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Tóm tắt. NbWRKY79 là một nhân tố phiên mã thuộc họ WRKY, được chứng minh có vai trò quan trọng 

trong sự đề kháng với stress mặn ở thực vật thông qua con đường tín hiệu liên quan đến abscicic acid 

(ABA). Tuy nhiên, vai trò của NbWRKY79 đối với sự phát triển của thực vật chưa được xác định. Trong 

nghiên cứu này, sự biểu hiện của gene NbWRKY79 ở mô hình cây thuốc lá Nicotiana benthamiana đã được 

làm giảm bằng kỹ thuật câm lặng gene cảm ứng bởi virus (VIGS). Sự sinh trưởng của cây thuốc lá có gene 

VIGS-NbWRKY79 suy giảm rõ rệt về chiều cao, khối lượng tươi, kích thước lá so với cây đối chứng. Sự 

giảm biểu hiện của NbWRKY79 cũng dẫn đến sự hạn chế phát triển của hoa hạt. Đặc biệt, sự tích tụ gốc 

oxy hoá tự do (Reactive oxygene species – ROS) gia tăng ở ở lá cây VIGS-NbWRKY79 và cử động của khí 

khẩu lá giảm rõ rệt khi xử lý bằng ABA ngoại sinh. Mô sẹo nuôi cấy in vitro từ mảnh lá cây giảm biểu hiện 

NbWRKY79 hầu như không tái sinh sinh chồi. Những kết quả của nghiên cứu đã cho thấy vai trò quan trọng 

của NbWRKY79 đối với nhiều quá trình phát triển của thực vật.  

Từ khóa. NbWRKY79, sự câm lặng gene cảm ứng bởi virus, cây thuốc lá Nicotiana benthamiana, sự phát 

triển, gốc oxy hoá tự do 

 

FUNCTIONAL CHARACTERIZATION OF NbWRKY79 IN PLANT 

DEVELOPMENTAL PROGRAMS BY VIRUS-INDUCED GENE SILENCING 
 

Abstract. NbWRKY79, a transcriptional factor belonging to the WRKY family, plays important roles in 

salt stress responses related to abscicic acid (ABA) pathway in the plant. However, the functional 

characteristics of NbWRKY79 in plant development have not been investigated yet. In this study, the 

expression of NbWRKY79 in Nicotiana benthamiana tobacco plants was reduced by virus-induced gene 

silencing (VIGS). The growth of VIGS-NbWRKY79 tobacco plants was significantly decreased in height, 

fresh weight, and leaf size compared to the control plants. Especially, reactive oxygen species (ROS) 

accumulation was increased in leaves of VIGS-NbWRKY79 plants but not in the control plants. Reducing 

of NbWRKY79 expression in the tobacco plants also led to a limit in flower development and seed 

production. The stomata closure in leaves was significantly decreased under exogenous ABA treatment. 

The calli, which were generated from leaf segments of VIGS-NbWRKY79 almost, did not generate shoots. 

Taken altogether, the results suggested the important roles of NbWRKY79 in many development processes 

in plants.  

Keywords. NbWRKY79, virus-induced gene silencing, Nicotiana benthamiana tobacco plant, 

development, reactive oxygen species (ROS) 

1. GIỚI THIỆU 
Các nhân tố phiên mã là thành phần chủ chốt trong những con đường truyền tín hiệu ở thực vật trong sự 

phát triển và đáp ứng với tác động từ môi trường. Trình tự gene mã hoá các nhân tố phiên mã định vị tại vị 

trí phía trước gene mà nó kiểm soát sự biểu hiện. WRKY là nhóm nhân tố phiên mã có số lượng gene lớn 

nhất so với các nhóm nhân tố phiên mã khác, với 104 gene ở lúa và 74 gene ở Arabidopsis [1]. Tất cả các 

protein WRKY được đặc trưng bởi 1 hoặc 2 WRKY domain với trình tự amino acid WRKYGQK có tính 

bảo tồn cao tại đầu N và một cấu trúc motif ngón tay kẽm C2-H2 (zinc-finger motif C2-H2) tại đầu C. Phân 

tích phát sinh loài dựa trên số lượng WRKY domain và đặc điểm của cấu trúc zinc-finger phân chia các 

protein WRKY thành 3 nhóm I, II và III. Protein WRKY gắn với yếu tố W-box (TTGACC/T) tại vùng 

promoter của gene để điều hoà tăng hay giảm biểu hiện của gene ở cấp độ phiên mã [2]. Gần đây có nhiều 

bằng chứng cho thấy nhân tố phiên mã WRKY tham gia trong sự điều hoà dương hoặc âm đối với các 

hormone và đáp ứng với các stress vô sinh hoặc hữu sinh ở thực vật [3, 4, 5, 6]. Một số nghiên cứu cũng 
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cho thấy WRKY giữ vai trò quan trọng trong sự phát triển rễ và kiểm soát thời gian ra hoa [7]. Trong nghiên 

cứu trước của chúng tôi, gene mã hoá nhân tố phiên mã NbWRKY79, phân lập từ cây thuốc lá mô hình 

Nicotiana benthamiana, đã được chứng minh giữ vai trò quan trọng trong sự đáp ứng với stress mặn thông 

qua con đường tín hiệu liên quan đến ABA. Phân tích trình tự gene đã xác định NbWRKY79, chứa một 

WRKY domain và một  zinc-finger motif C2H2, thuộc nhóm WRKY II. Đồng biểu hiện với protein phát 

huỳnh quang vàng (yellow flourescent protein-YFB) đã xác định NbWRKY79 hiện diện trong nhân tế bào. 

Ngoài ra, phân tích promoter bằng kỹ thuật nhuộm GUS (β-glucuronidase) cho thấy NbWRKY79 biểu hiện 

mạnh trong đỉnh sinh trưởng chồi và rễ, hệ thống mạch dẫn ở rễ, gân và phiến lá, và các bộ phân của hoa 

[8]. Mặc dù vậy, chưa có nhiều nghiên cứu để xác định chức năng của WRKY nói chung và NbWRKY79 

nói riêng trong các quá trình phát triển ở thực vật. 

Sự câm lặng của gene cảm ứng bởi virus (Virus-induced gene silencing-VIGS) là kỹ thuật được sử dụng 

phổ biến để nghiên cứu chức năng gene ở thực vật, đặc biệt đối với các loài khó tạo thể chuyển gene ổn 

định. Kỹ thuật VIGS dựa trên cơ chế đề kháng virus thông qua RNA interference (RNAi) ở giai đoạn sau 

phiên mã ở thực vật. Đối với gene mục tiêu cần phân tích chức năng, một trình tự khoảng 200-800 bp được 

phân lập và tạo dòng vào vector TRV (Tobacco rattle virus) đã mang gene có nguồn gốc từ virus. Vector 

tái tổ hợp sau khi được biến nạp vào tế bào thực vật, trình tự gene (trình tự chỉ dẫn) của gene mục tiêu sẽ 

được khuếch đại cùng với gene của virus và sẽ kích hoạt hệ thống kiểm soát biểu hiện gene sau phiên mã, 

với vai trò trung tâm của phức hợp gây câm lặng RNAi (RNAi silencing complex-RISC). Dựa trên trình tự 

chỉ dẫn, phức hợp RISC sẽ dò tìm và phân cắt các RNA được tạo thành từ quá trình phiên mã của gene mục 

tiêu dẫn đến làm giảm sự biểu hiện ở cấp độ dịch mã của gene mục tiêu. Với sự suy giảm mức độ biểu hiện 

gene của gene mục tiêu cần phân tích trên cây VIGS khi so sánh với cây đối chứng sẽ cho những nhận định 

về chức năng của gene [9]. Kỹ thuật VIGS đã được áp dụng để phân tích chức năng của nhiều gene như 

Comt, pAmt, và Kas ở ớt, lea4 và GRX1 ở cây cà chua, Sal1 và Era1 ở lúa mì [10, 11]. 

Trong nghiên cứu này, kỹ thuật VIGS được sử dụng để làm giảm mức độ biểu hiện của gene mã hoá nhân 

tố phiên mã NbWRKY79 ở cây thuốc lá (Nicotiana benthamiana). Những thay đổi trong quá trình phát triển 

của cây cho thấy vai trò quan trọng của NbWRKY79 đối với sự phát triển của thực vật. 

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
2.1 Vật liệu nghiên cứu 

Hạt cây thuốc lá Nicotiana benthamiana được ngâm với dung dịch KMnO4 0.1% trong 30 phút và rửa sạch 

bằng nước trước khi gieo vào đất. Các chậu trồng cây được đặt trong phòng nuôi cấy ở nhiệt độ 28°C, 

quang kỳ 16 giờ sáng và 8 giờ tối, cường độ ánh sáng 100 μE/m2/s. Cây được tưới nước hàng ngày và được 

bón phân sau mỗi tuần. Cây 2 tuần tuổi được sử dụng cho các thí nghiệm VIGS. Xử lý ABA được thực 

hiện bằng cách phun dung dịch ABA nồng độ 50 μM lên lá cây.  

2.2 Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1 Kỹ thuật câm lặng gene cảm ứng bởi virus (VIGS) 

Vector VIGS bao gồm Tobacco rattle virus plasmid 1 (pTRV1; pYL192) và pTRV2 (pYL156) được sử 

dụng cho nghiên cứu chức năng gene bằng kỹ thuật VIGS theo mô tả của Liu et al. (2002) [12]. Để tạo 

vector pTRV2-NbWRKY79, một phân đoạn 300 bp của gene NbWRKY79 cây thuốc lá được khuếch đại 

bằng kỹ thuật PCR với cặp mồi NbWRKY79-VIGS chứa trình tự nhận biết của enzyme cắt giới hạn EcoRI 

đầu 5’ của mồi xuôi và BamHI đầu 3’ của mồi ngược (Hình 1). Sản phẩm PCR được cắt đồng thời với 

enzyme EcoRI và BamHI và được tạo dòng vào vector pTRV2 được cắt cũng bởi hỗn hợp 2 enzyme EcoRI 

và BamHI. Plasmid tái tổ hợp pTRV2-NbWRKY79, plasmid pTRV2 không mang gene và plasmid TRV1 

được biến nạp riêng biệt vào vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens GV3101 dùng kỹ thuật điện biến nạp 

trên máy BTX ECM630 (Harvardapparatus, MA, Hoa Kỳ) với điện áp 1.500 voltage. Vi khuẩn mang 

plasmid được chọn lọc trên môi trường Luria-Bertani (LB) agar chứa 50 μg/mL kháng sinh kanamycin. Sự 

hiện diện của phân đoạn gene NbWRKY79 trong vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens được kiểm chứng 

bằng kỹ thuật PCR khuẩn lạc với cặp mồi NbWRKY79. Các chủng vi khuẩn mang vector pTRV1, pTRV2 

và pTRV2-NbWRKY79 được tăng sinh riêng biệt trên môi trường LB lỏng chứa 50 μg/mL kháng sinh 

kanamycin ở nhiệt độ 28°C trong 18 giờ. Sinh khối các chủng vi khuẩn được thu nhận bằng ly tâm ở tốc 

độ 8.000 rpm trong 2 phút ở nhiệt độ phòng và được tái huyền phù vào dung dịch đệm 2-(N-morpholino) 

ethanesulfonic acid (MES) pH 5,0 có nồng độ 10 mM, chứa 10 mM MgCl2 và 200 μM acetosyringone, đến 

OD600nm bằng 2, để kích hoạt hệ gene vir trên các plasmid pTRV. Sau 3 giờ ở nhiệt độ phòng, dung dịch vi 
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khuẩn chứa plasmid pTRV1 và pTRV2-NbWRKY79 hoặc pTRV1 và pTRV2 được phối trộn theo tỉ lệ cân 

bằng và được tiêm nhiễm vào mặt dưới của lá cây thuốc lá 2 tuần tuổi bằng ống tiêm syringe 1mL không 

dùng kim tiêm [12, 13]. Cây thuốc lá sau tiêm nhiễm vi khuẩn được đậy bằng túi nilon để giữ ẩm và đặt ở 

phòng sinh trưởng có nhiệt độ 28°C, quang kỳ 16 giờ sáng:4 giờ tối, cường độ ánh sáng 5000 lux. Sau 3 

tuần, cây VIGS được sử dụng cho các nghiên cứu tiếp theo. 

 

 
Hình 1: Cấu trúc vector VIGS pTRV1 và pTRV2-NbWRKY79 sử dụng trong nghiên cứu. Phân đoạn 300 bp của 

gene NbWRKY79 được tạo dòng vào vector pTRV2 tại vị trí cắt bởi EcoR1 và BamHI 

2.2.2 Phân tích biểu hiện gene NbWRKY79 bằng kỹ thuật RT-PCR và realtime PCR 

RNA tổng số từ mô lá của cây thuốc lá VIGS và cây thuốc lá đối chứng được tách chiết dùng bộ kit  

GeneJET RNA Purification Kit (Thermo Scientific, Hoa Kỳ) theo quy trình của nhà sản xuất và tiếp tục 

tục xử lý bằng enzyme DNase I (Promega, Hoa Kỳ) để loại bỏ hoàn toàn DNA. Nồng độ RNA tổng số thu 

nhận được xác định bằng  máy quang phổ Biophotometer Plus (Eppendorf, Hoa Kỳ) với µCuvette™ G1.0 

(Eppendorf, Hoa Kỳ). Mẫu RNA tổng số có nồng độ khoảng 2 μg/μl, với OD260/280 và OD260/230 > 2 được 

phiên mã ngược thành cDNA dùng bộ kit Maxima Reverse Transcriptases (Thermo Scientific, Hoa Kỳ).  

Sự biểu hiện của gene NbWRKY79 được phân tích bằng phương pháp PCR bán định lượng trên máy 

Eppendorf Mastercycler nexus (Eppendorf, Hoa Kỳ) với chu kỳ nhiệt theo trình tự: biến tính mạch ban đầu 

ở 94°C trong 90 giây phút; lặp lại 30 chu kỳ nhiệt (94°C trong 30 giây, 52°C trong 30 giây, 72°C trong 30 

giây); hoàn tất kéo dài mạch ở 72°C trong 10 phút. Tổng thế tích của phản ứng PCR là 20 μL chứa 2 μL 

cDNA (nồng độ 100 ng/μL) và 4 μL cho mỗi mồi xuôi và mồi ngược của gene NbWRKY79 có nồng độ 1 

μM. Sản phẩm PCR được kiểm tra bằng điện di trên gel agarose nồng độ 1,5%. Gene NbEF1-α (Nicotiana 

benthamiana Elongation factor 1) được sử dụng làm gene nội kiểm hàm lượng RNA cân bằng ở các mẫu 

nghiên cứu (Bảng 1). 

Định lượng sự biểu hiện của gene NbWRKY79 được thực hiện bằng kỹ thuật realtime-PCR định lượng 

(quantitative realtime-PCR) trên hệ thống LightCycler® 96 System (F. Hoffmann-La Roche, Đức). Tổng 

thể tích của mỗi phản ứng realtime PCR định lượng là 20 µL, bao gồm Maxima SYBR® Green/ROX qPCR 

Master Mix (Thermo Scientific, Hoa Kỳ), khuôn cDNA và một cặp primer được thiết kế đặc hiệu với nồng 

độ sau cùng là 0,4 µM (Bảng 1). Chu trình chạy phản ứng bao gồm 10 phút ở 95°C, 40 chu kỳ gồm 95°C 

(15 giây) và 60°C (1 phút). Mức biểu hiện tương đối được chuẩn hóa bằng cách sử dụng gene NbEF1-α 

làm gene nội kiểm. Để kiểm tra sản phẩm được khuếch đại, phân tích đường cong nóng chảy (melting 

curves analysis) được thực hiện ở điều kiện 95°C trong 15 giây, 60°C trong 1 phút và 95°C trong 15 giây. 

Tương quan biểu hiện gene giữa các nghiệm thức so với đối chứng được xác định bằng phương pháp 2-∆∆Ct 

theo mô tả của Livak (2001) [14]. 

Bảng 1: Trình tự nucleotide các mồi sử dụng trong nghiên cứu 

Tên mồi Trình tự mồi xuôi (5’-3’) Trình tự mồi ngược (5’-3’) Nguồn 

NbWRKY79-RT PCR CTCCTAACGGTTCAGATGATGG GATGCAGAGGATGTTCTGTCC [8] 

Coat protein GTTCAGGCGGTTCTTGTGTGTC TTACCGATCAATCAAGATCAG [8] 

NbEF1-α TGTCCCCATCTCTGGTTTCG AATCTGGTCAAGAGCCTCAAGAA [8] 

NbWRKY79-realtime 

PCR 
GGGCAGAAACATGTAAAAG CACAATTTCTGTTATCTG 

Nghiên 

cứu này 
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2.2.3 Nhuộm in situ ROS 

Sự tích tụ ROS bao gồm H2O2 và O2
- trên lá cây thuốc lá sau xử lý ABA được nhuộm tương ứng bằng dung 

dịch 3,3’-diaminobenzidine (DAB; Sigma, MI, Hoa Kỳ) (pH3,8) có nồng độ 1 mg/mL và nitroblue 

tetrazolium (NBT; Sigma, MI, Hoa Kỳ) có nồng độ 0,5 mg/mL pha trong đệm potassium phosphate 10 mM 

(pH 7,8) bổ sung 10 mM NaN3. Quy trình nhuộm được thực hiện theo phương pháp của Thordal-

Christensen et al. (1997) [15]. Lá cây sau khi nhuộm in situ được tẩy màu bằng ngâm trong cồn sôi trong 

5 phút. 

Sự tích tụ ROS trong tế bào khí khẩu được xác định bằng nhuộm lá cây thuốc lá trong dung dịch 5-(6)-

chlormethyl-2’,7’-dichlordi-hydrofluorescein diacetate, acetyl ester (CM-H2 DCF-DA) (Invitrogen, Hoa 

Kỳ) nồng độ 10 μM  trong 15 phút. Tín hiệu huỳnh quang do sự tích tụ của ROS trong tế bào khí khẩu được 

quan sát bằng kính hiển vi huỳnh quang Olympus 53X (Olympus, Nhật Bản) với bộ lọc huỳnh quang xanh 

lục tại bước sóng 500-530 nm. Ảnh huỳnh quang được chụp bằng camera Olympus DP73 (Olympus, Nhật 

Bản). 

2.2.4. Xác định hàm lượng chlorophyll 

Hàm lượng chlorophyll trong lá được xác định theo phương pháp được mô tả bởi Li et al. (2018) [16] với 

một vài điều chỉnh. Lá tươi được nghiền thành bột mịn trong nitơ lỏng bằng cối chày sứ. Chlorophyll từ 

0,1 g bột mô lá được chiết ngay với 1 ml dung dịch acetone 80% lạnh. Dịch nổi, thu nhận sau ly tâm ở tốc 

độ 10.000 vòng/phút trong 5 phút, được xác định độ hấp thu ở bước sóng 665nm và 649nm để tính toán 

hàm lượng chlorophyll. 

2.2.5. Nuôi cấy mô in vitro 

Sự tái sinh cơ quan trong nuôi cấy in vitro từ mảnh mô lá ảnh hưởng bởi VIGS được thự hiện như mô tả 

bởi Anand et al (2007) [17] và Lee et al. (2011) [18]. Các lá phía trên từ cây thuốc lá 6 tuần tuổi với các lá 

bên dưới đã được tiêm nhiễm VIGS được thu nhận và khử trùng bằng dung dịch NaOCl 5% có bổ sung vài 

giọt Tween-20 trong 5 phút. Sau khử trùng, lá được tráng bằng nước cất vô trùng 3 lần, mỗi lần 5 phút. Lá 

vô trùng được cắt thành những mảnh nhỏ 1 cm2 và được nuôi cấy trên môi trường MS (Duchefa Biochemie, 

Haarlem, Hà Lan) bổ sung 3% đường sucrose, 0,8% agar và chất điều hoà sinh trưởng, gồm 0,1 μg/ml 1-

naphthaleneacetic acid (NAA) and 1 μg/ml 6-benzylaminopurine (BA), ở pH 5,9 và nhiệt độ 25°C. 

2.2.6. Phương pháp xử lý số liệu 

Các nghiên cứu được thực hiện lặp lại 3 lần, kết quả trình bày là trung bình cộng ± SD. Số liệu nghiên cứu 

được xử lý so sánh bằng phần mềm kê SPSS Statistics 20 (IBM, Hoa Kỳ) với giá trị P-value ≤ 0,05. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 
3.1 VIGS-NbWRKY79 làm giảm sự biểu hiện của gene NbWRKY79 ở cây thuốc lá  

Sau 3 tuần được tiêm nhiễm vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens chứa vector VIGS-NbWRKY79, lá non 

mới hình thành ở phía trên, tại vị trí cách lá được tiêm nhiễm 2 lá, được thu nhận và tách chiết RNA để 

kiểm tra sự biểu hiện của gene NbWRKY79. Hình 2A cho thấy có sự hiện diện của gene coat protein (CP) 

mã hoá protein tạo vỏ virus hiện diện ở cả cây VIGS và cây tiêm nhiễm bởi vi khuẩn mang vector pTRV 

không chứa gene (pTRV-vector control). Gene CP là gene thiết kế sẵn trên vector pTRV2 nằm ở vị trí phía 

trước gene mục tiêu. Kết quả này chứng tỏ vector VIGS đã được tạo dòng thành công vào cây thuốc lá. 

Hơn nữa, kết quả điện di sản phẩm PCR ở Hình 2B cho thấy sự biểu hiện của gene NbWRKY79 ở cây VIGS 

giảm rõ rệt so với cây đối chứng và cây tiêm nhiễm vi khuẩn chứa vector pTRV2 không mang gene. Phân 

tích realtime PCR cho thấy tương quan biểu hiện của gene NbWRKY79 ở cây VIGS chỉ bằng khoảng 11% 

so với cây đối chứng và cây pTRV-vector control.  

 



16 NGHIÊN CỨU CHỨC NĂNG CỦA NbWRKY79 TRONG SỰ PHÁT TRIỂN Ở THỰC VẬT    

 BẰNG KỸ THUẬT CÂM LẶNG GENE CẢM ỨNG BỞI VIRUS 

 

© 2021 Trường Đại học Công nghiệp thành phố Hồ Chí Minh 

 
 
Hình 2: Kết quả phân tích sự biểu hiện của gene NbWRKY79 của cây thuốc lá Nicotiana benthamiana. (A) Điện di 

sản phẩm PCR gene coat protein và NbWRKY79. Gene NbEF1-α đóng vai trò là gene nội kiểm hàm lượng RNA cân 

bằng ở các mẫu phân tích. (B) Tương quan biểu hiện của gene NbWRKY79 giữa cây VIGS-WRKY79 so với cây đối 

chứng và cây pTRV-vector control. (*) Sự khác biệt có ý nghĩa thống kê ở mức p-value≤0,05 

Mức độ sự suy giảm biểu hiện gene dưới tác động của VIGS thay đổi tuỳ thuộc vào loài và cơ quan của 

thực vật. Mức giảm 34% của biểu hiện gene kiểm soát quá trình phát triển rễ bởi VIGS đã được ghi nhận 

ở cây thuốc lá [19]. Ngoài ra, sự suy giảm biểu hiện gene bởi VIGS lên đến hơn 50% và kéo dài hơn 2 năm 

được ghi nhận ở cây thuốc lá và cây cà chua [20]. Trong nghiên cứu này, biểu hiện của gene NbWRKY79 

đã giảm hơn 80% so với đối chứng ở lá cây chỉ 3 tuần sau VIGS. 

3.2 Sự giảm biểu hiện của NbWRKY ảnh hưởng đến sự sinh trưởng của cây 

Sau 3 tuần được tiêm nhiễm vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens mang vector VIGS-NbWRKY79, sự sinh 

trưởng của cây VIGS-NbWRKY79 chậm hơn rõ rệt so với cây đối chứng và cây pTRV-vector control. 

Không có sự khác biệt giữa cây đối chứng và cây pTRV-vector control, chứng tỏ sự tiêm nhiễm vector 

pTRV không mang gene không ảnh hưởng đến sự sinh trưởng của cây (Hình 3A, B). Ngược lại, chiều cao 

của cây VIGS thấp hơn gần 50% và khối lượng tươi thấp hơn 70% so với cây đối chứng và cây pTRV-

vector control (Hình 3C).  

 
Hình 3: Ảnh hưởng của sự giảm biểu hiện gene NbWRKY79 đến sinh trưởng của cây thuốc lá Nicotiana 

benthamiana. (A) Cây thuốc lá 2 tuần tuổi trước khi thực hiện VIGS. (B) Cây thuốc lá sau 3 tuần thực hiện VIGS. 

(C) Chiều cao và khối lượng tươi của cây sau 3 tuần VIGS. (*, #) Sự khác biệt có ý nghĩa thống kê ở mức p-

value≤0,05 

Cây VIGS mặc dù vẫn tiếp tục tạo các lá mới nhưng sự sinh trưởng của lá rất chậm (Hình 4A). Kích thước 

lá của cây VIGS nhỏ hơn đáng kể so với cây đối chứng (Hình 4B). Lá có hình dạng bất thường với nhiều 
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phần nhăn cuộn ở phiến lá. Đặc biệt, khi phân tích hàm lượng chlorophyll trong lá cho thấy có sự thấp hơn 

đáng kể, gần 50%, so với cây đối chứng (Hình 4C). Sự giảm biểu hiện của NbWRKY79 bởi VIGS còn ảnh 

hưởng nghiêm trọng đến sự phát triển của hoa. Hoa của cây VIGS nhỏ và không phát triển bầu noãn nên 

các cơ quan hoa như cánh hoa, nhuỵ đực không phát triển tiếp tục đến trưởng thành và lụi sớm (Hình 4D).  

 

 
Hình 4: Ảnh hưởng của sự giảm biểu hiện gene NbWRKY79 đến các cơ quan sinh dưỡng và sinh sản của cây thuốc lá 

Nicotiana benthamiana. (A) Cây thuốc lá sau 5 tuần thực hiện VIGS. (B) Lá thứ 1 (bên trái) và thứ 2 (bên phải) tính 

từ lá được tiêm nhiễm vector pTRV-NbWRKY79 trên cây VIGS và lá tương ứng trên cây đối chứng. (C) So sánh 

hàm lượng diệp lục tố (chlorophyll) trên cây VIGS và cây đối chứng. Chiều cao và khối lượng tươi của cây sau 3 tuần 

VIGS. (*) Sự khác biệt có ý nghĩa thống kê ở mức p-value≤0,05. (D) Hoa trên cây đối chứng và cây VIGS  

Chức năng của các WRKY gene trong sự sinh trưởng và phát triển đã được chứng minh trong nhiều nghiên 

cứu. Cơ chế tác động của WRKY rất phức tạp, cả ở dạng tác động dương hoặc âm, tuỳ thuộc vào quá trình 

sinh trưởng và phát triển.  Có 3 WRKY gene ở lúa, OsWRKY24, OsWRKY51 và OsWRKY71, được xác định 

giữ vai trò quan trọng trong sự sinh trưởng của cây thông qua con đường tín hiệu kiểm soát bởi chất điều 

hoà sinh trưởng thực vật [21, 22, 23]. Trong đó, OsWRKY51 và OsWRKY71 có tác động âm đối với con 

đường tín hiệu của giberellin (GA) trong sự sinh tổng hợp enzyme α‐amylase ở lớp alơron hạt lúa. 

OsWRKY24 có tác động âm đối với cả con đường tín hiệu của GA và ABA đối với quá trình này. Nghiên 

cứu của Yu et al. (2016) đã xác định gene WRKY71 ở Arabidopsis thaliana có vai trò quan trọng trong sự 

ra hoa. Sự ức chế biểu hiện gene WRKY71 dựa trên kỹ thuật RNAi và đột biến knock-out loại bỏ chức năng 

gene WRKY71 đều dẫn đến sự ra hoa chậm ở cây nghiên cứu, đã xác định vai trò hoạt hoá sự ra hoa sớm 

của WRKY71 [7]. WRKY12 và WRKY13 cũng được chứng minh có vai trò đối ngược trong trong trung gian 

điều khiển sự ra hoa bởi GA ở Arabidopsis thaliana trong điều kiện ngày ngắn [24]. WRKY12 có hiệu quả 

tác động dương trong khi WRKY13 tác động âm đối với quá trình ra hoa. Trong nghiên cứu của Zhou et al 

(2016) khi phân tích toàn bộ họ gene WRKY ở cây dâu tây đã cho thấy 3 gene FvWRKY4, FvWRKY46 và 

FvWRKY48 có tác động dương trong suốt quá trình phát triển của quả. Các WRKY khác như FvWRKY53, 

FvWRKY55 và FvWRKY70 tác động âm trong quá trình phát triển của lá [25]. Ngoài ra, một phân tích toàn 

bộ hệ gene khác được thực hiện bởi Sun et al. (2020) ở cây kiều mạch (Fagopyrum tataricum) đã xác định 

có 9 gene liên quan đến sự phát triển của quả [26]. Trong nghiên cứu hiện tại, gene NbWRKY79, khi được 

làm giảm biểu hiện đã ảnh hưởng đến sự sinh trưởng của cây và sự phát triển của hoa, đã cho thấy vai trò 

của nó trong sự sinh trưởng và phát triển. 

3.3 VIGS-NbWRKY79 làm gia tăng sự sản sinh ROS ở lá 

Gốc tự do oxy hoá ROS gia tăng sản sinh khi cây đáp ứng với các tín hiệu stress từ môi trường hoặc các 

khiếm khuyết trong quá trình phát triển. Gốc tự do oxy hoá như H2O2 và O2
- sản sinh trong lá cây thuốc lá 
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Nicotiana benthamiana được nhuộm in situ lần lượt bằng DAB và NBT. DAB bị oxy hoá bởi H2O2 tạo sản 

phẩm có màu nâu tối [15]. NBT bị khử bởi O2
- tạo sản phẩm formazan xanh lục [27].  

 

 
 

Hình 5: Sự tích tụ ROS ở lá cây thuốc lá Nicotiana benthamiana đối chứng và cây VIGS-NbWRKY79. H2O2 và O2
- 

được xác định bằng nhuộm in situ với DAB và NBT. 

 

Kết quả nhuộm in situ trình bày trong Hình 5 cho thấy có sự tích tụ đáng kể ROS ở lá của cây VIGS-

NbWRKY79 so với cây đối chứng. Màu nâu hình thành những mảng lớn ở phiến lá cây NbWRKY79 khi 

nhuộm bằng DAB biểu thị tích tụ của H2O2, tương tự là những mảng xanh đen ở cả phiến và gân lá biểu thị 

sự tích tụ của O2
-. Ở lá cây đối chứng, ROS tích tụ rất ít. Một vài WRKY như GhWRKY41 ở cây bông vải 

[28], SpWRKY1 ở cây cà chua [29], cũng như AtWRKY30 ở Arabidopsis thaliana [30] được chứng minh có 

vai trò quan trọng trong điều hoà hàm lượng ROS trong tế bào.  Biểu hiện vượt mức của GhWRKY41 trên 

cây thuốc lá đã giới hạn sự tích tụ của ROS trong cây trong điều kiện stress, có nguyên nhân là do sự cảm 

ứng hàng loạt các enzyme kháng oxy hoá như catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and ascorbate 

peroxidase (APX) giúp loại bỏ ROS. Cơ chế tương tự cũng được nhận thấy đối với vai trò của SpWRKY1 

và AtWRKY30 trong kiểm soát hàm lượng ROS. Như vậy có thể thấy sự suy giảm biểu hiện của NbWRKY79 

trong nghiên cứu này, gây nên sự phát triển bất bình thường của lá, dẫn đến rối loạn sự cân bằng sinh tổng 

hợp ROS. Kết quả này xác nhận vai trò của NbWRKY79 trong sự kiểm soát lượng ROS sản sinh trong cây 

thuốc lá. 

3.4 Sự giảm biểu hiện của NbWRKY79 ảnh hưởng đến chức năng của thực vật được kiểm soát bởi 

con đường tín hiệu ABA 

NbWRKY79 được chứng minh giữ vai trò quan trọng trong con đường tín hiệu ABA trong đáp ứng với tác 

động của stress môi trường ở thực vật. Xử lý ABA ngoại sinh làm gia tăng sự biểu hiện của NbWRKY79 

[8]. Để xác định có hay không sự suy giảm biểu hiện của NbWRKY79 cũng làm giảm chức năng ở thực vật 

chịu ảnh hưởng của ABA, cây VIGS-NbWRKY79 được xử lý với ABA trên lá. Cử động của khí khẩu được 

xác định sau khi phun 30 phút, 1 giờ và 2 giờ dưới kính hiển vi quang học (Hình 6A). Sau 30 phút được 

phun ABA, hơn 50% số lượng khí khẩu trong vi trường quan sát ở bề mặt dưới của lá cây đối chứng có 

biểu hiện đóng, trong khi cây VIGS-NbWRKY79, hầu hết các khí khẩu đều mở. Ở thời điểm 1 giờ, hơn 70% 

số lượng khí khẩu đóng ở cây đối chứng và chỉ 10% ở cây VIGS-NbWRKY79. Sau 2 giờ phun, hầu hết khí 

khẩu trong thị trường quan sát lá cây đối chứng được ghi nhận ở trạng thái đóng, trong khi chỉ khoảng 30% 

ở cây VIGS-NbWRKY79 (Hình 6B). Đặc biệt khi tiến hành nhuộm thuốc nhuộm phát huỳnh quang 
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H2CDFDA đối với lá cây đã cho thấy có gia tăng rõ rệt sự tích tụ ROS trong tế bào khí khẩu khi xử lý ABA 

đối với lá cây thuốc lá đối chứng, trong khi ít hơn ở cây VIGS-NbWRKY79 (Hình 7).  

 

 
 

 

 
 

Hình 7: Sự tích tụ ROS ở tế bào khí khẩu dưới tác động của ABA. Lá cây được xử lý ABA nồng độ 50 μM và 

nhuộm huỳnh quang CM-H2DCFDA nồng độ 10 μM  trong 15 phút và được quan sát dưới kính hiển vi huỳnh quang 

ở độ phóng đại 400X. 

ROS được chứng minh đóng vai trò là tín hiệu thứ cấp trong con đường tín hiệu ABA [31, 32]. Sự gia tăng 

của ABA kích thích sự sản sinh ROS trong tế bào, và sau đó ROS, ở một nồng độ phù hợp, kích thích sự 

đóng khí khẩu, là cơ chế của thực vật để đáp ứng với các stress của môi trường [33, 34]. Trong nghiên cứu 

Hình 6: Ảnh hưởng của xử lý ABA ngoại sinh đến 

cử động của khí khẩu ở mặt dưới lá cây thuốc lá 

Nicotiana benthamiana. (A) Thị trường quan sát 

khí khẩu ở mặt dưới lá ở độ phóng đại 200X. Thanh 

ngang 50 μm. (B) Tỉ lệ khí khẩu đóng khi xử lý 

ABA ngoại sinh. (*) Sự khác biệt có ý nghĩa thống 

kê ở mức p-value≤0,05.   
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này, sự suy giảm biểu hiện của NbWRKY79 có thể ảnh hưởng đến con đường tín hiệu của ABA, dẫn đến 

sự sản sinh ROS sụt giảm trong tế bào khí khẩu. Sự xử lý ABA ngoại sinh, vì vậy, đã không kích thích sự 

tích tụ ROS trong tế bào khí khẩu ở cây VIGS-NbWRKY79 dẫn đến đóng khí khẩu như đã xảy ra ở cây đối 

chứng.   

3.5 Vai trò của NbWRKY79 trong tái sinh cơ quan in vitro 

Để xác định vai trò của NbWRKY79 trong sự tái sinh cơ quan in vitro, khả năng hình thành chồi dưới tác 

động của chất điều hoà sinh trưởng thực vật được phân tích. Mảnh lá của cây đối chứng và cây VIGS-

NbWRKY79 được nuôi cấy trong môi trường cảm ứng tạo chồi chứa cytokinin và auxin. Sau bốn tuần nuôi 

cấy in vitro, sự tái sinh chồi từ mảnh mô lá được đánh giá. Hiệu suất tạo chồi từ mảnh lá cây đối chứng đạt 

hơn 90%, trong khí đó, hiệu suất này là 0% ở cây VIGS-NbWRKY79. Mô sẹo hình thành ở rìa các mảnh lá 

nuôi cấy của cây đối chứng sau đó tái sinh thành chồi. Ngược lại, đối với mảnh lá từ cây VIGS-NbWRKY79, 

mô sẹo cũng hình thành nhưng lại không có khả năng tái sinh chồi (Hình 8).  

 

 
Hình 8: Sự tái sinh chồi từ mảnh mô lá cây thuốc lá Nicotiana benthamiana nuôi cấy in vitro. Ảnh dưới: phóng lớn 

mảnh mô nuôi cấy trong đĩa Petri cho thấy chồi tái sinh từ mô sẹo ở rìa mảnh mô lá cây đối chứng và mô sẹo không 

tái sinh chồi ở mảnh mô cây VIGS-NbWRKY79. 

Nghiên cứu của Gou et al. (2015) đã cho thấy gene AtWRKY71 điều khiển quá trình hình thành chồi ở 

Arabidopsis thaliana. Sự suy giảm hoạt động của AtWRKY71 đã làm giảm sự phát sinh chồi [35]. Trong 

nhiều nghiên cứu khác, WRKY được chứng minh đóng vai trò là yếu tố kết nối giữa các chất điều hoà sinh 

trưởng thực vật và các quá trình sinh trưởng ở thực vật (sự nảy mầm của hạt, sự phát triển của cây con sau 

nảy mầm, sự phát triển hoa, sự đóng mở khí khẩu) mà chúng kiểm soát [36, 37, 38, 39]. Trong nghiên cứu 

này, từ kết quả nuôi cấy in vitro cho thấy NbWRKY79 có thể giữ vai trò thiết yếu đối với sự tái sinh cơ quan 

dưới tác dụng kích thích của các chất điều hoà sinh trưởng thực vật. 

4. KẾT LUẬN 
Trong nghiên cứu này, bằng kỹ thuật làm câm lặng gene cảm ứng bởi virus (VIGS), vai trò của NbWRKY71 

trong sự sinh trưởng của cây, sự phát triển của hoa, sự tái sinh cơ quan in vitro cũng như sự liên quan của 

NbWRKY79 trong các chức năng sống của thực vật, bao gồm sự sinh tổng hợp ROS, sự đóng mở khí khẩu 

cảm ứng bởi ABA, đã được xác định. Kết quả của nghiên cứu góp phần làm sáng tỏ hơn nữa chức năng 

của nhóm gene này không chỉ trong đáp ứng với các tác nhân stress như rất nhiều các nghiên cứu đã thực 

hiện trước đây mà còn trong quá trình sinh trưởng và phát triển ở thực vật. 
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