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ABSTRACT 

Regeneration of whole viable plants from hairy root cultures, which were established 
from transformation with Agrobacterium rhizogenes, has been reported in a number 
of plant species. Such transgenic plants frequently show a very characteristic 
phenotype, different from their normal counterparts. Therefore, scientists have been 
studying on production of transformed roots for creating transgenic ornament plants. 
In this study, several factors affecting A. rhizogenes C26 mediated genetic 
transformation in Catharanthus roseus VIN077, i.e. cell density of Agrobacterium 
rhizogenes C26 suspension, infection time, co-cultivation time, illumination conditions 
and culture media, were investigated. The results indicated that cell density of 
bacterial suspension, infection time, co-cultivation time, and culture media were 
important factors that had positive effects on the formation of hairy root at 
appropriate conditions. It was suggested that leaves of C. roseus VIN077 soaked in A. 
rhizogenes C26 suspension at cell density of 0.2 (OD600 nm) for 10 minutes and co-
cultivated on ½ White medium in the dark condition for 6 days resulted in the most 
effective hairy root formation. Illumination with fluorescent white light was found to 
inhibit hairy root formation in co-cultivation period but able to induce this process 
during the bacterial elimination step. The transgenic hairy root lines were confirmed 
by polymerase chain reaction (PCR) using rolB specific primers. 

TÓM TẮT 

Tái sinh cây từ nuôi cấy rễ tơ qua quá trình biến nạp bằng Agrobacterium rhizogenes 
đã được thực hiện trên nhiều giống cây trồng. Những cây trồng chuyển gen này 
thường mang các kiểu hình đặc trưng khác biệt với các cây bình thường khác. Vì vậy, 
các nhà khoa học đã nghiên cứu sản xuất rễ cây chuyển gen nhằm tạo ra các giống 
cây hoa cảnh mới. Trong nghiên cứu này, ảnh hưởng của một số yếu tố như mật số tế 
bào trong huyền phù vi khuẩn, thời gian gây nhiễm, thời gian ủ cảm ứng, cường độ 
chiếu sáng và môi trường nuôi cấy lên quá trình biến nạp di truyền nhờ vi khuẩn A. 
rhizogenes C26 trên cây dừa cạn Catharanthus roseus VIN077 đã được khảo sát. Kết 
quả đã cho thấy mật số tế bào, thời gian gây nhiễm, thời gian ủ cảm ứng và môi 
trường nuôi cấy là các yếu tố quan trọng có thể kích thích sự hình thành rễ tơ ở các 
điều kiện thích hợp. Lá dừa cạn ngâm trong huyền phù vi khuẩn có chỉ số OD600 nm 0,2 
trong 10 phút và ủ cảm ứng trên môi trường 1/2 White ở điều kiện tối trong 6 ngày 
cho hiệu quả hình thành rễ tơ cao nhất. Việc chiếu sáng bằng đèn huỳnh quang có tác 
động ức chế sự hình thành rễ tơ ở giai đoạn ủ cảm ứng nhưng lại có thể thúc đẩy quá 
trình này khi áp dụng ở bước loại bỏ vi khuẩn. Các dòng rễ tơ chuyển gen đã được 
kiểm chứng nhờ kỹ thuật PCR với cặp mồi chuyên rolB. 

Trích dẫn: Nguyễn Như Nhứt và Bùi Văn Lệ, 2016. Ảnh hưởng của một số yếu tố lên sự cảm ứng rễ tơ cây 
dừa cạn (Catharanthus roseus) của chủng Agrobacterium rhizogenes C26. Tạp chí Khoa học 
Trường Đại học Cần Thơ. 44b: 96-103. 
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1 GIỚI THIỆU 

Agrobacterium rhizogenes là loài vi khuẩn có 
khả năng chuyển gen bởi plasmid Ri của nó vào tế 
bào thực vật. Tế bào thực vật sau khi được chuyển 
gen sẽ phát sinh thành rễ tơ với nhiều đặc điểm nổi 
bật như tăng trưởng nhanh, ổn định về mặt di 
truyền và sinh hóa… nên được chú ý nhiều trong 
các lĩnh vực nghiên cứu cơ bản và ứng dụng của rễ, 
nhất là trong các nghiên cứu thu nhận hợp chất thứ 
cấp (Tzfira and Citovsky, 2008; Wang, 2006). 
Ngày nay, rễ chuyển gen bằng A. rhizogenes còn 
được ứng dụng trong lĩnh vực tạo giống cây trồng 
mới, bao gồm nhiều loài cây có giá trị cao. Cây 
được tái sinh có kiểu hình thay đổi tùy theo từng 
dòng rễ tơ khác nhau (Suza et al., 2008). Đặc điểm 
này đã được các nhà nghiên cứu đặc biệt chú trọng 
trong tạo giống cây hoa cảnh nhằm tạo ra những 
giống cây có đặc điểm mới và lạ đáp ứng cho nhu 
cầu xã hội và góp phần phát triển nông nghiệp đô 
thị (Góraj-Koniarska et al., 2015). 

Quá trình chuyển gen của A. rhizogenes vào tế 
bào thực vật là một quá trình ngẫu nhiên. Đặc điểm 
của rễ tơ cũng như cây tái sinh từ rễ tơ phụ thuộc 
vào vị trí cũng như số lượng bản sao của gen được 
chèn vào bộ gen thực vật chủ (Chandra et al., 
2013). Chính vì vậy, việc thu nhận được nhiều 
dòng rễ tơ từ các loài hoa cảnh khác nhau bằng 
những chủng A. rhizogenes khác nhau luôn là bước 
đầu tiên được các nhà nghiên cứu quan tâm. Tuy 
nhiên, theo các báo cáo trước đây đã cho thấy hiệu 
quả cảm ứng tạo rễ tơ của A. rhizogenes chịu ảnh 
hưởng của nhiều yếu tố khác nhau như mật số tế 
bào vi khuẩn trong huyền phù khi gây nhiễm, thời 
gian gây nhiễm, thời gian ủ cảm ứng, chế độ chiếu 
sáng, môi trường nuôi cấy... (Çiftçi, 2012). Sự ảnh 
hưởng của các yếu tố này còn tùy vào sự đa dạng 
của chủng A. rhizogenes và loài thực vật chủ 
(Tzfira and Citovsky, 2008; Wang, 2006).  

Cây dừa cạn (Catharanthus roseus) là một 
trong những cây hoa cảnh đa dạng về màu sắc và 
hình thái. Chúng có thể được trồng rộng rãi ở nhiều 
điều kiện khác nhau, dễ chăm sóc và thời gian cho 
hoa dài nên rất được ưa chuộng dùng trong trang 
hoàng nhà cửa và các công trình công cộng (Mujib 
et al., 2012). Xu hướng tạo giống cây hoa cảnh 
mới, bao gồm cả cây dừa cạn, thông qua rễ tơ đang 
được xem là hướng nghiên cứu tiềm năng mang lại 
giá trị kinh tế cao. Do đó, trong nghiên cứu này, 
các điều kiện cảm ứng tạo rễ được khảo sát nhằm 
góp phần hoàn thiện quy trình thu nhận rễ tơ từ cây 
dừa cạn để phục vụ cho nghiên cứu tạo giống cây 
dừa cạn mới sau này. 

2 PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1 Chủng vi khuẩn và mẫu thực vật in vitro 

Chủng A. rhizogenes C26 được cung cấp bởi 
phòng thí nghiệm của Bộ môn Công nghệ sinh học 
(Trường Đại học Khoa học Tự nhiên Thành phố 
Hồ Chí Minh). Chủng vi khuẩn này được phân lập 
từ đất vùng rễ của cây họ đậu ở Việt Nam. Chủng 
A. rhizogenes C26 được nuôi cấy và bảo quản trên 
môi trường thạch Yeast Mannitol Broth (YMB) 
(Danesh et al., 2006). Chủng vi khuẩn được nuôi 
cấy trên môi trường YMB trong 48 giờ ở điều kiện 
25oC và lắc 180 vòng/phút. Dung dịch vi khuẩn sau 
khi nuôi cấy có OD600nm khoảng 1,7-1,8 được pha 
loãng để dùng làm huyền phù vi khuẩn để gây 
nhiễm. 

Hạt giống dừa cạn VIN077 được cung cấp bởi 
Công ty hạt giống hoa Việt Nam FVN (thành phố 
Hồ Chí Minh). Cây dừa cạn in vitro được chuẩn bị 
bằng cách khử trùng bề mặt hạt theo Zargar et al. 
(2010) như sau: rửa hạt dưới vòi nước sạch rồi 
ngâm hạt trong dung dịch NaOCl 5% trong 30 
phút, sau đó rửa hạt bằng nước cất vô trùng trong 
4-5 lần. Ủ hạt trên môi trường Murashige & Skoog 
(Wang, 2006) bán đậm đặc (1/2MS) ở nhiệt độ  
25oC trong điều kiện tối. Sau 5 ngày ủ, chuyển cây 
mầm sang chế độ chiếu sáng 1500 lux (16 
giờ/ngày). Sau 8 tuần nuôi cấy, cây cao khoảng 5-7 
cm và có được 4-5 cặp lá thật đã phát triển sẽ được 
dùng để làm nguyên liệu gây nhiễm.  

 
Hình 1: Cây dừa cạn VIN077 in vitro 8 tuần tuổi 

2.2 Gây nhiễm cảm ứng tạo rễ tơ 

Quy trình gây nhiễm được thực hiện theo 
Yoshimatsu et al. (2004), Wang (2006) và AL-
Yozbaki et al. (2015). Các mô lá thật từ cây Dừa 
cạn in vitro được tạo vết thương bằng dao mổ 
ngang qua gân chính của lá. Sau đó, mẫu được cho 
vào huyền phù vi khuẩn có bổ sung acetosyringone 
50 µM và ngâm trong 5 phút. Làm khô mẫu bằng 
giấy thấm rồi ủ cảm ứng trên môi trường 1/2MS 
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trong tối trong 7 ngày ở 25oC. Tiến hành loại 
nhiễm vi khuẩn bằng cách chuyển mẫu sang môi 
trường 1/2MS có bổ sung cefotaxime 500mg/lít và 
ủ trong tối trong 7 ngày ở 25oC. Sau 7 ngày, 
chuyển mẫu sang môi trường 1/2MS và tiếp tục ủ 
trong tối trong 7 ngày ở 25oC. Rễ tơ được hình 
thành sau 2-3 tuần gây nhiễm. Mỗi nghiệm thức 
gồm 100 mẫu lá và được lặp lại 3 lần. Ghi nhận số 
mẫu hình thành rễ sau 3 tuần gây nhiễm. Tỷ lệ mẫu 
hình thành rễ tơ (%) là số mẫu hình thành rễ tơ/số 
mẫu gây nhiễm.  

2.3 Xác nhận rễ chuyển gen bằng kỹ thuật PCR 

Cắt lấy rễ tơ để ly trính DNA theo phương  
pháp cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) 
(Porebski et al., 1997) xác định sự hiện diện  
của gen rolB (có nguồn gốc từ trên plasmid Ri của 
vi khuẩn) bằng cách khuếch đại các trình tự với  
cặp mồi chuyên biệt được thiết kế từ vùng gen  
rolB có sản phẩm khuếch đại là 430 bp có  
trình tự 5’-GCTCTTGCAGTGCTAGATTT-3’ và 
5’-GAAGGTGCAAGCTACCTCTC-3’ (Skała et 
al., 2015). Sử dụng cặp mồi gen virC có sản phẩm 
khuếch đại là 730 bp (cũng có nguồn gốc từ trên 
plasmid Ri của vi khuẩn nhưng gen này không 
được chèn vào tế bào thực vật) trình tự 5’-ATC 
ATT TGT AGC GAC T-3’ và 5’-AGC TCA AAC 
CTG CTT C-3’ (Chang et al., 2005) để dò sự hiện 
diện của A. rhizogenes nhiễm trong rễ tơ. Với rolB, 
chương trình khuếch đại là biến tính DNA ban đầu 
trong 5 phút ở 95oC; sau đó là 35 chu kỳ của biến 
tính trong 30 giây ở 94 oC, bắt cặp trong 30 giây ở 
54oC và kéo dài trong 1 phút ở 72oC; kết thúc quá 
trình bằng cách 5 phút ở 72oC. Phản ứng PCR với 
gen virC cũng được thực hiện tương tự nhưng nhiệt 
độ bắt cặp là 40oC. Sản phẩm PCR sẽ được nhận 
diện bằng cách điện di trên gel agarose 1% với đệm 
TAE 1X. Phát hiện gen trên gel bằng cách ngâm 
trong dung dịch ethidium bromide rồi xem dưới 
đèn UV. Kết quả điện di được so sánh giữa DNA rễ 
tơ, DNA của rễ không chuyển gen từ các cây in 
vitro, DNA plasmid Ri làm đối chứng dương dựa 
trên thang DNA chuẩn (Shakeran et al., 2015; 
Tzfira and Citovsky, 2008; Wang, 2006). 

2.4 Xử lý số liệu 

Số liệu thu được từ kết quả các thí nghiệm được 
xử lý thống kê bằng phần mềm Microsoft Excel 
2007, SAS 9.1 và được trình bày dưới dạng số 
trung bình. 

3 KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1 Ảnh hưởng của mật số tế bào huyền 
phù chủng A. rhizogenes C26 

Mật độ tế bào vi khuẩn trong huyền phù dùng 
để gây nhiễm là một trong những yếu tố có tác 
động lên sự cảm ứng rễ tơ của A. rhizogenes 
(Yoshimatsu et al., 2004; Georgiev et al., 2007). 
Trên cây dừa cạn, trước đây, với các chủng vi 
khuẩn khác nhau và giống dừa cạn khác nhau, các 
tác giả đã sử dụng huyền phù vi khuẩn có OD600 nm 

không giống nhau, thay đổi từ OD600 nm 0,5 
(Peebles, 2008) và 0,5-0,7 (Hughes, 2003) với 
chủng A. rhizogenes ATCC15834 cho đến OD600 nm 
0,7 với chủng A. rhizogenes C58C1 (Liu et al., 
2011). Điều này cho thấy ứng với mỗi giống  
thực vật chủ, huyền phù có OD600 nm thích hợp để 
gây nhiễm không giống nhau giữa các chủng vi 
khuẩn khác.  

Trong nghiên cứu này, kết quả thu được khi 
gây nhiễm lên mô lá thật từ giống dừa cạn VIN077 
bằng dịch huyền phù chủng A. rhizogenes C26 cho 
thấy khi OD600 nm của huyền phù vi khuẩn ở mức 
0,2 thì tỷ lệ mẫu hình thành rễ tơ tăng lên có ý 
nghĩa (Bảng 1). Tỷ lệ mẫu hình thành rễ tơ ở  
OD600 nm = 0,4 có tăng hơn so với ở OD600 nm = 0,2, 
nhưng sự khác biệt này là không có ý nghĩa về mặt 
thống kê. Khi OD600 nm lên đến 0,6-1 thì tỷ lệ mẫu 
hình thành rễ tơ có xu hướng giảm dần. Báo cáo 
gần đây của Petrova et al. (2013) khi cảm ứng rễ tơ 
trên cây kim sa (Arnica montana L.) bằng chủng A. 
rhizogenes ATCC15834 cho thấy kết quả cũng 
tương tự, khi tăng OD600 nm lên đến 0,8 thì hiệu quả 
cảm ứng rễ tơ cũng tăng theo, tuy nhiên, khi tiếp 
tục tăng lên 0,9 thì không có sự khác biệt có ý 
nghĩa so với OD600 nm= 0,8. Cũng sử dụng chủng A. 
rhizogenes ATCC15834, sự cảm ứng rễ tơ từ cây 
rau sam (Portulaca oleracea) tăng theo OD600 nm 
0,2-0,6 nhưng sau đó giảm xuống khi tiếp tục tăng 
OD600 nm lên 0,8 (Pirian et al., 2012). Ngoài ra, kết 
quả quan sát cho thấy khi OD600 nm > 0,2 đã xảy ra 
hiện tượng phát triển quá mức của vi khuẩn khi ủ 
cảm ứng gây ra thối úng mẫu hàng loạt và cuối 
cùng là làm giảm tỷ lệ mẫu hình thành rễ tơ. Khi 
OD600 nm càng cao không những không làm tăng tỷ 
lệ mẫu hình thành rễ tơ mà còn làm cho các mẫu rễ 
tơ thu được cũng khó loại nhiễm hết vi khuẩn dù sử 
dụng kháng sinh cefotaxime ở nồng độ cao (900 
mg/l). Điều này trước đây từng được Petrova et al. 
(2013) ghi nhận. 
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Bảng 1 : Ảnh hưởng của mật độ tế bào chủng 
Agrobacterium rhizogenes C26 lên tỷ lệ 
mẫu hình thành rễ tơ 

OD600nm Tỷ lệ mẫu hình thành rễ (%) 
0,1 1,7f 
0,2 33,3abcd 
0,4 35,3ab 
0,6 32,3bcd 
0,8 30,3cde 
1,0 30,7cde 

Ghi chú: Các trị trung bình trong cùng 1 cột có các chữ 
cái theo sau giống nhau thì khác biệt không có ý nghĩa 
thống kê ở p=0,05 

Kết quả này đã cho thấy mật số tế bào của 
huyền phù chủng A. rhizogenes C26 thích hợp để 
gây nhiễm lên giống dừa cạn VIN077 là OD600nm= 
0,2. Mật số của huyền phù này thấp hơn so với kết 
quả của chủng A. rhizogenes ATCC15834 
(Peebles, 2008; Hughes, 2003) và chủng A. 
rhizogenes C58C1 (Liu et al., 2011) dùng cảm ứng 
rễ tơ trên cây dừa cạn hay của chủng A. rhizogenes 
ATCC15834 dùng cảm ứng rễ tơ trên cây kim sa 
(Petrova et al., 2013). Theo Bivadi et al. (2014), sự 
khác nhau này có thể là do tính nhạy của thực vật 
chủ với chủng vi khuẩn xâm nhiễm. Theo đó, có 
thể giống dừa cạn VIN077 nhạy với chủng A. 
rhizogenes C26 đã dẫn đến mật số vi khuẩn cần 
thiết để gây nhiễm thấp. 

3.2 Ảnh hưởng của thời gian gây nhiễm 

Ngoài mật số tế bào trong huyền phù A. 
rhizogenes, thời gian gây nhiễm mẫu thực vật với 
huyền phù vi khuẩn cũng như thời gian ủ cảm ứng 
sau đó cũng là những yếu tố có ảnh hưởng đến tỷ lệ 
mẫu hình thành rễ tơ (Brijwal and Tamta, 2015; 
Karmarkar and Keshavachandran, 2001). Thời gian 
gây nhiễm là thời gian cần thiết để vi khuẩn có thể 
tiếp xúc với tế bào thực vật chủ ở vị trí bị tổn 
thương. Trong nghiên cứu này, mẫu mô lá cây dừa 
cạn VIN077 sau khi được tạo vết thương được gây 
nhiễm bằng cách ngâm trong huyền phù A. 
rhizogenes C26 có OD600 nm 0,2 với thời gian khác 
nhau (Bảng 2). Kết quả thu được cho thấy ảnh 
hưởng của thời gian gây nhiễm có sự tương đồng 
với ảnh hưởng của mật số tế bào lên sự cảm ứng 
tạo rễ tơ. Theo đó, khi tăng thời gian gây nhiễm từ 
1 đến 10 phút thì tỷ lệ mẫu đáp ứng cũng tăng theo. 
Tuy nhiên, thời gian gây nhiễm kéo dài hơn 10 
phút sẽ gây ra hiện tượng mẫu chết do sự phát triển 
quá mức của vi khuẩn sau đó. 

Bảng 2: Ảnh hưởng của thời gian ngâm mẫu  
với huyền phù chủng Agrobacterium 
rhizogenes C26 lên tỷ lệ mẫu hình thành rễ 

Thời gian gây nhiễm 
(phút) 

Tỷ lệ mẫu hình thành 
rễ (%) 

1 32,0bcd 
5 33,7bd 

10 37,0a 
15 29,7cdef 
30 28,0def 
45 27,3def 
60 21,9g 

Ghi chú: Các trị trung bình trong cùng 1 cột có các chữ 
cái theo sau giống nhau thì khác biệt không có ý nghĩa 
thống kê ở p=0,05 

Trước đây, nhiều báo cáo đã cho thấy thời gian 
gây nhiễm thích hợp tùy thuộc vào chủng vi khuẩn 
cũng như loài thực vật. Cùng cảm ứng rễ tơ trên 
cây hoàng liên gai Ấn Độ (Berberis aristata DC.), 
thời gian gây nhiễm thích hợp là 4 giờ với chủng A. 
rhizogenes MTCC532 trong khi với chủng A. 
rhizogenes MTCC2364 là 3 giờ (Brijwal and 
Tamta, 2015). Theo báo cáo của Karthikeyan et al. 
(2007) với chủng A. rhizogenes ATCC15834, thời 
gian gây nhiễm thích hợp trên cây đậu phộng là 5 
phút nhưng thời gian gây nhiễm trên cây rau sam là 
20 phút (Pirian et al., 2012) hay trên cây 
Holostemma adakodien K. Schum là 30 phút 
(Karmarkar and Keshavachandran, 2001). Kết quả 
thu được trong nghiên cứu này cho thấy thời gian 
gây nhiễm thích hợp cho giống dừa cạn VIN077 
với chủng A. rhizogenes C26 là 10 phút. 

3.3  Ảnh hưởng của thời gian ủ cảm ứng 

Thời gian ủ cảm ứng là gian đoạn cần thiết 
trong phương pháp gây nhiễm trực tiếp A. 
rhizogenes lên mô thực vật chủ (Wang, 2006). 
Trong thời gian này sẽ xảy ra quá trình chuyển gen 
từ vi khuẩn vào tế bào chủ như chuyển T-DNA vào 
tế bào chủ và chèn T-DNA vào bộ gen tế bào chủ. 
Mỗi chủng vi khuẩn và mỗi loài thực vật chủ khác 
nhau sẽ có thời gian ủ cảm ứng cần thiết khác 
nhau. Với chủng A. rhizogenes ATCC15834, thời 
gian ủ cảm ứng thích hợp để thu nhận rễ tơ trên cây 
đậu phộng (Karthikeyan et al., 2007) và cây 
Duboisia myoporoides (Yoshimatsu et al., 2004) là 
2 ngày trong khi trên cây giảo cổ lam 
(Gynostemma pentaphyllum) (Chang et al., 2005) 
thì thời gian này là 2 tuần. Thời gian thích hợp để 
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cảm ứng tạo rễ chuyển gen bằng chủng A. 
rhizogenes MTCC532 từ cây bạch hoa xà 
(Plumbago zeylanica L.) là 3 ngày (Sivanesan and 
Jeong, 2009) trong khi với cây hoàng liên gai Ấn 
Độ là 2 ngày (Brijwal and Tamta, 2015).  

Bảng 3: Ảnh hưởng của thời gian ủ cảm ứng lên 
tỷ lệ mẫu hình thành rễ tơ (%) 

Thời gian ủ cảm ứng 
(ngày) 

Tỷ lệ mẫu hình 
thành rễ (%) 

1 17,7g 
2 21,0ef 
3 24,7def 
4 27,0cde 
5 30,3cd 
6 36,0ab 
7 36,7ab 

Ghi chú: Các trị trung bình trong cùng 1 cột có các chữ 
cái theo sau giống nhau thì khác biệt không có ý nghĩa 
thống kê ở p=0,05 

Để xác định thời gian ủ cảm ứng thích hợp tạo 
rễ tơ chuyển gen từ mô lá dừa cạn VIN077 bằng 
chủng A. rhizogenes C26, trong thí nghiệm này đã 
tiến hành thay đổi thời gian ủ cảm ứng từ 1 đến 7 
ngày (Bảng 3). Nhìn chung, kết quả thu được cho 
thấy tỷ lệ mẫu hình thành rễ tơ tăng theo thời gian 
ủ cảm ứng từ 1 đến 6 ngày. Thời gian ủ cảm ứng 
dài hơn 6 ngày không những không làm tăng tỷ lệ 
mẫu hình thành rễ mà mẫu còn có biểu hiện chết do 
sự phát triển quá mức của vi khuẩn tương tự như 
báo cáo của Ho (1994). Ngoài ra, kết quả quan sát 
cũng cho thấy một số mẫu rễ tơ cũng trở nên yếu 
hoặc chết khi kéo dài giai đoạn này. Theo kết quả 
này thì thời gian ủ cảm ứng thích hợp cho việc cảm 
ứng rễ tơ từ mô lá của giống dừa cạn VIN077 là 6 
ngày. Thời gian này dài hơn so với cảm ứng rễ tơ 
từ mô sẹo cây dừa cạn bằng chủng A. rhizogenes 
R1000 (Zargar et al., 2010) và từ mô lá cây dừa 
cạn bằng chủng chủng A. rhizogenes C58C1 (Liu 
et al., 2011). Hiện tượng này xảy ra có thể do tế 
bào mô lá từ giống dừa cạn VIN077 khó được 
chuyển gen hơn so với các giống dừa cạn của các 
nhóm tác giả trên đã sử dụng để nghiên cứu. Ngoài 
ra, khả năng chuyển gen của A. rhizogenes vào mô 
sẹo xảy ra dễ dàng hơn với mô lá (Zargar et al., 
2010). 

3.4 Ảnh hưởng của cường độ chiếu sáng 
trong giai đoạn ủ cảm ứng 

Vài báo cáo trước đây cho thấy ánh sáng có thể 
ảnh hưởng lên sự hình thành rễ tơ bởi A. 
rhizogenes trên cây dừa cạn và cây cà rốt. Với 
chủng A. rhizogenes ATCC15834, sự cảm ứng rễ 

tơ thích hợp trên cây dừa cạn khi được ủ trong tối 
24 giờ trước khi chiếu sáng 16 giờ/ngày trong 2 
ngày (Peebles, 2008; Hughes, 2003). Khả năng 
cảm ứng tạo rễ tơ của các chủng A. rhzogenes A4s, 
A4v, AG1 và Arif cao nhất trên lát cắt củ cà rốt khi 

giai đoạn cảm ứng được ủ trong tối (Danesh  et al., 
2006). Theo Karmarkar and Keshavachandran 
(2001), khi được gây nhiễm trực tiếp với các chủng 
A. rhizogenes PcA4, ATCC15834 và A4 rồi ủ cảm 
ứng trong tối, không có sự đáp ứng tạo rễ trên các 
mẫu mô từ cây Holostemma adakodien K. Schum. 
Trong khi đó, sự chiếu sáng nhẹ lại là điều kiện 
thích hợp để thu nhận rễ chuyển gen từ mô thân 
cây dưa bở (Cucumis melo L.) bằng chủng A. 
rhizogenes ATCC8196 (Mohiuddin et al., 2011). 
Qua đó cho thấy cường độ chiếu sáng thích hợp để 
cảm ứng tạo rễ tơ có thể sẽ thay đổi tùy theo loài 
thực vật chủ và chủng vi khuẩn.  

Bảng 4: Ảnh hưởng của cường độ chiếu sáng 
trong thời gian ủ cảm ứng lên tỷ lệ mẫu 
hình thành rễ tơ 

Cường độ sáng 
(lux) 

Tỷ lệ mẫu hình thành rễ 
(%) 

0 36,7a 
500 24,7bc 

1000 20,0bcd 
1500 14,7cde 
2000 8,7de 

Ghi chú: Các trị trung bình trong cùng 1 cột có các chữ 
cái theo sau giống nhau thì khác biệt không có ý nghĩa 
thống kê ở p=0,05 

Trong nghiên cứu này, mẫu sau khi gây nhiễm 
được chiếu sáng ở các cường độ khác nhau với thời 
gian 16 giờ/ngày trong suốt giai đoạn ủ cảm ứng. 
Các kết quả thu được cho thấy tỷ lệ mẫu hình thành 
rễ đã bị giảm xuống có ý nghĩa ở tất các các chế độ 
chiếu sáng từ 500 đến 2000 lux (Bảng 4) so với khi 
được ủ cảm ứng trong tối. Cường độ ánh sáng càng 
cao thì tỷ lệ mẫu hình thành rễ tơ càng giảm. Tuy 
nhiên, kết quả này cho thấy ánh sáng chỉ ức chế 
một phần khả năng cảm ứng rễ tơ của chủng  
A. rhizogenes C26 trên lá cây dừa cạn trong khi sự 
chiếu sáng trong giai đoạn ủ cảm ứng đã ức chế 
hoàn toàn khả năng cảm ứng rễ tơ của chủng A. 
rhizogenes ATCC15834 trên giống cây Lens 
culinaris Medik (Dogan et al., 2005). Ngoài ra, so 
với báo cáo của Peebles (2008) và Hughes (2003), 
để tạo rễ tơ từ mô lá cây dừa cạn có thể cần phải  
có giai đoạn ủ cảm ứng trong tối hoàn toàn trước 
khi tiếp tục ủ cảm ứng ở chế độ chiếu sáng  
16 giờ/ngày.  
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3.5 Ảnh hưởng của cường độ chiếu sáng 
trong giai đoạn loại nhiễm Agrobacterium 
rhizogenes 

So với giai đoạn ủ cảm ứng, sự chiếu sáng 
trong giai đoạn loại nhiễm vi khuẩn A. rhizogenes 
có ảnh hưởng tích cực hơn. Tuy nhiên, chế độ 
chiếu sáng cũng tùy thuộc vào loài thực vật khác 
nhau. Với vài loài thực vật, việc ủ mẫu trong tối để 
loại nhiễm vi khuẩn lại là điều kiện thích hợp để 
thu nhận rễ chuyển gen. Với chủng A. rhizogenes 
C26, sự chiếu sáng nhẹ trong giai đoạn này đã làm 
tăng tỷ lệ mẫu hình thành rễ tơ. Tỷ lệ mẫu hình 
thành rễ tơ tăng từ 37,0% khi được ủ trong điều 
kiện tối lên 42,3% khi được ủ trong điều kiện sáng 
1000 lux với 16 giờ/ngày (Bảng 5). Thêm vào đó 
khi được chiếu sáng ở cường độ cao hơn, tỷ lệ mẫu 
hình thành rễ tơ tuy có xu hướng giảm hơn so với 
cường độ chiếu sáng 1000 lux nhưng sự khác biệt 
này là không có ý nghĩa về mặt thống kê. Kết quả 
gây nhiễm trên lát cắt cà rốt bằng bốn chủng A. 
rhzogenes A4s, A4v, AG1 và Arif của Danesh  et 
al. (2006) cũng cho thấy ở điều kiện chiếu sáng 
nhẹ khi loại nhiễm thì số mẫu hình thành rễ cao 
hơn so với ở điều kiện tối. Từ kết quả này cho thấy 
điều kiện được chiếu sáng 1000 lux là thích hợp 
nhất trong giai đoạn loại nhiễm vi khuẩn. 

Bảng 5: Ảnh hưởng của chế độ chiếu sáng trong 
thời gian loại nhiễm Agrobacterium 
rhizogenes C26 lên tỷ lệ mẫu hình thành 
rễ tơ 

Cường độ sáng 
(lux) 

Tỷ lệ mẫu hình thành rễ 
(%) 

0 36,7cde 
500 38,0cde 

1000 42,3ab 
1500 41,3abcd 
2000 39,3abcde 

Ghi chú: Các trị trung bình trong cùng 1 cột có các chữ 
cái theo sau giống nhau thì khác biệt không có ý nghĩa 
thống kê ở p=0,05 

3.6 Ảnh hưởng của môi trường nuôi cấy 

Các báo cáo trước đây đã cho thấy mỗi giống 
thực vật và mỗi chủng vi khuẩn khác nhau có môi 
trường thích hợp để cảm ứng tạo rễ tơ khác nhau. 
Sự khác nhau này có thể là do đặc trưng sinh lý và 
biến dưỡng của từng chủng vi khuẩn và mô thực 
vật chủ (Çiftçi, 2012). Trong đa số các báo cáo, 
môi trường được sử dụng là môi trường MS hoặc 
B5 hoặc White ở nồng độ các thành phần đậm đặc 
hoặc bán đậm đặc. Chẳng hạn như, môi trường MS 
bán đậm đặc được dùng để thu nhận rễ tơ từ cây 

dừa cạn bằng chủng A. rhizogenes C58C1 (Liu et 
al., 2011) trong khi môi trường MS đậm đặc thích 
hợp hơn khi gây nhiễm với chủng A. rhizogenes 
R1000 (Zargar et al., 2010). Trước đó, Hughes 
(2003) đã sử dụng môi trường B5 để chủng A. 
rhizogenes ATCC15834 cảm ứng rễ tơ trên mô lá 
cây dừa cạn. Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã 
tiến hành đánh giá khả năng cảm ứng tạo rễ tơ của 
chủng A. rhizogenes C26 trên bốn loại môi trường 
khác nhau (B5, MS, SH và White) ở mức nồng độ 
các thành phần trong môi trường đậm đặc và bán 
đậm đặc. Các số liệu thu được cho thấy ở tất cả các 
môi trường có nồng độ bán đậm đặc đều cho tỷ lệ 
mẫu hình thành rễ tơ cao hơn có ý nghĩa so với môi 
trường có nồng độ đậm đặc (Bảng 6). Trong đó, 
cao nhất là ở môi trường White bán đậm đặc. Ở 
nồng độ đậm đặc, môi trường White cũng cho tỷ lệ 
mẫu hình thành rễ tơ cao hơn so với các môi 
trường đậm đặc còn lại (đạt 50,7%) nhưng vẫn thấp 
hơn nhiều so với ở môi trường White bán đậm đặc 
(đạt 60,7%). Kết quả thu được đã cho thấy môi 
trường White bán đậm đặc là môi trường thích  
hợp để cảm ứng tạo rễ từ mô lá cây dừa cạn bằng 
chủng A. rhizogenes C26. Kết quả này cũng một 
lần nữa cho thấy môi trường nuôi cấy đóng vai  
trò quan trọng trong quá trình cảm ứng tạo rễ của 
A. rhizogenes. 

Bảng 6: Ảnh hưởng của môi trường nuôi cấy lên 
tỷ lệ mẫu hình thành rễ tơ 

Môi trường nuôi 
cấy 

Tỷ lệ mẫu hình thành rễ 
(%) 

B5 17,7gh 
1/2B5 53,7bcd 
MS 19,3gh 

1/2MS 43,7e 
SH 30,7f 

1/2SH 53,3bcd 
W 50,7bcd 

1/2W 60,7a 

Ghi chú: Các trị trung bình trong cùng 1 cột có các chữ 
cái theo sau giống nhau thì khác biệt không có ý nghĩa 
thống kê ở p=0,05 

3.7 Xác nhận rễ tơ chuyển gen bằng PCR 

Qua phân tích sản phẩm PCR (Hình 2) đã cho 
thấy các dòng rễ tơ được kiểm tra đều có chứa gen 
rolB tương ứng với đoạn DNA được khuếch đại 
với kích thước 430 bp. Trong khi đó sản phẩm 
PCR của gen virC có kích thước 730 bp chỉ được 
phát hiện ở mẫu DNA của vi khuẩn A. rhizogenes 
nhưng không tìm thấy ở các mẫu rễ tơ. Kết quả này 
chứng tỏ các dòng rễ tơ này đã được chuyển gen và 
không bị nhiễm bởi vi khuẩn A. rhizogenes.
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A                                                                               B 

Hình 2: Kết quả phân tích PCR xác nhận rễ chuyển gen từ giống dừa cạn VIN077 với chủng 
Agrobacterium rhizogenes C26. A: Xác nhận sự hiện diện gen rolB; giếng 1, 2 và 3: rễ tơ được cảm ứng 

bằng chủng A. rhizogenes C26; giếng 4: đối chứng dương rolB; giếng 5: rễ cây không chuyển gen; 
giếng 6: nước và giếng 7: thang chuẩn; B: Xác nhận sự hiện diện gen virC; giếng 1, 2 và 3: rễ tơ được 
cảm ứng bằng chủng A. rhizogenes C26; giếng 4: đối chứng dương virC; giếng 5: rễ cây không chuyển 

gen; giếng 6: nước và giếng 7: thang chuẩn

4 KẾT LUẬN 

Quá trình chuyển gen cảm ứng tạo rễ tơ từ cây 
dừa cạn cũng chịu ảnh hưởng của nhiều yếu tố 
khác nhau. Kết quả nghiên cứu này cho thấy sự 
cảm ứng tạo rễ tơ từ giống dừa cạn VIN077 bằng 
chủng A. rhizogenes C26 chịu ảnh hưởng của yếu 
tố mật độ tế bào trong huyền phù vi khuẩn (OD600 

nm), thời gian gây nhiễm, thời gian ủ cảm ứng, chế 
độ chiếu sáng và môi trường nuôi cấy. Điều kiện 
gây nhiễm thích hợp để thu nhận rễ tơ từ giống dừa 
cạn VIN077 bằng chủng A. rhizogenes C26 là 
OD600 nm 0,2 với thời gian ngâm mẫu là 10 phút. Tỷ 
lệ mẫu hình thành rễ đạt cao nhất khi mẫu được ủ 
cảm ứng 6 ngày trong tối và loại nhiễm vi khuẩn ở 
điều kiện chiếu sáng 1000 lux trên môi trường 
White bán đậm đặc.  
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