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Đặt vấn đề

Thực vật luôn phải đối mặt với nhiều yếu tố bất thuận 
có trong điều kiện môi trường như hạn, mặn, nóng... Các 
yếu tố bất thuận đã ảnh hưởng tới khoảng 10% diện tích 
đất trồng và dẫn tới sự sụt giảm hơn 50% sản lượng trung 
bình của các cây trồng chính trên thế giới, trong đó có cây 
ngô [1]. Tình hình hạn hán đã, đang và sẽ tiếp tục diễn ra 
nghiêm trọng, khiến cho việc nghiên cứu nâng cao khả năng 
chịu hạn của cây trồng nói chung và cây ngô nói riêng ngày 
càng cấp thiết. 

Cơ chế đáp ứng với yếu tố bất thuận của thực vật liên 
quan đến nhóm gen mã hóa các yếu tố phiên mã. Trong đó, 
DREB là một nhóm yếu tố phiên mã quan trọng, đóng vai 
trò chủ đạo trong đáp ứng với nhiều yếu tố bất thuận khác 
nhau. Thông qua yếu tố DREB có tác động cis và vùng bám 
ADN AP2/ERF, yếu tố phiên mã DREB giúp tăng cường 
khả năng chống chịu của cây trồng đối với điều kiện hạn, 
mặn, nóng [2]. 

Gen ZmDREB2A mã hóa cho nhân tố phiên mã nhóm 
DREB ở cây ngô được tăng cường biểu hiện khi cây ngô 
gặp điều kiện hạn, mặn, nóng và lạnh. Nghiên cứu chuyển 
gen ZmDREB2A vào cây mô hình Arabidopsis thaliana cho 
thấy, gen này đóng vai trò điều hòa biểu hiện của các gen 
liên quan đến cả điều kiện hạn và nóng, làm tăng cường biểu 
hiện các gen mã hóa protein LEA, các gen liên quan đến sốc 

nhiệt và giải độc tế bào [3]. Chuyển gen thuộc nhóm DREB 
cũng giúp tăng khả năng chống chịu điều kiện bất thuận ở 
các cây trồng khác như thuốc lá [4], lúa [5] và lúa mì [6].

Trong nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành đánh giá khả 
năng chịu hạn và một số chỉ tiêu sinh hóa của các dòng 
ngô chuyển gen ZmDREB2A ở giai đoạn cây con. Kết quả 
nghiên cứu là cơ sở để sàng lọc và lựa chọn nguồn vật liệu 
phục vụ cho công tác chọn tạo giống ngô lai có khả năng 
chịu hạn. 

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu nghiên cứu

Vật liệu nghiên cứu là các dòng ngô chuyển gen 
ZmDREB2A và dòng nền tương ứng (bảng 1).

Bảng 1. Danh sách các dòng ngô tham gia thí nghiệm.

TT Tên dòng Ghi chú

1 K3 Dòng nền không chuyển gen

2 K3-CG Dòng chuyển gen ZmDREB2A

3 K7 Dòng nền không chuyển gen

4 K7-CG Dòng chuyển gen ZmDREB2A

Đánh giá khả năng chịu hạn và một số chỉ tiêu 
sinh hóa của các dòng ngô chuyển gen ZmDREB2A 
trong điều kiện hạn nhân tạo ở giai đoạn cây con
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Phương pháp nghiên cứu

Gây hạn nhân tạo ở giai đoạn cây con: thí nghiệm gây 
hạn nhân tạo được tiến hành ở giai đoạn cây con trong nhà 
lưới theo phương pháp của Camacho và Caraballo (1994) 
[7]. Hạt ngô được gieo trong xô chứa giá thể xỉ than và đất 
đã tưới nước bão hòa. Tỉa bỏ các cây không đồng đều, giữ 
lại 6 cây/xô, 3 cây bên trái là dòng ngô không mang gen 
ZmDREB2A (dòng nền), 3 cây bên phải dòng ngô mang gen 
ZmDREB2A. Tiến hành không tưới nước liên tục 15 ngày 
khi cây có 5-7 lá nhằm gây hạn, đánh giá biểu hiện cây trong 
điều kiện hạn. Sau đó tưới nước trở lại trong 7 ngày và đánh 

giá tỷ lệ cây sống, khả năng hồi phục sau hạn.  

Xác định hàm lượng Chl: hàm lượng Chl được xác định 
theo phương pháp của Porra (2006) [8]. Mô lá (10 mg) được 
đưa vào ống eppendorf. Bổ sung 20 µl aceton 80%, nghiền 
bằng chày nhựa, sau đó thêm aceton 80% để đạt thể tích 1,5 
ml. Ly tâm ở 2.000 vòng/phút trong 1 phút, thu 1 ml dịch 
nổi. Đo quang phổ hấp thụ ở bước sóng 646 và 664 nm. 
Hàm lượng Chl được tính theo công thức:

Chl a (µg/mg) = [12,7 × (A 664) – 2,69 × (A 646)] × hệ 
số pha loãng

Chl b (µg/mg) = [22,9 × (A 646) – 4,68 × (A 664)] × hệ 
số pha loãng

Xác định hàm lượng proline: hàm lượng proline được 
xác định bằng phương pháp so màu [9]. Mô lá (50 mg) được 
nghiền trong nitơ lỏng, bỏ vào ống eppendorf 2 ml. Bổ sung 
1,5 ml acid sulfosalicylic 3% (w/v), lắc đều, sau đó ly tâm ở 
7.000 vòng/phút trong 20 phút. Thu 300 µl dịch nổi, bổ sung 
600 µl axit sulfosalicylic 3%. 

Thực hiện phản ứng màu bằng cách lấy 200 µl dịch trong 
cho vào ống eppendorf, bổ sung 200 µl axit axetic và 200 
µl dung dịch ninhydrin (0,1 g ninhydrin + 2,4 ml axit axetic 
+ 1,6 ml acid phosphoric 6M), ủ phản ứng ở 100oC trong 
1 giờ, sau đó dừng phản ứng. Bổ sung 400 µl toluence vào 
hỗn hợp phản ứng, lắc đều, thu 200 µl dịch nổi. Tiếp tục bổ 
sung 800 µl toluence và đo quang phổ ở bước sóng 520 nm. 
Xây dựng đường chuẩn để tính hàm lượng proline.

Xác định hàm lượng NSC: hàm lượng NSC được xác 
định theo phương pháp của Ohnishi và Horie (1999) [10]. 
Mẫu lá (0,5 g) được nghiền nhỏ, cho vào ống falcon 50 ml, 
thêm 30 ml nước cất rồi đun ở 100oC trong 60 phút. Sau khi 
ống nguội, bổ sung 20 ml Sodium phosphate-phosphoric 
acid buffer (pH 7,4). Lắc ở 200 vòng/phút, nhiệt độ 40oC 
trong 24h. Lọc mẫu bằng giấy lọc rồi làm khô phần cặn thu 
được ở 135oC trong 4h. Cân lượng mẫu còn lại và tính hàm 
lượng NSC theo công thức:

NSC (%) = (Khối lượng mẫu/Khối lượng mẫu sau sấy)/
Khối lượng mẫu x 100

Xử lý số liệu: số liệu được xử lý bằng chương trình 
IRRISTAT 5.0 và Microsoft Excel 2013.

Kết quả và thảo luận

Hình thái và khả năng phục hồi của các dòng ngô mang 
gen ZmDREB2A trong điều kiện hạn

Giai đoạn trước khi xử lý hạn nhân tạo, các dòng ngô 
đều phát triển bình thường (hình 1A và 2A). Đến giai đoạn 
gây hạn, các dòng ngô thí nghiệm có biểu hiện cuộn lá ở 
mức độ khác nhau, sinh trưởng chậm lại so với đối chứng 
được tưới nước đầy đủ (hình 1B và 2B). Sau 15 ngày gây 
hạn, cây ngô bị hạn xuất hiện lá chết khô ở tầng lá dưới và 
đỉnh lá. 

Evaluation of biochemical parameters
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Abstract:

DREB transcription factor group is related to responses 
of plants to abiotic stresses including drought. In this 
study, the ZmDREB2A transgenic maize lines at the 
seedling stage were evaluated for drought resistance 
and biochemical characteristics. The survival rate of 
ZmDREB2A lines were 2.5 times higher than wildtype 
plants in artificial drought tests. Morphological 
characteristics also showed the root length of ZmDREB2A 
lines were 21-28% higher than that of control groups, 
which indicates ZmDREB2A lines could suffer drought 
better. Moreover, the chlorophyll concentration of 
ZmDREB2A lines was 10% higher than the wildtype in 
drought condition. Other parameters such as proline 
and nonstructural carbohydrate accumulation of the 
transgenic lines were higher as compared to control 
groups. 

Keywords: drought resistance, maize, proline, transgenic, 
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Kết thúc giai đoạn gây hạn và tưới nước trở lại, dòng 
ngô K3-CG và K7-CG mang gen ZmDREB2A có biểu hiện 
phục hồi sinh trưởng nhanh hơn dòng nền, thể hiện qua hình 
thái và tỷ lệ cây sống cao hơn (hình 1C và 2C). Tỷ lệ sống 
của cây K3-CG có gen ZmDREB2A (66,6%) cao gấp 2,5 
lần so với dòng nền K3 (26,6%). Các cây K7-CG mang gen 
ZmDREB2A có tỷ lệ sống cao hơn 2,6 lần so với dòng nền 
(hình 3).

Hình 3. Tỷ lệ cây sống của các dòng ngô K3, K7 - mang gen 
ZmDREB2A và các dòng nền tương ứng sau khi kết thúc giai đoạn 
hạn và được tưới phục hồi. 

Đặc điểm thân lá và rễ của các dòng ngô mang gen 
ZmDREB2A trong điều kiện hạn

Trong điều kiện tưới nước đủ, các cây ngô cùng nguồn 
sinh trưởng, phát triển đồng đều về thân lá và rễ, không có 

khác biệt mang ý nghĩa thống kê giữa dòng K3 và K3-CG 
hoặc giữa dòng K7 và K7-CG. Ở điều kiện hạn nhân tạo, 
các dòng ngô chuyển gen ZmDREB2A có chiều dài, khối 
lượng của thân lá và rễ, thể tích rễ cao hơn so với dòng nền 
(bảng 2). Trong đó, khả năng phát triển bộ rễ trong điều kiện 
hạn là một đặc điểm quan trọng giúp thực vật chống chịu 
stress hạn. Do đó, đây là một tiêu chí quan trọng trong chọn 
giống chịu hạn. Ở điều kiện hạn, chiều dài rễ của dòng K3-
CG giảm 11,21% so với không gây hạn, còn dòng nền (K3) 
giảm đến 30,69%. Tương tự, dòng K7-CG gặp hạn có chiều 
dài rễ giảm 9,92% so với không gây hạn. Dòng nền tương 
ứng (K7) có tỷ lệ giảm chiều dài rễ lên tới 25,74%. Qua kết 

A: chưa xử lý hạn B: đã xử lý hạn C: sau khi phục hồi
Hình 1. Hình thái các dòng ngô K3 chuyển gen và dòng nền trong giai đoạn gây hạn.
Ghi chú: 3 cây bên trái: dòng chuyển gen; 3 cây bên phải: dòng nền; công thức 1: tưới nước đầy đủ (CT1); công thức 2: gây hạn và phục hồi (CT2); K3: dòng 
nền; K3-CG: dòng K3 mang gen ZmDREB2A.

A: chưa xử lý hạn B: đã xử lý hạn C: sau khi phục hồi
Hình 2. Hình thái các dòng ngô K7 chuyển gen và dòng nền trong giai đoạn gây hạn.	

Dòng

Chiều dài thân lá
 (cm)

Chiều dài rễ  
(cm)

Khối lượng thân 
tươi (g) Khối lượng rễ tươi (g) Thể tích rễ 

(ml)

Hạn Không 
hạn

Tỷ lệ 
giảm 
so với 
không 
hạn 
(%)

Hạn Không 
hạn

Tỷ lệ 
giảm 
so với 
không 
hạn 
(%)

Hạn Không 
hạn

Tỷ lệ 
giảm 
so với 
không 
hạn 
(%)

Hạn Không 
hạn

Tỷ lệ 
giảm 
so với 
không 
hạn 
(%)

Hạn Không 
hạn

Tỷ lệ 
giảm 
so với 
không 
hạn 
(%)

K3 51,7 72,8 28,98 16,08 23,20 30,69 3,97 11,87 66,55 0,32 1,94 83,51 1,01 4,52 77,65

K3-CG 53,5 71,5 25,17 20,60 23,20 11,21 3,84 10,76 64,31 0,84 1,94 56,70 1,91 4,53 57,84
K7 56,7 77,8 27,12 19,50 26,26 25,74 3,06 11,97 74,44 0,34 1,96 82,65 1,13 4,64 75,65
K7-CG 60,2 76,8 21,61 23,60 26,20 9,92 4,16 10,96 62,04 0,89 1,96 54,59 2,09 4,65 55,05
CV% 4,2 5,7 2,8 2,2 0,9
LSD0,05 1,99 0,92 0,168 0,02 0,013

Bảng 2. Đặc điểm thân lá và rễ tươi của các dòng ngô mang gen 
ZmDREB2A và dòng nền trong điều kiện hạn nhân tạo.
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quả ở bảng 2 cho thấy, ở tất cả các chỉ tiêu đánh giá (chiều 
dài thân lá, chiều dài rễ, khối lượng rễ tươi, thể tích rễ tươi) 
của các dòng nền có tỷ lệ giữa gây hạn và không gây hạn 
cao hơn ở dòng chuyển gen tương ứng, điều đó chứng tỏ các 
dòng chuyển gen có khả năng sinh trưởng và phát triển hơn 
các dòng nền trong điều kiện hạn.

Đánh giá các đặc điểm hình thái giữa hai dòng ngô mang 
gen ZmDREB2A cho thấy, dòng K7-CG có khả năng sinh 
trưởng, phát triển và chịu hạn cao hơn dòng K3-CG. Ở điều 
kiện hạn, dòng K7-CG có chiều dài rễ lớn nhất trong các 
dòng ngô thí nghiệm (23,6 cm), cao hơn 14,5% so với dòng 
K3-CG. Bên cạnh đó, chiều dài thân lá của dòng K7-CG 
(60,2 cm) lớn hơn 12,5% so với chiều dài thân lá của dòng 
K3-CG (53,5 cm). 

Khả năng tích lũy sinh khối của các cây chuyển gen 
ZmDREB2A cao hơn so với cây không chuyển gen, thể hiện 
qua khối lượng thân lá và rễ khô (bảng 3). Ở điều kiện hạn 
nhân tạo, dòng K3-CG và K7-CG có tổng sinh khối khô cao 
hơn so với dòng nền tương ứng 2,48 và 2,2 lần. Các dòng 
ngô nền K3, K7 có tỷ lệ giảm mạnh về khối lượng thân khô 
(87,15-89,5%), rễ khô (83,33-76,27%), trong khi các dòng 
chuyển gen tương ứng tỷ lệ này thấp hơn rõ rệt.
Bảng 3. Khối lượng thân, rễ khô, tổng sinh khối khô của các dòng 
ngô mang gen ZmDREB2A và dòng nền trong điều kiện hạn nhân 
tạo.

Đánh giá một số chỉ tiêu sinh hóa của các dòng ngô 
chuyển gen ZmDREB2A trong điều kiện hạn nhân tạo

Hàm lượng Chl của các dòng ngô trong điều kiện hạn 
giảm mạnh so với điều kiện bình thường (hình 4). Khi tưới 
đủ nước, hàm lượng Chl a không có khác biệt mang ý nghĩa 
thống kê giữa cây chuyển gen ZmDREB2A và cây không 
chuyển gen. Hàm lượng Chl a ở các dòng ngô nằm trong 
khoảng 27-30 μg/mg ở điều kiện bình thường. Trường hợp 
gặp stress hạn, hàm lượng Chl a ở dòng K3, K3-CG đạt lần 
lượt 11,6 và 14,4 μg/mg, tương ứng với mức giảm 58 và 
48% so với điều kiện không hạn. Dòng K7, K7-CG có hàm 
lượng Chl a là 14,6 và 18,3 μg/mg, tương ứng giảm 51 và 
40% so với điều kiện tưới đầy đủ. 

Hình 4. Hàm lượng Chl a và b của các dòng ngô chuyển gen 
ZmDREB2A và dòng nền.

Với vai trò là nhóm sắc tố phụ, hàm lượng Chl b thấp 
hơn so với Chl a. Hàm lượng Chl b ở các dòng chuyển gen 
và dòng nền tương đương nhau khi được tưới đầy đủ. Dưới 
điều kiện hạn, hàm lượng Chl b ở mẫu K3 và K3-CG giảm 
xuống còn 2,1 và 2,6 μg/mg, trong khi ở K7 và K7-CG là 
2,78 và 3,09 μg/mg.

Tác động của hạn làm giảm mạnh hàm lượng Chl không 
chỉ ở ngô mà còn ở nhiều loài cây khác nhau [11, 12]. Tuy 
nhiên, các cây chuyển gen ZmDREB2A (K3-CG, K7-CG) 
duy trì được hàm lượng Chl a và b cao hơn so với cây không 
chuyển gen khoảng 10%.  

Một trong những cơ chế liên quan đến khả năng chịu hạn 
của cây trồng là sự tích lũy các chất hòa tan như proline. 
Proline là axit amin giúp điều hòa áp suất thẩm thấu tế bào, 
được tăng cường tích lũy khi thực vật gặp điều kiện bất 
thuận như hạn [13].

Hàm lượng proline tự do ở dòng ngô đạt mức 2 μg/mg 
trong điều kiện bình thường và tăng mạnh trong điều kiện 
hạn (hình 5). Dưới tác động của hạn, hàm lượng proline tự 
do trong dòng ngô K3, K3-CG tăng lần lượt 2,5 lần và 4 lần 
so với điều kiện bình thường, đạt mức 0,49 và 0,81 μg/mg. 
Dòng K7 và K7-CG gặp hạn có hàm lượng proline là 0,71 
và 0,92 μg/mg, tương ứng gấp 3,55 và 4,5 lần so với điều 
kiện không hạn. Sự gia tăng hàm lượng proline tự do là một 
đáp ứng với điều kiện hạn xảy ra ở cả cây chuyển gen và 
không chuyển gen. So sánh giữa các dòng thí nghiệm, các 
dòng chuyển gen ZmDREB2A tổng hợp lượng proline tự do 
nhiều hơn so với dòng nền.

Dòng

Khối lượng thân khô (g) Khối lượng rễ khô (g) Tổng sinh khối khô (g)

Hạn Không 
hạn

Tỷ lệ giảm 
so với 
không hạn 
(%)

Hạn Không 
hạn

Tỷ lệ giảm 
so với 
không hạn 
(%)

Hạn Không 
hạn

Tỷ lệ giảm 
so với 
không hạn 
(%)

K3 0,59 5,62 89,50 0,09 0,54 83,33 0,68 6,16 88,96

K3-CG 1,53 5,63 72,82 0,16 0,55 70,91 1,69 6,18 72,65

K7 0,74 5,76 87,15 0,14 0,59 76,27 0,88 6,35 86,14

K7-CG 1,72 5,77 70,19 0,22 0,6 63,33 1,94 6,37 69,54

CV% 0,8 4,7 1

LSD0,05 0,019 0,012 0,028
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Khoa học Nông nghiệp

Hình 5. Hàm lượng proline của các dòng ngô chuyển gen 
ZmDREB2A và dòng nền.

Kết quả trên tương đồng với các nghiên cứu trên thế giới 
về hạn ở cây ngô. Jain và cs (2010) [14] đã sử dụng sorbitol 
để gây hạn nhân tạo in vitro, cho thấy tương quan tuyến 
tính giữa nồng độ sorbitol trong môi trường và hàm lượng 
proline ở lá ngô. Nghiên cứu của Efeoğlu và cs (2009) [15] 
trên 3 giống ngô Doge, Luce, Vero cũng cho thấy, hàm 
lượng proline tăng lên đáng kể khi gây hạn nhân tạo bằng 
cách không tưới nước trong 12 ngày.

Hình 6. Hàm lượng NSC của các dòng ngô chuyển gen ZmDREB2A 
và dòng nền.

Bên cạnh proline, hàm lượng các dạng NSC cũng thường 
gia tăng khi thực vật gặp stress hạn, với vai trò điều hòa áp 
suất thẩm thấu. Ở điều kiện tưới nước đầy đủ, hàm lượng 
NSC ở dòng chuyển gen ZmDREB2A và dòng nền tương 
đương nhau. Khi gặp hạn, dòng K3-CG có hàm lượng NSC 
lần lượt đạt 6,76 μg/mg, cao hơn 28% so với dòng K3 (5,27 
μg/mg). Hàm lượng NSC trong điều kiện hạn ở dòng K7-
CG là 7,55 μg/mg, cao hơn 35% so với dòng K7 (5,6 μg/
mg) (hình 6). 

Như vậy, khi gặp stress hạn, các dòng ngô chuyển gen 
ZmDREB2A (K3-CG, K7-CG) có hàm lượng Chl, proline 
và NSC cao hơn dòng nền (K3, K7). Giữa hai dòng chuyển 
gen, các chỉ số này ở dòng K7-CG cao hơn so với dòng K3-
CG. Kết quả phân tích sinh hóa phù hợp với những đánh giá 
về đặc điểm hình thái của các dòng ngô tham gia thí nghiệm.   

Kết luận

Nghiên cứu đã đánh giá được khả năng chịu hạn của 
dòng ngô K3-CG, K7-CG mang gen ZmDREB2A cùng 
dòng nền tương ứng (K3, K7) ở giai đoạn cây con. Kết quả 
cho thấy, các dòng ngô chuyển gen ZmDREB2A có tỷ lệ 
sống cao hơn khoảng 2,5 lần so với dòng nền. Các đặc điểm 

hình thái và sinh hóa liên quan đến khả năng chịu hạn ở 
dòng chuyển gen (K3-CG, K7-CG) biểu hiện tốt hơn dòng 
nền (K3, K7). Do đó, đây là những nguồn vật liệu tiềm năng 
cho công tác chọn tạo giống ngô chịu hạn. 

Đề nghị tiếp tục đánh giá khả năng chịu hạn của các 
dòng ngô chuyển gen ZmDREB2A ở các giai đoạn sinh 
trưởng khác (trước và sau trỗ).
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