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Đặt vấn đề

Lúa là cây trồng chủ lực cung cấp nguồn lương thực 
chính cho nhu cầu trong nước và xuất khẩu. Vì vậy, công tác 
chọn tạo giống lúa luôn được các nhà khoa học quan tâm và 
đã đạt được những thành tựu đáng kể, giúp đưa Việt Nam 
trở thành một trong những nước xuất khẩu gạo hàng đầu 
thế giới. Tuy nhiên, nhiều nhà khoa học cho rằng, sản xuất 
lúa gạo ở nước ta chưa thực sự tương xứng với tiềm năng 
và thường gặp phải những khó khăn như: thiếu giống tốt có 
năng suất, chất lượng cao, ổn định và có khả năng chống 
chịu với điều kiện ngoại cảnh…

Chọn tạo giống lúa theo định hướng ở nước ta đã được 
chú trọng hơn trong thời gian gần đây. Tuy nhiên, các 
phương pháp chủ yếu vẫn thông qua lai tạo truyền thống, xử 
lý đột biến, chọn lọc và tuyển chọn các dòng nhập nội, đồng 
thời mất nhiều thời gian và chi phí để tạo ra giống mới. Đến 
nay, một số kỹ thuật sinh học phân tử hiện đại đã được ứng 
dụng trong chọn tạo giống lúa như chỉ thị phân tử DNA, 
MAS... [1, 2]. Mặc dù, các phương pháp này đã phần nào 
giúp nâng cao hiệu quả chọn tạo giống lúa nhưng vẫn còn 
những hạn chế nhất định. 

Những năm gần đây, công nghệ chỉnh sửa hệ gen 
CRISPR với sự tham gia của enzyme Cas9 đã cho thấy hiệu 
quả tốt trong chọn tạo giống cây trồng. Nhiều nghiên cứu đã 
chứng minh hệ thống CRISPR có thể tạo ra các đột biến 
đích di truyền qua các thế hệ. Ưu điểm nổi bật của công 

nghệ này là tạo ra các đột biến gen đích một cách chính xác 
mà không cần sự có mặt của gen ngoài, vì thế có tính an toàn 
sinh học cao hơn các cây trồng chuyển gen [3]. Kỹ thuật này 
được đánh giá là hệ thống chỉnh sửa hệ gen đơn giản, chính 
xác và hiệu quả nhất tính tới thời điểm hiện tại, là bước tiến 
mới trong chọn tạo giống lúa ở nhiều nước trên thế giới [4]. 

Ở lúa, năng suất là tính trạng do nhiều gen chi phối và được 
xác định bởi các yếu tố như số bông/cây, số hạt/bông, tỷ lệ hạt 
chắc/bông và khối lượng 1.000 hạt [5]. Cải thiện tính trạng 
năng suất bằng cách can thiệp trực tiếp vào các gen liên quan 
là cách tiếp cận mang lại hiệu quả cao. GS3 là gen trội nằm 
trên nhiễm sắc thể số 3, mã hóa cho protein xuyên màng 
gồm 4 vùng: kiểm soát kích thước (OSR), xuyên màng, thụ 
thể hoại tử khối u giàu cysteine (TNFR/NGFR) và VWFC 
kết thúc [6]. Gen GS3 có vài trò kiểm soát kích thước hạt, 
khi gen này bị đột biến mất chức năng sẽ làm cho hạt gạo 
dài hơn ở giống lúa Minghui63 [7]. Li và cs (2016) [8] gây 
đột biến độc lập 4 gen kiểm soát số lượng hạt/bông (Gn1a), 
cấu trúc bông (DEP1), kích thước hạt (GS3) và cấu trúc cây 
(IPA1) bằng kỹ thuật CRISPR/Cas9 đã thu được các dòng 
đột biến có số hạt, chiều dài bông tăng và kích thước hạt lớn 
hơn so với đối chứng. Tương tự, Xu và cs (2016) [9] gây đột 
biến đồng thời cả 3 gen liên quan đến khối lượng hạt (GW2, 
GW5, TGW6) đã làm tăng trọng lượng hạt lên 29,3%. Các 
kết quả nghiên cứu gần đây cho thấy, gây đột biến gen GS3 
có khả năng làm tăng năng suất hiệu quả ở lúa [10, 11].
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Tóm tắt:

Kết quả sàng lọc 41 dòng lúa T0 chỉnh sửa gen GS3 ở giống Bắc Thơm 7 bằng PCR thu được 38 dòng mang đoạn 
gen mã hóa protein Cas9. Phân tích đột biến, xác định được dòng D1 và D25 mất 2 nucleotides T, C ở vị trí 127 và 
128 so với trình tự ban đầu. Các dòng đột biến có kích thước hạt dao động đáng kể (dài 0,68-0,97 cm, rộng 0,21-0,27 
cm), trong đó 15 dòng có kích thước hạt lớn hơn (0,86-0,97 cm) và 4 dòng có kích thước nhỏ hơn so với đối chứng. 
Khối lượng 1.000 hạt của các dòng dao động từ 13,6 đến 22,6 g. Trong đó, 10 dòng có khối lượng 1.000 hạt cao hơn 
(19,22-22,6 g) so với đối chứng (17,9 g). Kết quả này bước đầu cho thấy, đột biến gen GS3 đã làm tăng kích thước hạt 
ở giống lúa Bắc Thơm 7. Tuy nhiên, cần có thêm các phân tích chức năng đột biến ở các dòng khác nhau cũng như 
đánh giá các đặc điểm nông sinh học khác của các dòng lúa có triển vọng trên.
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Ở Việt Nam, một số nhà khoa học đã tiếp cận và ứng dụng 
công nghệ CRISPR/Cas9 ở một số đối tượng cây trồng như 
lúa, đậu tương [12, 13]. Trong khuôn khổ hợp tác nghiên cứu 
với Đại học Quốc gia Kyungpook Hàn Quốc, chúng tôi đã 
ứng dụng công nghệ chỉnh sửa gen CRISPR/Cas9 để gây đột 
biến gen GS3 liên quan đến kích thước hạt và đã tạo ra được 
các dòng lúa chỉnh sửa gen [13]. Bài báo trình bày kết quả 
sàng lọc và tuyển chọn các dòng đột biến gen GS3 có triển 
vọng nhằm làm vật liệu cho công tác tạo giống lúa năng suất 
cao phục vụ sản xuất.

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu nghiên cứu 

41 dòng lúa thế hệ T0 chỉnh sửa gen GS3 từ giống Bắc 
Thơm 7. Các dòng lúa được trồng riêng rẽ thành từng chậu 
có kích thước 40x32 cm. Sử dụng đất phù sa phối trộn với 1 
kg phân chuồng + 100 g NPK (5:10:3) cho từng chậu trước 
khi trồng. Cây được trồng trong điều kiện nhà lưới với các 
chế độ chăm sóc như nhau.

Các hóa chất: CTAB, chlorophyl, isoamyl, isopropanol 
của Hãng Merck (www.sigmaaldrich.com). Hóa chất PCR 
được cung cấp bởi Công ty TNHH MTV Sinh hóa Phù Sa 
(www.phusabiochem.com). 

Phương pháp nghiên cứu

Tách chiết DNA tổng số: ADN tổng số được tách từ lá 
cây lúa chuyển gen theo phương pháp CTAB của Xu và cs 
(2005) [14] với một số thay đổi. 100 mg mẫu lá non được 
nghiền thành bột mịn trong nitơ lỏng. Bổ sung 700 µl đệm 
CTAB mỗi ống, lắc đều trong 15 giây rồi ủ ở 65°C trong 
30 phút. Ống được ly tâm với tốc độ 13.000 vòng/phút 
trong 10 phút và thu 600 µl dịch pha trên. Bổ sung 600 µl 
dung dịch chloroform:isoamylalcohol (tỷ lệ 24:1) vào mỗi 
ống, lắc đều và ly tâm với tốc độ 13.000 vòng/phút trong 10 
phút. Thu 500 µl dịch, bổ sung isopropanol vào ống theo tỷ 
lệ 1:1. Tiến hành ly tâm ở tốc độ 13.000 vòng/phút trong 
15 phút để thu tủa DNA. Tủa DNA được rửa trong 500 µl 
ethanol 70% và được làm khô ở nhiệt độ phòng. DNA tinh 
sạch được hòa tan bằng 50 µl TE để sử dụng cho nghiên cứu.

PCR kiểm tra sự có mặt cấu trúc biểu hiện gen chuyển: 
để kiểm tra sự tồn tại của cấu trúc biểu hiện gen chuyển 
trong các dòng lúa, tiến hành PCR nhân bản đoạn gen mã 
hóa protein Cas9 bằng cặp mồi pUbiCas9-For/pUbiCas9-
Rev (bảng 1). Phản ứng PCR được thực hiện trong 20 µl 
với chu trình nhiệt biến tính 1 ở  95oC, 2 phút; biến tính 2 ở 
94oC, 30 giây; gắn mồi 55oC, 30 giây; kéo dài 72oC, 30 giây; 
kéo dài 72oC, 5 phút; kết thúc 10oC. Sản phẩm được khuếch 
đại trong 30 chu kỳ. Sản phẩm PCR được điện di kiểm tra 
trên gel agarose 1%.
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Abstract:

Screening 41 GS3 putative-edited T0 rice lines of Bac 
Thom 7 cultivar by PCR, obtained 38 lines carrying 
the gene encoding Cas9 protein. Sequencing analysis 
identified two lines D1 and D25, having two nucleotides 
T, C deleted at positions 127 and 128 as compared to the 
original sequence. The target mutant lines expressed 
a significant variation in grain size, from 0.68 to 0.97 
cm in length and 0.21 to 0.27 cm in width, of which 
15 lines exhibited their larger grain size (from 0.86 to 
0.97 cm), and 4 lines were smaller than the control. The 
1,000-grain weight ranged from 13.6 to 22.6 g. In which, 
ten lines showed a higher 1,000-grain weight of 19.22-
22.6 g than the control of 17.9 g. This indicated that GS3 
gene mutation has increased grain size in Bac Thom 7 
cultivar. However, there is still a need to further analyse 
the function of mutant lines as well as evaluate other 
agro-biological characteristics of these promising rice lines.

Keywords: Bac Thom 7, CRISPR/Cas9, gene editing, 
GS3 gene, mutation. 
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Bảng 1. Mồi sử dụng cho PCR kiểm tra dòng lúa chỉnh sửa 
gen. 

Tên mồi Trình tự mồi (5’-3’) Kích thước sản phẩm

pUbi-Cas9-Rev GACCATGTCTAACTGTTC
355 bp

pUbi-Cas9-For CTTTTCTCTTAGGTTTAC

Đánh giá đặc điểm hình thái hạt: 

Kích thước hạt: chiều dài và chiều rộng của hạt được 
đo bằng phần mềm ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/). Đo 
ngẫu nhiên 50 hạt/dòng. Đo 3 mẫu để tổng hợp số liệu trung 
bình.

Khối lượng 1.000 hạt: cân khối lượng của 1.000 hạt chắc 
bằng cân điện tử (lẻ đến 4 số). Cân 3 lần lặp lại và lấy số 
liệu trung bình.

Xử lý số liệu

Số liệu thống kê được xử lý bằng phần mềm Excel và 
SAS 4.0.

Kết quả và bàn luận 

Sàng lọc cây chuyển gen bằng PCR

Các dòng lúa chuyển gen T0 được sàng lọc bằng PCR 
dựa trên sự có mặt của gen mã hóa protein Cas9. Theo thiết 
kế cặp mồi pUbiCas9-For/pUbiCas9-Rev sẽ khuếch đại đoạn 
gen Cas9 có kích thước 355 bp. 

Kết quả điện di sản phẩm PCR của 41 dòng lúa thu được 
38 dòng cho 1 băng đặc hiệu với kích thước khoảng 355 bp, 
đúng với dự đoán theo lý thuyết. 3 dòng không xuất hiện 
băng tương ứng với kích thước gen Cas9 gồm D44, D45 và 
D46 (bảng 2, hình 1). Điều đó chứng tỏ rằng các dòng này 
không phải dòng chuyển gen. Các dòng dương tính với gen 
Cas9 được tiếp tục theo dõi và đánh giá. 
Bảng 2. Kết quả phân tích các dòng lúa chỉnh sửa gen bằng 
PCR gen Cas9.

Dòng Cas9 Dòng Cas9 Dòng Cas9 Dòng Cas9 Dòng Cas9

D1 + D10 + D18 + D30 + D39 +

D2 + D11 + D19 + D31 + D40 +

D3 + D12 + D23 + D32 + D41 +

D4 + D13 + D24 + D33 + D42 +

D5 + D14 + D25 + D34 + D43 +

D6 + D15 + D26 + D35 + D44 -

D7 + D16 + D27 + D36 + D45 -

D8 + D17 + D28 + D37 + D46 -

D9 +

Ghi chú: Cas9: gen mã hóa protein Cas9; +: dương tính; -: âm tính.

Hình 1. Kết quả sàng lọc các dòng lúa chỉnh sửa gen bằng 
PCR. Marker: 1 kb (M); (-): đối chứng âm; (+): đối chứng dương; 
D1-D45: các dòng lúa chuyển gen.

Xác định trình tự đột biến

Để xác định trình tự đột biến gen GS3 bởi cấu trúc vector 
cas9, chúng tôi tiến hành giải trình tự vùng gen mục tiêu 
đối với 5 dòng lúa có kết quả dương tính với gen mã hóa 
Cas9, gồm D1, D6, D9, D15 và D25. Kết quả xác định được 
2 dòng D1 và D25 bị đột biến mất 2 nucleotides T, C ở vị 
trí 127 và 128 trên nhiễm sắc thể số 3 so với trình tự gốc 
ban đầu (WT, hình 2). Kết quả này cho thấy, cấu trúc vector 
Cas9 đã gây đột biến vùng gen mục tiêu GS3 như thiết kế.

Hình 2. Cây chỉnh sửa gen và trình tự GS3 chỉnh sửa dòng D1 
và D25. Trình tự gen mục tiêu (màu vàng) đã bị mất 2 nucleotides 
T, C ở vị trí 127 và 128 ở dòng D1 và D25 so với trình tự ban đầu 
(WT).

Kích thước hạt của các dòng lúa đột biến

Kết quả đo đếm ở các dòng chỉnh sửa gen cho thấy, 
chiều dài hạt dao động từ 0,68 đến 0,97 cm (trung bình 0,81 
cm), chiều rộng từ 0,21 đến 0,27 cm (trung bình 0,24 cm), tỷ 
lệ dài/rộng đạt 3,43 (bảng 3, hình 3). Nhìn chung, các dòng 
chỉnh sửa gen chủ yếu biến động về chiều dài hạt. Trong số 
38 dòng, chúng tôi thu được 15 dòng có chiều dài lớn hơn 
so với đối chứng, dao động từ 0,86 đến 0,97 cm, 4 dòng có 
hạt ngắn hơn gồm D9-11 và D41, dao động từ 0,68 đến 0,75 
cm (bảng 3, hình 3). Khối lượng 1.000 hạt cũng có sự biến 
động, trong đó 10 dòng có khối lượng 1.000 hạt từ 19,22-
22,6 g cao hơn so với đối chứng 17,9 g, các dòng còn lại có 
khối lượng 1.000 hạt tương đương hoặc thấp hơn so với đối 
chứng (bảng 3, hình 4A).
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Bảng 3. Kích thước hạt của các dòng lúa chỉnh sửa gen.

Dòng Chiều dài 
(cm)

Chiều 
rộng 
(cm)

Dài/
rộng

Khối lượng 
1.000 hạt 
(g)

Dòng
Chiều 
dài 
(cm)

Chiều 
rộng 
(cm)

Dài/
rộng

Khối lượng 
1.000 hạt 
(g)

D1 0,97* 0,27ns 3,59 22,66* D27 0,79ns 0,23ns 3,43 15,06*

D2 0,81ns 0,25ns 3,24 17,24ns D28 0,79ns 0,23ns 3,43 15,39*

D3 0,79ns 0,22* 3,59 16,4* D30 0,84* 0,22* 3,77 15,46*

D4 0,77ns 0,23ns 3,35 16,4* D31 0,84* 0,23ns 3,65 19,91*

D5 0,87* 0,23* 3,61 20,5* D32 0,90* 0,27ns 3,37 19,42*

D6 0,77ns 0,22* 3,5 16,41* D33 0,77ns 0,23ns 3,35 14,46*

D7 0,78ns 0,22* 3,55 16,18* D34 0,81ns 0,24ns 3,38 14,68*

D8 0,79ns 0,22* 3,59 14,55* D35 0,81ns 0,23ns 3,39 14,58*

D9 0,75* 0,23* 3,26 16,18* D36 0,84* 0,24ns 3,5 19,99*

D10 0,68* 0,23ns 2,96 15,22* D37 0,81ns 0,25ns 3,24 18,78ns

D11 0,73* 0,25ns 2,92 14,0* D39 0,80ns 0,24ns 3,33 15,07*

D13 0,86* 0,23ns 3,74 19,62* D40 0,81ns 0,26ns 3,12 15,04*

D14 0,79ns 0,23ns 3,43 17,8ns D41 0,75* 0,26ns 2,88 17,68ns

D15 0,79ns 0,22* 3,59 15,97* D42 0,84* 0,24ns 3,46 17,19ns

D16 0,80ns 0,21* 3,81 14,82* D43 0,86* 0,25ns 3,32 19,22*

D17 0,90* 0,25ns 3,60 19,62* D44 0,80ns 0,23ns 3,48 14,72*

D18 0,84* 0,22* 3,73 15,78* Mean 0,81 0,24 3,43 16,03

D19 0,84* 0,24ns 3,42 15,07* Max 0,97 0,27 3,81 22,66

D23 0,84* 0,22* 3,77 13,80* Min 0,68 0,21 2,88 13,6

D24 0,74* 0,25ns 2,96 13,60* WT 0,81 0,25 3,24 17,9

D25 0,86* 0,25ns 3,44 19,36* CV (%) 2,52 2,89 5,72

D26 0,86* 0,24ns 3,58 19,30* LSD01 0,036 0,023 1,13

Ghi chú: *: sự sai khác có ý nghĩa; ns: sai khác không có ý nghĩa.

Hình 3. Kích thước hạt của một số dòng lúa chỉnh sửa gen 
GS3.

Năng suất lúa phụ thuộc vào nhiều yếu tố như chế 
độ dinh dưỡng, điều kiện sinh thái và bản chất di truyền 
(giống). GS3 là một trong những gen kiểm soát chặt kích 
thước hạt được Fan và cs báo cáo năm 2006 [6]. Khi gen bị 
mất chức năng sẽ làm cho kích thước của hạt thay đổi, hạt 
dài ra hoặc ngắn hơn tùy theo vị trí bị đột biến vùng chức 
năng kiểm soát kích thước cơ quan (OSR) hay vùng kết thúc 

(C-terminal region) tương ứng [7]. Li và cs (2016) [8] gây 
đột biến gen GS3 ở giống Zhonghua 11 thu được các cây đột 
biến có kích thước hạt lớn hơn (8 mm) so với đối chứng (6,4 
mm) khi gen GS3 bị mất 4 đến 5 nucleotides. Khối lượng 
hạt cũng tăng lên 31 mg so với cây đối chứng 25,7 mg. 
Tương tự, giống lúa Nipponbare khi bị đột biến đồng thời 2 
gen GS3 và GL3.1 có hạt dài hơn và hàm lượng chalkiness 
cao hơn so với cây đối chứng [10]. Giống TP309 có chiều 
dài và khối lượng 1.000 hạt tăng 31,39 và 27,15% so với đối 
chứng khi bị đột biến gen GS3 [11].

Bắc Thơm 7 là giống lúa có hạt thon dài, chất lượng 
ngon, được chỉnh sửa gen GS3 nhằm tăng kích thước hạt 
[13]. Kết quả sàng lọc 41 dòng T0 cho thấy, có 38 dòng 
mang trình tự gen mã hóa protein Cas9 để chỉnh sửa trình 
tự gen mục tiêu. Giải trình tự 5 dòng T0 thu được 2 dòng lúa 
D1 và D25 bị đột biến mất 2 nucleotides T và C ở vị trí 127 
và 128 làm tăng chiều dài hạt từ 0,86 đến 0,97 cm so với 
đối chứng (0,81 cm). Trong số 38 dòng kiểm tra, có 26 dòng 
không có sự khác biệt, 15 dòng có kích thước hạt lớn hơn 
và 4 dòng có kích thước hạt nhỏ hơn so với đối chứng. Kết 
quả này cho thấy, vị trí gây đột biến có thể khác nhau làm 
cho chức năng của gen GS3 biểu hiện khác nhau ở các nhóm 
tính trạng thu được. Kết quả này cũng được lý giải trong các 
báo cáo trước đó [8, 10]. Do vậy, cần có thêm các phân tích 
sâu hơn để đánh giá vai trò của các dạng đột biến cũng như 
biểu hiện gen ở các dòng đột biến nêu trên.

Kết luận

Kết quả sàng lọc 41 dòng lúa T0 chỉnh sửa gen GS3 bằng 
PCR thu được 38 dòng có mang đoạn gen mã hóa protein 
Cas9. Phân tích đột biến 5 dòng cho thấy, D1 và D25 mất 2 
nucleotides T, C ở vị trí 127 và 128. Kích thước hạt của các 
dòng đột biến có sự dao động đáng kể: 26/38 dòng không 
có sự khác biệt, 15/26 dòng có kích thước hạt lớn hơn (từ 
0,86 đến 0,97 cm), trong đó 10 dòng có khối lượng 1.000 

Hình 4. Hình thái hạt của một số dòng lúa chỉnh sửa gen GS3. 
Khối lượng 1.000 hạt (A) và hình thái hạt (B) của một số dòng lúa 
chỉnh sửa gen GS3 so với đối chứng (WT).
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hạt cao hơn (19,22-22,6 g) so với đối chứng (17,9 g). Tuy 
nhiên, cần có thêm các phân tích chức năng đột biến ở các 
dòng khác nhau cũng như đánh giá các đặc điểm nông sinh 
học khác của các dòng lúa có triển vọng nêu trên.
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