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1.GIỚI THIỆU 
Cây khoai mì (Manihot esculenta Crantz) là một trong những cây lương thực hàng đầu ở nước ta, 

giữ tầm quan trọng cao trong cả nông nghiệp lẫn công nghiệp (cung cấp nguyên liệu cho công nghiệp 
chế biến tinh bột, chế biến thức ăn gia súc và các xưởng chế biến thủ công…)[4]. Vì thế, nhu cầu đòi 
hỏi một giống cây khoai mì cho sản lượng ưu việt và có khả năng chống chịu các bất lợi từ môi trường 
ngoài như kháng thuốc diệt cỏ, chống stress, kháng sâu bọ, nấm bệnh…ngày càng cấp thiết. Trong bài 
báo này, chúng tôi xây dựng quy trình biến nạp gen bar – gen kháng thuốc diệt cỏ Phosphinothricin 
(PPT) – vào cây khoai mì sử dụng phương pháp bắn gen với mong muốn tạo ra một giống cây khoai 
mì mới có khả năng kháng thuốc diệt cỏ. 

 
Hình 1: Plasmid pBAR-GUS 

 

2.NGUYÊN LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

2.1.Nguyên liệu 
Giống Manihot esculenta Crantz nhân giống in vitro tại Phòng thí nghiệm Công nghệ Sinh học 

(Lab B), Trường Đại học Khoa học Tự nhiên, ĐHQG Tp. HCM. Lá non và chồi non cây in vitro được 
sử dụng làm nguyên liệu bắn gen. 

Plasmid sử dụng là pBAR-GUS mang gen chọn lọc là gen bar (gen kháng thuốc diệt cỏ 
Phosphinothricin - PPT) và gen gus (gen chỉ thị) (hình 1). 

Môi trường chọn lọc lá non (M1): môi trường Gamborg B5 [5] bổ sung 0,01 mg/L 2,4-D và 16 
mg/L PPT. 

Môi trường chọn lọc chồi non (M2): môi trường khoáng MS [6] bổ sung 0,01 mg/L 2,4-D, 1 
mg/L BA, 1 mg/L GA3 và 12 mg/L PPT. 

2.2.Phương pháp 
Tách chiết plasmid pBAR-GUS trong chủng E. coli DH5α bằng phương pháp SDS-kiềm [1] và 

kiểm tra độ tinh sạch qua đo OD. Các mẫu có tỉ lệ OD260/OD280 từ 1,8 – 2 được sử dụng làm 
nguyên liệu bắn gen. 
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Plasmid được hòa trộn với hạt tungsten theo qui trình P.G. Jones và cộng sự (có cải tiến) [2] với 
sự thay đổi tỉ lệ hòa trộn giữa tungsten (từ 500 µg – 1000 µg) và DNA (từ 0,5 µg - 1,5 µg). 

Hỗn hợp DNA-tungsten được bắn vào lớp cắt mỏng lá non (0,5  – 1 mm) trên môi trường môi 
trường M1 không chứa PPT và chồi non (hình thành từ thùy lá non trên môi trường M1 không chứa 
PPT) đặt trên môi trường M2 bằng súng bắn gen Biolistic® PDS-1000/He của hãng Bio-Rad với 
khoảng cách bắn từ 6 – 12 cm, áp lực bắn là 1100 psi. 

2.3.Kiểm tra kết quả  
 

Hình 2. Mẫu dương tính với thuốc thử GUS 
A. Mẫu thử GUS chồi non bắn gen. 
B. Mẫu thử GUS lá non bắn gen. 

C. và D. Các điểm màu xanh chàm xuất hiện ở rìa mẫu và trên bề mặt mẫu thử. 
Hiệu quả ban đầu của quá trình chuyển gen được ghi nhận thông qua sự biểu của gen gus bằng 

thuốc thử GUS. Sau khi bắn gen 24 giờ, ngâm mẫu với dung dịch thuốc thử GUS ở 37oC, qua đêm và 
rửa mẫu với ethanol 96%. Sau khi tẩy sạch sắc tố bằng ethanol 96%, những vùng trên mẫu xuất hiện 
màu xanh chàm đặc trưng là những vùng có dấu hiệu được chuyển gen (mẫu dương tính). 

Các chồi chuyển gen được chọn lọc dựa vào khả năng tái sinh và phát triển trên môi trường có 
PPT. Sau khi thử GUS, mẫu được chuyển sang môi trường chọn lọc lá non (M1) và chồi non (M2), 
cấy chuyền mỗi hai tuần. Hiệu quả của quá trình chuyển gen được ghi nhận thông qua tỉ lệ % mẫu tái 
sinh chồi trên môi trường chọn lọc. 

Ly trích DNA của những chồi non tái sinh bằng phương pháp CTAB (có cải tiến) [3], bổ sung 2 
µl 2-mercaptoethanol, thực hiện phản ứng PCR với cặp mồi BAR3/BAR4 khuếch đại 1 đoạn 
nucleotide dài 231 bp nằm trong vùng gen bar. Điện di mẫu PCR trên gel agarose 2%, quan sát và so 
sánh vạch xuất hiện trên bản điện di với nhau và với thang chuẩn 100 bp.  

3.KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Kết hợp những thí nghiệm thay đổi các yếu tố như khoảng cách giữa vị trí bắn và mô mục tiêu, tỉ 
lệ hòa trộn DNA-tungsten và loại mô thực vật sử dụng trong chuyển gen cho thấy sự ảnh hưởng quan 
trọng của các yếu tố này đến hiệu quả chuyển nạp bằng súng bắn gen. 

Sau khi ngâm mẫu với thuốc thử GUS, các mẫu thử của chồi non và lá non đều cho tín hiệu 
dương tính (hình 2A và 2B). Màu xanh chàm đặc trưng thường biểu hiện ở vùng rìa mẫu và trên bề 
mặt mẫu (hình 2C và 2D). 

Qua thống kê tỉ lệ % mẫu thử dương tính (bảng 1) thấy được: tại khoảng cách 6 cm với áp lực bắn 
là 1100 psi, mẫu chồi non và lá non cho kết quả dương tính với thuốc thử GUS (14,29% đối với lá non 
và 16,67% đối với chồi non), cao hơn so với hai khoảng cách còn lại. Như vậy, khoảng cách bắn kết 
hợp với áp lực bắn quyết định mức độ xâm nhập của đạn vào mô mục tiêu. Ở thí nghiệm này, sử dụng 
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áp lực bắn là 1100 psi với khoảng cách 6 cm đã tạo ra một áp lực đủ mạnh để đưa đạn vào các tế bào 
của mô mục tiêu. Với khoảng cách quá dài (9 cm và 12 cm), áp lực bắn giảm, lực bay của đạn không 
đủ mạnh để xâm nhập vào mô mục tiêu. Ngược lại, nếu khoảng cách bắn quá ngắn tức áp lực bắn cao, 
đạn bay mạnh, xuyên qua và không được giữ lại trên khối mô thực vật. Đây là nguyên nhân làm cho 
hiệu quả chuyển gen kém. 

So sánh tỉ lệ % mẫu dương tính ở chồi non và lá non cho thấy, chồi non cho tỉ lệ cao hơn 
(16,67%) so với lá non (14,29%).  Như vậy, hiệu quả chuyển gen không chỉ tùy thuộc vào áp lực bắn 
và khoảng cách bắn mà còn tùy thuộc từng loại mô thực vật sử dụng. 

Bảng 1. Ảnh hưởng của khoảng cách bắn gen lên hiệu quả chuyển gen 

 Khoảng  cách Tỉ lệ % mẫu dương tính 
6 14,29 
9 7,14 Lá non 
12 0,00 
6 16,67 
9 8,33 Chồi non 
12 0,00 

 
Với kết quả bảng 2 cho thấy, khi thay đổi tỉ lệ hòa trộn DNA-tungsten, hiệu quả bắn gen có sự 

chênh lệch đáng kể. Ở tỉ lệ hòa trộn DNA-tungsten là 1,5 μg – 500 μg đối với lá non và 1,0 μg – 500 
μg đối với chồi non, không thu nhận được mẫu nào dương tính với thuốc thử GUS, hiệu quả bắn gen 
bằng 0. Vậy, nồng độ DNA quá cao so với lượng tungsten không cho hiệu quả biến nạp tốt. Điều này 
có thể giải thích do một lượng lớn DNA thêm vào sẽ làm thay đổi kích thước đạn, giảm khả năng xâm 
nhập của vi đạn vào mô thực vật, cũng có thể sự xuất hiện một lượng lớn DNA trong tế bào thực vật 
một cách đột ngột sẽ làm ức chế sự gắn chèn DNA vào trong bộ gen thực vật. Mặt khác, nếu nồng độ 
tungsten quá cao so với lượng DNA cũng không thể hiện hiệu quả biến nạp gen ưu thế. Trong thí 
nghiệm bắn gen với tỉ lệ hòa trộn có lượng tungsten cao (tỉ lệ DNA-tungsten là 0,5 μg – 1000 μg), 
hiệu quả bắn gen thu được là rất thấp (4,76% đối với lá non và 8,34% đối với chồi non). Tỉ lệ hòa trộn 
DNA-tungsten cho hiệu quả bắn gen cao nhất ở cả mẫu chồi non và lá non là tỉ lệ 1,5 μg DNA – 1000 
μg tungsten, với tỉ lệ dương tính với thuốc thử GUS là 28,57%. 

Bảng 2. Ảnh hưởng của tỉ lệ hòa trộn DNA-tungsten lên hiệu quả chuyển gen 

Tỉ lệ % mẫu dương tính với thuốc thử GUS 
Lá non Chồi non 

Tungsten 
 
DNA 500 µg 750 µg 1000 µg 500 µg 750 µg 1000 µg 

0,5 µg 27,78 9,52 4,76 16,67 14,29 8,34 
1,0 µg 4,76 7,15 4,76 0,00 9,52 7,15 
1,5 µg 0,00 23,81 28,57 22,22 23,81 28,57 

Sau 3 tuần nuôi cấy trên môi trường chọn lọc có PPT, các mẫu chồi non chuyển gen vẫn xanh tốt 
và tiếp tục phát triển, trong khi đó các mẫu không chuyển gen hóa nâu và chết (hình 3A). Tỉ lệ chồi 
non thu nhận được là 20%. Đối với mẫu lá non cắt mỏng, các mẫu không chuyển gen hóa nâu và chết 
dần trong khi các mẫu chuyển gen vẫn xanh tươi. Nhưng sau nhiều tuần nuôi cấy, các mẫu lá chuyển 
gen trên môi trường chọn lọc lại không cảm ứng hình thành được phôi. Do vậy, không thu nhận được 
cây chuyển gen tái sinh từ lá non khoai mì.  

Tóm lại, tuy cả chồi non và lá non đều cho kết quả dương tính với thuốc thử GUS. Tuy nhiên, trên 
môi trường tái sinh thì chỉ với mẫu chồi non bắn gen là cho ra được cây con chuyển gen (hình 3B). 
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Như thế, khả năng tái sinh của các mô thực vật cũng ảnh hưởng lớn đến khả năng chuyển gen của mô 
đó. Trong trường hợp này, chồi non là vật liệu thích hợp hơn so với lá non. 

Kết quả điện di sau khi chạy PCR với cặp mồi BAR3/BAR4, cho thấy, 9/10 mẫu DNA li trích từ 
những chồi tái sinh cho tín hiệu khuếch đại tại vị trí khoảng 231 bp so với thang chuẩn (hình 4). Ở 
giếng 7, có hiện tượng “escape” xảy ra trên chồi chuyển gen. Mẫu đối chứng âm là mẫu DNA trích từ 
lá non khoai mì chưa chuyển gen (giếng 3) và mẫu đối chứng dương là mẫu plasmid pBAR-GUS 
(giếng 2). Hai mẫu đối chứng sau khi chạy điện di đều chứng tỏ phản ứng PCR không bị ngoại nhiễm 
và cặp mồi sử dụng đặc hiệu cho việc kiểm tra cây chuyển gen ở Manihot esculenta Crantz. Như vậy, 
kết quả chứng minh cây con khoai mì tái sinh có mang gen bar và biểu hiện khả năng kháng thuốc diệt 
cỏ PPT. 

 
 
 
 
 
 
 

Hình 3. Cây con tái sinh trên môi trường chọn lọc. 
A. Chồi non tái sinh sau 3 tuần chọn lọc. 
B. Cây con đã hình thành rễ sau 6 tuần. 

 
 

 

Hình 4. Kết quả điện di sản phẩm PCR 
- Giếng 1 : thang chuẩn 100bp. 

- Giếng 2  : đối chứng dương, sử dụng plasmid pBAR-GUS. 
- Giếng 3 : đối chứng âm tính. 

- Giếng 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13: mẫu DNA cần kiểm tra sự hiện dịên của gen bar. 

4.KẾT LUẬN 
Chúng tôi đã bước đầu biến nạp thành công gen bar – gen kháng thuốc diệt cỏ Phosphinothricin 

(PPT) vào chồi non cây khoai mì Manihot esculenta Crantz bằng phương pháp bắn gen với tỉ lệ 
chuyển gen cao nhất ở khoảng cách bắn 6 cm, áp lực bắn 1100 psi và tỉ lệ hòa trộn DNA-tungsten là 
1,5 μg – 1000 μg. Tỉ lệ chồi non chuyển gen thu nhận được là 20%. Chồi non chuyển gen sau khi 
được kiểm tra bằng phương pháp PCR với mồi đặc hiệu cho thấy có sự xuất hiện của gen bar trong 
các mẫu DNA bộ gen khoai mì. Tuy nhiên, cần phải thực hiện thêm các nghiên cứu khác như trồng 
thử nghiệm tính kháng thuốc diệt cỏ PPT, lai phân tích tính trạng, quan sát và phân tích hình thái và 
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năng suất củ… để cho ra một dòng cây khoai mì mới, hoàn chỉnh có khả năng kháng PPT với sản 
lượng củ không đổi. 
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