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ARTICLE INFO ABSTRACT 

Received:  04/02/2021 Cotton is one of the most important fiber plants in many countries 

over the world; it is a source of fiber for the textile industry and a 

source of oil production and animal feed from seed. Cotton leafroll 

dwarf virus (CLRDV) causes great damage to the cotton industry. 

CLRDV belongs to the family Luteoviridae, genus Polerovirus. In 

order to prevent CLRDV, the transfer of genes carrying RNAi 

constructs to create natural antiviral properties for plants is a proven 

effective measure. In this study, we have successfully designed vector 

carrying RNAi structure (pGWCLRDV-CPi) contained CP gene 

fragment from CLRDV. CPi is conservative sequences of CP gene 

CLRDV have size is 351bp. Strains A.tumefaciens carrying structure 

pGWCLRDV-Cpi and used as valuable raw materials in creating the 

transgenic cotton line antiretroviral CLRDV. 
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THÔNG TIN BÀI BÁO TÓM TẮT 

Ngày nhận bài:  04/02/2021 Cây bông là một trong những loại cây trồng lấy sợi quan trọng đối 

với nhiều quốc gia trên thế giới, nó là nguồn cung cấp sợi cho ngành 

dệt may, là nguồn sản xuất dầu và thức ăn gia súc từ hạt. Bệnh xanh 

lùn trên cây bông do Cotton leafroll dwarf virus (CLRDV) gây ra làm 

thiệt hại lớn cho ngành sản xuất bông. CLRDV thuộc họ 

Luteoviridae, chi Polerovirus. Để phòng tránh CLRDV thì chuyển 

gen mang cấu trúc RNAi tạo tính kháng virus tự nhiên cho cây là một 

biện pháp đã được chứng minh hiệu quả. Trong nghiên cứu này, 

chúng tôi trình bày kết quả thiết kế vector chuyển gen pGWCLRDV-

CPi mang cấu trúc RNAi-CPi của virus CLRDV. Đoạn CPi là trình 

tự bảo thủ của gen CP ở CLRDV có kích thước 351 bp. Vector này 

được biến nạp vào chủng vi khuẩn A. tumefaciens CV58C1 pGV2260 

và sử dụng như nguồn nguyên liệu có giá trị trong tạo các dòng cây 

bông chuyển gen kháng virus CLRDV. 
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1. Giới thiệu 

Cây bông (Gossypium hirsutum L.) là loại cây trồng lấy sợi tự nhiên hàng đầu và quan trọng 

nhất trên thế giới, được trồng khắp mọi nơi ở điều kiện khí hậu nhiệt đới và cận nhiệt đới. Bông 

có những đặc tính đáng quý như hút ẩm, giữ ấm, không tích điện mà các loại sợi nhân tạo không 

thể thay thế. Hạt bông có hàm lượng dầu, protein cao có thể dùng để sản xuất dầu và làm thức ăn 

gia súc. 

Việt Nam là quốc gia tiêu thụ bông đứng thứ 6 và nhập khẩu bông lớn thứ 3 trên thế giới. 

Hàng năm, ngành dệt may phải nhập khẩu một lượng lớn bông từ Mỹ, Ấn Độ, châu Phi và một số 

nước khác. Trong khoảng 10 năm trở lại đây, ngành bông sợi Việt Nam đã có bước phát triển 

nhảy vọt, từ sản lượng 400.000 tấn lên khoảng 1,5 triệu tấn năm 2019. Tuy nhiên, do diện tích 

vùng trồng và sản lượng thấp, tổng sản lượng bông sản xuất ở Việt Nam mới chỉ đáp ứng được 

dưới 10% nhu cầu về nguyên liệu bông. 

Ngoài những nguyên nhân như giống, kỹ thuật canh tác, điều kiện khí hậu… thì sâu bệnh hại 

bông là nguyên nhân chính làm giảm năng suất và chất lượng xơ bông. Bệnh xanh lùn trên cây 

bông do virus lùn xoắn lá (CLRDV; họ Luteoviridae, chi Polerovirus) gây ra [1]. Bộ gen 

CLRDV là ARN mạch đơn, dương, kích thước 5.866 bp [2]. Đây là bệnh virus gây hại chính trên 

cây bông ở châu Phi, châu Á và châu Mỹ, lây truyền bởi rệp bông Aphis gossypii. nên việc phòng 

trừ, tiêu diệt rất khó khăn. Một trong những phương pháp để nâng cao sản lượng xơ bông là tạo 

các giống có năng suất cao, khả năng chống chịu với sâu bệnh và ngoại cảnh bất lợi. Hiện nay, 

bên cạnh các biện pháp chọn giống truyền thống như thuần hoá, chọn lọc ưu thế lai..., các phòng 

thí nghiệm khác nhau trên thế giới đã áp dụng một số phương pháp chuyển gen trên đối tượng 

cây bông như: chuyển gen trực tiếp bằng vi tiêm (micro injection), sử dụng súng bắn gen... và đã 

đem lại nhiều thành tựu đáng kể.  

Trong số các kỹ thuật di truyền để phát triển các cây trồng kháng bệnh do virus thì kỹ thuật 

RNAi được chứng minh là một cách tiếp cận đáng tin cậy. RNAi là một quá trình xảy ra tự nhiên, 

là một cơ chế bảo vệ phức tạp, được bảo toàn trong các sinh vật nhân chuẩn để điều chỉnh và bảo 

vệ gen chống lại các mầm bệnh [3]. Nguyên tắc chính của RNAi là sự điều hoà biểu hiện gen của 

trình tự sau phiên mã được tạo ra thông qua RNA sợi kép (dsRNA) [4]. Công nghệ RNAi đã 

được ứng dụng thành công trong việc chống lại virus ở nhiều loại cây trồng. Cây trồng chuyển 

gen mã hoá protein của virus (CP, Pro...) có khả năng kháng lại chính virus đó đã được chứng 

minh thực tế bằng nhiều giống cây trồng kháng virus như: PVY [5]; TYLCV, ToCV [6]; SMV 

[7]; PVX, PVY, PVS [8]; CLCuD [9]… Tuy nhiên, việc thiết kế vector mang cấu trúc RNAi đòi 

hỏi phải thực hiện nhiều thao tác phức tạp do phải tạo ra được một cấu trúc bao gồm một đoạn 

gen theo chiều xuôi, một đoạn gen theo chiều ngược và một DNA đệm giữa 2 đoạn gen vào cùng 

một vector. Để tiến tới làm chủ công nghệ tạo thực vật chuyển gen nói chung và tạo ra thực vật 

chuyển gen bằng kỹ thuật RNAi kháng bệnh virus nói riêng, trong bài báo này, chúng tôi trình 

bày kết quả thiết kế vecter chuyển gen mang cấu trúc RNAi của virus gây bệnh xanh lùn phục vụ 

cho nghiên cứu tạo cây bông chuyển gen kháng bệnh xanh lùn. 

2. Phương pháp nghiên cứu 

2.1. Vật liệu  

Plasmid pBT/CLRDV-CP chứa đoạn gen nhân tạo CP của CLRDV kích thước 609bp. 

Cặp mồi đặc hiệu CP-CLRDV-Fi/CP-CLRDV-Ri để nhân tương ứng vùng gen CPi có độ bảo 

thủ cao (bảng 1). 

Bảng 1. Trình tự và các thông số cần thiết của hai cặp mồi CP-CLRDV-Fi/CP-CLRDV-Ri 

Mồi Trình tự  (5’-3’) Đặc điểm Tgm (oC) KT (bp) 

CP-CLRDV-Fi CACCACGGTCGTGGGTAGAAGAAC 14CG+10AT 
56 351 

CP-CLRDV-Ri TGAAGAGGCCTCGGAGATGAACT 12CG+12AT 
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Vector chuyển gen: Vector pK7GWIWG2(II), bộ kit nhân dòng pENTRTM Directional 

TOPO® Cloning Kit (Invitrogen), bộ kit thực hiện phản ứng Gateway® LR ClonaseTM II. 

Chủng vi khuẩn: Chủng E. coli One Shot TOP10 (Invitrogen) được dùng để chọn dòng và 

nhân dòng gen. Chủng A. tumefaciens CV58C1 pGV2260 được sử dụng cho mục đích chuyển 

gen vào thực vật.  

2.2. Phương pháp 

2.2.1. Thiết kế vector chuyển gen thực vật mang cấu trúc RNAi 

RNA của virus CLRDV được tách từ mẫu lá bệnh bằng Trizol (Invitrogen). cDNA được tổng 

hợp theo One-step RT-PCR (Qiagen). Gen mã hóa cho CLRDV-CP được nhân lên bằng cặp mồi 

đặc hiệu CPF-EcoRI/ CPR- XhoI. Các cặp mồi RNAi được thiết kế để khuếch đại vùng gen CP 

của virus (ký hiệu: CPi) quan tâm dựa vào trình tự gen tương ứng đã được đọc trên plasmid 

pBT/CP-CLDV. Trong đó, trình tự đầu 5’ của mồi xuôi RNAi được bổ sung thêm 4 nucleotid 

CACC tương thích với đầu 3’ GTGG của vector nhân dòng pENTRTM/D-TOPO, còn mồi ngược 

được đảo chiều bổ sung theo chiều 5-3’.  

Biến nạp plasmid tái tổ hợp vào tế bào khả biến E. coli bằng sốc nhiệt. Biến nạp vector chuyển 

gen vào tế bào A. tumefaciens CV58C1 bằng xung điện. Tế bào E. coli One Shot TOP10 và tế bào 

A. tumefaciens CV58C1 pGV2260 được làm cho khả biến theo Sambrook và cộng sự [10]. 

Tách chiết plasmid theo chỉ dẫn của kit Plasmid Extraction Kit (Bioneer). 

2.2.2. Thiết kế Ti-vector mang đoạn gen CP 

(1) Tạo vector pENTRTM/D-TOPO® có gắn đoạn gen CP. Sử dụng cặp mồi đặc hiệu CP-

CLRDV-Fi/CP-CLRDV-Ri để nhân đoạn gen CP từ vector tái tổ hợp pBT có mang các đoạn gen 

đã tách dòng. Tạo plasmid tái tổ hợp pENCLRDV-CPi bằng cách gắn sản phẩm PCR của 

CLRDV được tinh sạch vào vector tách dòng pENTRTM/D-TOPO trong dung dịch muối đệm, sau 

đó biến nạp vào tế bào khả biến E.coli One shot Top 10 theo phương pháp sốc nhiệt.  

(2) Tạo vector chuyển gen pK7GWIWG2(II): Phản ứng LR được thực hiện dưới sự hướng 

dẫn của bộ kit Gateway® LR ClonaseTM II Enzyme mix Kit (Invitrogen) có cải tiến cho phù hợp 

với điều kiện phòng thí nghiệm. Plasmid pENCLRDV-CPi tách chiết từ các dòng khuẩn lạc được 

sử dụng tham gia phản ứng LR tái tổ hợp với vector chuyển gen pK7GWIWG2(II). Sản phẩm 

của phản ứng LR được biến nạp vào tế bào khả biến E. coli One shot Top 10 theo phương pháp 

sốc nhiệt. Sau khi phục hồi, dịch tế bào được cấy trải lên đĩa chọn lọc có chứa kháng sinh 

streptomycin 40 mg/l, spectinomycin 100 mg/l và chloramphenicol 50 mg/l. Chọn dòng bằng 

phản ứng cắt bằng enzyme giới hạn và PCR. Một số khuẩn lạc được chọn ngẫu nhiên nuôi qua 

đêm ở 37oC trong 4 ml LB lỏng có bổ sung streptomycin 40 mg/l, spectinomycin 100 mg/l và 

chloramphenicol 50 mg/l để tách chiết plasmid. Sau đó, phản ứng cắt plasmid bằng hai enzyme 

Xba I và Hind III được thực hiện để xác định sự có mặt DNA tái tổ hợp đã được tạo ra và tồn tại 

trong tế bào. 

(3) Tạo chủng vi khuẩn Agrobacterium tumefacien mang cấu trúc vector RNAi:  

Các plasmid tái tổ hợp tiếp tục được biến nạp vào vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens chủng 

CV58C1 pGV2260 bằng phương pháp xung điện. Chọn lọc trên môi trường YEP có bổ sung kháng 

sinh streptomycin 40 mg/l, spectimomycin 100 mg/l và rifamycin 50 mg/l. Sau đó, khuẩn lạc được 

kiểm tra bằng phản ứng colony-PCR với cặp mồi đặc hiệu CP-CLRDV-Fi/CP-CLRDV-Ri. 

2.2.3. Chuyển gen và kiểm tra sự biểu hiện của gen ở mức độ mRNA trong cây thuốc lá 

(1) Quy trình chuyển gen vào giống thuốc lá K326 thông qua vi khuẩn A.tumefaciens được 

tiến hành theo các quy trình chuẩn [11]. Mảnh lá thuốc lá có diện tích 1 cm2 được cho vào dịch 

khuẩn A.tumefaciens có OD600 = 0,7 mang gen quan tâm. Sau đó, các mảnh lá được cấy lên môi 

trường đồng nuôi cấy, sau hai ngày chuyển sang môi trường chọn lọc MS có bổ sung 500 mg/l 

cefotaxime, 50 mg/l kanamycine.  
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(2) Để tiến hành kiểm tra sự có mặt của gen quan tâm, các mảnh thuốc lá tách chiết DNA sau 

khoảng 1 tháng ra cây sẽ được tách chiết DNA và PCR với cặp mồi đặc hiệu CP-CLRDV-Fi/CP-

CLRDV-Ri để kiểm tra sự có mặt của cấu trúc chuyển.  

3. Kết quả và bàn luận 

3.1. Nhân đoạn gen CPi CLRDV bằng kỹ thuật PCR 

Do tính kháng của cây chuyển gen đối với một dòng virus phụ thuộc vào độ tương đồng giữa 

trình tự gen tương ứng của virus đó và vật liệu gen được sử dụng để chuyển vào cây. Nhiều 

nghiên cứu đã chứng minh rằng nếu độ tương đồng nhỏ hơn 90% thì cây chuyển gen không 

kháng được dòng virus đó [12]. Vì vậy, vật liệu di truyền sử dụng chuyển gen phải được chọn lựa 

ở những vùng có độ bảo thủ cao. Trên cơ sở trình tự của gen CP đã phân lập được, chúng tôi đã 

thiết kế được cặp mồi đặc hiệu CP-CLRDV-Fi/CP-CLRDV-Ri để nhân tương ứng vùng gen CPi 

có độ bảo thủ cao bằng kỹ thuật PCR trong plasmid pBT/CLRDV-CP, đồng thời thiết kế thêm 4 

nucleotid CACC vào 5’ của mồi CLRDV-Fi. Các trình tự này sẽ bắt cặp với đầu GTGG trên 

vector nhân dòng pENTRTM/D-TOPO. 

Theo tính toán, đoạn gen CPi được nhân lên có kích thước tương ứng 351 bp. Sản phẩm PCR 

không có điểm cắt của Xba I và Hind III để thuận tiện cho việc chọn dòng sau này. Kết quả thể 

hiện ở hình 1. 
 

  
Hình 1. Phân tích sản phẩm PCR  

nhân đoạn gen CPi của CLRDV 

M: Thang  DNA chuẩn 1 kb (Fermentas); 

Giếng 1: Sản phẩm PCR khuếch đại gen quan 

tâm; Giếng 2: Sản phẩm PCR làm đối chứng 

âm - không chứa DNA khuôn. 

Hình 2. Sản phẩm colony-PCR xác định  

dòng khuẩn lạc mang pENCLRDV-CPi 

M: Thang DNA chuẩn 1 kb (Fermentas); 1-3: các 

khuẩn lạc mồi M13F/R; 6-8: chạy bằng mồi CP-

CLRDV-Fi/CLRDV-Ri; 4, 9: đối chứng dương;   

5, 10: đối chứng âm 

 

Kết quả phân tích sản phẩm PCR hình 1 cho thấy, sản phẩm đã nhân được một phân đoạn 

DNA đặc hiệu có kích thước tương ứng như tính toán lý thuyết, kích thước phân đoạn này là phù 

hợp với chiều dài của đoạn gen CPi quan tâm. Hàm lượng của sản phẩm PCR đủ lớn cho mục 

đích tách dòng gen. 

3.2. Dòng hóa plasmid tái tổ hợp pENCLRDV-Gen vào tế bào E. coli One shot top 10 

Để tạo plasmid tái tổ hợp pENCLRDV-CPi, đầu tiên sản phẩm PCR của CLRDV được tinh 

sạch và gắn vào vector tách dòng pENTRTM/D-TOPO trong dung dịch muối đệm. Sản phẩm gắn 

này được biến nạp vào tế bào khả biến E.coli One shot Top 10 theo phương pháp sốc nhiệt. Kết 

quả chọn dòng bằng phản ứng PCR với cặp mồi M13F/R đặc hiệu nằm trên vector thể hiện trên 

hình 2. Do vị trí gắn của hai M13F và M13R nằm ở hai đầu vị trí mà đoạn gen CPi được chèn 

vào vector và khoảng cách hai mồi này khi chưa có đoạn DNA chèn vào vector là 354 bp, nên 

nếu vector pENTRTM/D-TOPO có đoạn gen CPi chèn vào thì kích thước của phân đoạn DNA thu 

được khi colony-PCR với cặp mồi M13 là 705 bp (= 351 + 354). Kết quả điện di trên hình 2 cho 
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thấy, sản phẩm colony-PCR từ những khuẩn lạc được kiểm tra cho những băng có kích thước 

tương ứng như dự tính. Chứng tỏ rằng, plasmid pENCLRDV-CPi đã biến nạp thành công vào tế 

bào E. coli One Shot TOP 10. 

3.3. Dòng hóa plasmid tái tổ hợp pGWCLRDV-CPi vào tế bào E. coli One shot top 10 

Để tạo plasmid tái tổ hợp pGWCLRDV-CPi, plasmid pENCLRDV-CPi tách chiết từ dòng 

khuẩn lạc ở đường chạy số 2 trên hình 2 được sử dụng tham gia phản ứng LR tái tổ hợp với 

vector chuyển gen pK7GWIWG2(II). Sản phẩm của phản ứng LR được biến nạp vào tế bào khả 

biến E. coli One shot Top 10 theo phương pháp sốc nhiệt.  

Thực hiện phản ứng cắt bằng enzyme giới hạn và PCR để chọn được những dòng khuẩn lạc 

dương tính mang plasmid tái tổ hợp pGWCLRDV-CPi. 

3.4. Kết quả chọn dòng bằng phản ứng cắt bởi emzyme hạn chế 

Xba I và Hind III là hai enzyme giới hạn có các vị trí cắt trên vector pK7GWIWG2(II) (Hình 

3). Theo tính toán lý thuyết, sản phẩm plasmid pGWCLRDV-CPi cắt bởi hai enzyme này thu 

được ba phân đoạn DNA có kích thước trình bày trong bảng 2, trong đó phân đoạn 2 và 3 có kích 

thước thấp hơn so với đối chứng âm là vector pK7GWIWG2(II) nguyên vẹn. 

Kết quả điện di sản phẩm cắt bằng enzyme giới hạn trên hình 4 cho thấy, dòng khuẩn lạc số 1- 

3 và 4 đều thu được các phân đoạn có kích thước như dự tính. Điều này khẳng định các dòng 

khuẩn lạc này đều chứa vector chuyển gen pGWCLRDV-CPi có cả hai vị trí tái tổ hợp chứa đoạn 

gen CPi chèn vào. 
 

 

 

Hình 3.  Bản đồ cấu trúc pGWCLRDV-CPi 

P35S, promoter 35S của Cauliflower mosaic virus; attB1 và attB2, các vị trí tái tổ hợp trong phản ứng LR. 

LB, left T-DNA border; RB, right T-DNA border; T35S, terminator 35S; Kan, gen kháng kanamycin; CmR, 

gen kháng Chloramphenicol. Vị trí các điểm cắt giới hạn của enzyme Xba I và Hind III; CPi, đoạn gen CP 

của virus CLRDV; P35F2, PS35F2; T35R,T35S; Fi: CP-CLRDV-Fi và Ri, CP-CLRDV-Ri. 

Bảng 2. Các phân đoạn thu được theo tính toán lý thuyết khi cắt plasmid pGWCLRDV-CPi và 

pK7GWIWG2(II) bằng enzym Xba I và Hind III (Đơn vị: bp) 

Phân đoạn pK7GWIWG2(II) pGWCLRDV-CPi 

1 8116 8116 

2 3310 2744 

3 1463 894 

3.5. Kết quả chọn dòng bằng phản ứng bằng PCR 

Để kiểm tra đoạn gen CPi có được chèn vào vector chuyển gen đúng chiều các dòng khuẩn lạc 

dương tính bởi phản ứng cắt enzym giới hạn hay không, chúng tôi tiến hành phản ứng PCR có sử 

dụng các cặp mồi: P35F2/CP-CLRDV-Ri, T35R/CP-CLRDV-Ri và CP-CLRDV-Fi/CP-CLRDV-

Ri. Trong đó, mồi CP-CLRDV-Fi và CP-CLRDV-Ri nằm trên gen, còn P35F2 và T35R nằm trên 

vector. Cặp mồi CP-CLRDV-Fi/CP-CLRDV-Ri sẽ kiểm tra sự có mặt của đoạn gen CPi trên 

vector, cặp mồi P35F2/CP-CLRDV-Ri sẽ kiểm tra đoạn gen có được gắn vào theo chiều sense 

hay không, còn cặp mồi T35R/CP-CLRDV-Ri sẽ kiểm tra sự gắn theo chiều antisense (Hình 3). 

Do đó, theo tính toán sản phẩm PCR với cặp mồi CP-CLRDV-Fi/CP-CLRDV-Ri, P35F2/CP-

CLRDV-Ri và T35R/CP-CLRDV-Ri sẽ có kích thước tương ứng là 351, 528 và 483 bp. 
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Hình 4. Sản phẩm cắt plasmid pK7GWIWG2(II) 

và pGWCLRDV-CPi bằng enzyme giới hạn  

Xba I và Hind III; M: thang DNA chuẩn 1 Kb;  

1- 3: vector pGWCLRDV-CPi; 4: đối chứng âm 

(vector không chứa gen quan tâm 

pK7GWIWG2(II)) 

Hình 5. Sản phẩm PCR chọn dòng khuẩn lạc mang 

pGWCLRDV-CPi 

M: Thang DNA chuẩn 1 kb; 1- 4: Sử dụng cặp mồi 

CP-CLRDV- Fi/CLRDV-Ri với khuẩn lạc tương ứng 

1-3; 6-8: Sử dụng cặp mồi T35R/CP-CLRDV-Ri với 

khuẩn lạc tương ứng 1-3; 10-12: Sử dụng cặp mồi 

P35F2/CP-CLRDV-R với khuẩn lạc tương ứng 1-3; 

4, 9, 13: đối chứng âm; 5: đối chứng dương 

 

Kết quả điện di trên hình 5 cho thấy, các dòng kiểm tra đều có kết quả PCR dương tính với 

kích thước đúng như mong đợi. Chứng tỏ, hai vị trí tái tổ hợp trên vector đều mang đoạn gen CPi 

chèn vào đúng chiều. 

Kỹ thuật Gateway là một phương pháp nhân dòng phổ biến, hữu ích cho những đặc tính tái tổ 

hợp đặc hiệu vị trí của vi khuẩn lambda để cung cấp một cách hiệu quả nhanh và nhạy gắn trình 

tự DNA vào hệ thống vector. Vector pK7GWIWG2(II) là vector chuyển gen có cấu trúc đặc biệt, 

có hai vùng chứa cấu trúc attR1-ccdB-attR2 ngược chiều nhau, được nối với nhau bởi một đoạn 

intron. Vì vậy, sản phẩm của phản ứng LR là một plasmid pGWCLRDV-Gene với hai vị trí tái tổ 

hợp mang đoạn gen CPi có chiều sense-intron-antisense (hay Gene-intron- antiGene). Đoạn 

intron này có vai trò rất quan trọng trong việc tạo cấu trúc loop để RNA sợi đôi (Gene-antiGene) 

dễ hình thành. Đây chính là cấu trúc RNAi cần thiết kế có vai trò kháng lại sự lây nhiễm của 

CLRDV trong tế bào vật chủ khi nó được chuyển một cách ổn định vào genome vật chủ. 

Kết quả chọn dòng bằng phản ứng PCR và phản ứng cắt bởi enzyme giới hạn đã thu được 

dòng khuẩn lạc dương tính 1-3 mang vector pGWCLRDV-CPi quan tâm, với hai đoạn gen lặp lại 

đảo chiều, được ngăn cách bởi một đoạn intron ở giữa dưới sự điều khiển của promoter 35S. Cấu 

trúc này sẽ tạo ra RNA dạng kẹp tóc bổ sung chính nó có intron (intron-hairpin RNA, ihpRNA) sau 

khi được chuyển vào cây trồng. Khả năng cấu trúc ihpRNA bổ sung chính nó có hiệu quả làm bất 

hoạt gen ở thực vật đã được chứng minh [13]. Cấu trúc RNAi này tiếp tục được sử dụng để chuyển 

biến nạp vào chủng A. tumefacien CV58C1 pGV2260 phục vụ cho các thí nghiệm chuyển gen. 

3.6. Tạo và lưu giữ chủng vi khuẩn Agrobacterium mang vector chuyển gen 

Tiến hành biến nạp 1μl plasmid pGWCLRDV-CPi vào tế bào khả biến A. tumefaciens 

CV58C1 pGV2260 mang gen kháng kháng sinh rifamycin 50 mg/l; cấy trải hỗn hợp trên môi 

trường có kháng sinh streptomycin 40 mg/l, spectimomycin 100 mg/l (là kháng sinh chọn lọc 

plasmid biến nạp) và rifamycin 50 mg/l (kháng sinh chọn lọc khuẩn). Kết quả colony-PCR ngẫu 

nhiên một số dòng khuẩn lạc trên hình 6 cho thấy, tất cả các dòng kiểm tra đều xuất hiện phân 

đoạn DNA đặc hiệu, có kích thước phù hợp theo tính toán. Như vậy có thể khẳng định chắc chắn 

các dòng khuẩn lạc thu được mang vector RNAi tái tổ hợp. 
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Hình 6. Điện di colony-PCR kiểm tra sự có 

mặt của vector chuyển gen trong các dòng 

A.tumefaciens biến nạp 

M: thang DNA chuẩn 1 Kb; 1-4: sản phẩm 

colony-PCR; 5: đối chứng dương;  

6: đối chứng âm phản ứng PCR 

Hình 7. Kết quả kiểm tra các dòng thuốc lá đại diện với 

mồi P35F2/CP-CLRDV-R 

(+): mẫu PCR từ plasmid; (-): đối chứng âm;  

giếng 1-6: các dòng thuốc lá CPi1-6 

3.7. Kết quả chuyển gen và đánh giá sự biểu hiện của gen trong các dòng thuốc lá K326 

Với mục đích kiểm tra hiệu quả biểu hiện của vector đã thiết kế, các dòng khuẩn A. 

tumefaciens được lây nhiễm vào các mảnh thuốc lá K326. Sau quá trình chuyển gen, tái sinh và 

chọn lọc, có 6 dòng thuốc lá chuyển gen ở thế hệ T0 sống sót trên môi trường chọn lọc và được 

chuyển ra trồng trong nhà lưới để tiến hành kiểm tra các dòng mang gen bằng phương pháp PCR, 

kết quả thể hiện ở hình 7. 

Qua kết quả hình 7 cho thấy, các giếng 1, 3, 4, 5, 6 xuất hiện các phân đoạn DNA ở vị trí 350 

bp phù hợp với kích thước của CPi khi kiểm tra với cặp mồi P35F2/CP-CLRDV-R, chứng tỏ các 

dòng thuốc lá CPi1, CPi3, CPi4, CPi5, CPi6  đã được chuyển thành công cấu trúc gen CPi.  Như 

vậy, trong tổng số 6 dòng thuốc lá được kiểm tra, có 5 dòng xuất hiện phân đoạn DNA khi PCR 

chứng tỏ 5 dòng này đã được chuyển gen thành công. 

Công nghệ RNAi được xem là một kỹ thuật hiện đại và hữu hiệu chống lại các bệnh do virus 

gây ra ở thực vật. Việc tạo cây trồng chuyển gen kháng virus bằng kỹ thuật RNAi là một lĩnh vực 

mới mẻ và được cả thế giới quan tâm. Tính hiệu quả của kỹ thuật RNAi trong việc tạo cây trồng 

chuyển gen mã hoá protein của virus có khả năng kháng lại chính virus đó đã được chứng minh 

bằng thực tế. Nhiều loại cây trồng kháng virus đã được tạo ra bằng kỹ thuật này cho thấy khả 

năng làm chậm sự tích luỹ của virus hoặc làm giảm nhẹ các triệu chứng của bệnh. Sự kết hợp kỹ 

thuật chuyển gen và công nghệ RNAi sẽ là biện pháp công nghệ sinh học có hiệu quả trong việc 

cải thiện và tăng cường tính kháng virus của cây trồng. Kết quả nghiên cứu trên đã cho thấy sự 

hoạt động của vector chuyển gen mang cấu trúc RNAi CPi trong cây thuốc lá. Đây sẽ là tiền đề 

cho việc nghiên cứu chuyển gen tạo cây bông kháng virus CLRDV giúp giảm đáng kể những 

thiệt hại do bệnh xanh lùn gây ra. 

4. Kết luận 

Chúng tôi đã thiết kế thành công vector chuyển gen (Ti-plasmid) mang cấu trúc RNAi của 

đoạn gen nhân tạo pGWCLRDV-CPi của CLRDV. Các vector chuyển gen đã được chuyển vào 

biến nạp vào A. tumefaciens CV58C1 pGV2260 sẵn sàng cho nghiên cứu tạo cây bông chuyển 

gen kháng bệnh xanh lùn. 
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