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T6MTAT 
Cay che la mot loai cay cong nghiep quan trpng duoc trong tai cac tinh vung cao b Viet Nam. Hien nay de 
nang cao chat lirong va nang suat cua cay che, cac phuong phap lai tao va chon gidng da dupe sii dung, tuy 
nhien viec danh gia va phan biet cac gidng che dua vao hinh thai con gap mot sd ban che. Do do nghien ciiu 
nay da sii dung phuong phap danh gia su khac biet ve mat di truyen giua cac giong che dira vao chi thi phan 
tir RAPD (ADN da hinh phong dai nghi nhien). Voi 20 moi RAPD da su dung trong phan tich RAPD-PCR 
cua 24 mlu che Viet Nam va cac dong con lai cua chiing cho thay su da hinh xuat hien a 7 moi va he so 
tuong dong di truyen dat tu 0,09 - 0,9. 

Tu khoa: Cay che, ADN da hinh phong dai ngiu nhien, da dang di truyen. 

LDATVANDE 

Che (Camellia sinensis) li mot trong nhimg cay 
cong nghiep diing dl sin xult dd udng cd ngudn gdc 
d khu vuc Dong Nam A, nhung ngay nay da dupe 
trdng phd biln d nhilu noi tren thi gidi, trong cac 
khu vuc nhiet ddi va can nhiet ddi. Dl nIng cao chat 
lugng cay che d e nhl chpn gidng d Viet Nam da str 
dung nhilu lai hiru tinh giira cac ddng bd me cd cac 
pham chit khac nhau. Blng phuong phIp chpn nly 
da tao ra dupe mot sd gidng che cd cac dac tinh di 
truyin khac nhau. Tuy nhien viec danh gia su khIe 
biet giira cac gidng nly qua hinh thii va cac dac tinh 
nong hpc cdn gap nhilu khd khan va mIt nhilu thdi 
gian. Do dd ap dung cac ky thuat sinh hpc phan tai 
trong danh gia vl chpn Ipc cac gidng che se giiip cho 
su danh gia vl da dang di truyin ciing nhu nhimg 
khIe biet vl mat phan tai mot elch nhanh chdng va 
hieu qua. 

Cac phuong phIp phan tieh dac dilm di truyin 
thuc vat blng elch sii dung cac loai chi thi phan tii 
da duge thuc hien tai nhimg nam 1990. William va cs 
da phat triln ky thuat DNA fingerprinting (ADN dIu 
van tay) sii dung chi thi RAPD (Random amplified 
polymorphic DNA - AND da hinh phdng dai ngau 
nhien) trong nhung nam 1990. Su khIe biet vl di 
truyin giira hai loai mo khIe nhau ndi chung vl ba 
loai tl bao dang kham d la ciing duge gili thich sdm 
hon nhd d c chi thi RAPDs. Ky thuat RAPD cung da 
dupe sii dung rit nhilu trong viec nghien ciru da 

dang ciia cac gidng che tren thi gidi (Wachira F. N. 
& cs, 1995; L. Chen., Yamaguchi, 2005; Gul S., 
Ahmad H.. Khan I. A.. Alam M., 2007). Dl bio ton 
ngudn gien va nlm vimg cac dac dilm ciia d e gidng 
che d n phii su dung ky thuat sinh hpc phan tii de 
danh gia sir da dang di truyin cac gidng che cd chat 
lupng cao. Xult phIt ttr nhu d u thuc tl da tiln hinh 
ndi dung nghien ciiu "Dinh gia tinh da hinh di 
truyen mdt sd gidng che bing ky thuat RAPD". 

D. VAT UEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU 

i.vatli$u 
Hai gidng che PHI, Tri 777 va cac dang dot bien 

ciia hai gidng nay duge sii dung dl phan tich. Danh 
sach cac gidng che nhu sau (Blng 1): 

5lng 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 

1: cac gidng chi sii dung trong phan tic! 
PH, 
Trung Du 
Kim Tuyen 
HdNam2 
Saemidori 
Cii Dl Phung 
Bit Tien 
BaVi 
TRI777 
Gidng PH8 
Gidng PH9 
Tii quy xuan 

13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 

Ddng sd 10 
Ddng sd 13 
Ddng sd 14 
Ddng sd 15 
Ddng sd 17 
Ddng sd 20 
Ddng sd 25 
Ddng sd 26 
Dong sd 32 
Ddng sd 36 
Dong sd 12 
Thamve 

'Vifn Khoa hpc KTNLN mien niii phia BIC 
^Vi?n Di truyen Nong nghifp 

2. Phuong phIp nghien ciiu 
a. Phuong phip tich chietADN 
Phuong phap tach chilt ADN dua theo phuong 

phap tich chilt ADN tl bao tiiuc vat blng C \B ciia 
Ijpp va cdng su (1999) cd cai tien. Quy ti- tich 
chilt dupe tiln hanh nhu sau: Nghiln la cac 
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giong che b-ong nita long blng chay va cdi. Chuyin 
200 mg bpt nghiln vao trong dng eppendoff. Bd sung 
800 pi CTAB buffer va 60 pi SDS 10%. Thanh phan 
dung dich dem chilt Tris-base 100 mM, EDTA 20 
mM, NaCl 1,4 M; CTAB 2%, PVP 2%.U mau d eŜ C 
tiong bl dn nhiet ti-ong tiioi gian 60 phiit. Bd sung 
hon hpp CHCI3- IsoA (24:1) voi ti le 1:1 vl till tich so 
voi dich mau. Lie nhe cho tai khi ddng hoa tiianh 
dang ddng nhat. Ly tam 12000 vong/phiit d 4''C. Thu 
dich ndi phia tren chuyen sang dng mdi. Tilp tatc bd 
sung hpp chat CHCI3 - IsoA (24:1) voi ti le 1:1 vl till 
tich. Ly tam 12000 vong/phut d 4°C. Thu dich ndi d 
phia tren va chuyin sang dng moi. Bd sung 5 pi (10 
mg/ml) RNAase A vao dung dich. Bd sung iso -
propanol da dl lanh va de d -29<'C ti-ong Ih de thu 
nhan ADN. Ly tam ADN a 4°C 12000 vong/phut 
trong 15 phiit. Loai bd dich ndi, nia ADN blng 
ethanol 70%. Ly tam sau dd lam kho d nhiet dp 
phong. Hoa tan ADN blng dem TE. Dien di kilm ti-a 
ndng dp ADN ti-ong gel agaroza 1%. 

b. Phuong phip RAPD-PCR 
Cac mdi dupe sii dung tiii nghiem II cac mdi 

tiiupc nhdm OPA, OPC, BIO. CIc phln ling RAPD 
dupe tien hanh d thi tich 15 pl, bao gdm lupng miu 
ADN II 5 ng, enzyme tag polymeraza 1 U, 100 pm 
dNTP, 2,5 mM MgCl^, 10 mM Tris HCl, 50 mM KCl 
(dung dich dem PCR). Cac phln ling dupe tiiue hien 
blng may PCR - Thenmal Cycle Eppendoff. Chuong 
tiinh PCR voi 40 chu ky. Kit qui PCR dugc kilm tra 
h-en gel agaroza 1,2%. Chu tiinh chay PCR ap dung 
tiong thi nghiem: 

Chu tiinh 1: 95°C ti-ong 6 phiit 
Chu tiinh 2: 95°C ti-ong 1 phiit 

/ : 33 "C ti-ong 2 phiit 
, 72''C tiong 2 phut 

Chutiinh3: 720C ti-ong 5 phut 

Chu ki chay: 45 chu ki. Giir d nhiet dp 4''C. 
c. Phin tich sdlieu 
CIc sd lieu dupe xii ly tiieo phuong phip tiidng 

ke sinh hpc ti-en phln mim Microsoft Office Ecxel 
2003. cac bang RAPD dupe ghi nhan sir cd mat hoac 
vlng mat cua chiing ti-en gel, cac bang xult hien 
dupe chim II 1 va cac bang khong xuat hien dupe 
chim la 0. Cac sd lieu nay dupe xii ly tiieo chuong 
tiinh Numerical Taxonomy and Multivarious 
Analysis System computer program vesion 2 01 
(NTSYSpc2.01) (F. J. Rohlf, 2000) dl xac dinh he sd 
tirong ddng di tioiyen va xay dung cay phan bai. 

in. KET QUA VA THAO LUAN 

1. Kit qui tach chilt ADN tdng sd tai mau II ehl 
Viec tich chilt ADN ti-ong nhan hay ty till, lap 

till ciia cac mau dugc coi la bude dau tien trong 
nghien cuu di tiiiyln d miic dp phan tai khi su dung 
cac loai chi tiii phan tai. Co rat nhilu phuong phap 
khac nhau dl tach chilt ADN va lua chpn cac 
phuong phap nay taiy tiiupc vao chit lupng va sd 
lugng ADN d n tiiilt cho d c phan tich. Mot ti-ong 
nhimg ylu td dugc cho II ed Inh hudng din kha 
nang nhan ban cac sin pham cua phln img RAPD dd 
II ndng dp vl chat lupng ADN. Lira chpn phuong 
phip tich chilt ADN tiiich hgp dl loai bd elc ylu td 
gay nhilm cd till khIc phuc dupe Inh hudng ti-en. 

Kit qui tach chilt ADN tdng sd tai la ciia 24 mlu 
che dupe dien di tren gel agaroza 1% dl kilm b-a dp 
tinh sach ciia ADN. Ndng dp ADN duge so vdi ndng 
dp ADN chuan 25 ng/pl. 

Hinh 1: Ndng dp vl chit lupng ADN tdng sd cua 24 
mau ehl 

Kit qui dien di ti-en gel agaroza 1% cho tiiay elc 
bang ADN tiiu dugc ciia 24 mlu che d dang mot vach 
ti-Ing tiling, dIu nhau, khong xuat hien nhilu phan 
doan va bang vet phia dudi. NTiu vay chit lugng ADN 
sau khi dugc tach chilt II tdt, khong cd Ian tap chit 
vl RNA Kit qui ti-en cho tiily da chpn duge phuong 
phap tich chilt ADN hieu qui dl cd ADN tdng sd 
ciia 24 mlu ehl vdi chit lugng tdt phuc vu cho d e 
nghien ciiu tilp theo. 

2. Kit qua phan tich mdi quan h§ di truyin giiia 
d c gidng ehl 

20 mdi RAPD tiiupc d c nhdm mdi BIO, OPC, 
OPA duge sii dung dl phan tich tiiu dugc 9 mdi cd da 
dang di tioiyln, 11 mdi hoac khong da dang hoac 
khong tiiu dupe cac bang. Tdng sd bang ADN tiiu 
dupe sau khi chay PCR RAPD vdi 9 mdi da hinh II 
421 bang voi kich tiiude bang Ian nhIt khoing 1500 
bp va bang nhd nhIt la 250 bp. Tdng sd elc phan 
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doan ADN nhan bin nglu nhidn trong d c mdi dupe 
the hien d bang 2. 
Bang 2: Tdng sd d c bang ADN dupe nhin bin ngau 

nhien d d e mdi 
Mdi 
PHI 
TR777 
TD 
KT 
HN2 
S 
BT 
CDP 
BV 
PH9 
PH8 
TQX 
D13 
D15 
D26 
DIO 

D14 
D17 
D12 
TV 
D20 
D25 
D32 
D35 
Tdng 

3 
3 
3 
3 
3 
2 
3 
3 
3 
3 
2 
4 
3 
4 
2 
3 

4 
3 
3 
3 
3 
3 
4 
3 

73 

3 
3 
3 
3 
3 
4 
4 
4 
4 
4 
3 
3 
2 
2 
2 
3 
4 
3 
4 
4 
4 
3 
3 
4 

79 

1 
1 
2 
2 
4 
2 
5 
2 
3 
1 
1 
2 
2 
3 
3 
3 
4 
4 
4 
2 
3 
3 
2 
2 

61 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
2 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
3 
2 
2 
0 
1 
1 
1 
4 
2 
1 
1 

32 

3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 

2 
3 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 

56 

4 
6 
5 
5 
5 
5 
4 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 

5 
3 
2 
4 
3 
2 
2 
2 

102 

2 
2 
2 
2 
1 
1 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
3 
7 
2 
2 

4 
3 
3 
3 
6 
6 
4 
3 

68 

17 
19 
19 
19 
20 
18 
23 
19 
20 
18 
16 
19 
18 
26 
18 
20 
24 
19 
19 
19 
25 
21 
18 
17 

471 

&-}: 4iL6M^^A:.^m...2^ 

Hinh 2: Kit qui PCR-RAPD mdi BI03 

Hinh 3: Kit qua PCR- RAPD mdi 0PC2 

Sd lieu thu dugc tir 20 mdi RAPDs duge thdng ke 
vl phan tich blng phan mIm NTSYSpc2.1, tir dd 
thilt lap duge blng he sd tuong ddng di truyin vl sa 
dd cay phIt sinh chiing loai ciia cac mlu che. 

^Hl 
rR7 
77 

FD 

S.T 

H[N2 

5 

3T 

CDP 

3V 

3H9 

:̂ H8 

rox 
D13 

'HI 

1,00 

0,71 

0,71 

0,80 

0,61 

0,46 

0.60 

0,57 

0,48 

0.46 

0,50 

0,50 

0,46 

rR777 

1,00 

0,90 

0,65 

0,70 

0,61 

0,45 

0,46 

0,50 

0,61 

0,40 

0,65 

0.48 

ro 

1,00 

0,65 

0,77 

0,54 

0,50 

0,46 

0,50 

0,61 

0,40 

0.65 

0,48 

KT 

1,00 

0,70 

0,61 

0,68 

0,65 

0,63 

0,54 

0.59 

0.46 

0.42 

H1M2 

i,oq 

0,58 

0,54 

0,56 

0,54 

0,65 

0,50 

0,56 

0.46 

5 

1,00 

0,52 

0,48 

0,52 

0,57 

0,42 

0,42 

0,29 

BT 

1,00 

0,68 

0,65 

0,52 

0,50 

0,45 

0,37 

CDP 

1,00 

0,86 

0,76 

0,75 

0,58 

0,48 

BV 

1,00 

0,81 

0,64 

0,63 

0,46 

'H9 

1,00 

0,62 

0,68 

0,44 

PH8 

1,00 

0,46 

0,42 

FQX 

1.00 

0.68 

313 

1.00 

315 D26 DIO D14 317 312 rv 320 D25 D32 D35 
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315 

326 

0,43 

0,35 

0,450,50 0,41 0,44 0,26 0.40 0,45 0.44 0.42 0.35 0,61 0,69 1,00 

0,37 0,42 0,32 0,41 0,29 0,37 0,42 0,41 0,38 0,36 0,54 0,71 0,63 1,00 

310 0,37 0,39 0,44 0,34 0,43 0,36 0,43 0,5C 0,48 0,46 0,38 0,63 0,65 0,64 0,90 1,00 

314 0,14 0,130,13 0,13 0,19 0,20 0,24 0,26 0,26 0,20 0,2 0,19 0,27 0,25 0,27 0,29 1,00 

317 0,16 0,150,15 0,15 0,22 0,19 0,20 0,23 0,22 0,16 0,17 0,19 0,16 0,22 0,12 0.18 0,54 1,00 

312 0,20 0,150,19 0,19 0,26 0,19 0,24 0,27 0,26 0,19 0,2 0,23 0.19 0,25 0,16 0.22 0.54 0,9C 1.00 

rv 0.20 0.190,15 0,19 0,18 0,23 0.20 0,27 0.26 0 19 0,2 0,19 0,16 0.15 0,09 O.H 0,54 0,73 0,73 1.00 

320 0,14 0,1CO,10 0,19 0,10 0.19 0.26 0.22 0,25 0,16 0,21 0,13 0,13 0,19 0,10 0,13 0.48 0.38 0.42 0.47l.OC 

325 0.19 0.140.18 0.18 0.14 0,15 0.26 0,21 0,21 0,150,16 0.18 0.15 0.24 0.11 0.17 0.41 0,54 0.54 0.480.59 1,00 

332 0,21 0,160,19 0,19 0,19 0,20 0,24 0,23 0,23 0,16 0,21 0,23 0,29 0.29 0,24 0.31 0.50 0.48 0.54 0.480,39 0,63 1,00 

B35|0,2l| 0.16|0.20| 0.20| 0.19|o,2l| 0,251 0,24 0,23|0,17|0.18| 0,20|0.17| 0.231 0.13| 0,19| 0,46| 0,7l| 0,8C| 0.64|0,45| 0,58|0.67|l,00 

Kit qui cho thIy: he sd bjong ddng di truyin ciia 
24 mlu che dao ddng tai 0,09 din 0,9. Hai cap mlu 
(ddng 20 - ddng 26) va (ddng 25 - ddng 26) cd str sai 
khac di truyin Idn nhIt (He sd tuong ddng lln lupt la 
0,1 vl 0,11). Dilu nly chiing td mlu ddng 26 (thupc 
gidng che Ba Vi) cd str khac biet Idn nhIt vdi cac mlu 
thupc gidng che Bat Tien (D25) va Cii Dl Phung 
(D20). Mdt sd cap va nhdm mlu cd kilu gien tuong tu 
nhau (he sd tuong ddng xIp xi 1) nhin cac cap mlu 
TRI777 - Trung Du va ddng 26 - ddng 10. 

.i ,. 

—-i 

1 
' 1 

1 
1—1._ .̂ 
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j?-
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L . ..J 1 , o 
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1 
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Hinh 4: So dd hinh cay vl mdi quan h$ di truyin gitia 
d c gidng ehl 

6 miic tuong ddng 0,55 thi 24 mau che duge 
chia thanh 7 nhdm. 

Nhdm /bao gdm cac gidng PHI, Kim Tuyen, 
TRI777, Trung Du, Hd Nam 2 vl Saemidori. Trong 
do cap Tri777 - Trung Du va PHI - Kim Tuyen cd 
miic tuong ddng cao vdi he sd tuong ddng lln lugt 
la 0,9 va 0,8. Nhu vay trong nhom nay duge chia 
lam hai phan nhdm phu; phan nhom phu thir nhIt 
gdm cd 2 gidng la PHI va Kim Tuyen vdi miic dd 
tuong ddng di truyin la 0,8; phan nhdm phu 2 chia 
thanh hai nhdm nhd, nhdm nhd thir nhIt gdm 
gidng Tri777 va Trung Du c6 he sd tajong ddng 
kha cao la 0,9 va nhdm thii hai chi c6 gidng 
Saemidori cd he sd tuong ddng voi Tri777 va 
Trung Du la 0,61. 

Nhdm II gdm cac gidng Bit Tien, Cu Dl 
Phiing, Ba Vi, PH9 va PH8. O miic tuong ddng 72% 
thi nhdm nay chia thInh 3 phan nhdm nhd. Phan 
nhdm nhd thii; nhIt chi cd gidng Bat Tien, phan 
nhdm nhd thii hai gdm cd gidng Ba Vi va Cu Dl 
Phiing vdi he sd tuong ddng la 0,86, phan nhdm 
nhd thii 3 cd gidng PH9. 

Nhdm III gom cac gidng Tii Quy Xuan, ddng 
13, ddng 15, ddng 26, ddng 10. Trong nhdm nay thi 
ddng 10 va ddng 26 ed miic dp tuong ddng cao vdi 
he sd tuong ddng la 0,9. Ddng 26 va Tii Qiiy Xuan 
ed miic dd sai khIc Idn nhIt vdi he sd tuong ddng 
la 0,54. d miic dd tuong ddng la 0,63 duge chia 
thanh 3 phan nhdm. Phan nhdm thii nhIt gdm ed 
gidng Tii Quy Xuan, phan nhdm thii hai gdm cd 
ddng 13 va 15 vdi he sd tuong ddng la 0,69 va phan 
nhdm thii ba gdm ddng 10 va ddng 26 vdi miic dp 
tuong ddng di truyin cao nhIt II 0,9. 

Nhdm LVchi cd duy nhat ddng 14. 

Nhdm Vgom cac ddng 17, ddng 12, ddng 35 vl 
Tham Ve. Trong 4 gidng nay thi ddng 17 va ddng 
12 cd miic dp tuong ddng cao nhIt vdi he sd tuong 
ddng la 0,9. 6 miic tuong ddng la 0,72 thi nhdm 
nly duge chia thanh hai phan nhdm nhd. Phan 
nhdm thii nhIt gdm 3 ddng: ddng 17, ddng 12 va 
ddng 35, trong dd ddng 35 khac biet vdi ddng 17 vl 
ddng 12 la 20%; cdn phan nhdm nhd 2 chi cd gidng 
Tham Ve vdi he sd tuong ddng ciia gidng nay so 
vdi ba gidng d phan nhdm nhd 1 la 0,64. 

Nhdm VI gom 2 ddng la ddng 25 vl ddng 32 
vdi he sd tuong ddng II 0,63. 

Nhdm Vllchi cd ddng 20. 

CIc kit qui tren cho thay ed su da dang vl di 
truyin giira cac gidng che Viet Nam va giira elc ddng 
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con lai ciia chiing. Giira cac ddng bd me cd sir khac 
biet ve mat di truyen, da tao ra cac ddng con lai cung 
cd su khac biet di truyen vdi nhau va khIe biet so vdi 
bd me. Su khac biet Idn vl sd lugng nhilm sic thi 
(NST) d che ciing da dugc nghien ciiu (Das, 1992) vl 
cac nghien ciiu ve su da dang ciia cac gidng che ctia 
Trung Qudc, An Dp, Pakistan blng cac chi thi phan 
tii nhu RAPD, ISSR, AFLP cung da dugc thuc hien va 
da chi ra ring cd su khac biet Ion giiia cac gidng che 
dupe trdng d cac viing mien khIc nhau (Sahib & cs., 
2007; S. C. Roy., B. N. Chakraborty, 2009; Rajan K. 
M., 2009; Latip S. N. H. & cs., 2010). 

IV. KET LUAN VADE NGHI 

1. Kit luan 

- Su dung 20 mdi RAPD-PCR dl phan tich da 
dang di truyin cac ddng, gidng che cho thIy, cd 7 
mdi xac djnh ro su da dang di truyen giira cac ddng, 
gidng che; voi 7 mdi nay thu duge tdng sd 471 bang 
ADN. 

- Vdi ky thuat RAPD da xac dinh dugc miic dao 
dong vl tuong ddng di truyin giira d c ddng, gidng 
che tir 0,09 - 0,9. Nhu vay cd su khac biet di truyin 
giua cac gidng che bd me va cac ddng con lai. 

- Tren co sd su khac nhau ve khoang each di 
truyin, cd the danh gia dupe su tuong ddng ciia cac 
ddng, gidng che; ddng thdi lua chpn cac cap bd me 
trong chpn gidng che lai cho kha nang uu the lai cao. 

2. Dl nghi 

Tiep tuc khao sat them sir da dang elc ddng con 
lai va bd me nhd cac chi thi phan tai nhu sao chip 
chudi don (Simple Sequence Repeat - SSR), gidi ban 
chilu dai cac khiic c6 hien tugng nhieu dang 

(Restiiction Fragment Lengtii Polymerphics analysis 
RFLP). 
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USING RAPD TECHNOLOGY FOR IDENTIFICATION POLYMORPHISM IN TEA VARIETIES 
Nguyen Van Toan, Nguyen Thi Minh Phuong, 

Le Huy Ham, Dang Trong Luong 

Summary 

Tea is an important industrial crop which occupies high area in comparison with other industrial crops in 
Vietnam. The fact that nowadays, tea varieties were mechanical contaminated during breeding or the 
origins from varieties have not been clearly clarified. The RAPDs technology has been used for 
identification of genetic polymorphism of 24 tea varieties with 20 primers. The result showed that 7 primers 
gave clearly distinct polymorphism. 7 main groups with genetic correlation coefficient are about 0.09 - 0.9 
was divided from 24 tea varieties. 

Key words.- Tea, polymorphism, random amplifed polymorphic DNA genetic diversity. 

Ngudi phln bi$n: GS.TSKH. TrIn Duy Quy. 

34 NONG NGHIEP VA PHAT TRIEN NONG THON - KY 2 THANG 1 + KY 1 T H A N G 2 m 




