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TÓM TẮT 

Lúa gạo (Oryza sativa L.) là một trong những cây lương thực quan trọng được canh tác phổ biến trên toàn thế 

giới. Vai trò to lớn của lúa gạo đối với an ninh lương thực toàn cầu đã thúc đẩy các nhà nghiên cứu phát triển các 

giống lúa mới với các đặc tính nông học được cải thiện, như khả năng chống chịu stress sinh học và phi sinh học. 

Hệ thống chỉnh sửa gen CRISPR/Cas9 mang đến một chiến lược đầy hứa hẹn để cải thiện đặc tính nông học của 

nhiều loại cây trồng nhờ tính hiệu quả, dễ sử dụng và độ chính xác cao. Bài viết này thảo luận về các ứng dụng của 

CRISPR/Cas9 trong cải tạo các giống lúa thích nghi tốt hơn với điều kiện môi trường bất lợi. Hàng loạt các gen chức 

năng và gen điều hòa liên quan đến tính kháng bệnh (bạc lá và đạo ôn), kháng thuốc trừ cỏ và chống chịu điều kiện 

bất thuận (mặn, hạn hán, lạnh) ở lúa đã được phân tích chức năng thông qua hệ thống CRISPR/Cas9. Một số hạn 

chế và ưu điểm khi áp dụng kỹ thuật này trên cây lúa cũng được phân tích. Kết quả của nghiên cứu này đã cung cấp 

một cái nhìn tổng thể về công cụ chỉnh sửa gen, từ đó định hướng ứng dụng trong nghiên cứu các giống cây trồng 

ứng phó với biến đổi khí hậu ở Việt Nam. 

Từ khóa: Lúa gạo, CRISPR/Cas9, đột biến, chống chịu, bất lợi phi sinh học, bất lợi sinh học. 

Recent Advances and Future Perspectives for the Improvement  

of Stress Tolerance in Rice Breeding Using CRISPR/Cas9 

ABSTRACT 

Rice (Oryza sativa L.) is one of the most important staple crops that is widely cultivated in the world. Due to the 

critical role of rice in the global food security, great efforts have been made in order to develop new rice varieties with 

good agronomic traits, such as biotic and abiotic stress tolerance. The CRISPR/Cas9 has emerged as a promising 

system for the improvement of various traits of crop plants because of its efficiency, simplicity, and versatility. In this 

mini review, we discussed the applications of the CRISPR/Cas9 gene editing system to improve a wide range of traits 

in rice varieties adapted to unfavorable conditions. Specifically, a number of functional and regulatory genes that are 

associated with diseases (rice blast, bacterial blight) and pesticide resistance and abiotic stress (salinity, drought, and 

cold) tolerance have been functionally characterized via the mutants produced by the CRISPR/Cas9 system. 

Additionally, the advances and limitations of using CRISPR/Cas9 system in rice plants were discussed. Taken 

together, our paper could provide a solid foundation for further application of genome editing tools in plant breeding 

for tackling climate change. 

Keywords: Rice, CRISPR/Cas9, mutation, tolerance, abiotic stress, biotic stress. 
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1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Lúa gäo (Oryza sativa L.) là cåy lương thực 

quan trọng hàng đæu trên thế giới. Cây lúa có 

khâ nëng thích ứng với nhiều điều kiện môi 

trường khác nhau, được trồng rộng rãi trên 

nhiều hệ thống nông học. Sân lượng sân xuçt 

gäo trên toàn thế giới nëm 2020 theo ước của tổ 

chức nông lương thế giới (FAO) đät khoâng 508 

triệu tçn. Tuy nhiên, những diễn biến phức täp 

của quá trình biến đổi khí hêu cùng sự xuçt 

hiện và gia tëng nhanh chòng của nhiều loäi 

dðch bệnh đã gây thiệt häi đáng kể tới nëng suçt 

và chçt lượng lúa gäo, từ đò gåy áp lực lớn đến 

an ninh lương thực ở các nước đang phát triển 

(Lenaerts & cs., 2019). Trước những thách thức 

lớn đò, việc gia tëng nhu cæu đối với các giống 

lúa mới cò nëng suçt chçt lượng tốt, thích ứng 

với biến đổi khí hêu và dðch bệnh là xu hướng 

tçt yếu. Vì thế, mối quan tâm chính trong 

nghiên cứu nông nghiệp hiện nay là câi thiện 

khâ nëng chống chðu của thực vêt đối với các 

điều kiện bçt lợi sinh học và phi sinh học (Yu & 

cs., 2020). 

Thêp kỷ vừa qua đã chứng kiến những 

thành công lớn của công nghệ chînh sửa hệ gen 

(Genome editing - GE) trong việc phát triển các 

giống lúa ứng phó với biến đổi khí hêu, chðu 

được điều kiện bçt lợi để duy trì tëng trưởng. 

Các kỹ thuêt GE đã được phát triển và thay thế 

các phương pháp chọn täo giống truyền thống 

(chọn giống đột biến và chọn giống sử dụng chî 

thð phân tử) bởi tính chính xác, hiệu quâ và 

nhanh chóng. GE cho phép täo các đột biến mçt, 

thêm hoặc thay thế nucleotit bìng cách gây ra 

các đứt gãy sợi đôi (Double Strand Break - DSB) 

trong hệ gen mục tiêu. Tế bào thực vêt sửa chữa 

các tổn thương này theo hai con đường: (1) ghép 

nối điểm cuối không tương đồng (Non-

homologous end joining - NHEJ) và (2) sửa chữa 

tái tổ hợp tương đồng (Homology directed repair 

- HDR). NHEJ là con đường sửa chữa phổ biến 

hơn ở thực vêt, chủ yếu gåy ra các đột biến thêm 

hoặc mçt các nucleotit do đò cò thể dén đến đột 

biến dðch khung, trong khi HDR xây ra khi có 

trình tự tương đồng xung quanh DSB và các 

trình tự này được sử dụng để sửa chữa các tổn 

thương, täo nên các đột biến một cách chính xác. 

Sự thay thế gen có thể xây ra theo chủ đích khi 

một khuôn méu mang trình tự tương đồng được 

thiết kế trước và tích hợp vào công cụ chînh sửa 

gen. Zinc Finger Nucleases (ZFNs) và 

Transcription Activator-Like Effector Nuclease 

(TALEN) là hai hệ thống GE dựa trên hoät động 

của enzyme endonuclease lưỡng cực. Các 

enzyme này gồm vùng gín với ADN và vùng 

gín với enzyme cít giới hän FokI. Do việc nhên 

diện trình tự đặc hiệu chðu trách nhiệm bởi 

vùng protein gín ADN thông qua tương tác 

protein-ADN, nên thiết kế các protein cæn độ 

chính xác cao và rçt phức täp. Chính vì vêy, 

tiềm nëng ứng dụng của hai phương pháp chînh 

sửa gen này trong công tác chọn täo giống cây 

trồng còn hän chế (Jani & cs., 2020). 

Hiện nay, công nghệ chînh sửa hệ gen mới 

nhçt - hệ thống Clustered Regularly 

Interspaced Short Palindromic Repeats/ 

CRISPR-associated 9 (CRISPR/Cas9) cho phép 

täo ra những thay đổi trên trình tự ADN theo 

cách có chủ đích täi một vð trí xác đðnh trong 

vùng genome mục tiêu. Khác với ZFN và 

TALEN, hệ thống CRISPR giúp enzyme cít 

ADN (Cas9) nhên biết trình tự đặc hiệu thông 

qua RNA dén đường (“guide RNA”, gRNA) cò 

chiều dài khoâng 18 đến 20 bazơ và bổ sung với 

trình tự đích. Để có thể giúp Cas9 nhên biết 

thành công trình tự mục tiêu, trong trình tự bộ 

gen đích phâi có một đoän trình tự protospacer 

adjacent motif (PAM) ngay sau trình tự đích và 

thường là 5’-NGG-3’, trong đò N là một 

nucleotit bçt kỳ. Khi phức hợp Cas9/gRNA bám 

vào trình tự mục tiêu, enzyme Cas9 sẽ cít đoän 

ADN ở câ 2 mäch täi vð trí nucleotit thứ ba và 

thứ tư phía trước trình tự PAM. Do chî cæn thiết 

kế một gRNA mới khi cæn cít một trình tự mục 

tiêu trong cùng một hệ gen cây chủ, chînh sửa 

hệ gen bìng CRISPR/Cas9 trở nên vừa đơn giân 

vừa linh hoät và dễ thao tác. Mặt khác, khi kết 

hợp nhiều gRNA, hệ thống CRISPR/Cas9 cho 

phép cít nhiều mục tiêu cùng lúc. Với việc thiết 

kế đơn giân và hiệu quâ cao hơn so với hệ thống 

ZFN và TALEN, đồng thời có thể sử dụng đối 

với nhiều loäi tế bào khác nhau và nhiều gen 

cùng lúc, CRISPR/Cas9 thực sự là một hệ thống 

tiềm nëng để biến đổi ADN bộ gen. 



 

 

Trên thế giới, kỹ thuêt CRISPR/Cas9 đã và 

đang được ứng dụng rộng rãi trong nghiên cứu 

chức nëng các gen và phát triển các dñng đột 

biến có khâ nëng chống chðu các bçt lợi sinh học 

và phi sinh học (Malnoy & cs., 2016; Klap & cs., 

2017; Wang & cs., 2018), kháng thuốc diệt có 

(Shimatani & cs., 2017; Li và &., 2018; Oz & cs., 

2021), nång cao nëng suçt (Li & cs., 2016b; 

Zhou & cs., 2016)„ Ở nước ta, tình hình nghiên 

cứu kỹ thuêt CRIPSR/Cas9 trên cây trồng mặc 

dù còn rçt mới mẻ nhưng cũng đã thu được 

những thành tựu nhçt đðnh. Điển hình, nhóm 

nghiên cứu täi Viện Công nghệ sinh học, Viện 

Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam đã 

thành công trong việc sử dụng kỹ thuêt 

CRISPR/Cas9 để täo ra giống đêu tương mới có 

lượng đường khó tiêu thçp hơn 35% (Huy Le & 

cs., 2020). Các kết quâ nghiên cứu bước đæu 

trong ứng dụng kỹ thuêt CRISPR/Cas9 để nâng 

cao khâ nëng chống chðu với các điều kiện bçt 

lợi của cåy lúa, cåy ngô, cåy đêu tương hay täo 

dòng cà chua không hät thực hiện täi Viện di 

truyền Nông nghiệp và Học viện Nông nghiệp 

Việt Nam mở ra một hướng đi triển vọng cho 

công nghệ GE phục vụ chọn täo giống cây trồng 

täi Việt Nam. Trong bài viết này, chúng tôi têp 

trung thâo luên những nghiên cứu sử dụng công 

nghệ CRISPR/Cas9 để câi thiện các tính träng 

chống chðu bçt lợi sinh học và phi sinh học cũng 

như các thách thức và tiềm nëng ứng của kỹ 

thuêt này trên cây lúa. 

2. ỨNG DỤNG CỦA CRISPR/CAS9 TRONG 

CẢI THIỆN ĐẶC TÍNH CHỐNG CHỊU CỦA 

CÂY LÚA 

Quá trình biến đổi khí hêu ngày càng tëng 

trên nhiều khu vực cũng như tæn suçt các điều 

kiện bçt lợi sinh học và phi sinh học trên toàn 

thế giới, đe dọa nghiêm trọng đến sân xuçt lúa 

gäo và gây ra tổn thçt lớn cho kinh tế xã hội 

toàn cæu. Để ứng phó với tình hình nghiêm 

trọng này, trong giai đoän tiên phong của công 

nghệ CRISPR/Cas9, việc chînh sửa hệ gen cây 

lúa đã đät được những thành công nhçt đðnh 

(Bâng 1). Những nghiên cứu này cung cçp bìng 

chứng thuyết phục rìng hệ thống CRISPR/Cas9 

hoät động hiệu quâ trong cây lúa và tiềm nëng 

ứng dụng to lớn của nó trong chọn täo giống lúa 

kháng bệnh và chống chðu các điều kiện bçt lợi.

Bảng 1. Các ứng dụng của CRISPR/Cas9 trên cây lúa  

Ứng dụng 
Gen 

mục tiêu 
Cơ chế sửa chữa 

Phương pháp/ 
vật liệu chuyển gen 

Tài liệu tham khảo 

Kháng bệnh bạc lá SWEET14, 
SWEET11 

NHEJ PEG/Tế bào trần Jiang & cs. (2013a);  
Jiang & cs. (2013b) 

SWEET13 NHEJ  Agrobacterium/mô sẹo  Zhou & cs. (2015) 

SWEET14 NHEJ  Agrobacterium/mô sẹo  Zeng & cs. (2020 ) 

Kháng bệnh đạo ôn EFR922 NHEJ  Agrobacterium/mô sẹo  Wang & cs. (2016) 

SEC3A NHEJ  Agrobacterium/mô sẹo  Ma & cs. (2018) 

Pi21  NHEJ  Agrobacterium/mô sẹo  Nawaz & cs. (2020) 

Osa-miR159a NHEJ  Agrobacterium/mô sẹo  Chen & cs. (2021) 

Nâng cao tính chịu mặn RAV2 NHEJ  Agrobacterium/mô sẹo  Duan & cs. (2016) 

Nâng cao tính chịu hạn SAPK2 NHEJ  Agrobacterium/mô sẹo  Lou & cs. (2017) 

Nâng cao tính chịu lạnh ANN3 NHEJ  Agrobacterium/mô sẹo  Shen & cs. (2017) 

Kháng thuốc diệt cỏ EPSPS NHEJ Súng bắn gen/mô sẹo  Li & cs. (2016a) ;Li & cs. (2016b) 

AAC Chỉnh sửa bazơ nitơ 
bởi nCas9 

 Agrobacterium/mô sẹo  Chao & cs. (2018); 
 Li & cs. (2018) 

ALS Chỉnh sửa bởi nCas9 
và/hoặc dCas9 

 Agrobacterium/mô sẹo  Shimatani & cs. (2017) 

ALS HDR Súng bắn gen/mô sẹo  Sun & cs. (2016) 

Ghi chú: NHEJ: Ghép nối điểm cuối không tương đồng; HDR: Tái tổ hợp tương đồng; PEG: Polyethylene Glycol, 

nCas9, Cas9 nickase; dCas9, inactive Cas9. 
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2.1. Chỉnh sửa gen giúp tăng tính kháng 

bất lợi sinh học  

2.1.1. Chỉnh sửa gen tăng tính kháng bệnh 

bạc lá lúa 

Quá trình gây bệnh bäc lá do vi khuèn 

Xanthomonas oryzae được thúc đèy bởi hoät động 

của nhóm protein tiết nhóm III TAL 

(transcription activator-like) với vai trò hoät hóa 

sự biểu hiện gen “nhiễm” (succeptible gene) trong 

hệ gen tế bào chủ bìng cách liên kết với trình tự 

đích đặc hiệu trên vùng promoter của gen đích 

(effector binding element - EBE). Họ gen 

SWEET mã hóa chçt vên chuyển đường được cho 

là những mục tiêu quan trọng của các protein 

TAL này. Zhou & cs. (2015) đã thiết kế một 

gRNA nhìm vào trình tự mục tiêu EBE của gen 

OsSWEET13 giống lúa mô hình Kitaake. Kết 

quâ thu nhên được hai dñng đột biến mçt 4 và 11 

nucleotit trong vùng mã hóa của 

gen OsSWEET13. Các dñng lúa đột biến này có 

kiểu hình giống cåy đối chứng trong điều kiện 

trồng trọt bình thường nhưng thể hiện tëng khâ 

nëng kháng X. oryzae với chiều dài vết bệnh 

giâm tới 90% so với các cây kiểu däi khi tiến 

hành lây nhiễm nhân täo. Tương tự, Zeng & cs. 

(2020) sử dụng kỹ thuêt CRISPR/Cas9 để gåy đột 

biến gen OsSWEET14 trên giống lúa 

Zhonghua11 và thu được các dñng lúa đột biến 

vừa tëng mänh mẽ khâ nëng kháng bệnh bäc lá 

vừa tëng chiều cao so với cây däi. Do vêy, đột 

biến gen OsSWEET14 trở thành mục tiêu quan 

trọng trong chọn täo giống lúa kháng bệnh bäc lá 

bìng công nghệ CRISPR/Cas9 (Zeng & cs., 2020). 

2.1.2. Chỉnh sửa gen tăng tính kháng bệnh 

đạo ôn  

Bệnh đäo ôn do nçm Magnaporthe oryzae 

gåy ra là cën bệnh tàn khốc nhçt ở tçt câ các 

quốc gia trồng lúa, gây tổn häi nëng suçt trung 

bình 10-30% sân lượng (Zhao & cs., 2018). Việc 

tëng cường tính kháng của lúa với M. oryzae là 

một trong những phương pháp hiệu quâ nhçt để 

kiểm soát cën bệnh này. Các yếu tố phân ứng 

ethylene thực vêt (Ethylene Response Factors - 

ERFs) đã được chứng minh là cò liên quan đến 

việc điều biến tính kháng của lúa với nhiều yếu 

tố bçt lợi (Yoon & cs., 2020). Việc giâm biểu hiện 

gen ERF922 ở lúa Zhonghua 17 bìng kỹ thuêt 

RNAi giúp tëng cường tính kháng với M. oryzae 

cho thçy gen này đòng vai trñ là yếu tố điều hòa 

tiêu cực đối với tính kháng (Liu & cs., 

2012). Wang & cs. (2016) đã thiết kế vector 

CRISPR/Cas9 nhìm tác động vào exon I của gen 

OsERF922 trên lúa Kuiku 131 và thu nhên 

được 21 dñng lúa đột biến chứa các đột biến mçt 

nucleotit (64,3%), đột biến thêm nucleotit 

(23,8%) và đồng thời câ hai loäi đột biến 

(11,9%). Các dñng lúa đột biến đồng hợp tử ở thế 

hệ T1 mang các đặc điểm nông học như chiều 

cao cåy, kích thước của lá cờ, số lượng và chiều 

dài hät, số hät trên bông và trọng lượng 1.000 

hät tương đương với cây kiểu däi. Tuy nhiên, 

khi lây nhiễm nhân täo với nçm M. oryzae, các 

dñng đột biến này biểu hiện khâ nëng kháng M. 

oryzae tëng cường so với kiểu däi với độ dài vết 

bệnh giâm 66% (Wang & cs., 2016). Nghiên cứu 

này cũng cho thçy hệ thống CRISPR/Cas9 có 

thể täo đột biến đa điểm hiệu quâ cao ở cây lúa, 

với 90% số cåy mang ba đột biến khác nhau khi 

sử dụng đồng thời ba gRNA nhím ba vð trí đích 

trên cùng một gen. 

2.2. Chỉnh sửa gen giúp tăng tính kháng 

bất lợi phi sinh học 

2.2.1. Chỉnh sửa gen tăng tính chịu mặn  

Một số nghiên cứu chî ra rìng họ gen 

AP2/ERF (APETALA 2/ethylene-responsive 

element binding factor) mã hóa các yếu tố phiên 

mã tham gia vào đáp ứng của lúa với stress 

mặn. Cụ thể, Duan & cs. (2016) đã xác đðnh 

vùng GT-1 trên promoter của gen OsRAV2 (một 

thành viên của họ gen AP2/ERF) có vai trò quan 

trọng đối với tính chống chðu mặn ở cây 

lúa. Nhóm nghiên cứu đã thiết kế một gRNA 

nhìm mục tiêu là vùng GT-1 và chuyển vào 

giống lúa Nipponbare. Kết quâ cho thçy những 

dñng lúa đột biến bð mçt vùng GT-1 không còn 

khâ nëng tëng cường biểu hiện 

gen OsRAV2 trong điều kiện độ mặn cao, cho 

thçy yếu tố GT-1 tham gia trực tiếp vào điều 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/agronomic-traits


 

 

khiển đáp ứng điều kiện mặn của OsRAV2 

(Duan & cs., 2016). 

2.2.2. Chỉnh sửa gen tăng tính chịu hạn  

Lou & cs. (2017) đã làm sáng tó vai trò của 

gen OsSAPK2 (osmotic stress/ABA - activated 

protein kinase 2) trong điều hòa áp lực thèm 

thçu bìng cách gåy đột biến mçt chức nëng nhờ 

kỹ thuêt CRISPR/Cas9. Một gRNA đã được 

thiết kế nhím mục tiêu exon III của gen 

OsSAPK2 và chuyển vào cây lúa nhờ vi khuèn 

Agrobacterium. Kết quâ thu được 20 dòng lúa 

T0 chuyển gen, trong đò hai dñng đột biến T1 

đồng hợp tử được xác đðnh thông qua giâi trình 

tự gen. Hai dñng đột biến này có biểu hiện kiểu 

hình không nhäy câm với ABA và nhưng läi 

nhäy câm hơn với stress hän so với cây kiểu däi, 

chứng tó OsSAPK2 đòng vai trñ quan trọng 

trong đáp ứng với điều kiện hän ở lúa. 

2.2.3. Chỉnh sửa gen tăng tính chịu lạnh  

Annexin thực vêt là những protein liên kết 

màng không phụ thuộc vào Ca++ giúp cây phát 

triển tốt và bâo vệ cây chống chðu với những 

stress phi sinh học. Để tìm hiểu chức nëng 

chống chðu länh của annexin trên cây lúa, Shen 

& cs. (2017) sử dụng hệ thống chînh sửa gen 

CRISPR/Cas9 để làm câm gen mã hoá annexin 

OsANN3. Phân tử gRNA đã được thiết kế nhím 

mục tiêu exon II của gen OsANN3 và chuyển 

vào giống lúa Taipei 309 nhờ vi khuèn 

Agrobacterium. Kết quâ thu được 4 dòng lúa T0 

chuyển gen chứa 4 kiểu đột biến khác nhau bao 

gồm đột biến thêm 1 nucleotit, mçt 1 nucleotit, 

mçt 3 nucleotit và mçt 4 nucleotit. Trong đò, 3 

dñng đột biến là đồng hợp tử và 1 dñng đột biến 

có chứa 2 däng đột biến khác nhau ở 2 alen 

(biallelic mutations). Đánh giá khâ nëng chống 

chðu länh của các dñng đột biến T1 đồng hợp tử 

ở nhiệt độ 4∼6°C trong ba ngày cho thçy tî lệ 

sống sót của cây T1 giâm mänh so với đối chứng. 

Điều này chứng tó gen OsANN3 có vai trò quan 

trọng trong đáp ứng chống chðu läi điều kiện 

länh ở cåy lúa. Đặc biệt, nghiên cứu của Shen & 

cs. còn cho thçy không có các hiệu ứng đột biến 

ngoài mục tiêu, chứng tó hệ thống 

CRISPR/Cas9 cò tính đặc hiệu cao trên cây lúa. 

2.2.4. Chỉnh sửa gen giúp tăng tính kháng 

thuốc diệt cỏ 

Tính kháng thuốc diệt có là một đặc điểm 

quan trọng khác mà các nhà nghiên cứu đã cố 

gíng đưa vào cåy lúa. Tuy nhiên, việc sử dụng 

các dòng biến đổi gen vén vçp phâi rào cân pháp 

lý và thương mäi về biến đổi gen sinh vêt (Dong 

& cs., 2017; Fartyal & cs., 2018; Inui & cs., 

2001; Te & cs., 2011). Hiện nay, kỹ thuêt chînh 

sửa gen cho phép täo ra các cây trồng mang gen 

mục tiêu được chînh sửa nhưng không chứa gen 

ngoäi lai chuyển vào. Nhiều dòng lúa kháng 

thuốc diệt có đã được täo ra theo cách này, trong 

đò cò trường hợp xuçt phát từ các đột biến điểm. 

Acetolactate Synthase 1 (ALS1) là enzyme chủ 

chốt trong quá trình sinh tổng hợp các axit amin 

chuỗi nhánh và là mục tiêu chính đối với các 

loäi thuốc diệt có quan trọng bao gồm 

chlorsulfuron và bispyribac natri. Sun & cs. 

(2016) sử dụng hệ thống CRISPR/Cas9 và cung 

cçp một đoän ADN có trình tự tương đồng với 

đoän ADN đích để chînh sửa gen ALS1 trong 

cây lúa Nipponbare bìng con đường HDR. Hai 

gRNA được thiết kế nhím mục tiêu täi vð trí 

khoâng 1625-1888 bp trên gen ALS1 và tái tổ 

hợp vào vector biểu hiện có mang gen mã hoá 

protein Cas9 và chuyển vào cây lúa Nipponbare 

bìng phương pháp súng bín gen. Kết quâ thu 

được các dòng lúa chuyển gen mang đột biến täi 

hai điểm, bao gồm W548L và S627I, có khâ 

nëng kháng thuốc diệt có cao hơn hîn so với 

kiểu lúa däi (Sun & cs., 2016). Tương tự,  

Yu & cs. (2015) sử dụng kỹ thuêt CRISPR/Cas9 

để täo ra hai đột biến điểm, T102I và P106S, 

trong miền gín kết với cơ chçt pyruvate và 

thuốc diệt có glyphosate của enzyme  

5-enolpyruvylshikimate-3- phosphate synthase 

(EPSPS) trong cây lúa dén đến tëng tính kháng 

thuốc diệt có.  

Một chiến lược khác để täo ra đột biến điểm 

thông qua CRISPR/Cas9 là sử dụng kỹ thuêt 

chînh sửa bazơ nitơ, nghïa là tráo đổi một cặp 

bazơ nitơ cho nhau. Các nhà nghiên cứu đã thiết 

kế một nhóm các protein chînh sửa bazơ nitơ 

(base editors), có thể chuyển một cách đặc hiệu 

các bazơ nitơ. Công cụ chînh sửa gen này bao 
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gồm một enzyme chînh sửa bazơ nitơ, chîng hän 

như cytidine deaminase (chuyển C thành U), 

hợp nhçt với một endonuclease Cas9 đột biến 

không có hoät tính cít (dCas9) hoặc có hoät tính 

nickase (nCas9). Sau khi chuyển đổi một bazơ 

nitơ trên một mäch ADN, protein Cas9 này täo 

ra một vết cít nhó được gọi là “nick” trên mäch 

ADN đối diện, thúc đèy bộ máy của tế bào nhìm 

thay thế bazơ nitơ nguyên bân vốn đang ở trong 

tình träng không khớp với bazơ nitơ mới và vì 

thế hoàn thành sự tráo đổi một cặp bazơ nitơ. 

Bìng việc sử dụng câ dCas9 và nCas9, đột biến 

điểm C287T được täo ra trên gen ALS1 đã làm 

cho cây lúa kháng với thuốc diệt có imazamox 

(Shimatani & cs., 2017). Một gRNA nhím vào 

bazơ nitơ C287 trên gen ALS đã được thiết kế và 

chuyển vào mô sẹo giống lúa Nipponbare, sử 

dụng chçt chọn lọc là thuốc diệt có imazamox. 

Kết quâ thu được 3 và 14 dòng lúa chuyển gen 

tương ứng với hai phiên bân đột biến của Cas9, 

dCas9 và nCas9. Trong số 14 dòng chuyển gen 

thu được khi sử dụng nCas9, 7 dòng chuyển gen 

chứa đột biến mong muốn C287T và không phát 

hiện cò các đột biến ngoài mục tiêu. Đặc biệt, 

nhóm tác giâ cũng đã chứng minh rìng hoàn 

toàn có thể chọn lọc được các dòng lúa ở các thế 

hệ sau mang các đột biến điểm có khâ nëng 

kháng thuốc diệt có nhưng không chứa các gen 

ngoäi chuyển vào thông qua sự phân ly 

(Shimatani & cs., 2018). 

3. THÁCH THỨC VÀ TIỀM NĂNG PHÁT 

TRIỂN CỦA CÔNG NGHỆ CRISPR/CAS9 

TRONG CẢI THIỆN ĐẶC TÍNH CHỐNG 

CHỊU Ở CÂY LÚA  

Kể từ khi được triển khai læn đæu tiên vào 

nëm 2013, hệ thống chînh sửa gen 

CRISPR/Cas9 đã nhanh chòng được sử dụng và 

thử nghiệm tính hiệu quâ trên thực vêt. 

CRISPR/Cas9 đã trở thành công cụ phổ biến 

nhçt cho các nghiên cứu chức nëng và câi tiến 

các đặc tính nông học ở nhiều loài thực vêt khác 

nhau, đặc biệt là ở cây lúa. Công nghệ 

CRISPR/Cas9 ngày càng được quan tâm nhiều 

hơn và thúc đèy các nhà nghiên cứu khám phá 

thêm về những ứng dụng mới của nò. Theo đò, 

những kiến thức và câi tiến mới được cêp nhêt 

liên tục, täo điều kiện thuên lợi cho việc áp 

dụng công nghệ này trên cây trồng. Ngoài các 

ứng dụng cơ bân bao gồm täo các đột biến thêm 

nucleotit, mçt nucledotit, thay thế nucleotit 

(thay thế bazơ nitơ) một cách chính xác, 

CRISPR/Cas9 có thể được sử dụng để làm bçt 

hoät hoặc kích hoät một gen bçt kỳ. Những câi 

tiến mới của công nghệ này và kỹ thuêt giâi 

trình tự hệ gen cho phép nhà nghiên cứu có thể 

täo ra các dòng lúa mới với các đột biến đðnh 

hướng täi vð trí cụ thể mà không cò đột biến 

ngoài mục tiêu. Quan trọng hơn, kỹ thuêt này 

cho phép täo ra và chọn lọc các cåy đột biến 

không mà có gen chuyển, nên có thể vượt qua 

rào cân pháp lý nghiêm ngặt về sinh vêt biến 

đổi gen. Nhìn chung, kỹ thuêt này đã täo điều 

kiện thuên lợi cho nghiên cứu cơ bân phân tích 

chức nëng của các gen khác nhau ở lúa và câ 

nghiên cứu ứng dụng cho quá trình câi tiến các 

gen của cây trồng quan trọng này. 

3.1. Ưu điểm 

Nhờ tích hợp được ưu điểm của công nghệ 

đột biến có chủ đích và công nghệ chuyển gen, kỹ 

thuêt CRISPR/Cas9 được các nhà nghiên cứu về 

câi tiến gen trên toàn thế giới ưa thích. Một trong 

những đặc điểm hçp dén nhçt của hệ thống 

CRISPR/Cas9 là khâ nëng chînh sửa đa điểm, 

täo ra đột biến ở nhiều gen cùng một lúc, do đò 

giâm thời gian và chi phí täo ra các giống mới. 

Xie & cs. (2015) đã thiết kế 8 gRNA nhím mục 

tiêu 4 gen thuộc họ gen protein kinase hoät hoá 

mitogen (mitogen-actived protein kinase - MPK). 

Mỗi cặp gRNA nhím 2 vð trí trong cùng một gen, 

cách nhau khoâng 350-750 bazơ. Kết quâ phân 

tích cây chuyển gen cho thçy đột biến xây ra ở câ 

8 vð trí mục tiêu của gRNA. Tương tự, các gRNA 

nhím mục tiêu từ 2 đến 8 vð trí khác nhau trên 

gen MPK1 và MPK6 được Minkenberg & cs. 

(2017) thiết kế và chuyển vào cây lúa, kết quâ 

thu được các đột biến xây ra täi một, hai và bốn 

vð trí mục tiêu với hiệu suçt læn lượt đät  

86-100%, 67-100% và 86%. Đặc biệt, Meng & cs. 

(2017) đã thiết kế 25.604 gRNA nhím mục tiêu 

12.802 gen trên cây lúa Zhonghua 11. Kết quâ 

chuyển các gRNA vào cây lúa nhờ vi khuèn 

Agrobacterium thu nhên được 14.000 cây chuyển 

gen T0. Tương tự, Lu & cs. (2017) thiết kế một 



 

 

thư viện gRNA gồm 88.541 thành viên nhím 

mục tiêu 34.234 gen trên cây lúa MSU7, trung 

bình 2,59 gRNA cho một gen. Kết quâ sàng lọc 

sau chuyển gen thu nhên được 84.384 cây chuyển 

gen với tæn suçt đột biến 83,9%. Như vêy, nhờ 

công nghệ CRISPR/Cas9, một bộ thư viện đột 

biến toàn bộ gen ở lúa đã được xây dựng và là 

nguồn nguyên liệu rçt cò ý nghïa, đæy tiềm nëng 

cho chọn täo giống lúa mới nhìm câi tiến tính 

chống chðu các điều kiện bçt thuên. 

Một ưu điểm quan trọng khác của 

CRISPR/Cas9 là các cåy đột biến không mang 

gen ngoäi lai có thể thu được ở những thế hệ 

đæu tiên thông qua quá trình phân ly gen 

chuyển. Một số ví dụ về cåy đột biến không 

mang gen chuyển ở thế hệ T1 trên cåy lúa đã 

được công bố trong các nghiên cứu của Woo & 

cs. (2015); Li & cs. (2016a); Wang & cs. (2016). 

Gæn đåy, một hệ thống chînh sửa gen mới đã 

được He & cs. (2018, 2019) phát triển nhìm thu 

nhên được các cåy đột biến không mang gen 

chuyển ngay ở thế hệ đæu tiên, có tên Transgene 

Killer CRISPR (TKC). Hệ thống TKC sử dụng 

một cặp gen “tự sát” cò khâ nëng loäi bó gen 

chuyển sau khi gen mục tiêu đã được chînh sửa. 

Cặp gen này được tích hợp vào cçu trúc 

CRISPR/Cas9, do vêy được chuyển đồng thời 

vào mô tế bào thực vêt cùng với gen Cas9 và 

gRNA. Chìa khoá thành công của công nghệ 

TKC là phân tách sự biểu hiện của gen Cas9 và 

các gen “tự sát”. Các thành phæn chînh sửa gen 

bao gồm Cas9 và gRNA được biểu hiện trong 

quá trình chuyển gen, giai đoän täo callus và 

giai đoän phát triển sinh dưỡng. Trong khi đò, 

các gen “tự sát” chî biểu hiện ở giai đoän sinh 

sân để tiêu diệt hết tçt câ các tế bào hät phçn 

và phôi có chứa gen chuyển. Kết quâ là chî có 

các hät không chuyển gen được täo ra, cho phép 

thu nhên các cây lúa không mang các trình tự 

gen ngoäi lai nhưng chứa gen mục tiêu đã được 

chînh sửa (He & cs., 2018; 2019).  

3.2. Thách thức và tiềm năng 

Chînh sửa gen ở thực vêt đñi hói phâi đưa 

được hệ thống chînh sửa vào trong tế bào thực 

vêt. Trong những nëm gæn đåy, đã cò một bước 

đột phá trong chuyển gen và việc đưa ADN 

ngoäi lai vào tế bào hiện có thể áp dụng cho hæu 

hết các loäi cây trồng chính, bao gồm lúa. Tuy 

nhiên, các kỹ thuêt nuôi cçy mô läi rçt khó áp 

dụng trên một số giống lúa, đặc biệt là các giống 

lúa thuộc loài phụ indica, dén tới việc áp dụng 

kỹ thuêt chînh sửa gen bð hän chế trong nhiều 

giống lúa thương mäi quan trọng. Hơn nữa, việc 

phát triển và tối ưu hòa các phương thức nuôi 

cçy mô là thường tốn nhiều công sức và thời 

gian. Nuôi cçy mô có thể làm xuçt hiện các biến 

dð dòng vô tính làm tổn häi đến tổng thể của cây 

tái sinh (Sarmast, 2016). Vì vêy, việc giâm thiểu 

hoặc loäi bó yêu cæu nuôi cçy mô sẽ câi thiện 

hiệu quâ của chuyển gen và chînh sửa gen trên 

cây trồng (Jung & Seo, 2017). 

Vên chuyển hệ thống CRISPR/Cas9 vào cây 

trồng là một bước quan trọng trong quá trình 

chînh sửa gen ở thực vêt. Để biểu hiện các hợp 

phæn của hệ thống CRISPR/Cas9 và chọn các 

cåy được chînh sửa gen, các vector chứa tçt câ 

các hợp phæn và chî thð chọn lọc được chuyển 

vào tế bào thực vêt. Những gen này thường được 

tích hợp vào bộ gen của tế bào để cho phép biểu 

hiện Cas9 và gRNA. Khi các cây chînh sửa gen 

được xác đðnh, các yếu tố này có thể được loäi bó 

thông qua quá trình phân ly trong thế hệ tiếp 

theo hoặc bìng cách tái tổ hợp. Hiện nay, một 

phương pháp khác cò thể thay thế đò là sự biểu 

hiện täm thời của các yếu tố này mà không tích 

hợp vào hệ gen cây chủ. Sự biểu hiện täm thời 

này có thể kðp thời để chînh sửa gen bìng hệ 

thống CRISPR/Cas9 (Hamada & cs., 2018). 

Bìng cách này, cåy đột biến không có gen 

chuyển có thể thu được ngay từ thế hệ T0. Chiến 

lược này đã được thử nghiệm thành công ở một 

số cây trồng trong đò cò cåy lúa (Woo & cs., 

2015; Liang & cs., 2017, 2018; Svitashev & cs., 

2016). Chuyển gen bìng Agrobacterium và súng 

bín gen là hai phương pháp được sử dụng rộng 

rãi nhçt. Tuy nhiên, câ hai hệ thống đều cò ưu 

và nhược điểm. Agrobacterium bð giới hän hiệu 

quâ trong phäm vi hẹp các kiểu gen trong một 

loài. Chuyển gen qua súng bín gen có thể được 

áp dụng cho phäm vi kiểu gen rộng hơn so với 

chuyển gen thông qua Agrobacterium, nhưng sự 

tái sinh của cây sau khi bín phá có thể bð hän 

chế (Altpeter & Spinger, 2016). Do đò, việc câi 
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tiến các kỹ thuêt này hoặc phát triển các tiến bộ 

kỹ thuêt mới có thể giúp phát triển các phương 

pháp chînh sửa gen. 

Mối quan tâm chính về chînh sửa gen bìng 

công nghệ CRISPR/Cas9 là sự xuçt hiện của các 

sự kiện đột biến ngoài mục tiêu. Đåy là rào cân 

lớn đối với việc áp dụng các hệ thống chînh sửa 

gen trong chọn täo giống cây trồng. Việc sử 

dụng các nuclease mới cò độ đặc hiệu cao hơn 

Cas9, chîng hän như Cpf1, đã câi thiện được 

khía cänh này. Yin & cs. (2017) đã so sánh hai 

nuclease trong chînh sửa gen EPFL9 

(Epidermal Patterning Factor like-9) ở lúa 

indica IR64 và nhên thçy câ hai hệ thống 

CRISPR/Cas9 và CRISPR/Cpf1 có hiệu quâ 

ngang nhau. Đồng thời, hiệu ứng ngoài mục tiêu 

trong các cåy đột biến được câi thiện rõ rệt khi 

sử dụng nuclease Cpf1.  

4. KẾT LUẬN 

Công cụ chînh sửa gen đã mang läi những 

thành tựu to lớn cho nghiên cứu và sân xuçt lúa 

gäo trên thế giới. Thông qua hệ thống 

CRISPR/Cas9, các gen chức nëng và gen điều 

hña liên quan đến đặc tính chống chðu stress 

sinh học và stress phi sinh học đã được chînh 

sửa một cách chính xác nhìm phân tích chức 

nëng gen. Qua đò, các nhà khoa học có thể câi 

thiện khâ nëng kháng bệnh cũng như tính 

chống chðu điều kiện bçt thuên ở một số giống 

lúa. Tuy nhiên, hiệu quâ chînh sửa gen hiện nay 

vén phụ thuộc rçt nhiều vào hệ thống tái sinh 

đối với từng dòng/giống lúa cụ thể. Có thể thçy 

rìng, công cụ chînh sửa gen, đặc biệt là hệ 

thống CRISPR/Cas9 rçt có tiềm nëng ứng dụng 

trong nghiên cứu ở Việt Nam. Dựa trên những 

hiểu biết về các gen ứng viên quan trọng, chúng 

ta có thể câi biên läi thông tin di truyền của các 

giống lúa đäi trà hiện nay nhìm nâng cao tính 

chống chðu của giống. 
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