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DANH GIA TiNH DA HiNH DI TRUYEN CUA MOT SO
GIONG CHE BANG KY THUAT RAPDs [RANDOM
AMPLIFIED POLYMORPHIC DNA)

TOM TAT

Nguyén Vin Toan!, Nguyé&n Thj Minh Phuong’,
Le Huy Ham?, Ping Trong Luong?

Cay che 1a mot loai cay cong nghiép quan trong duoc trong tai cac tinh vang cao & Viét Nam. Hién nay dé
nang cao chit luong va ning suat cla cay ché, cac phuong phap lai tao va chon giéng da duoc sir dung, tuy
nhién viéc danh gia va phan biét cac giéng ché dya vao hinh thai con gip moét s6 han ché. Do d6 nghién ciu
nay da st dung phuong phap danh gia su khac biét vé mit di truyén gitra cac giong ché dya vao chi thi phan
tir RAPD (ADN da hinh phéng dai ngiu nhién). Véi 20 méi RAPD da st dung trong phan tich RAPD-PCR
ctia 24 mau ché Viet Nam va cac dong con lai ciia ching cho thdy su da hinh xuit hién & 7 méi va hé sé

tuong déng di truyén dat tir 0,09 - 0,9.

T khoa: Cay ché, ADN da hinh phéng dai ngéu nhién, da dang di truyén.

L. DAT VAN DE

Cheé (Camellia sinensis) Ia mot trong nhiing cay
coéng nghiép dung dé san xudt d6 uéng c6 ngudn goc
& khu vuc Pong Nam A, nhung ngay nay da duoc
trébng phd bién & nhiéu noi trén thé gioi, trong cac
khu vuc nhiét déi va can nhiét d6i. D€ nang cao chat
luong cay ché cac nha chon giéng & Viet Nam da s
dung nhiéu lai hiru tinh gita cac dong b me c6 cac
phim chat khac nhau. Bing phuong phéap chon nay
da tao ra duoc mét sé giong ché ¢6 cac dic tinh di
truyén khac nhau. Tuy nhién viéc danh gia sy khac
biét giira cac giong ndy qua hinh théi va cac dic tinh
néng hoc con gap nhiéu khé khan va mat nhiéu thoi
gian. Do d6 ap dung cac ky thuat sinh hoc phan t
trong danh gia va chon loc céac giong che sé gitip cho
su danh gia vé da dang di truyén ciing nhu nhimg
khac biet vé mat phan tir mét cach nhanh chéng va
hiéu qua.

Cac phuong phap phan tich dic diém di truyén
thuc vat bang cach st dung cac loai chi thi phan ti
da dugc thuc hién tir nhimg nam 1990. William va cs
da phat trién ky thuat DNA fingerprinting (ADN d4u
van tay) st dung chi thi RAPD (Random amplified
polymorphic DNA - AND da hinh phong dai ngau
nhién) trong nhimg nim 1990. Su khac biét vé di
truyén gitra hai loai mo6 khac nhau néi chung va ba
loai té bao dang kham & 14 ciing dugc giai thich som
hon nh¢ cac chi thi RAPDs. Ky thuat RAPD ciing da
duoc st dung rat nhiéu trong viéc nghién cttu da

'Vién Khoa hoc KTNLN mién nui phia Béc
2Vién Di truyén Nong nghiép

dang ctia c4c giong ché trén thé gigi (Wachira F. N,
& cs, 1995; L. Chen.,, Yamaguchi, 2005; Gul S,
Ahmad H., Khan I. A, Alam M., 2007). Dé béo tén
ngudn gien va nim vimg céac dic diém cta cic giong
che can phai st dung ky thuat sinh hoc phéan tir dé
danh gia su da dang di truyén cac giéng ché c6 chit
luong cao. Xuat phat tir nhu cau thyc té d4 tién hanh
n6i dung nghién ciu “Pdnh gid tinh da hinh di
truyén mot sé giong ché bang ky thuit RAPD”.

. VAT LIFU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

1. Vat lieu

Hai giong cheé PH1, Tri 777 va cac dang dot bién
cta hai giéng nay duoc sir dung dé phan tich. Danh
sach cac giong ché nhu sau (Bang 1):

Bang 1: C4c gidng che sir dung trong phan tich

1 | PH, 13 | Dong s3 10
2 | Trung Du 14 | Dongsé 13
3 | Kim Tuyén 15 | Dong so6 14
4 | Hb Nam2 16 | Dongso 15
5 | Saemidori 17 | Dong s6 17
6 | CuDé Phung 18 | Dongsé 20
7 | BatTién 19 | Dongs6 25
8 |BaVi 20 | Dong s6 26
9 | TRI777 21 | Dongsé 32
10 | Giéng PH8 22 | Dong s6 36
11 | Ging PHY 23 | Dong s6 12
12 | T quy xuan 24 Tham veé

2. Phuong phép nghién ciru

a. Phuong phép tich chiét ADN

Phuong phap tach chiét ADN dya theo phuong
phap tach chiét ADN té bao thuc vat bing CTAB cfia
Lipp va cong su (1999) co cdi tién. Quy tr - tach
chiét duoc tién hanh nhu sau: Nghién 14 | c4c
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giong ché trong nito 16ng bang chay va c6i. Chuyén
200 mg bot nghién vao trong dng eppendoff. B sung
800 pl CTAB buffer va 60 ul SDS 10%. Thanh phan
dung dich dém chiét: Tris-base 100 mM, EDTA 20
mM, NaCl 1,4 M; CTAB 2%, PVP 2%.U miu & 65°C
trong bé on nhiét trong thoi gian 60 phit. B sung
hon hop CHCL, - IsoA (24:1) voi tile 1:1 vé thé tich so
v6i dich mau. Lic nhe cho t6i khi déng hoa thanh
dang dong nhat. Ly tam 12000 vong/phtt & 4°C. Thu
dich néi phia trén chuyén sang éng moi. Tiép tuc bé
sung hop chat CHCI, - IsoA (24:1) véi ti 16 1:1 vé thé
tich. Ly tam 12000 vong/phit & 4°C. Thu dich néi &
phia trén va chuyén sang éng méi. B§ sung 5 pl (10
mg/ml) RNAase A vao dung dich. B sung iso -
propanol da dé lanh va dé & -29°C trong 1h dé thu
nhan ADN. Ly tam ADN & 4°C 12000 vong/phut
trong 15 phut. Loai bd dich ndi, rta ADN bang
ethanol 70%. Ly tam sau d6 lam khé & nhiét do
phong. Hoa tan ADN bing dém TE. Pién di kiém tra
nong do ADN trong gel agaroza 1%.

b. Phuong phap RAPD-PCR

Céc moi duge st dung thi nghiém 1a cac méj
thuéc nhém OPA, OPC, BIO. Cac phan ing RAPD
duoc tién hanh & thé tich 15 yul, bao gom luong méu
ADN 14 5 ng, enzyme tag polymeraza 1 U, 100 ym
dNTP, 2,5 mM MgCl,, 10 mM Tris HCl, 50 mM KCl
(dung dich dém PCR). Céc phan tng duoc thuc hién
bang may PCR - Thermal Cycle Eppendoff. Chuong
trinh PCR v6i 40 chu ky. Két qua PCR duoc kiém tra
trén gel agaroza 1,2%. Chu trinh chay PCR 4p dung
trong thi nghiém:

Chutrinh 1:  95°C trong 6 phiit

Chutrinh 2:  95°C trong 1 phiit

33 °C trong 2 phut

72°C trong 2 phat

Chu trinh 3: 72°C trong 5 phut

Chu ki chay: 45 chu ki. Gi & nhiét d¢ 4°C.

¢. Phan tich s6'liéu

Cac 6 lieu duge xit Iy theo phuong phép théng
ke sinh hoc trén phin mém Microsoft Office Ecxel
2003. Cac bang RAPD duoc ghi nhan sy cé mat hoic
ving mat cda ching trén gel, cac bang xuit hién
duoc chdm 1a 1 va cac bang khéng xu4t hién duoc
chim 1a 0. Céac s8 liéu nay duoc xit Iy theo chuong
trinh  Numerical Taxonomy and Multivarious
Analysis System computer program vesion 2.01
(NTSYSpc2.01) (F.J. Rohlf, 2000) dé xac dinh he s¢
tuong déng di truyén va xay dung cay phan loaj.

. KET QUA VA THAO LUAN
1. Két qua tach chiét ADN tdng s8 tir mau 14 che

Viéc tach chiét ADN trong nhan hay ty thé, lap
thé cta cac miu duoc coi 1a buée diu tién trong
nghién ctru di truyén & mic d6 phan tir khi st dung
cac loai chi thi phan tir. C6 r4t nhiéu phuong phap
khac nhau d€ tich chiét ADN va lua chon cac
phuong phdp nay tuy thuéc vao chit luong va s
luong ADN can thiét cho c4c phan tich. Mot trong
nhimg yéu t6 duoc cho 1a c6 anh huéng dén kha
nang nhan ban cic san phdm cta phan tmg RAPD d6
la nong d¢ va chat luong ADN. Lira chon phuong
phap tach chiét ADN thich hop dé loai bé cac yéu té
gay nhiém c6 thé khic phuc duoc anh hudmg trén.

Keét qua tach chiét ADN téng s6 tir 14 ctia 24 miu
che duoc dién dj trén gel agaroza 1% dé kiém tra do
tinh sach ciia ADN. Nong d6 ADN duoc so voi nong
d6 ADN chuén 25 ng/yl.

Hinh 1: Néng d6 va chit luong ADN téng sg clia 24
miu che

Két qua dien di trén gel agaroza 1% cho thay cac
bang ADN thu duoc ctia 24 miu che & dang moét vach
tring thing, déu nhau, khong xust hién nhiéu phan
doan va bang vét phia duéi. Nhu vay chat luong ADN
sau khi dugc tach chiét 1a tét, khong c6 1an tap chit
va RNA. Két qua trén cho thiy da chon dugc phuong
phép tach chiét ADN hiéu qua dé c6 ADN tong s6
cla 24 mau ché véi chat luong tot phuc vu cho cac
nghién ctu tiép theo.

2. Két qua phén tich méi quan heé di truyén gitra
cé4c gidng che

20 méi RAPD thuéc cac nhém mai BIO, OPC,
OPA duoc st dung dé phan tich thu duoc 9 méi cé da
dang di truyén, 11 mdi hoic khéng da dang hoic
khong thu duoc cac bang. Téng s6 bang ADN thu
duoc sau khi chay PCR RAPD vé6i 9 méi da hinh la
421 bang véi kich thuéc bang lén nhat khodng 1500
bp va bing nhé nhit 1a 250 bp. Téng sé cac phan
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doan ADN nhan ban ngau nhién trong cdc moi duoc

thé hién & bang 2.

Bang 2: Téng s6 cac bang ADN duoc nhéan ban ngau
nhién & cic moi

Mobi
PH1 3 3 11 1] 3 4 2 17
TR777| 3| 3 11 1 3 6 2 19
TD 3 3 20 1 3 5 2 19
KT 3] 31 2| 1 3 5 2 19
HN2 3 3 4 11 3 5 1 20
S 2 4 2 1] 3 5 1 18
BT 3 4 5 2 3 4 2 23
TR S R T Hiah 2 K6t v PCRRAPD mfi 8108
PHO | 3 4 1 1 2 5 2 18 i e :
PHS8 2l 3 1 1 20 5 2 16
TQX 4 3 20 1 20 5 2 19
D13 3 20 20 1 21 5 3 18
D15 4 2 3 3 2| 5 7 26
D26 20 2| 3 2 2 5 2 18
D10 3 3 3 2 2 5 2 20
D14 4 4 4 0 3 5 4 24
D17 3 3 4 1 2! 3 3 19
D12 3 4 4 1 20 2 3 19 : A : :
v 3 4 2 12 4 3 19 Hinh 3: Két qui PCR- RAPD médi OPC2
D0 3.4 3 42 3 6 o S6 lieu thu dugce tir 20 méi RAPDs duoc thong ké
ggg Z 2 2 i i g i il; va Qhén tich bang phan mém NTSYSpc2.1, tir d6
thiét 1ap duoc bang hé s6 tuong dong di truyén va so
D35 3 4 2 1 2 2 3 17 d6 cay phat sinh chiing loai cia cAc mau che.
Tong | 73] 79| 61 32| 56 102 68 471
PHITR777[TD KT HN2S BT [CDP BV &>H9 PHS[TQX D13 D15 D26 D10 P14 P17 12 TV P20D25 D32 P35
PH1 [1,00
TR7
77 (071 1,00
rD (0,71 0,941,0Q
KT (0,80 0,650,658 1,00
4N2(0,61  0,700,77 0,70 1,00

S 10,44 0,61)0,54 0,61 0,58 1,00

BT [0.60 0,450,50 0,68 0,54 0,52 1,00

CDP|0.57  0,460,46 0,65 0,56 0,48 0,68 1,00

BV (0,48 0,500,50 0,63 0,54 0,52 0,65 0,84 1,00

PH9 0,46 0,610,61] 0,54 0,65 0,57 0,52 0,74 0,81] 1,00

PH8 0,50 0.4000.40 0.59 0,50 0,42 0,50 0,75 0,64 0,621,00

TQx]0.50

0,650,65% 0,44 0,5¢ 0,42 0,45 0,58 0,63 0,680,49 1.00

D13 10.46

0,480,48 0.42 0.46 0,29 0,37 0,48 0,460,440,42 0.681.00
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b15 0,43 0.450,50 0,41) 0,44/ 0,26 0,40 0,45 0,44 0,420,35

0,61

0,69 1,00

D26 10,35 0,370,42 0,32 0,4110,29 0,37 0,42 0,41/0,380.,36

0,54

0,71/ 0,63 1,00

D100,37 0,390,44 0,34 0,43 0,36 0,43 0,50 0,480,460,38

0,63

0,65 0,64 0,99 1,00

D14 (0,14 0,130,13 0,13 0,19 0,20 0,24 0,24 0,260,200,21

0,19

0,27 0,28 0,27 0,29 1,00

D17]0,16 0,150,158 0,15 0,22 0,19 0,20 0,23 0,220,160,1

0,19

0,14 0,22 0,12 0,18 0,54 1,00

D12]0,20 0,150,19 0,19 0,26 0,19 0,24 0,27 0,2§0,190,21

0,23

0,19 0,29 0,14 0,22 0,54 0,59 1,00

TV 10,20 0,190,1§ 0,19 0,'§ 0,23 0,20 0,27 0,260,190,21

0,19

0,14 0,15 0,09 0.15 0,54 0,73 0,73 1,00

D20 0,14 0,190,19 0,19 0,10 0,19 0,26 0,22 0,250,160,21

0,13

0,13 0,19 0,19 0,13 0,48 0,3§ 0,42 0,471,00

D250,19 0,140,18 0,18 0,14 0,15 0,2 0,21/ 0,21/0,150,18

0,1

0,15 0,24 0,11 0,17 0,41] 0,54 0,54 0,480,59 1,00

D32)0,21 0,160,19 O,Id 0,190,290 0,24 0,23 0,23 0,160,21

0,23

0,29 0,29 0,24 0,31 0,50 0,48 0,54 0,480,39 0,63/1,00

350021 0,160,2d 0,20 0,19 0,21 0,29 0,24 0,230,170,18

0,20

0,17 0,23 0,13 0,19 0,44 0,71 0,80 0,640,48 0,580,671,0

Két qua cho thdy: hé s6 tuong déong di truyén cua
24 mau ché dao dong tir 0,09 dén 0,9. Hai cip miu
(dong 20 - dong 26) va (dong 25 — dong 26) c¢6 su sai
khac di truyén 1én nhat (He s6 trong déng lan luot 1a
0,1 va 0,11). Piéu nay chimg t6 miu dong 26 (thuoc
giong cheé Ba Vi) c6 su khac biét 1on nhat voi cac mau
thujc giong cheé Bat Tien (D25) va Cu Dé Phung
(D20). Mot s6 cip va nhém mau c6 kiéu gien tuong tu
nhau (hé s6 tuong déng xap xi 1) nhu: cic cip miu
TRI777 - Trung Du va dong 26 - dong 10.

Hinh 4: So 38 hinh cdy v& mdi quan he di truyén giira
cAc gidng ché

O muc tuong déng 0,55 thi 24 miu ché duoc
chia thanh 7 nhém.

Nh6m I'bao gdbm cac giong PH1, Kim Tuyén,
TRI777, Trung Du, H6 Nam 2 va Saemidori. Trong
d6 cap Tri777 - Trung Du va PH1 - Kim Tuyén c6
miurc tuong ddng cao véi hé sé tuong dong lan luot
la 0,9 va 0,8. Nhu vay trong nhém nay duoc chia
lam hai phan nhém phu; phan nhém phu thit nhit
gém c6 2 giéng la PH1 va Kim Tuyén véi mace do
tuong déng di truyén 1a 0,8; phan nhém phu 2 chia
thanh hai nhom nhoé, nhom nhé thir nhit gém
giéng Tri777 va Trung Du c6 hé sé tuong déng
kha cao 1a 0,9 va nhom tha hai chi c6 giong
Saemidori c6 hé s6 tuong déng voi Tri777 va
Trung Du 1a 0,61.

NONG NGHIEP VA PHAT TRIEN NONG THON - KY 2 THANG 1 + KY 1 THANG 2 - 2011

Nhom II gébm cac giong Bat Tién, Cu Dé
Phung, Ba Vi, PH9 va PHS. O mic twong déng 72%
thi nhém nay chia thanh 3 phian nhém nho. Phan
nhém nhé tha nhét chi c6 giéng Bat Tién, phan
nhém nhé tht hai gdm c6 gidng Ba Vi va Cit Dé
Phung v&i hé sé tuong déng 1a 0,86, phan nhom
nhé thi 3 c6 giong PHO.

Nhém IIT gém céc giéng T Quy Xuan, dong
13, dong 15, dong 26, dong 10. Trong nhém nay thi
dong 10 va dong 26 cé muc do tuong ddng cao vai
hé s6 tuong déng 14 0,9. Doéng 26 va Tu Quy Xuan
c6 murc do sai khac 16n nhét véi hé s6 tuong dong
1a 0,54. O muc d¢ tuong déng 13 0,63 duoc chia
thanh 3 phan nhém. Phan nhém thi nhit gom cé
giong Tt Quy Xuan, phan nhém thi hai gém c6
dong 13 va 15 véi hé s8 tuong ddng 1a 0,69 va phan
nhém thir ba gdm dong 10 va dong 26 véi muc do
tuong déng di truyén cao nhat1a 0,9.

Nhém IV chi c6 duy nhédt dong 14.

Nhoém Vgbébm cac dong 17, dong 12, dong 35 va
Tham Veé. Trong 4 giéng nay thi dong 17 va dong
12 ¢6 muc d6 tuong déng cao nhat véi hé s6 tuong
déng 1a 0,9. O murc tuong déng 1a 0,72 thi nhém
nay duoc chia thanh hai phan nhém nhé. Phéan
nhém tht nhat gém 3 dong: dong 17, dong 12 va
dong 35, trong d6 dong 35 khac biét véi dong 17 va
dong 12 1a 20%; con phan nhém nhé 2 chi cé giéng
Tham Vé véi hé s6 tuong déng clia giéng nay so
voi ba gidng & phan nhém nhé 114 0,64.

Nhom VI gbm 2 dong la dong 25 va dong 32
voi hé s6 tuong dong 1a 0,63.

Nhom VIIchi cé dong 20.

Cac két qua trén cho thdy c6 su da dang vé di
truyén giira cac giong cheé Viet Nam va giira cac dong
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con lai cua chung. Gitra cac dong bo me c6 su khac
biét vé mat di truyén, da tao ra cac dong con lai ciing
¢6 su khac biét di truyén voi nhau va khac biét so voi
b6 me. Su khac biét 16m vé s6 luong nhiém sic thé
(NST) & ché ciing da duoc nghién ciu (Das, 1992) va
cac nghién ctu vé sy da dang clia cac giong ché cua
Trung Quéc, An Po, Pakistan bing cac chi thi phan
tie nhu RAPD, ISSR, AFLP cing da dugc thuc hién va
da chi ra rang c6 su khac biét lon gitra cac giong ché
duoc trong & cac vung mién khac nhau (Sahib & cs.,
2007; S. C. Roy., B. N. Chakraborty, 2009; Rajan K.
M., 2009; Latip S. N. H. & cs., 2010).

IV. KET LUAN VA DE NGHI

1. Két luan

- Str dung 20 méi RAPD-PCR dé phan tich da
dang di truyén cac dong, giong ché cho thay, ¢6 7
moi xac dinh ro su da dang di truyén gitra cac dong,
giong ché; véi 7 méi nay thu duoc tdng so 471 bang
ADN.

- Véi ky thuat RAPD d3 xac dinh duoc muce dao
dong vé tuong dong di truyén giira cac dong, giong
che tir 0,09 - 0,9. Nhu vay c¢6 su khac biét di truyén
gitra cac giong ché bo me va cac dong con lai.

- Trén co s& su khac nhau vé khoang cach di
truyén, cé thé danh gia duoc su tuong ddng cta cac
dong, giong che; dong thoi lya chon céac cap bs me
trong chon giéng ché lai cho kha nang wu thé lai cao.

2. Dé nghi

Tiép tuc khao sat thém su da dang cac dong con
lai va b6 me nho cac chi thi phan tr nhu sao chép
chuéi don (Simple Sequence Repeat - SSR), giéi han
chiéu dai cac khuc c6 hién tuong nhiéu dang

(Restriction Fragment Length 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 amplified polymorphic DNA, genetic diversity.
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