng M103, Cóc 
Vµng, MV1C, V74 ®· cho thÊy tr×nh tù gien 
dehydrin vµ tr×nh tù axit amin trong protein cña 
c¸c gièng ®Ëu t−¬ng nµy cã ®é t−¬ng ®ång kh¸ 
cao. Tr×nh tù gien dehydrin cña hai gièng ®Ëu 
t−¬ng VMK vµ CB4 cã ®é t−¬ng ®ång lµ 99,9%, 
tr×nh tù axit amin trong protein cña hai gièng 
VMK vµ CB4 cã ®é t−¬ng ®ång gÇn 100%. 

TµI LIÖU THAM KH¶O 

1. Bates L. S., 1973: Plant Soil, 39: 205-207.  

2. Lª TrÇn B×nh, Lª ThÞ Muéi, 1998: Ph©n 
lËp gien vµ chän dßng chèng chÞu ngo¹i 

c¶nh bÊt lîi cña lóa. Nxb. §¹i häc quèc gia, 
Hµ Néi. 

3. Bray E. A., 1997: Trendplant Sci, 2: 47-54.  

4. Close T. J., 1996: Physiol. Plant, 97: 795-
803.  

5. Curtis J., Shearer G., Kohl D. H., 2004: 
Plant Physiol., 136(2): 3313-3318. 

6. Ph¹m ThÞ Tr©n Ch©u vµ cs., 1999: Thùc 
hµnh Hãa sinh häc. Nxb. Gi¸o dôc, Hµ Néi. 

7. Ng« ThÕ D©n vµ cs., 1999: C©y ®Ëu t−¬ng. 
Nxb. N«ng nghiÖp. 

8. Foolad M. R. et al., 1995: Tissue ADN 
organ culture: 281-298. Fundamental 
methods. Springer verlag, Berlin, Heidelerg. 

9. NguyÔn Huy Hoµng, 1992: Nghiªn cøu kh¶ 
n¨ng chÞu h¹n cña c¸c gièng ®Ëu t−¬ng nhËp 
néi ë miÒn B¾c ViÖt Nam, LuËn ¸n  
phã tiÕn sü Sinh häc, Hµ Néi.  

10. NguyÔn Thu HiÒn vµ cs., 2005: B¸o c¸o 
khoa häc t¹i Héi nghÞ toµn quèc - Nh÷ng 
vÊn ®Ò nghiªn cøu c¬ b¶n trong khoa häc sù 
sèng: 1224-1227. §¹i häc Y Hµ Néi. Nxb. 
Khoa häc vµ Kü thuËt, Hµ Néi. 

11. Cao Xu©n HiÕu vµ cs., 2003: T¹p chÝ  
C«ng nghÖ Sinh häc, 1(2): 237-244. 

12. TrÇn ThÞ Ph−¬ng Liªn, 1999: Nghiªn cøu 
®Æc tÝnh ho¸ sinh vµ sinh häc ph©n tö cña 
mét sè gièng ®Ëu t−¬ng cã kh¶ n¨ng chÞu 
nãng, chÞu h¹n ë ViÖt Nam. LuËn ¸n tiÕn sü 
Sinh häc,ViÖn C«ng nghÖ Sinh häc, Hµ Néi . 

13. Maitra N. and Cushman J. C., 1994: Plant 
Physiol., 106: 805-806. 



 41 

14. Chu Hoµng MËu vµ cs., 2000: T¹p chÝ 
Khoa häc vµ C«ng nghÖ, 1(13): 16-21.  
§¹i häc Th¸i Nguyªn. 

15. Chu Hoµng MËu, NguyÔn Thuý H−êng, 
2006: T¹p chÝ N«ng nghiÖp & Ph¸t triÓn 
N«ng th«n, 94(2): 22-26. 

16. Porcel R., Azcon R., Ruiz-Lozano J. M., 
2005: J. Exp Bot., 56(417): 1933-1942. 

17. Soulages J. L. et al., 2003: Plant. Physiol., 
131(3): 963-975.  

18. Http: //www.ncbi.nlm.nih.gov. 

 
 

ASSESSMENT OF DROUGHT TOLERANT ABILITY AND CLONING OF THE 
ENCODING DEHYDRIN PROTEIN (LEA-D11) GIENE OF SOME MOUNTAIN 

LOCAL SOYBEAN CULTIVARS [GLYCINE MAX (L.) MERRILL] 
 

Chu Hoang Mau, Nguyen Thu Hien 
   

 
SUMMARY 

 
Soybean [Glycine max (L.) Merrill] is a cultivar which has not only highly economic and nutritious value 

but also degraded earth- improved ability. The mountain local cultivars in the North of Vietnam are precious 
gene source because of preeminent quality and ability against the harm of environment. 

In our work, the artificial method of making drought is used to estimate the drought tolerant ability of 
nine mountain local soybean cultivars by physiological and biochemical aspects. Its result shows that there are 
four most drought tolerant soybean cultivars, which are CB4, VMK, QH and HL. The CB4, VMK and HL 
have the highest drought tolerant index (corresponding to 10633.87, 7198.52 and 6038.47) and the strongest 
increase of 200% of proline content (corresponding to 203.91, 208.28, 246,90% and 290.29%). 

A 751 bp dehydrin gene fragment from DNA of genome of seven local soybean cultivars was amplified by 
PCR with primers MD1, MD2 and carried out successfully the cloning of giene and determine the giene 
arrangement encoding dehydrin protein of VMK and CB4 which have the most drought tolerant ability. 

The nucleotide sequence of dehydrin gene of VMK and CB4 was compared with that of other 34 gene in 
GenBank, especially compared with that of four soybean cultivars (M103, CucVang, MV1C and V74). This shows 
that the dehydrin gene sequence and the amino acid sequence of these soybean cultivars have quite high homology. 
The dehydrin gene sequence of the VMK and CB4 has the homology of 99.9%, the amino acid sequence of the 
VMK and CB4 has the homology of 100%. 
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