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Đặt vấn đề

Khoai lang (Ipomoea batatas L.) thuộc họ Khoai 
lang (Convolvulaceae) là một trong những cây trồng 
quan trọng nhất trên thế giới. Ở nước ta, khoai lang là 
cây trồng chiếm vị trí quan trọng thứ 4 trong sản xuất 
lương thực, sau lúa, ngô và sắn. Tổng diện tích trồng 
khoai lang cả nước là 151.108 ha [1]. Năng suất khoai 
lang bình quân ở nước ta là 7,8 tấn/ha, thấp hơn nhiều 
so với năng suất bình quân của các quốc gia ở châu 
Mỹ và một số nước châu Á. Ngoài các nguyên nhân về 
giống khoai lang địa phương đã thoái hóa, việc canh 
tác khoai lang chưa thực hiện đúng quy trình kỹ thuật... 
thì nguyên nhân dẫn đến năng suất thấp chủ yếu là do 
tổn thất vì sâu bệnh, đặc biệt là do bọ hà hại khoai. 
Thiệt hại do bọ hà khoai lang gây ra ở các vùng chuyên 
canh hoặc trên đất khô hạn có thể lên đến 30-50%.

Gần đây, Bacillus thuringiensis (Bt) được xem là 
phương tiện hiệu quả để kiểm soát côn trùng. Các 
gen cry của Bt mã hóa protein tinh thể độc tố có hoạt 

tính diệt côn trùng được sử dụng phổ biến để chuyển 
và biểu hiện ở rất nhiều cây trồng quan trọng.  Hướng 
nghiên cứu tạo cây khoai lang chuyển gen mang gen 
độc tố của Bt cũng đã được các nhà khoa học trên thế 
giới quan tâm nghiên cứu [2, 3]. Phương pháp chuyển 
gen thông qua Agrobacterium tumefaciens được sử 
dụng trong nhiều loài thực vật vì tính hiệu quả, đơn 
giản và ổn định của nó [4, 5]. Chính vì vậy, có nhiều 
nghiên cứu đã thành công trong việc sử dụng phương 
pháp này để tạo cây khoai lang chuyển gen với các tính 
trạng khác nhau như kháng thuốc diệt cỏ [6, 7], kháng 
virus [8], cải thiện chất lượng dinh dưỡng [9], thay đổi 
thành phần tinh bột trong củ [10, 11], và đặc biệt là 
tạo tính kháng côn trùng ở khoai lang [2, 12]. Ở Việt 
Nam, cũng đã có một số nghiên cứu về sự tái sinh in 
vitro và chuyển gen vào một số giống khoai lang Việt 
Nam [13, 14].

Xuất phát từ nhu cầu thực tiễn cần thiết do nguy cơ 
thiệt hại lớn đối với sản xuất khoai lang do bệnh hà gây 
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Nghiên cứu này trình bày tóm tắt một số kết quả chính của đề tài cấp nhà nước về tạo cây khoai lang kháng 
bọ hà bằng công nghệ gen. Hai cấu trúc mang gen độc tố kháng bọ hà: cry3Ca1, vip2-1 đã được phân lập, 
tối ưu hóa mã di truyền, thiết kế vào cấu trúc điều khiển bởi promotor đặc hiệu đối với củ và biến nạp 
thành công vào giống khoai lang KB1 của Việt Nam theo quy trình tái sinh và chuyển gen nhờ vi khuẩn 
Agrobacterium tumefaciens. Kết quả đã chọn lọc và tái sinh được 401 dòng khoai lang chuyển gen bao gồm 
246 dòng mang gen chuyển cry3Ca1 và 155 dòng mang gen chuyển vip2-1. Phân tích các dòng khoai lang 
chuyển gen đích bằng phương pháp sinh học phân tử đã thu được 27 dòng khoai lang chuyển gen cry3Ca1, 
19 dòng khoai lang chuyển gen vip2-1 dương tính với phản ứng PCR; trong đó 7 dòng khoai lang chuyển gen 
cry3Ca1, 10 dòng khoai lang chuyển gen vip2-1 đã được phân tích bằng lai Southern. Đề tài cũng đã đánh 
giá được khả năng kháng bọ hà của một số dòng khoai lang chuyển gen ở điều kiện phòng thí nghiệm. Đồng 
thời, chứng minh được các dòng chuyển gen cry3Ca1, vip2-1 có khả năng bị thiệt hại bởi bọ hà thấp hơn rõ 
rệt (với mức độ phá hại PDI trung bình lần lượt là 1,75 và 2,1) so với các dòng đối chứng không chuyển gen 
(2,55). Kết quả này mở ra triển vọng cải thiện tính kháng bọ hà của cây khoai lang ở Việt Nam thông qua 
công nghệ gen.

Từ khóa: Agrobacterium tumefaciens, chuyển gen, cry3Ca1, gen độc tố, khoai lang, Ipomoea batatas L., vip2-1. 
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ra ở Việt Nam, Viện Công nghệ sinh học đã tiến hành đề tài: 
“Nghiên cứu tạo cây khoai lang kháng bọ hà bằng công nghệ 
gen” nhằm xây dựng hệ thống tái sinh và chuyển gen ở khoai 
lang, góp phần tạo giống khoai lang mới mang gen kháng bọ 
hà. Đề tài thuộc Chương trình nghiên cứu và ứng dụng công 
nghệ sinh học trong nông nghiệp, do Bộ Nông nghiệp và Phát 
triển Nông thôn quản lý.

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu nghiên cứu: giống khoai lang KB1 do Viện Khoa 
học nông nghiệp Việt Nam cung cấp; bọ hà trưởng thành thu 
thập tại ruộng trồng khoai lang xã Tân An, huyện Tân Kỳ, Nghệ 
An; chủng A. tumefaciens C58/pGV2260 mang vector chuyển 
gen pBI10::spo hoặc pIBT/35S mang các cấu trúc gen cry-
3Ca1/vip2-1 và gen chọn lọc nptII được cung cấp bởi Phòng 
Công nghệ tế bào thực vật (Viện Công nghệ sinh học, Viện Hàn 
lâm KH&CN Việt Nam).

Phương pháp nghiên cứu: các phương pháp nghiên cứu 
bao gồm: xây dựng hệ thống tái sinh in vitro cây khoai lang 
[15]; xây dựng và tối ưu quy trình chuyển gen vào khoai lang 
thông qua chuyển gen gus [16]; tạo cây khoai lang mang gen 
kháng bọ hà thông qua A. tumefaciens và phương pháp phân 
tích, đánh giá cây chuyển gen [2, 17].

Kết quả và thảo luận 

Kết quả chuyển gen kháng bọ hà vào khoai lang

Để tạo các dòng khoai lang chuyển gen, chủng A. tumefa-
ciens C58 mang vector chuyển gen chứa các gen độc tố cry-
3Ca1, vip2-1 đã được sử dụng để biến nạp vào giống khoai lang 
KB1. Đỉnh chồi được lây nhiễm với huyền phù Agrobacterium 
chứa các cấu trúc mang gen đích. Sau khi đồng nuôi cấy, mẫu 
được chuyển sang môi trường không có kháng sinh để phục 
hồi. Tiếp theo, mẫu được nuôi cấy trên môi trường chọn lọc 
CIM, SRM bổ sung 50 mg/l Kanamycin (Km) cho đến khi chồi 
tái sinh.

Cấu trúc mang gen cry3Ca1 được biến nạp với 6555 mẫu, 
chúng tôi thu được 395 chồi tái sinh trên môi trường chọn lọc 
bổ sung 50 mg/l Km. Khi chuyển các chồi tái sinh lên môi 
trường ra rễ có 100 mg/l Km thu được 246/395 (62,27%) cây 
chuyển gen ra rễ. Còn với lô thí nghiệm đối chứng, mẫu sau 
khi cắt không được nhiễm khuẩn nhưng được cấy lên các môi 
trường chọn lọc giống như thí nghiệm chuyển gen, hầu hết các 
mẫu này bị vàng rồi chết sau khoảng 30 ngày. Tương tự, tiến 
hành biến nạp cấu trúc mang gen vip2-1 với 5 lô thí nghiệm, 
tổng số mẫu tương ứng là 9927. Qua quá trình nuôi cấy và chọn 
lọc chúng tôi đã thu được 155 chồi mang gen vip2-1 trên môi 
trường bổ sung 100 mg/l Km (bảng 1, hình 1A-C). 

RESULTS IN DEVELOPMENT 
OF WEEVIL RESISTANT SWEET 

POTATO LINES BY GENE 
TECHNOLOGY
                                 

Summary

This paper presents the results in de-
veloptment of transgenic sweet potato 
(Ipomoea batatas L.) cv. KB1 resistant 
to sweet potato weevil (Cylas formicar-
ius). The two vector constructions were 
transferred successfully into Vietnam’s 
sweet potato KB1 mediated by A. tu-
mefaciens via multiple shoot induct-
ing callus. Totally, the authors selected 
and regenerated 401 lines, including 
246 putative transgenic lines carrying 
cry3Ca1 gene and 155 lines with vip2-1 
gene in selection medium. The putative 
transgenic lines were proved positive by 
PCR and finalized by Southern hybrid-
ization: (1) Twenty seven transgenic 
lines of cry3Ca1 and 19 transgenic lines 
of vip2-1 gene were proved positive by 
PCR reaction; (2) Seven putative trans-
genic lines of cry3Ca1 and 10 putative 
transgenic lines of vip2-1 were proved 
successfully by Southern hybridization, 
confirming that the transgenic lines of 
KB1 cultivars contained a single or two 
copy of the transgene. Besides,  the re-
sistance to sweet potato weevil (C. for-
micarius) of transgenic sweet potato 
clones was also tested under controlled 
conditions. The transgenic lines of cry-
3Ca1 and vip2-1 were damaged  by C. 
formicarius much lower than wild type. 
The results are expected to bring a pros-
pect to improve the weevil resistance of 
sweet potatoes in Vietnam.

Keywords: Agrobacterium tumefaciens, 
cry3Ca1 gene, insecticidal gene, 
ipomoea batatas L., sweet potatoes, 
transgenic, vip2-1 gene.
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Phân tích và đánh giá các dòng khoai lang chuyển 
gen sử dụng các kỹ thuật sinh học phân tử

Các dòng khoai lang chuyển gen ra rễ trên môi 
trường chọn lọc (401 dòng) được chuyển ra trồng 
trong bầu đất ở nhà lưới (hình 1D). Sau 2 tuần,  thu 
lá mới của các dòng khoai lang chuyển gen và dòng 
không chuyển gen (ĐC), tiến hành tách chiết DNA 
tổng số. Các mẫu DNA sau khi tách được dùng làm 
khuôn để tiến hành phản ứng PCR nhân gen cry3Ca1 
và vip2-1 với cặp mồi đặc hiệu cry3Ca1op_F/R, vip2-
1op_F/R. 

DNA tổng số (1 µg) của các dòng khoai lang chuyển 
gen được sử dụng làm khuôn cho phản ứng PCR. Đồng 
thời, vector chuyển gen mang các cấu trúc gen chuyển 
cũng được sử dụng làm đối chứng dương cho phản 
ứng. Kết quả điện di sản phẩm phản ứng PCR thu được 
27 dòng chuyển gen cry3Ca1 (đạt hiệu suất 0,41%), 19 
dòng chuyển gen vip2-1 đạt hiệu suất 0,191% (bảng 1, 
hình 1G). Các dòng này cho kết quả PCR dương tính 
với các cặp mồi đặc hiệu thiết kế là cry3Ca1op_F/R, 
vip2-1op_F/R với sản phẩm là đoạn DNA có kích 
thước lần lượt tương ứng là gần 800 bp và 1,1 kb. 

Kết quả phân tích trên cho thấy, nhiều dòng khoai 
lang mặc dù vẫn sống sót và ra rễ trên môi trường chọn 
lọc bổ sung kháng sinh Km 100 mg/l nhưng lại cho kết 
quả âm tính khi thực hiện phản ứng PCR với cặp mồi 
đặc hiệu. Điều này có thể do sự đứt gãy đoạn gen đích 
trong vector tái tổ hợp, do đó các dòng cây chuyển gen 
này chỉ mang gen kháng kháng sinh hoặc gen kháng 
kháng sinh và một phần gen đích, dẫn đến cặp mồi 
nhân gen không bám vào được để thực hiện phản ứng 
PCR. Trong chuyển gen, việc mất gen đích và sắp xếp 
lại gen trong T-DNA sau khi được chuyển vào tế bào 
cây chủ có thể xảy ra và đã được tìm thấy trong thực 
nghiệm [18, 19]. 

*: chồi khoai lang ra rễ trên môi trường bổ sung 100 mg/l Km; **: đánh giá 
khả năng kháng bọ hà của củ các dòng khoai lang chuyển gen ở điều kiện 

phòng thí nghiệm; ĐC: đối chứng

Hình 1: một số hình ảnh chuyển các cấu trúc gen đích vào khoai lang
 (A) Mẫu chuyển gen trên môi trường đồng nuôi cấy; (B) Mô sẹo trên môi trường

chọn lọc bổ sung 50 mg/l Km; (C) Chồi tái sinh trên môi trường chọn lọc; 
(D) Cây khoai lang chuyển gen trồng trong chậu đất ở nhà kính;

(E),(F) Trồng và thu củ khoai lang chuyển gen ở Trại thực nghiệm sinh học; 
(G) Phân tích các dòng khoai lang chuyển gen bằng phản ứng PCR;

(H) Phân tích các dòng khoai lang chuyển gen bằng lai Southern

Các dòng khoai lang chuyển gen dương tính với 
PCR tiếp tục được phân tích bằng lai Southern. Kết 
quả lai Southern đã thu được 7 dòng khoai lang chuyển 
gen cry3Ca1, 10 dòng khoai lang chuyển gen vip2-1 
(hình 1H) cho một đến hai băng ở vị trí khác nhau, 
điều này chứng tỏ các dòng khoai lang này có chứa 
đoạn gen đích được lai với mẫu dò gen chuyển tương 
ứng. Trong khi đó, ở đối chứng âm là dòng khoai lang 
không chuyển gen không cho vạch băng nào (hình 
1H). Chứng tỏ quá trình chuyển các cấu trúc gen đích 
vào giống khoai lang đã thành công.

Như vậy, có thể thấy hiệu suất chuyển các gen độc 
tố diệt bọ hà vào giống khoai lang KB1 rất thấp. Hiện 
tượng khó chuyển gen ngoại lai vào khoai lang cũng 
đã được nhiều nhóm nghiên cứu trên thế giới công bố. 
Một số nghiên cứu cho thấy, các giống khoai lang có 
các phản ứng rất khác nhau trong quá trình tái sinh khi 
được nuôi cấy ở cùng điều kiện in vitro [20, 21]. Hơn 
nữa, khả năng tái sinh thường chỉ giới hạn ở một số 
rất ít các giống có kiểu gen nhất định, còn lại phần lớn 
các giống tỏ ra “ngoan cố” [22]. Vì lý do này, di truyền 
là một trong những yếu tố quan trọng nhất ảnh hưởng 
đến tiến trình nuôi cấy in vitro, khả năng tái sinh và hệ 
quả là khả năng đáp ứng biến đổi gen của các giống 
khoai lang [17]. Bên cạnh đó, do khoai lang là cây lục 
bội thể và kém ổn định về mặt di truyền, đặc biệt là 
các cây được tái sinh từ các cụm chồi có nguồn gốc 
từ callus nên việc chọn lọc được các dòng khoai lang 
mang gen chuyển có sự di truyền ổn định qua các lần 
cấy chuyển trong một khoảng thời gian dài nuôi cấy in 
vitro sẽ khó khăn hơn.

     

 

cry8Db 
~ 700 bp 

  

        
A B C D

E F G H

Gen
chuyển Số mẫu Số chồi ra rễ*/ số 

chồi tái sinh
Số cây PCR+/số 

cây ra rễ (%)
Hiệu suất 

chuyển gen (%)

Mức độ phá 
hại (PDI) trung 

bình**

cry3Ca1 6555 246/395 27/246 (10,97) 0,41 1,75

vip2-1 9927 155/343 19/155 (12,25) 0,191 2,1

ĐC 100 0 0 0 2,55

Bảng 1: hiệu quả biến nạp các cấu trúc mang gen kháng bọ hà 
vào khoai lang
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 Okada đã thu được 3 dòng khoai lang chuyển gen 
kháng virus SPFMV bằng cách chuyển gen mã hóa 
protein vỏ virus bằng phương pháp xung điện. Nhóm 
nghiên cứu đã phân tích sự phiên mã, dịch mã của gen 
bằng các phương pháp Nothern và Western và cũng 
đã phân tích tính kháng virus của các dòng khoai lang 
chuyển gen [23]. Hiện tượng chuyển gen với tần số 
thấp còn gặp ở một số nghiên cứu chuyển gen vào 
một số giống cây trồng khác ở Việt Nam. Phan Tường 
Lộc và các tác giả đã tiến hành chuyển gen kháng sâu 
cry1Ab và cry1B-cry1Ab bằng A. tumefaciens vào hai 
giống mía VN 844137 và Suphanbury 7 nhằm mục 
đích tạo ra các giống mía có khả năng kháng sâu đục 
thân. Bước đầu đã thu được các khối mô sẹo có biểu 
hiện GUS và kháng chất chọn lọc phosphinothricin 
(ppt) ở nồng độ 3 mg/l [24]. Khi phân tích bằng PCR 
và Southern blot các chồi tái sinh từ mô sẹo kháng 
ppt đã thu được 3 dòng chuyển gen cry1Ab và 1 dòng 
chuyển gen cry1B-cry1Ab. Khi kiểm tra biểu hiện 
protein với que thử nhanh, cả 4 dòng chuyển gen đều 
cho kết quả dương tính [25]. Nguyễn Thị Thu Hiền đã 
chuyển thành công cấu trúc SLHEP-HA1 vào cây đậu 
tương và thu được 8 dòng cây đậu tương ở thế hệ T0 
dương tính với phản ứng PCR. Khi phân tích Western 
blot đã thu được một dòng đậu tương H11 ở thế hệ T1 
biểu hiện protein tái tổ hợp HA1 trong hạt [26].

Đánh giá khả năng kháng bọ hà của các dòng 
khoai lang chuyển gen

Các dòng khoai lang chuyển gen dương tính với 
phương pháp lai Southern được trồng ở nhà lưới tại 
Trại thực nghiệm Cổ Nhuế (hình 1E). Sau khoảng 100-
120 ngày, khi có dấu hiệu củ chín sinh lý biểu hiện là 
1/3 số lá (chủ yếu là lá gốc) chuyển vàng tự nhiên thì 
tiến hành thu hoạch củ (hình 1F). Phân loại khối lượng 
củ và đánh giá tính kháng bọ hà của các củ khoai lang 
này. 

Theo giá trị PDI thu được, củ của các dòng khoai 
lang chuyển gen đều thể hiện mức độ bị thiệt hại bởi 
bọ hà thấp hơn so với lô đối chứng là giống khoai lang 
KB1 không chuyển gen ở điều kiện phòng thí nghiệm 
(bảng 1). Chúng tôi thu được củ của 4 dòng khoai lang 
chuyển gen cry3Ca1, củ của 6 dòng khoai lang chuyển 
gen vip2-1 với giá trị PDI đạt trung bình của các dòng 
khoai lang chuyển gen đích đạt lần lượt là 1,75 và 2,1. 
Trong khi dòng đối chứng có mức độ phá hại bởi bọ hà 
(PDI) là 2,55 (bảng 1). 

Hiện nay, trên thế giới chỉ có duy nhất 3 công trình 
liên quan đến việc tạo ra các dòng khoai lang Jewel 
chuyển gen kháng bọ hà [2, 3, 12]. Morán đã đánh giá 
tính kháng với bọ hà của các cây chuyển gen dưới điều 
kiện nhà kính cho thấy 2 dòng chuyển gen đã biểu hiện 
sự kháng với bọ hà tốt hơn so với các cây đối chứng. 
Trong thí nghiệm này, sự thiệt hại trong củ của các 
dòng C1 và C27 ít hơn khoảng 2-5 lần so với cây đối 
chứng [2].  Newell và các tác giả (1995) đã phân tích 
các dòng khoai lang Jewel chuyển gen CTI và GNA. 
Cây chuyển gen thu được biểu hiện hoạt tính của en-
zyme β-Glucoronidase và các protein ức chế Cowpea 
trypsin và Snowdrop lectin, tuy nhiên các nhà khoa 
học không đưa ra các dẫn liệu liên quan đến tính kháng 
côn trùng ở các dòng chuyển gen [12]. García và các 
tác giả (2000) đã nghiên cứu tổ hợp các chất điều hòa 
sinh trưởng để lựa chọn thành phần môi trường phù 
hợp cho tái sinh cây khoai lang chuyển gen cry3A vào 
giống khoai lang Jewel để kháng bọ hà, tuy nhiên mức 
độ biểu hiện protein ở các dòng chuyển gen thu được 
rất thấp [3]. Nhóm tác giả này cho rằng, một trong 
những nguyên nhân chủ yếu do gen Bt chưa được tối 
ưu mã trước khi sử dụng chuyển gen thực vật. 

Cho đến nay, chưa có công bố nào về chuyển gen 
vip và gen độc tố mới vào khoai lang. Moellenbeck sử 
dụng độc tố 2 thành phần cry34/35 và vip1/2 mang lại 
hiệu quả cao trong việc chống sâu hại rễ ngô. Ngoài ra, 
việc sử dụng protein vip3 đang mang lại hiệu quả cao 
hơn nhiều so với sử dụng protein cry trong việc tiêu 
diệt ấu trùng bướm trên phạm vi rộng [27]. 

Kết luận

Hai cấu trúc mang gen đích là cry3Ca1 và vip2-1 đã 
được biến nạp thành công vào giống khoai lang KB1 
theo quy trình  tái sinh và chuyển gen thông qua Agro-
bacterium đã xây dựng. Kết quả đã chọn lọc và tái sinh 
được 401 dòng khoai lang chuyển gen, trong đó có 27 
dòng khoai lang chuyển gen cry3Ca1, 19 dòng khoai 
lang chuyển gen vip2-1 dương tính với phản ứng PCR, 
7 dòng cry3Ca1, 10 dòng khoai lang chuyển gen vip2-
1 được chứng minh có mang các bản sao gen chuyển 
bằng lai Southern. Củ của các dòng khoai lang chuyển 
gen đã được đánh giá khả năng kháng bọ hà ở điều 
kiện phòng thí nghiệm. Chứng minh được các dòng 
chuyển gen cry3Ca1 và vip2-1 có khả năng bị thiệt 
hại bởi bọ hà thấp hơn rõ rệt (với mức độ phá hại PDI 
trung bình lần lượt là 1,75 và 2,1) so với các dòng đối 
chứng không chuyển gen (2,55).
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