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TÓM TẮT 

Ở những quốc gia có điều kiện khí hậu nóng ẩm, chẳng hạn như Việt Nam, bệnh đạo ôn do nấm Magnaporthe 
grisea gây thiệt hại đặc biệt nghiêm trọng trên lúa. Gen MPG1 liên quan tới quá trình hình thành vòi áp, quá trình 
phát triển triệu chứng bệnh và hình thành bào tử. Do vậy việc ức chế biểu hiện của gen này có thể khiến nấm không 
gây được bệnh trên lúa. Nghiên cứu đã tiến hành nhân dòng một đoạn mang thông tin mã hóa của gen MPG1trên 4 
mẫu nấm đạo ôn tại Việt Nam và kết quả giải trình tự cho thấy đoạn gen MPG1 có tính đồng nhất đạt 99,3-100% trên 
các mẫu nấm nghiên cứu cũng như mẫu đối chứng (Guy-11, mã số trên genbank: L20685.2). 2 trình tự miRNA nhân 
tạo được thiết kế sử dụng khung miRNA-319a của Arabidopsis thaliana nhằm ức chế đặc hiệu gen MPG1 ở nấm 
đạo ôn. Các miRNA nhân tạo này đã được cài vào vector biểu hiện ở thực vật pPS1 để tạo cấu trúc chuyển gen vào 
cây lúa thông qua vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens. Kết quả chuyển cấu trúc pre-amiR-P1 vào giống lúa J02 đã 
thu được 18 dòng lúa chuyển gen, các dòng lúa chuyển gen này thích nghi và sống sót trong điều kiện nhà lưới. 

Từ khóa: Gen MPG1, lúa chuyển gen, miRNA, nấm đạo ôn (Magnaporthe grisea). 

Construction of Vector Containing Artificial miRNA to Specifically                                        
Inhibit MPG1 Gene Expression in Magnaporthe grisea Causing Rice Blast  

ABSTRACT 

In hot and humid climate countries, such as Vietnam, Magnaporthe grisea causes serious damage to rice. 
MPG1, a pathogenicity gene of Magnaporthe grisea is related to the process of aspersorium formation, symptom 
development and sporulation. Therefore, inhibition of MPG1 gene expression probably results in reduced or loss of 
pathogenicity of Magnaporthe grisea. A coding fragment of MPG1 gene of 4 rice blast fungus isolates was cloned 
and the sequencing results showed that the values of gene identity ranged from 99.3-100% among isolates in 
comparison with the control strain (Guy-11, ID genbank: L20685.2). Two artificial miRNAs were designed using 
natural Arabidopsis thaliana miRNA-319a backbone to specifically inhibit MPG1 gene expression. These artificial 
miRNAs were ligated into plant expression pPS1 vector to create gene construct for transferring into rice plant via 
Agrobacterium tumefaciens. 18 lines of transgenic rice variety J02 were identified to carry pre-amiR-P1 and these 
lines showed adaptation and survival under the greenhouse condition.  

Keywords: MPG1 gene, miRNA, Magnaporthe grisea, transgenic rice. 

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Bệnh đạo ôn lúa gây ra bởi nấm 
Magnaporthe grisea, mỗi năm làm thế giới mất 
một lượng lúa gạo đủ để nuôi sống 60 triệu 
người (Scardaci et al., 2003). Việt Nam với đặc 
điểm khí hậu nóng ẩm, mưa nhiều là điều kiện 

thuận lợi cho bệnh đạo ôn phát triển, đặc biệt là 
trong vụ đông - xuân. Trong những năm gần 
đây, bệnh đạo ôn liên tục gây hại nghiêm trọng 
trên cả hai miền Nam và Bắc. Trong chiến lược 
phòng chống bệnh đạo ôn, việc tìm ra các gen 
kháng nhằm tạo ra các giống lúa mang gen 
kháng vẫn được coi là phương pháp có hiệu quả 
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và bền vững. Với hướng tiếp cận này, khoảng 
hơn 30 gen kháng bệnh đạo ôn đã được phát 
hiện (Jia et al., 2000; Orbach et al., 2000; 
Tabien et al., 2000; Liu et al., 2003; Huang et 
al., 2008; Ramkumar et al., 2010), tạo cơ cở cho 
việc chọn tạo giống mang gen kháng bệnh. Ở 
Việt Nam, do đặc điểm gây hại của bệnh đạo ôn, 
các nghiên cứu trong phòng chống bệnh đạo ôn 
cũng nhận được nhiều sự quan tâm của các nhà 
khoa học. Trong đó, việc đánh giá đa dạng 
nguồn gen kháng và tạo ra các giống lúa mang 
gen kháng bệnh đạo ôn nhận được sự quan tâm 
hơn cả (Nguyễn Mạnh Cường và cs., 2004; Lê 
Cẩm Loan và cs., 2006; Nguyễn Hoàng Lộc  và 
cs., 2008; Phan Hữu Tôn, 2004). Tuy nhiên, 
chủng nấm đạo ôn rất đa dạng và dễ phát sinh 
chủng mới, trong khi đó, mỗi gen kháng chỉ có khả 
năng chống được một số chủng nhất định, bởi vậy 
các nhà khoa học luôn phải nỗ lực tìm ra gen 
kháng mới để chống lại các chủng mới phát sinh.  

RNAi nói chung hay miRNA nói riêng là 
công cụ để điều hoà sự biểu hiện các gen đơn 
hoặc các nhóm gen khác nhau trên cơ sở các 
trình tự đặc hiệu. RNAi có thể sử dụng để “làm 
câm” sự biểu hiện của bất kỳ gen nào. Năm 
2003, Kadotani et al. (2003) đã mô tả hiện tượng 
câm gen ở nấm M. grisea  gây bệnh đạo ôn khi 
nó được chuyển cấu trúc RNAi. Việc chuyển trực 
tiếp cấu trúc RNAi vào tế bào nấm gây ra hiện 
tượng “câm gen” rất có ý nghĩa trong các nghiên 
cứu thực hiện trong phòng thí nghiệm, chẳng 
hạn như nghiên cứu hoạt động của RNAi trong 
tế bào nấm, nhưng đường hướng này khó khăn 
cho việc áp dụng RNAi trong chiến lược phòng 
chống bệnh ở cây trồng. Trước vấn đề này, một 
số tác giả đã tiến hành chuyển các cấu trúc 
RNAi đặc hiệu cho các gen gây bệnh của nấm 
vào cây để tạo nên cây chuyển gen có tính 
kháng đối với nấm gây bệnh. Trong trường hợp 
này, các RNA nhỏ (small RNAs) ở bên ngoài 
thành tế bào của nấm cũng có thể được tế bào 
nấm hấp thu và gây ra ức chế sự biểu hiện của 
gen mục tiêu ở nấm gây bệnh, kết quả này đã 
được kiểm chứng bằng các thí nghiệm in vitro 
(Van de Craen et al., 2006) cũng như in vivo 
(Roberts et al., 2008). Việc tạo cây lúa chuyển 
gen kháng bệnh đạo ôn cũng đã được tiếp cận 

theo hướng này bởi Valent et al., 2006; Van De 
Craen et al., 2010 và cho kết quả bước đầu rất 
khả quan. Những kết quả trên cho thấy có thể 
ứng dụng công nghệ RNAi để tạo ra giống lúa 
chống bệnh đạo ôn bằng cách ức chế trực tiếp 
các gen quan trọng liên quan tới khả năng gây 
bê ̣nh của nấm. Việc sử dụng trình tự bảo thủ 
của nấm M. grisea để thiết kế vector RNAi có 
khả năng tạo ra được giống lúa chuyển gen có 
tính kháng phổ rộng hơn đối với các chủng 
nấm M. grisea hoặc thậm chí là các loài nấm 
thuộc chi Magnaporthe khác nhau. 

Gen MPG1 (có mã số́ trên genbank: 
L20685.2) là mộ̣t gen liên quan tới tính gây 
bệnh được biể ̉u hiện trong suốt quá trình hình 
thành vòi áp, quá trình phát triể̉n triệu chứng 
bệnh và hình thành bào tử. Gen MPG1 mã hóa 
cho một protein nhỏ thuộc họ hydrophobins 
được tiết ra ngoài màng tế bào của bào tử. 
Protein MPG1 rất cần thiết cho việc phát triển 
cấu trúc lây nhiễm, tham gia tương tác với các 
thành phần kị nước trên bề mặt lá lúa và hoạt 
động như một thụ thể̉ để̉ kích thích sự hình 
thành vòi áp (Talbot et al., 1996). Như vậy, 
MPG1 đóng vai trò quan trọng trong sự hình 
thành và phát triển bệnh đạo ôn ở lúa. Việc ức 
chế sự biểu hiện của MPG1 có thể khiến nấm 
đạo ôn không gây được bệnh. Nghiên cứu được 
thực hiện nhằm thiết kế miRNA nhân tạo ức 
chế đặc hiệu gen MPG1 của M.grisea và chuyển 
cấu trúc miRNA nhân tạo này vào lúa nhằm 
phục vụ chiến lược phát triển giống lúa có khả 
năng kháng được các chủng nấm đạo ôn khác 
nhau ở Việt Nam. 

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

2.1. Vật liệu  
Bốn mẫu nấm đạo ôn phân lập (kí hiệu: 15, 

54, 67, 70) được cung cấp bởi Nguyễn Văn Viên, 
bộ môn Bệnh cây – Nông dược, khoa Nông học, 
trường Đại học Nông nghiệp Hà Nội. Mẫu số 15 
được phân lập từ giống lúa nếp ở Ninh Giang, 
Hải Dương; mẫu số 54 được phân lập từ giống 
lúa Khang Dân ở Nam Trực, Nam Định; mẫu số 
67 được phân lập từ giống lúa Q5 ở Nam Phong, 
Nam Định; mẫu số 70 được phân lập từ giống 
lúa C70 ở Hữu Lũng, Lạng Sơn. 
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Các plasmid: pJET1.2/blunt, pRS300, pPS1. 
Vi khuẩn: Escherichia coli TOP10, 
Agrobacterium tumefaciens LBA4404. Hạt lúa 
Oryza sativa Japonica giống J02 (Viện nghiên 
cứu phát triển cây trồng, Trường Đại học Nông 
nghiệp Hà Nội). Thông tin trình tự gen MPG1 
trên ngân hàng gen thế giới, mã số L20685.2. 

2.2. Phương pháp 

2.2.1. Nhân dòng gen 
DNA tổng số của các mẫu nấm đạo ôn phân 

lập được tách chiết theo quy trình của Talbot et 
al. (1993). Một đoạn mang thông tin mã hóa gen 
MPG1 được khuếch đại bằng PCR trên 4 mẫu 
đạo ôn. Phản ứng được thực hiện với thể tích 
50l với thành phần phản ứng là 50ng DNA, 
0,2M mồi xuôi và mồi ngược đặc hiệu, 0,2mM 
mỗi loại dNTP, 2mM MgSO4, Pfu buffer và 
1,25U Pfu DNA polymerase (EP0502, 
Fermentas), với chu kì nhiệt: giai đoạn biến tính 
ban đầu 95oC trong 3 phút, 94oC trong 45 giây, 
55oC trong 45 giây, 72oC trong 2 phút (35 chu 
kỳ), chu kì kết thúc bằng 72oC trong 7 phút, sản 
phẩm được giữ ở 4oC trong máy PCR 
(Mastercycler proS - Eppendorf). Cặp mồi sử 
dụng để nhân đoạn gen này là MPG1 R:5’-
CTGCTCGCCGGAGCAGCACG-3’ và MPG1 
F:5’- TCCCAAATGCTCACCATAGC-3’ (Irie et 
al., 2003). Các sản phẩm đoạn gen mục tiêu 
được khuếch đại bằng PCR được nhân dòng 
trong vi khuẩn E.coli TOP10 sử du ̣ng vector 
nhân dòng pJET1,2/blunt. Các bước nhân dòng 
trong vi khuẩn được thực hiện theo quy trình 
của kit CloneJET PCR Cloning (K1231, hãng 
Fermentas). Các đoạn gen sau khi chuyển vào 
vector nhân dòng được giải trình tự nhằm chọn 
lọc được các vector có mang đoạn gen mục tiêu 
không bị đột biến trong quá trình làm PCR sử 
dụng mồi pJET1.2 forward sequencing primer 
5’CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC 3’ hoặc 
pJET1.2 forward sequencing primer 
5’AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG 3’  
(Macrogen Inc., Hàn Quốc). 

2.2.2. Thiết kế và nhân dòng miRNA nhân tạo 
Thông tin của các trình tự của các đoạn gen 

mục tiêu được sử dụng để thiết kế miRNA nhân 

tạo sử dụng công cụ Designer trên phần mềm trực 
tuyến WMD3 (http://wmd3.weigelworld.org/cgi-
bin/webapp.cgi). Từ danh sách các miRNA nhân 
tạo ứng viên được đưa ra bởi WMD3, lựa chọn 
miRNA nhân tạo thích hợp theo các tiêu chí 
được đưa ra bởi Schwarz et al. (2003), Schwab et 
al. (2005); Warthmann et al. (2008). Năng lượng 
liên kết giữa trình tự miRNA nhân tạo ứng viên 
với sợi mRNA mục tiêu được tính toán sử dụng 
phần mềm RNAup trong bộ công cụ Vienna 
RNA package phiên bản 2.0.0 
(http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAup.cgi). 
Trình tự miRNA nhân tạo và đoạn mRNA có 
kích thước khoảng 80bp có chứa trình tự bắt cặp 
bổ sung với miRNA nhân tạo được đưa vào phần 
mềm RNAup để tính toán năng lượng bắt cặp tự 
do hiệu quả bằng tổng của năng lượng thu được 
do sự bắt cặp của miRNA nhân tạo với mRNA 
(∆Gint ), năng lượng cần thiết để phá vỡ cấu trúc 
bậc 2 của miRNA nhân tạo (∆Gu_s ) và năng 
lượng cần thiết để mở vị trí bắt cặp trên 
mRNA(∆Gu_l). Sau khi lựa chọn được miRNA 
nhân tạo phù hợp, trình tự miRNA nhân tạo 
được đưa vào công cụ Oligo trên WMD3 để thiết 
kế mồi nhân dòng miRNA nhân tạo sử dụng 
khung vector pRS300 mang ath-mi319a 
precursor của Arabidopsis thaliana. Với mô ̃i 
trình tự miRNA nhân tạo, WMD3 sẽ đưa ra 4 
trình tự oligonucleotide (từ I đến IV), các trình 
tự này được sử dụng để đưa nhân dòng miRNA 
nhân tạo bằng cách vào thay thế trình tự ath-
mi319a nội sinh trong khung bằng trình tự 
miRNA nhân tạo. Plasmid pRS300 chứa trình 
tự ath-mi319a precursor được sử dụng làm 
khuôn cho các phản ứng PCR để nhân dòng pre-
miRNA theo chiến lược được mô tả bởi Schwab 
(2006). 

2.2.3. Thiết kế vector biểu hiện ở thực vật 
mang cấu trúc miRNA nhân tạo  

Vector pPSI và đoạn trình tự mang pre-
miRNA cùng được xử lý bằng enzyme giới hạn 
XhoI (FD0694, Fermentas) và XbaI (FD0684, 
Fermentas). Vector pPSI và đoạn trình tự mang 
pre-miRNA nhân tạo đã được xử lý bằng 
enzyme giới hạn được ghép nối với nhau để tạo 
vector tái tổ hợp sử dụng enzyme T4 DNA ligase 
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(EL0014, Fermentas). Plasmid tái tổ hợp được 
kí hiệu là pPSI-pre-amiR được biến nạp vào tế 
bào khả biến E.coli chủng TOP10 theo phương 
pháp sốc nhiệt (Seidman et al., 1997). Dịch vi 
khuẩn biến nap được nuôi cấy trên môi trường 
chọn lọc (LB+ 50 mg/l kanamycin + 150 mg/l 
rifampicin + 50 mg/l streptomycin). Kết quả 
biến nạp được kiểm tra bằng PCR khuẩn lạc, sử 
dụng cặp mồi đặc hiệu oligo III và mồi ngược là mồi 
trên plasmid có trình tự: pPS1-3417-3440-R:  5’- 
AGGTACGTGGAGTGTCTTAGGTGA- 3’.  Trình tự  
pre-miRNA nhân tạo sau khi cài vào vector 
pPSI được khẳng định bằng phương pháp giải 
trình tự (Macrogen Inc., Hàn Quốc) sử dụng mồi 
pPS1-3417-3440-R có trình tự  là: 5’- 
AGGTACGTGGAGTGTCTTAGGTGA- 3’. Các pPSI-
pre-amiR sau khi được khẳng định về trình tự 
được biến nạp vào vi khuẩn Agrobacterium 
tumefaciens LBA4404 để chuyển miRNA nhân 
tạo vào cây lúa. 

2.2.4. Chuyển miRNA nhân tạo vào cây lúa  
Giống lúa J02 (japonica) được tiến hành 

chuyển gen theo quy trình của Rahman et al., 
2011; Ozawa, 2008 cải biến, được chọn lọc trên 
môi trường có bổ sung kháng sinh kanamycin. 
Các cây tái sinh được tiến hành kiểm tra sự có 
mặt của promoter 2x35S sử dụng cặp mồi 35S-
F1 5’-CCGACAGTGGTCCCAAAGATGGAC-3’, 
35S-R1 5’- ATATAGAGGAAGGGTCTT 
GCGAAGG-3’ và miRNA precusor sử dụng cặp 
mồi II miR-P1-a và III miR*-P1-s trên khuôn 
DNA đã được tách chiết theo quy trình CTAB 
cải tiến của Shahzadi et al.(2010).  

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Nhân dòng gen MGP1 
Kết quả nhân dòng đoạn gen mục tiêu bằng 

PCR sử dụng DNA khuôn là DNA tổng số của 
các mẫu nấm đạo ôn đã được tinh sạch được thể 
hiện như trên hình 1. Kết quả cho thấy sản 
phẩm được nhân lên có kích thước tương ứng với 
kích thước mục tiêu (409 bp). Kết quả nhân 

dòng trong vi khuẩn E.coli TOP10 sử dụng 
vector pJET1.2/blunt cũng cho thấy đã tạo được 
các vector tái tổ hợp mang đoạn gen MPG1 của 
04 mẫu nấm (Hình 2). Các vector nhân dòng có 
mang đoạn gen mục tiêu sau đó được đọc trình 
tự và trình tự các gen này được đăng kí trên 
ngân hàng gen thế giới với mã số KF648283, 
KF648284, KF648285, KF648286. Tính đồng 
nhất về trình tự DNA của các đoạn gen MPG1 
trên các mẫu nấm đạo ôn nghiên cứu và đoạn 
gen đối chứng được xác định bằng sử dụng phần 
mềm ClustalW. Kết quả cho thấy các trình tự 
đồng nhất  99,3-100% (Bảng 1). Sự sai khác chỉ 
xảy ra ở ba nucleotide cuối cùng đầu 3’ của các 
đoạn trình tự. Như vậy, đoạn gen nhân lên có 
tính bảo thủ rất cao trên các mẫu nấm đạo ôn 
khác nhau và trình tự đoạn gen này có thể được 
sử dụng để thiết kế miRNA nhân tạo ức chế gen 
MPG1 đặc hiệu trên các mẫu nấm khác nhau. 

 

Hình 1. Kết quả PCR gen MPG1  
trên 4 mẫu nấm đạo ôn 

 

Hình 2. Kết quả PCR kiểm tra gen MPG1 
trong E. coli TOP10 
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Bảng 1. Tính đồng nhất trình tự DNA của đoạn gen MPG1 trên 4 mẫu nấm đạo ôn  
nghiên cứu và trình tự đối chứng sử dụng phần mềm ClustalW 

 L20685.2 MPG1_15 MPG1_54 MPG1_67 MPG1_70 

L20685.2 ID 99,8 99,3 100 100 

MPG1_15  ID 99,3 99,8 99,8 

MPG1_54   ID 99,3 99,3 

MPG1_67    ID 100 

MPG1_70     ID 

Ghi chú: ID đồng nhất 100% 

Bảng 2. Danh sách các miRNA nhân tạo ứng viên cho gen MPG1 
WMD3 Results 

http://wmd3.weigelworld.org/cgi-bin/webapp.cgi?page=Designer;rm=show_results;id=21104 

Targets: mpg 

miRNA nhân tạo Perfect match hybridization energy (kcal/mole) target gene Id Hybridization energy 

TACGAAACGGTGTCCGAGCAG -48,08 mpg -48,08 

TGGGAGTCTAAAGAGTGGCTA -46,85 mpg -46,85 

TAGACGACCTTCTCGGCACCG -50,91 mpg -50,91 

TACCTTCTCGGCACCGCACTT -49,48 mpg -49,48 

TGTGAGCATTTGGGACTGCTC -48,29 mpg -48,29 

TTTCTCGGCACCGCACTTCTG -48,55 mpg -48,55 

TATGGAGACGGAAGGACCCTC -50,67 mpg -50,67 

TAGACGGAAGGACCCTCACCA -50,99 mpg -50,99 

TGGAGACGGAAGGACCCTCAC -52,76 mpg -52,76 

TCATGGAGACGGAAGGACCCT -51,06 mpg -51,06 

TGTCGATGGGGATCTCGGCAC -52,39 mpg -52,39 

TTTGTTGATGGGGATGAGCTG -45,65 mpg -45,65 

TCGATGGGGATCTCGGCACCA -53,03 mpg -53,03 

TGCATTTGGGACTGCTCGCCG -51,09 mpg -51,09 

 
3.2. Thiết kế và nhân dòng miRNA nhân tạo 

Thông tin đoạn gen MPG1 đã nhân dòng 
của các mẫu nấm nghiên cứu được sử dụng để 
thiết kế miRNA nhân tạo. Phần mềm thiết kế 
miRNA nhân tạo WMD3 đưa ra một bảng danh 
sách các miRNA nhân tạo ứng viên (Bảng 2). 

Một trong những tiêu chí quan trọng giúp 
miRNA nhân tạo bắt cặp tốt với mRNA mục tiêu 
để phức hợp RISC bám vào và phân cắt sợi 
mRNA là năng lượng liên kết giữa miRNA nhân 
tạo với sợi mRNA mục tiêu phải đủ lớn. Năng 
lượng liên kết này nằm trong khoảng -35 đến -40 
kcalo/mol là thích hợp cho sự bắt cặp và không 
nên cao quá -30 kcalo/mol. Bên cạnh tiêu chí 

trên, các tiêu chí khác như: không có lỗi trong vị 
trí 2-12 của miRNA nhân tạo đối với tất cả các 
mục tiêu; vị trí số 1 là Uridine (U), vị trí số 10 là 
Adenine (A) hoặc Uridine (U); có 1 (hoặc 2) lỗi ở 
đầu 3’ của miRNA nhân tạo ( vị trí 18-21); vị trí 
mục tiêu nằm ở đầu 3’ của vùng mã hóa và làm 
câm gen đặc hiệu (chỉ làm câm gen mục tiêu mà 
không làm câm các gen khác) cũng được xem xét 
trong việc lựa chọn miRNA nhân tạo thích hợp 
(Schwarz et al. (2003), Schwab et al. (2005); 
Warthmann et al. (2008)). Dựa vào các tiêu chí 
đã đề cập ở trên, 2 trình tự miRNA nhân tạo ứng 
viên đáp ứng tốt nhất tất cả các tiêu chí đã được 
lựa chọn để khảo sát. Trình tự và các thông tin 
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về các miRNA nhân tạo lựa chọn được trình bày 
trong bảng 3. Để thuận tiện cho những bước 
nghiên cứu tiếp theo, các trình tự miRNA nhân 
tạo được kí hiệu là amiR-P1 và amiR-P2. 

Sau khi lựa chọn được miRNA nhân tạo với 
những đặc điểm mong muốn, các trình tự 
miRNA được nhân dòng sử dụng các mồi 
oligonucleotide được đưa ra bởi phần mềm 
WMD3 (Bảng 4). Kết quả nhân dòng bằng PCR 
cho thấy, đã nhân dòng thành công sản phẩm a, 

b, c (các sản phẩm theo quy trình mô tả bởi 
Schwab (2006), với kích thước sản phẩm đúng 
như mong muốn (kích thước các sản phẩm lần 
lượt là 272, 172 và 299bp) (Hình 3a, b, c). Các 
sản phẩm này được sử dụng để làm khuôn tổng 
hợp sản phẩm d (là precursor của miRNA nhân 
tạo theo quy trình của Schwab, 2006). Kết quả 
điện di sản phẩm PCR cho thấy đã nhân dòng 
thành công sản phẩm d với kích thước vạch 
băng tương ứng 701bp (Hình 3d).  

Bảng 3. Danh sách các trình tự miRNA nhân tạo lựa chọn 

STT 
Trình tự miRNA nhân tạo 

trưởng thành 5’-3’ 

Năng lượng liên kết 

∆G= ∆Gint   + ∆Gu_s  + ∆Gu_l % 
GC 

Gen  

mục tiêu 

Vị trí tác 
động trên 

mRNA 
∆G ∆Gint ∆Gu_l ∆Gu_s 

1 UGGGAGUCUAAAGAGUGGCUA -39,48 -47,79 3,25 5,06 47,6 MPG1 27-47 

2 UAGACGACCUUCUCGGCACCG -36,81 -49,11 9,23 3,07 61,9 MPG1 224-244 

Bảng 4. Kết quả tạo trình tự mồi nhân dòng các miRNA nhân tạo bằng công cụ WMD3 

amiR-P1 I miR-P1-s gaTAGACGACCTTCTCGGCACCGtctctcttttgtattcc Chứa amiR-P1 xuôi chiều 

II miR-P1-a gaCGGTGCCGAGAAGGTCGTCTAtcaaagagaatcaatga Chứa amiR-P1 ngược chiều 

III miR*-P1-s gaCGATGCCGAGAAGCTCGTCTTtcacaggtcgtgatatg Chứa đối bản amiR-P1 xuôi chiều 

IV miR*-P1-a gaAAGACGAGCTTCTCGGCATCGtctacatatatattcct Chứa đối bản amiR-P1 ngược chiều 

amiR-P2 I miR-P2-s gaTGGGAGTCTAAAGAGTGGCTAtctctcttttgtattcc Chứa amiR-P2 xuôi chiều 

II miR-P2-a gaTAGCCACTCTTTAGACTCCCAtcaaagagaatcaatga Chứa amiR-P2 ngược chiều 

III miR*-P2-s gaTAACCACTCTTTACACTCCCTtcacaggtcgtgatatg Chứa đối bản amiR-P2 xuôi chiều 

IV miR*-P2-a gaAGGGAGTGTAAAGAGTGGTTAtctacatatatattcct Chứa đối bản amiR-P2 ngược chiều 

 

 
(a)     (b)       (c)                    (d) 

Hình 3. Kết quả PCR tổng hợp các sản phẩm (a), (b), ( c) và (d).  
Ghi chú: 1: amiR-P1; 2: amiR-P2 
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3.3. Thiết kế vector RNAi mang cấu trúc 
miRNA nhân tạo 

Vector pPS1 (Huang and Mason, 2004) được 
lựa chọn là vector biểu hiện cấu trúc miRNA 
nhân tạo. Theo lý thuyết, khi xử lý với enzyme 
plasmid pPS1 sẽ bị cắt tạo thành hai sản phẩm 
có kích thước tương ứng là 12400bp và 144bp, 
trên bản điện di sẽ thể hiện 2 vạch băng, một 
vạch tương ứng với sản phẩm có kích thước 
12400bp, vạch còn lại tương ứng với sản phẩm 
có kích thước 144bp, còn sản phẩm (d) sẽ bị cắt 
thành 3 sản phẩm có kích thước tương ứng là 
114bp, 469bp và 112bp, trên bản điện di sẽ thể 
hiện 2 vạch băng, một vạch tương ứng với sản 
phẩm có kích thước 469bp, vạch còn lại tương 
ứng với sản phẩm có kích thước 112bp và 114bp. 
Kết quả xử lý enzyme đối với plasmid pPS1 và 
sản phẩm (d) được thể hiện trên hình 4a,b. Kết 
quả điện di sản phẩm cắt đoạn (d) cho 3 vạch 
băng, trong đó có 2 sản phẩm đúng kích thước 
tính toán (469bp và 114 hay 112bp), sản phẩm 
còn lại có kích thước khoảng gần 600bp, đây là 
sản phẩm do 2 enzyme cắt không hoàn toàn. 
Sản phẩm có kích thước mong muốn 469bp có 
chứa trình tự miRNA nhân tạo và đối bản 
miRNA được gọi là pre-miRNA nhân tạo. Kết 
quả điện di sản phẩm xử lý enzyme giới hạn 
plasmid pPS1 cho thấy một vạch băng có kích 
thước lớn trên trên bản điện di, đây là sản phẩm 
mục tiêu mong muốn có kích thước 12400bp 
chứng tỏ plasmid pPS1 đã được cắt thành công. 
Sản phẩm 144bp có kích thước nhỏ và nồng độ 
thấp không được thể hiện trên bản điện di. Sản 
phẩm mục tiêu được thu hồi lại từ gel sử dụng 
kit GeneJET Gel Extraction (K0692, 
Fermentas) để cùng cho thí nghiệm ghép nối tạo 
thành plasmid tái tổ hợp mang pre-miRNA 
nhân tạo. 

Do cùng được xử lý với enzyme XhoI và 
XbaI nên đoạn pre-miRNA nhân tạo có thể gắn 
vào pPSI tạo nên plasmid tái tổ hợp nhờ enzyme 
T4 DNA ligase (EL0014, Fermentas). Plasmid 
tái tổ hợp được kí hiệu là pPSI-pre-amiR. pPSI-
pre-amiR sau đó được biến nạp vào tế bào khả 
biến E.coli chủng TOP10. Với mỗi cấu trúc 
miRNA nhân tạo, 2 khuẩn lạc được lựa chọn để 
kiểm tra PCR. Trên bản điện di sản phẩm PCR 

cho thấy tất cả các khuẩn lạc kiểm tra đều cho 
một vạch băng sáng rõ có kích thước tương ứng 
với kích thước của pre-miRNA nhân tạo, chứng 
tỏ tất cả khuẩn lạc kiểm tra đều mang plasmid 
tái tổ hợp (vector biểu hiện pPS1 có mang 
miRNA nhân tạo) (Hình 5). Kết quả kiểm tra 
trình tự miRNA nhân tạo trong khung vector 
pPS1 cũng đã khẳng định cấu trúc miRNA nhân  

 

Hình 4a. Kết quả điện di sau khi cắt sản 
phẩm (d) với enzyme XhoI và XbaI)  

Ghi chú: 1: amiR-P1; 2: amiR-P2 

 

 

Hình 4b. Kết quả điện di  
sau khi cắt plasmid tái tổ hợp pPS1  

với enzyme XhoI và XbaI) 
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Hình 5. Kết quả kiểm tra sự có mặt của 
vector pPSI-pre-amiR trong các khuẩn lạc 

sau biến nạp bằng PCR 
Ghi chú: 1,2: khuâ ̉n la ̣c biê ́n na ̣p vector pPSI-pre-amiR-P1 
              3,4: khuẩn la ̣c biê ́n na ̣p vector pPSI-pre-amiR-P2 

tạo cũng như miRNA precursor không bị đột biến 
trong quá trình nhân dòng bằng PCR. Như vậy, 
02 vector biểu hiện ở thực vật pPS1 mang cấu 
trúc miRNA nhân tạo ức chế đặc hiệu gen 
MPG1 ở nấm đạo ôn đã được thiết kế thành công. 

Các vector này được biến nạp vào chủng vi 
khuẩn Agrobacterium tumefaciens để chuyển 
gen miRNA nhân tạo vào cây lúa nhằm tạo cây 
lúa có khả năng kháng bệnh đạo ôn. 

3.4. Chuyển miRNA nhân tạo vào cây lúa 
Mô sẹo 3 tuần tuổi và 6 tuần tuổi của giống 

lúa J02 được tiến hành lây nhiễm với vi khuẩn 
Agrobacterium tumefaciens mang cấu trúc 
pPS1-amiR-P1, với thời gian lây nhiễm khác 
nhau. Hiệu quả chuyển gen đạt 0,25-3,25%  
(Bảng 5). Với nguồn vật liệu mô sẹo non, thời 
gian lây nhiễm càng lâu thì số lượng mô sẹo 
sống sót sau chọn lọc càng giảm. Hiệu suất 
chuyển gen khi sử dụng mô sẹo 3 tuần tuổi cao 
nhất đạt 3,25% ở thời gian lây nhiễm 10 phút so 
với ở công thức thời gian lây nhiễm 20 và 30 
phút với hiệu suất chuyển gen tương ứng là 0,5 
và 0,25%. Tuy nhiên, Rahman et al. (2010) công 

bố hiệu suất chuyển gen vào mô sẹo 3 tuần tuổi 
giống lúa MR219 cao nhất khi lây nhiễm dịch 
khuẩn với mẫu ở thời gian 30 phút. Như vậy, 
hiệu suất chuyển gen không những phụ thuộc 
vào độ tuổi của mô sẹo mà còn phụ thuộc vào 
giống. Sau quá trình lây nhiễm và chọn lọc, đã 
thu được 18 dòng cây tái sinh có trạng thái sinh 
trưởng bình thường. Các dòng tái sinh này cũng 
có khả năng ra rễ bình thường trên môi trường 
chọn lọc có chứa kháng sinh kanamycin (hình 
6a). Việc ra rễ và sinh trưởng bình thường trên 
môi trường chọn lọc bước đầu đã có thể khẳng 
định các dòng cây tái sinh này là cây chuyển 
gen vì chỉ có những dòng được chuyển gen mới 
mang gen kháng kanamycin và do vậy mới có 
khả năng sinh trưởng trên môi trường có chứa 
kanamycin. Các dòng tái sinh này sau đó được 
kiểm tra sự có mặt của promoter 2x35S và gen 
chuyển là pre-amiR-PI sử dụng các cặp mồi đặc 
hiệu. Kết quả điện di cho thấy 18 dòng tái sinh 
đều xuất hiện các vạch băng có kích thước như 
mong muốn và tương đương với đối chứng (+) 
(Hình 6 b). Như vậy, 18 dòng cây tái sinh này 
chính là các dòng chuyển gen. 

18 dòng lúa chuyển gen được đưa ra trồng 
trong điều kiện nhà lưới để đánh giá khả năng 
sinh trưởng và phát triển của chúng (Hình 7). 
Sau 60 ngày trồng, các dòng cây chuyển gen 
thích nghi và sống sót với chiều cao trung bình 
là 95-105cm, dạng hình gọn, đẻ nhánh khá, góc 
lá hẹp, cứng cây, bộ lá xanh đậm, khỏe. Tính từ 
thời gian bắt đầu trồng là 13/06/2013 thì đến 
ngày 03/09/2013 các dòng lúa 1, 2, 4 bắt đầu trỗ 
bông và kết thúc trỗ vào ngày 08/09/2013. Dự 
kiến các dòng này sẽ được thu hoạch vào 
05/10/2013, như vậy, thời gian sinh trưởng của 
các dòng này vào khoảng 110-115 ngày, tương 
đương với các dòng đối chứng không chuyển gen. 
Các dòng chuyển gen này sẽ tiếp tục được đánh 
giá về khả năng kháng bệnh đạo ôn thông qua 
các biotest cũng như phân tích sự biệu hiện của 
amiR-P1và đánh giá hiệu quả hoạt động của 
amiR-P1 lên gen mục tiêu MPG1. 
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Bảng 5 . Kết quả chuyển gen vào mô sẹo 3 tuần tuổi (3W) và 6 tuần tuổi (6W) của giống J02 

     Chỉ tiêu 

 

 

 

 

Thời gian lây nhiễm  
(phút) 

Số lượng khối 
mô sẹo lây 

nhiễm với dịch 
khuẩn 

Số mô sẹo sống 
sót sau chọn lọc 

Số dòng cây tái 
sinh bình thường 

Số dòng cây có 
gen chuyển khi 
phân tích PCR 

Hiệu quả chuyển 
gen (%) 

3W 6W 3W 6W 3W 6W 3W 6W 3W 6W 

10 400 - 154 - 10 - 10 - 3,25 - 

20 400 200 113 125 2 3 2 3 0,50 2.0 

30 400 200 54 106 1 2 1 2 0,25 1.0 

Tổng số 1600 552 22 22   

 

       
        (a)                 (b) 

Hình 6. Cây tái sinh ra rễ trên môi trường chọn lọc (a)  
và kết quả kiểm tra PCR pre-amiR-P1 (b) 

Ghi chú: ĐC+: Đối chứng (+) là vector pPS1-pre-amiR-P1, ĐC-1: H2O, ĐC-2: DNA cây lúa J02 không chuyển gen, 1-22: kí 
hiệu các dòng chuyển gen 

 

Hình 7. Các dòng lúa chuyển gen mang cấu trúc pPS1-amiR-P1  
Ghi chú: 1-18 kí hiệu các dòng lúa chuyển gen 
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4. KẾT LUẬN 

Bốn đoạn gen MPG1 của 04 mẫu nấm đạo 
ôn khác nhau phân lập ở Việt Nam đã được 
nhân dòng và xác định trình tự. Thông tin trình 
tự các đoạn gen này đã được công bố trên ngân 
hàng gen với mã số: KF648283, KF648284, 
KF648285, KF648286. 

Hai cấu trúc miRNA nhân tạo đã được thiết 
kế nhằm ức chế đặc hiệu gen MPG1 ở nấm đạo 
ôn. Các miRNA nhân tạo này đã được nhân 
dòng và cài vào vector biểu hiện ở thực vật 
pPS1, các vector biểu hiện này được kí hiệu là 
pPS1-pre-amiR-P1 và pPS1-pre-amiR-P2. 

Cấu trúc pre-amiR-P1 được chuyển vào cây 
lúa giống J02 và thu được 18 dòng cây chuyển 
gen. Sau 60 ngày trồng trong điều kiện nhà lưới, 
các dòng lúa chuyển gen có khả năng thích nghi 
và sống sót, hiện đang sinh trưởng và phát triển 
bình thường.  
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