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Tóm tắt: RNAi là phương pháp sử dụng rộng rãi để phát triển các cây thuốc lá chuyển gen kháng 
virus phổ rộng giúp giảm đáng kể thiệt hại về năng suất do virus gây ra. Do đó, trong nghiên cứu 
này chúng tôi đã tiến hành thiết kế vector chuyển gen nhị thể pGWTCYS mang cấu trúc RNAi lặp 
lại đoạn gen TCYS đảo chiều có ngăn cách một đoạn intron. Đoạn gen TCYS mang đa đoạn gen 
chức năng không đầy đủ của 4 loại virus gây hại phổ biến nhất trên cây thuốc lá ở Việt Nam là 
TMV (Tobacco mosaic virus – virus khảm thuốc lá), CMV (Cucumber mosaic virus – virus khảm 
dưa chuột), TYLCV (Tomato yellow leaf curl virus – virus xoăn vàng lá cà chua) và TSWV 
(Tomato spotted wilt virus – virus héo đốm cà chua). Cấu trúc này được chuyển vào 2 giống thuốc 
lá Nicotiana tabacum K326 và C9-1. Sau quá trình tái sinh và chọn lọc đã thu được 66 dòng cây 
(36 dòng K326 và 30 dòng C9-1) phát triển bình thường. Phân tích PCR cho thấy tất cả các dòng 
này đều dương tính với gen chuyển TCYS. Đánh giá tính kháng cả 4 loại virus nghiên cứu của các 
dòng thuốc lá chuyển gen này ở thế hệ T0 thu được 20/66 dòng (trong đó, 11 dòng K326 và 9 
dòng C9-1) không có biểu hiện bệnh do những virus này gây ra sau lây nhiễm . 

Từ khóa: TMV, CMV, TYLCV, TSWV, thuốc lá, RNAi 

1. Mở đầu* 

Bên cạnh nấm và vi khuẩn, virus là một 
trong 3 nguyên nhân chính gây nên bệnh truyền 
nhiễm ở thực vật. Cho đến nay, đã có gần 1000 
loài virus hại thực vật được phát hiện, trong khi 
chưa có loại thuốc bảo vệ thực vật nào có thể 
chống lại bệnh virus gây nên mối lo ngại lớn 
cho nền nông nghiệp. Con người chỉ có thể hạn 

_______ 
*Tác giả liên hệ. ĐT.: 84-986466739 
   Email: hienthuy20@gmail.com 

chế tác hại của virus và kiểm soát nó ở mức độ 
nhất định thông qua một số biện pháp mang 
tính chất phòng trừ như sử dụng giống sạch 
bệnh hay các biện pháp canh tác [1].  

Hiện nay, với sự phát triển của công nghệ 
sinh học, việc tạo cây trồng chuyển gen kháng 
virus được xem là một biện pháp hiện đại và 
hữu hiệu trong việc chống lại bệnh virus hại 
thực vật. Dựa trên chiến lược “tính kháng được 
tạo ra từ tác nhân gây bệnh” kết hợp với việc 
phát hiện ra cơ chế gây bất hoạt gen sau phiên 
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mã (RNAi), nhiều nghiên cứu nhằm tạo ra các 
vector chuyển gen mang cấu trúc RNAi chứa 
các trình tự gen của virus gây bệnh đã được 
thực hiện. Bằng chứng đầu tiên về sự kháng 
virus thông qua RNAi được cung cấp bởi 
Waterhouse và cộng sự (1998) [2], kháng lại 
virus PVY (Potato virus Y) trong cây thuốc lá 
chuyển gen. Cho tới nay, đã có rất nhiều thành 
công trên nhiều hệ thống vật chủ khác để kháng 
lại một vài loại virus [3- 6]. 

RNAi là cơ chế tự nhiên của tế bào sống có 
thể làm bất hoạt một gen nào đó, cơ chế này tìm 
thấy ở cả nấm, thực vật và động vật [2, 7]. Ở 
thực vật, RNAi có thể được thực hiện bằng cách 
chuyển gen có cấu trúc biểu hiện sự phiên mã 
cao RNA sense, anti-sense hoặc RNA kẹp tóc 
bổ sung chính nó (hairpin RNA, hpRNA) mà 
chứa trình tự tương đồng với gen đích [8, 9]. 

Bệnh khảm lá là bệnh phổ biến nhất trên 
cây thuốc lá làm giảm từ 35%-65% năng suất 
cây trồng, bệnh xuất hiện do sự gây hại của 2 
loại virus là TMV và CMV [1]. Đây là 2 loại 
virus có phổ kí chủ rộng, khả năng chống chịu 
cao và lan truyền dễ dàng qua tiếp xúc cơ học 
giữa cây bệnh và cây khỏe. Về mặt di truyền, 
genome của 2 virus đều là ARN đơn dương 
[10], trong đó gen mã hóa cho protein vỏ (coat 
protein-CP) của virus, loại protein đóng vai trò 
quan trọng trong sự dịch chuyển của virus, 
trong quá trình truyền bệnh và phân hóa triệu 
chứng trên cây bệnh [11-13]. Với vai trò của 
nó, gen CP thường được sử dụng làm nguồn 
nguyên liệu cho tạo cây trồng chuyển gen 
kháng virus theo cơ chế RNAi. 

Nhóm bệnh phổ biến tiếp theo trên cây 
thuốc lá cũng do virus gây hại là bệnh xoăn 
ngọn. TYLCV và TSWV là nguyên nhân chính 
gây nên triệu chứng xoăn lá, xoăn ngọn trên cây 
thuốc lá. Là nhóm virus đa thực gây hại trên 
nhiều đối tượng cây trồng thuộc họ Cà, đặc biệt 
như cà chua, thuốc lá,.. [14, 15] và truyền bệnh 
nhờ môi giới. Trong đó, virus xoăn vàng lá cà 

chua TYLCV thuộc chi Begomovirus, họ 
Geminiviridae được phát hiện lần đầu tiên ở 
Israel vào năm 1939 [16]. Các virus trong chi 
Begomovirus được chia làm 3 nhóm chính dựa 
vào cấu trúc genome của chúng bao gồm loại 
hai vòng gen - thể dipartite, loại một vòng gen 
nhưng dịch mã thành hai khung đọc riêng biệt - 
thể monopartite và loại một vòng gen kèm 
DNA vệ tinh [17- 19]. TYLCV được lan truyền 
nhờ loài bọ phấn Bemisia tabaci, là loài côn 
trùng có sức sinh sản nhanh và mạnh. Genome 
của TYLCV gồm 6 gen chức năng đó là các gen 
V1 (CP), V2 (pCP), C1, C2, C3, C4. Các gen 
trong hệ gen của TYLCV có thể nằm trên cùng 
một vòng DNA-A hoặc hai vòng DNA-A và 
DNA-B riêng biệt tùy chủng virus và ngăn cách 
với nhau bởi một vùng liên gen khoảng 150 - 
250 nucleotide.  TSWV – Virus héo đốm cà 
chua thuộc loại Tospovirus, họ Bunyaviridae, 
có cấu tạo dạng thiên thể kích thước 70-90nm. 
Genome của TSWV gồm ba sợi RNA đơn âm 
(negative) hoặc lưỡng tính (ambisense) là sợi L 
(8,9 kb), sợi M (4,9 kb) và sợi S (2,9 kb). Sợi L 
mã hóa cho các replicase liên quan tới quá trình 
phiên mã của virus trong khi sợi M mã hóa cho 
protein vận chuyển (NSm) và protein vỏ (GN và 
GC) – loại protein đóng vai trò quan trọng trong 
xâm nhiễm và truyền bệnh, còn sợi S mã hóa 
cho nucleprotein (N) và protein ức chế quá trình 
bất hoạt gen (NSs) [20, 21]. Bọ trĩ là môi giới 
truyền bệnh hiệu quả nhất của virus này.  

Việc sử dụng nguồn gen chức năng của 
virus chuyển vào cây trồng nhằm tạo ra cây 
kháng chính virus đó bằng công nghệ RNAi đã 
được ứng dụng thành công trong nhiều nghiên 
cứu ở Viện Công nghệ sinh học, Viện Hàn Lâm 
Khoa học và Công nghệ Việt Nam [22-24]. 
Ứng dụng công nghệ này,  một cấu trúc RNAi 
đa đoạn mang các đoạn gen chức năng không 
đầy đủ của virus TMV, CMV, TSWV và 
TYLCV lặp lại đảo chiều đã được thiết kế nhằm 
tạo ra cây trồng chuyển gen có tính kháng virus 
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phổ rộng. Cấu trúc này đã được chuyển vào cây 
thuốc lá giống K326 và C9-1 thông qua vi 
khuẩn Agrobacterium tumefaciens. Những dòng 
thuốc lá chuyển gen thế hệ T0 đã được thu nhận 
và phân tích PCR và tính kháng virus. 

2. Phương pháp nghiên cứu 

2.1. Vật liệu nghiên cứu 

Nguồn gen của virus TMV, CMV, TYLCV 
và TSWV 

Các nguồn gen được phòng Công nghệ Tế 
bào thực vật, Viện Công nghệ sinh học cung 
cấp gồm: 1) Vector pENTRY/TCY mang 740 
nucleotide của đoạn gen đa đoạn TCY (TCY 
chứa 304 nucleotide của CP TMV nối 255 
nucleotide của CP CMV (Phạm Thị Vân et al, 
2009) ghép nối với đoạn gen đa đoạn nhân tạo 
của TYLCV gồm 112 nucleotide của CP, 101 
nucleotide C1/C2, 127 nucleotide C1/C4 và 130 
nucleotide của βC1)  2) Vector tách dòng 
pENTR/TSWV mang 270 nucleotide đoạn gen 
mã hóa protein CP không đầy đủ của virus 
TSWV phân lập từ mẫu thuốc lá tại Tây Ninh. 

Chủng khuẩn và vector 
Vector chuyển gen pK7GWIWG2(II) [25], 

bộ kit nhân dòng pENTRY Directional TOPO® 

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

E. coli One Shot® TOP 10 (Invitrogen), 
chủng Agrobacterium tumefaciens C58C1 
mang plasmid gây độc  pGV2260, E. coli DH5α 

Vật liệu thực vật 
Cây thuốc lá thuộc 2 giống Nicotiana 

tabacum K326 và C9-1 nuôi cấy trong điều 
kiện in-vitro (được cung cấp bởi Phòng Công 
nghệ tế bào thực vật, Viện Công nghệ sinh học) 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

Thiết kế mồi cho phản ứng PCR khuếch 
đại đoạn gen đa đoạn TCYS 

Để khuyếch đại vùng gen quan tâm, các 
mồi RNAi đã được thiết kế với mồi TMV-CP-
Fi-2 được bổ sung thêm 4 nucleotide CACC 
tương thích với đầu 3’ GTGG của vector nhân 
dòng pENTRTM/D-TOPO® (Invitrogen) còn hai 
mồi cTYLCV-TSWV-Fi-1 và cTYLCV-
TSWV-Ri-1 có 20 nucleotide gối lên nhau (10 
nucleotit đầu 5’ là của TMV còn 10 nucleotit 
đầu 3’ là của TSWV).  Kích thước của đoạn gen 
đa đoạn TCYS là1000 bp. 

  Bảng 1. Danh sách mồi 

Tên mồi Trình tự (5'-3') 

TMV-CP-Fi-2  CACCGAAGTTGAAAATCAGG  
cTYLCV-TSWV-Fi-1 TATCATCAACAGTTCTGCGAGTTTTGC 
cTYLCV-TSWV-Ri-1 GCAAAACTCGCAGAACTGTTGATGATA 
TSWV-CP-Ri-1  TTGCCATAATGCTAGGAGGT 

 
Thiết kế vector chuyển gen mang cấu trúc 

RNAi chứa gen đa đoạn kháng virus 
Kỹ thuật Gateway (Invitrogen, Karlsruhe, 

Germany) được sử dụng để tạo cấu trúc 

hpiRNA. Đầu tiên, phản ứng PCR nhân từng 
đoạn gen TCY và CPi TSWV với cặp mồi đặc 
hiệu tương ứng TMV-CP-Fi-2/cTYLCV-
TSWV-Ri-1 và cTYLCV-TSWV-Fi-1/TSWV-
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CPi-Ri-1 nhờ sử dụng enzyme Pfu DNA 
polymerase (Fermentas). Sản phẩm của phản 
ứng sau đó được tinh sạch, làm khuôn cho phản 
ứng PCR ghép nối hai đoạn gen lại với nhau với 
cặp mồi TMV-CP-Fi-2/TSWV-CPi-Ri-1. Đoạn 
gen  ghép nối TCYS tiếp tục được gắn vào 
vector tách dòng pENTRTM/D-TOPO®, sau đó, 
được dòng hóa trong tế bào khả biến E.coli One 
Shot TOP 10. Các dòng khuẩn lạc mang 
plasmid tái tổ hợp dương tính ký hiệu là  
pENTCYS được nuôi, tách chiết và thu nhận 
plasmid.  

Tiếp đó, phản ứng LR (LR là phản ứng tái 
tổ hợp giữa các vị trí attL and attR dưới sự xúc 
tác của enzym LR Clonase™ II) được thực hiện 
giữa vector cho pENTCYS có chứa các vị trí tái 
tổ hợp attL và vector tiếp nhận 
pK7GWIWG2(II) có chứa các vị trí gắn kết 
attR. Kết quả phản ứng LR sẽ tạo ra một vector 
biểu hiện thực vật nhị thể đặt tên là pGWTCYS. 
Vector này mang cấu trúc hpiRNA với hai vị trí 
chèn đoạn gen đa đoạn TCYS đảo chiều được 
ngăn cách bởi một đoạn intron dưới sự điều 
khiển của promoter 35S cauliflower mosaic 

virus. Cấu trúc pGWTCYS lần lượt được dòng 
hóa trong tế bào E. coli  One Shot® TOP 10 và 
cuối cùng nó được chuyển vào tế bào A. 
tumefaciens bằng phương pháp xung điện. Tế 
bào được nuôi cấy trên môi trương LB có bổ 
sung kháng sinh chọn lọc cho vector là 
streptomycin 40mg/l, chloramphenicol 34 mg/l, 
kháng sinh chọn lọc vỉ khuẩn A.tumefaciens là 
rifamycin 50 mg/l. Những dòng khuẩn lạc 
dương tính được nuôi , tách chiết plasmid để 
kiểm tra phản ứng cắt bởi enzyme giới hạn 
XbaI và HindIII. 

Chuyển cấu trúc RNAi TCYS vào thuốc lá 
Cấu trúc RNAi TCYS được chuyển vào 2 

giống thuốc lá Nicotiana tabacum K326 và C9-
1 thông qua vi khuẩn A.tumefaciens theo 
phương pháp của Topping có cải tiến (1998) 
[26].  

Phân tích cây chuyển gen ở thế hệ T0 
- PCR kiểm tra sự có mặt của gen chuyển 
DNA tổng số được tách chiết nhanh từ lá 

các cây thuốc lá chuyển gen sau 3 tuần ra cây 
tại nhà lưới. Sử dụng cặp mồi TMV-CP-Fi-
2/TSWV-CP-Ri-1 để kiểm tra sự có mặt của 
gen chuyển nhờ phản ứng PCR. 

- Đánh giá tính kháng virus bằng phương 
pháp lây nhiễm nhân tạo 

Mỗi dòng thuốc lá chuyển gen T0 được 
nhân thành 2 cây, 1 cây được trồng để lây 
nhiễm TMV và CMV, 1 cây để lây nhiễm 
TYLCV và TSWV. Các cây thuốc lá được 
trồng ở nhà lưới đến khi cao khoảng 10-30cm 
thì tiến hành lây nhiễm virus TMV và CMV 
theo phương pháp của Herbers (1996) [27].  

Đối với việc đánh giá tính kháng TYLCV 
và TSWV, phương pháp nhiễm bệnh qua môi 
giới được sử dụng. Những cây chuyển gen T0 
được trồng trong điều kiện nhà lưới chứa môi 
giới truyền bệnh là bọ phấn (Bemisia tabaci) và 
bọ trĩ (Stenchaetothrips biformis Bagnall) với 
mật độ cao, đồng thời với sự có mặt của các cây 
WT (cây không chuyển gen) đã nhiễm bệnh 
TYLCV và TSWV và cây WT không nhiễm 
bệnh. Các dòng thuốc lá chuyển gen được bố trí 
trồng trong các ô thí nghiệm ở 2 bên nhà lưới, 
các cây WT nhiễm bệnh được trồng ở ô chính 
giữa. Thường xuyên kiểm tra mật độ bọ phấn 
và bọ trĩ trong nhà lưới thông qua việc quan sát 
và đếm số lượng trên lá cây. Triệu chứng bệnh 
sẽ được quan sát sau 30-40 ngày. 

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. Thiết kế vector chuyển gen RNAi đa đoạn  

Thuốc lá là cây trồng chịu thiệt hại của 
nhiều loài virus khác nhau. Với mục đích tạo 
cây thuốc lá có khả năng kháng đồng thời nhiều 
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loại virus gây hại với nhiều khu vực trong cả 
nước, nghiên cứu đã thiết kế một đoạn gen đa 
đoạn chứa các vùng trình tự gen chức năng có 
độ bảo thủ cao của các virus TMV, CMV, 
TSWV và TYLCV. Sử dụng kỹ thuật PCR với 
các cặp mồi thiết kế đặc hiệu đoạn gen đa đoạn 
của 4 virus có kích thước khoảng 1000 bp đã 
được thu nhận (Hình 1). Đoạn gen này đã được 
gắn vào vector tách dòng pENTRTM/D-TOPO® 
dưới sự xúc tác của enzyme toposoimerase có 
trên vector. Sản phẩm plasmid tái tổ hợp 
pENTCYS được dòng hóa vào tế bào E.coli 
One Shot TOP 10. Những dòng dương tính đã 
được thu nhận và xác định trình tự đoạn gen đa 
đoạn. Kết quả đọc trình tự cho thấy đoạn gen 
thu được có kích thước 1000 bp, với trình tự 
đúng như dự tính. 

Kỹ thuật Gateway gồm 2 phản ứng LR và 
BP được xem là một phương pháp hiệu quả, 
nhanh và nhạy nhằm gắn đoạn DNA vào hệ 
thống vector hoặc trao đổi đoạn gen giữa hai hệ 
thống vector. Trong nghiên cứu này, phản ứng 
LR được thực hiện thành công giữa vector cho 
pENTCYS có chứa trình tự attL ở 2 đầu đoạn 
gen TCYS và vector tiếp nhận 
pK7GWIWG2(II) có chứa các vị trí attR. Kết 
quả phản ứng LR tạo ra một vector nhị thể 
(pGWTCYS) mang cấu trúc RNAi với hai vị trí 

chèn đoạn gen TCYS theo chiều sense và 
antisense được ngăn cách bởi một đoạn intron, 
dưới sự điều khiển của promoter 35S (Hình 2). 
Dựa vào phản ứng cắt bởi enzyme giới hạn 
XbaI và HindIII, những plasmid tái tổ hợp 
pGWTCYS (dòng khuẩn lạc 1 và 2 trên hình 
2D) đã được lựa chọn để biến nạp vào thuốc lá 
thông qua vi khuẩn A. tumefaciens chủng 
CV58C1. 

3.2. Tạo cây thuốc lá chuyển gen  

Với mục đích kiểm tra hiệu quả biểu hiện 
của vector đã thiết kế và tạo cây thuốc lá kháng 
đồng thời nhiều virus, 2 giống thuốc lá được 
trồng phổ biến ở Việt Nam và mẫn cảm với các 
virus này là K326 và C9-1 được lựa chọn để 
chuyển cấu trúc RNAi TCYS thông qua 
A.tumefaciens. 

Sau quá trình chuyển gen, tái sinh và chọn 
lọc , có 36 dòng thuốc lá chuyển gen ở thế hệ 
T0 của giống K326 và 30 dòng giống C9-1 
sống sót trên môi trường chọn lọc và được 
chuyển ra trồng trong nhà lưới để phân tích 
PCR và đánh giá tính kháng virus. 76/100 dòng 
cho kết quả PCR dương tính với gen chuyển 
TCYS (Hình 3). 

A  B C

bp M1   TSWV‐CPi bp M2     TCY        bp M2  TCYS       bp

750
280

1000
1500
1000

500

500

250

 

Hình 1. Ảnh điện di sản phẩm PCR ghép nối tạo đoạn gen đa đoạn TCYS. A) Sản phẩm PCR nhân đoạn CPi 
TSWV bằng cặp mồi cTYLCV-TSWV-Fi-1 và TSWV-CP-Ri-1; B), Sản phẩm PCR nhân đoạn TCY bằng cặp 
mồi TMV-CP-Fi-2 và cTYLCV-TSWV-Ri-1 C),Sản phẩm PCR ghép nối TCY và CPi TSWV tạo đoạn gen đa 

đoạn TCYS. M1, GeneRuler TM 1 kb DNA ladder (Fermentas); M2, 1 kb DNA ladder (Geneshun). 
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112 nt
101 nt

397 nt
56 nt

CACCGAAGTTGAAAATCAGGCGAACCCCACGACTGCCGAAACGTTAGACGCTA
CTCGTAGAGTAGACGACGCAACGGTAGCCATAAGGAGCGCTATAAATAATTTA
GTAGTAGAATTGATCAGAGGAACCGGATCTTATAATCGGAGCTCTTTCGAGAGC
TCTTCTGGTTTGGTTTGGACCCGCATTCAAATTCGAGTTAATCCTCTGCCGAAATT
TGATTCTACCGTGTGGGTGACAGTCCGTAAAGTTCCTGCCTCCTCGGACTTGTCC
GTTGCCGCCATCTCTGCTATGTTCGCGGACGGAGCCTCACCGGTACTGGTTTATC
AGTATGCTATGTCGAAGCGTCCCGCAGATATAGTCATTTCCACTCCCGCATCCA
AGGTGCGTCGCCGGCTGAATTTCGACAGCCCGTATGTCAACCGTGCTGTTGCCC
CCACTGTCCTC/TCAACTCTCCGTCTCCGAACAGGCCTCTTCTTGGCTATTCTGTG
TTGCACTTTGATTGGTACCTGAGTACAATGGGCTGTTGAGGGTGACGAATTCTG
CATtt/AGCTCCCTGAATGTTTGGATGGAAATGCGCTGACCTGGTTGGGGATACC
AGGTCGAAGAATCTGTTATTCTGGCATTTGTATTTCCCTTCGAACTGGACAAGCA
CGTGGAGATGAGGAGACCCATT/TATACATTGGTATTCATAAATACATCATATTC
ATCTCCTATATTAATATCATCAACAGTTCTGCGAGTTTTGCCTGTTTTTTAACCCC
AAACATTTCATAGAACTTGTTAAGAGTTTCACTGTAATGTTCCATAGCAACACTT
CCTTTAGCATTAGGATTGCTGGAACTAAGTATAGCAGCATACTCTTTCCCCTTCTT
CACCTGATCTTCAGTCATTTCAAATGCTTTGCTTTTGCATCCTGATATATAGCCAA
GACAACACTGATCATCTCAAAGCTATCAACTGAAGCAATAAGAGGTAAGCTACC
TCCTAGCATTATGGCAA

A

B

C

bp 1   2    M     3   4   (-)         bp

8116

3394

1543 

8116

3310

1463

D

 

Hình 2. A. Sơ đồ cấu trúc đoạn RNAi TCYS: P35S, promoter 35S; 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; CmR, gen kháng 

chloramphenicol. Vị trí các điểm cắt giới hạn của enzyme XbaI và HindIII. B. Cấu trúc đoạn gen đa đoạn TCYS. 
C. Trình tự đoạn gen đa đoạn TCYS: Màu đen là trình tự đoạn gen của TMV, màu đỏ là trình tự đoạn gen của 
CMV , màu xanh dương là trình tự đoạn gen đa đoạn nhân tạo của cTYLCV, màu tím là trình tự đoạn gen của 
TSWV và các trình tự in đậm và gạch chân là các vị trí mồi. D.  Hình ảnh điện di sản phẩm cắt plasmid tái tổ 

hợp pGWTCYS bằng enzyme XbaI và HindIII: M, 1 kb DNA ladder (Geneshun); 1 - 4, Dòng khuẩn lạc 1 - 4; (−), 
Đối chứng âm vector pK7GWIWG2(II).  

Các dòng cây chuyển gen này được đánh số 
theo thứ tự K1 đến K36 ở giống K326 và C1-
C30 ở giống C9-1. Mỗi dòng được nhân invitro 
thành 2 cây, chia thành 2 nhóm và được trồng ở 
2 nhà lưới khác nhau. Nhóm 1 tiến hành kiểm 
tra tính kháng TMV và CMV bằng phương 
pháp lây nhiễm nhân tạo, thống kê cây nhiễm 
bệnh thông qua quan sát triệu chứng bệnh cây 
xuất hiện sau lây nhiễm. Nhóm 2 được lây 
nhiễm TYLCV và TSWV nhờ môi giới truyền 
bệnh bọ phấn và bọ trĩ được bố trí trong nhà 
lưới.  

Kết quả kiểm tra tính kháng với virus TMV 
và CMV cho thấy, sau 3 lần lây nhiễm nhân tạo 
có 26/36 dòng cây chuyển gen K326 và 17/30 
dòng cây C9-1 chuyển gen kháng hoàn toàn với 
cả TMV và CMV (hình 4). 

Ở nhà lưới thứ 2, kết quả lây nhiễm 
TYLCV và TSWV cho thấy có 14/36 dòng cây 
K326 và 11/30 dòng cây C9-1 không biểu hiện 
bệnh xoăn. Các cây biểu hiện bệnh có triệu 
chứng xoăn lá, xoăn ngọn, cây thấp lùn, mất 
khả năng sinh trưởng. So sánh với các dòng cây 
kháng virus TMV và CMV đã được thống kê ở 
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trên, chúng tôi thu được 11 dòng cây chuyển 
gen K326 và 9 dòng C9-1 đồng thời kháng 
TMV, CMV và không biểu hiện bệnh xoăn. Kết 
quả này cho thấy sự hoạt động hiệu quả của 
vector chuyển gen mang cấu trúc RNAi TCYS 

trong cây thuốc lá. Đây là bước quan trọng 
trong việc tạo ra cây thuốc lá kháng đồng thời 
nhiều loại virus giúp giảm đáng kể những thiệt 
hại do bệnh virus gây ra. 

 

 

Hình 3. Sản phẩm PCR kiểm tra cây thuốc lá T0 chuyển gen TCYS  
M: Thang chuẩn 1Kb, (+): Mẫu PCR từ plasmid, 1-:8: PCR cây T0 chuyển gen TCYS bằng mồi TMV-CP-Fi-2 

và TSWV-CP-Ri-1. (-): mẫu đối chứng âm. 

 

   
A B C 

Hình 3. Hình ảnh các dòng thuốc lá chuyển gen sau 40 ngày lây nhiễm. A, Cây thuốc lá  dòng K4 chuyển gen 
biểu hiện bệnh khảm; B, Cây chuyển gen dòng K18 không biểu hiện bệnh; C, Cây chuyển gen dòng K4 biểu 

hiện bệnh xoăn lá và ngọn. 
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Bảng 1. Kết quả chuyển cấu trúc RNAi TCYS vào thuốc lá thế hệ T0 

Chuyển gen và tái sinh Lây nhiễm nhân tạo 
TMV và CMV 

Lây nhiễm TYLCV và 
TSWV qua môi giới 

Giống  Số 
mẫu  
x số 
lần  

Tổng số 
chồi tách 

Số chồi 
phát 
triển  

Số 
cây 
lây 
nhiễm 

Số 
cây 
không 
biểu 
hiện 
bệnh 

Tỷ lệ 
(%) 

Số 
cây 
lây 
nhiễm 

Số 
cây 
không 
biểu 
hiện 
bệnh 

Tỷ lệ 
(%) 

Số 
cây 
không 
biểu 
hiện 
cả 2 
bệnh  

WT-K326 5x2 9±1,4 0 10 0 0 10 0 0 0 

K326 50x2 131,5±4,9 18±1,4 36 26 72,2 36 14 38,9 11 

WT-C9-1 5x2 7±1,41 0 10 0 0 10 0 0 0 

C9-1 50x2 87,5±3,5 15±2,8 30 17 56,7 30 11 36,7 9 

Ghi chú: WT-K326, WT-C9-1: Cây thuốc lá không chuyển gen giống K326 và C9-1 

4. Kết luận 

Vector chuyển gen mang cấu trúc RNAi đa 
đoạn TCYS chứa các gen chức năng không đấy 
đủ của 4 loại virus TMV, CMV, TYLCV và 
TSWV đã được thiết kế và chuyển thành công 
vào 2 giống thuốc lá K326 và C9-1. Phân tích 
tính kháng virus TMV, CMV, TYLCV và 
TSWV của 66 dòng thuốc lá chuyển gen giống 
K326 và C9-1 ở thế hệ T0 thu được 20 dòng 
(gồm 11 dòng K326 và 9 dòng C9-1) không có 
biểu hiện bệnh do các virus này gây ra.  
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Multi-fragment Transgenic Nicotiana tabacum Plants Exhibit 
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TYLCV and TSWV) Based on RNAi  
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Abstract: RNA interference (RNAi) is a widely used method to develope broad spectrum viral 

resistance in transgenic tobacco plants in order to significantly reduces yield losses caused by viruses. 
Therefore, in this study we have designed pGWTCYS binary vector carrying RNAi construct with 
inverted repeat multi-fragment TCYS flanked by an intron.This multi-fragment TCYS carries partially 
functional genes of four harmful tobacco viruses in Vietnam which are TMV (Tobacco mosaic virus), 
CMV (Cucumber mosaic virus), TYLCV (Tomato yellow leaf curl virus) and TSWV (Tomato spotted 
wilt virus). This construct had been transformed into Nicotiana tabacum K326 and C9-1 via 
Agrobacterium tumefaciens. After regeneration and selection procedure, 66 transgenic tobacco lines 
growing well on selective media were obtained (36 of K326 and 30 of C9-1 transgenic tobacco lines). 
PCR analysis showed that all the lines were positive with TCYS transgene. The resistant valuation to 
all 4 studied viruses of T0 transgenic tobacco lines revealed that 20/66 lines did not show pathological 
expression after virual infection. 

Keywords: Cucumber mosaic virus, Tobacco mosaic virus, Tomato yellow leaf curl virus, Tomato 
spotted wilt virus, tobacco, RNA interference. 


