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[bookmark: _Toc150522778][bookmark: _Toc150523038][bookmark: _Hlk152248764]kỹ thuật công nghệ sinh học thực vật dùng trong lai tạo giống, giúp tạo ra tế bào không còn vách nhưng vẫn còn nguyên vẹn màng nguyên sinh, gọi là tế bào trần thể nguyên sinh (protoplast), để thực hiện các cải biến di truyền và tái sinh thành cây hoàn chỉnh. Kỹ thuật này gồm hai công đoạn là tạo tế bào trần và NCTBT. Việc cải biến di truyền được thực hiện bằng phương pháp dung hợp tế bào trần (protoplast fusion) hoặc đưa vật liệu di truyền vào tế bào trần.
Do không còn vách, nên tế bào trần là vật liệu và mô hình quý giá để nghiên cứu các đặc điểm sinh học ở thực vật như sự thu nhận các bào quan, nhiễm sắc thể, thể đột biến; nghiên cứu cấu trúc siêu vi của tế bào, phát sinh hình thái, tạo vách tế bào, quang tổng hợp, các quá trình diễn ra trên màng nguyên sinh. Trong công nghệ sinh học thực vật, tạo tế bào trần và NCTBT là các kỹ thuật được dùng để tái sinh một cây hoàn chỉnh từ tế bào trần, tạo cây lai thông qua dung hợp tế bào trần, cải thiện giống bằng biến đổi ADN, tạo dòng tế bào. Cho đến nay đã có trên 30 loài cây trồng đã được tái sinh từ NCTBT, trong đó có một số cây nông nghiệp quan trọng như thuốc lá, lúa mì, khoai tây, cà chua. 
Tế bào trần có thể được tạo ra từ hầu hết các bộ phận của cây, phổ biến nhất là mô thịt lá, rễ hay từ vật liệu nuôi cấy in vitro như mô sẹo (callus), huyền phù tế bào. Năm 1892, tế bào trần lần đầu tiên được tạo ra bởi Klercker bằng phương pháp cơ học. Mặc dù phương pháp này có thể giúp thu nhận được tế bào trần từ các tế bào chứa nhiều không bào ở các mô dự trữ nhưng có hiệu suất rất thấp và không hiệu quả đối với các tế bào của mô phân sinh hoặc tế bào chứa ít không bào. Năm 1960, Cooking chứng minh có thể tạo tế bào trần bằng cách sử dụng enzyme phân hủy vách tế bào; từ đó, phương pháp sử dụng enzyme trở nên phổ biến do dễ thực hiện và hiệu suất cao. 
Trường hợp tạo tế bào trần bằng phương pháp cơ học thì mẫu biểu bì từ cây được ngâm trong dung dịch đường saccharose 1 M để màng nguyên sinh bị tách ra khỏi vách tế bào, sau đó được cắt bằng dao để phóng thích và thu nhận tế bào trần. Trong phương pháp enzyme, mẫu vật được xử lý bằng hỗn hợp enzyme cellulase-pectinase trong dung dịch có chứa chất bổ sung áp suất thẩm thấu (như sorbitol, mannitol, sucrose, glucose) giúp tế bào trần được phóng thích khỏi vách tế bào ở trạng thái nguyên vẹn. Trường hợp vật liệu là mô thịt của lá hay rễ, mẫu vật được sát trùng, rửa, lột bỏ biểu bì, ủ với hỗn hợp enzyme từ 1 đến 12 giờ; hỗn hợp phản ứng được lọc qua rây đường kính 60 mm để loại bỏ xác bã thô; ly tâm dịch qua lọc để thu nhận tế bào trần; huyền phù hóa tế bào trần trong môi trường nuôi cấy, xác nhận sự hiện diện của tế bào trần bằng quan sát dưới kính hiển vi; kiểm tra khả năng sống của tế bào trần bằng phương pháp nhuộm với diacetate phát huỳnh quang hoặc một số phương pháp khác. Trường hợp sử dụng mẫu vật nuôi cấy in vitro, vật liệu được xử lý bằng hỗn hợp enzyme mà không cần thực hiện các bước tẩy trùng, loại bỏ biểu bì như trường hợp của lá, rễ cây. 
Tế bào trần có thể được nuôi cấy trên môi trường bán rắn hoặc trong môi trường lỏng thích hợp để tái sinh vách, hình thành mô sẹo và tái sinh cây hoàn chỉnh tương tự như trường hợp nuôi cấy tế bào đơn. Việc nuôi cấy này được chia thành hai bước: (i) nuôi cấy để tế bào trần tái sinh vách và phân chia thành cụm nhỏ 4 - 10 tế bào: bước này được thực hiện trong môi trường bán rắn hay môi trường lỏng giàu dinh dưỡng, có áp suất thẩm thấu phù hợp ở điều kiện ánh sáng yếu hoặc trong tối; (ii) nuôi cấy tạo mô sẹo ổn định và tái sinh cây hoàn chỉnh: bước này được thực hiện trên môi trường rắn với hàm lượng, tỉ lệ auxin/cytokinin thích hợp để tái sinh được cây từ callus ở điều kiện chiếu sáng tốt với quang chu kỳ phù hợp.
Ở bước tái sinh vách và tạo mô sẹo, mỗi loại tế bào trần cần được nuôi cấy trong điều kiện tối ưu riêng về các thông số như mật độ, tỉ lệ auxin/cytokinin, nồng độ glucose, saccharose, nhiệt độ, pH. Trường hợp môi trường bán rắn, huyền phù tế bào trần được trộn đều vào môi trường nuôi cấy có agar đã được làm tan chảy và để nguội trong đĩa petri; để yên cho môi trường đông đặc và ủ ở điều kiện thích hợp để tế bào phân chia, tạo thành mô sẹo trong 2 - 3 tuần. Trường hợp môi trường lỏng, tế bào trần được nuôi cấy tĩnh bằng cách cho huyền phù tế bào trần thành một lớp mỏng vào hộp petri, bình tam giác hoặc tạo các giọt nhỏ 50 - 100 l trong hộp petri.
Ở bước nuôi cấy tạo mô sẹo ổn định và tái sinh cây hoàn chỉnh, sự phát sinh hình thái trong quá trình hình thành cây hoàn chỉnh từ tế bào trần có thể diễn ra qua quá trình phát sinh cơ quan (organogenesis) hay qua con đường phát sinh phôi soma (somatic embryogenesis). Nếu đảm bảo được môi trường và điều kiện nuôi cấy phù hợp, mô phân sinh và phôi sẽ được hình thành sau 3 - 5 tuần lễ.
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