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DANH GIA DA DANG DI TRUYEN CAC MAU TUNG LA
HAN BAN BJA TAI HUYEN BAO €O TO, QUANG NINH
BANG CHi THI PHAN TU RAPD
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Viée sir dung chi thi phan tr dé dénh gia mac do da dang di truyén giGa céc miu gidng tung La Han
(Podocarpus macrophylius) ta huyén dao C6 Té, Quang Ninh sé gop phén phuc vy cong tic thu thap, phin
loat, danh gia va bdo tdn ngudn gen cung nhu cung cdp théng tin vé méi quan heé di truyén gita cic giong
ting La Han lam co s cho cac chuong trinh chon tao gidng. Phan (mng PCR-RAPD ciia 32 mét ngau nhién
thugc nham OPA, OPB, OPC, OPD vi OPN sir dung nghién ciu da dang di truyén trén 12 mau tung La Han
déu cho da hinh. Thyc hién 384 phan timg PCR-RAPD nhan lén dugc tong s6 1692 bang thudc 504 loai bang
6 kich thuoe khac nhau. Trung binh méi méi nhan duoc 52.87 bang, trung binh mé1 gidng suit hien 4,82
bang. Qua so db hinh cay pha hé cho thiy, 12 miu giéng tung La Han chia ra lam hai nhém chinh va cé hé
s6 tuong dong dr truyén dao dong 62-99,9% trong do hay mau tung La Han s6 3 va sd 4 ¢6 hé s6 tuong dong

cao nhit 14 99,9%.

Tukhéa: Chi thi phin ti. da dang di truvén, fiing La Han (Podocarpus macrophyllus). moi.

1. DAT VAN DE

Thong La Han hay tung La Han (Podocarpus
macrophyllus) 1a mat loaj cay canh thudc ho Thong
tre (Podocarpaceae) c6 ngudn goc tir Nhat Ban va
Trung Quéc thuong dugc tréng lam canh trong cong
vién, dinh chua, vuon nha. Cay thugc loar cay g6 lém,
canh nhanh nhiéu, dai, mgc ngang hay ri xuéng. La
hinh gidi hep, thuén nhon ¢ dinh, géc c6 cudng
ngan, mau xanh bong & mat trén, hoi xam & mat
dudi. Nén duc dang bong. Non cai gan tron, mau
xanh, hat tron mau tim nhat. L4 cay hinh kim, 16n
nhé dar ngan khac nhau. L4 moc cach dang 6c xoén,
bé mit mau xanh dim, mat lung nhat hon. Cay c6
thé cao hon 10 m. Dang cay dep, ¢6 xua phong nha.
L4 cay luon vong, xanh tuor manh mé. Vé sé lugng
lodi, Podocarpaceae 1a ho cay 1a kum 1ém thit hai véi
hon 100 loa1 khac nhau (Farjon, 2001). Chang co
nhiéu nhat & vang nhiét d6i gitra dén ving nhiét do
cao, noi ching phat trién manh trén viing dat nghéo
dinh duong. Ngoa ra, Podocarpaceae dugc tim thay
trong mot s6 loai rimg c6 do cao thap khic thuéng.
Tung La Han (Podocarpus macrophylius) con duge
biét 1a ¢6 duoc tinh ¢6 loi cho con nguén va dong vat
(Abdillahi va cs., 2010; Abdillahi va cs., 2012). Than
va la cay tung La Han chia nhiu hop chat hoat tinh

' Vign Nghién ciru Rau qua
*Vién Di truyen Nong nghiép

sinh hoc nhu chat chéng oxy héa nhu nordither
terpenes, axit podocarpic va tatarol (Bauch, 1977,
Abdillahi va cs., 2010; Symonds va cs., 2012). M¢t s6
hop chat nay co6 dac tinh khang khudn, chdng ndm
hoac vi khuan (Abdillahi va cs., 2008; Abdillahi va cs.,
2010). Céc hop chat khac c6 dac tinh gay doc té bao
c6 thé hiu ich trong viéc tieu digt t& bao ung thu
(Abdillahi va cs., 2010).

O Viet Nam, ting La Han moc ty nhién trong
rimg la rong thuong xanh nhiét déi va a nhiét déi
thude cac tinh Quang Ninh, Hoa Binh, Lao Cai, Ha
Giang... va duoc trong lam canh khép dat nuéc. Cay
ting La Han c6 & Viét Nam dugc nhiéu nguoi biét
dén nhu 1 loai cay canh quy, co gia tri rat cao. Theo
cac nha thue vat hoc, cay ting La Han & Viéet Nam c6
nhiéu cac bién chung khac nhau, duge phan bé
nhiéu & C6 To, tuy nhién nhimg nam qua bi khai pha
manh, nén nhimg ving ¢6 tung La Han tuy nhién
khong nhiéu, chi con la1 mot s6 noi rimg nui it ngudi
dat chan dén. Chinh vi cé gid tri, nhiéu loai ting La
Han c6 nguy co bi khai thac qua tai nén c6 thé bi de
doa tiéu diét.

Nhimg nghién ctu vé da dang di truyén ting La
Han & nuoc ta cho dén nay cht yéu dua véo céc dac
diém hinh thai, chua c6 cong trinh nao trong nuoc
nghién ciru danh gia, tu héu hoa & mirc do phan tr
mot cach sau rong, bai ban va c6 he théng. Trong
cong tac bao ton, viec danh gia da dang hinh thai vin
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con chua dii, chinh vi vay ma yeu cau cap bach dit ra
la can phai didu ra, thu thap dé timg bubc tién té tu
ligu hoa ngudn gen, nghién ciru phan loai, bio tén va
khai thac hop Ii nguén gen ting La Han dja ban dia
Viel Nam. Véi su phat trién manh me ciéia cac
phuong phap va ki thuat sinh hoc phan tr hién nay
da c6 nhiéu img dung dé gitip nhan dien va danh gia
da dang di truyén cac loai sinh vat séng nhu c4c chi
thi phan tr RAPD, AFLP, ISSR, SSR, ITS (Neale va
Williams, 1991; Krap va cs., 1998; Zhang va cs., 1999,
Mohammadi va Prasanna, 2003; Parab va Krishman,
2008; Sharma va cs., 2012; Zhang va cs., 2001; Wang
va ¢s.,, 2011, Liu va cs., 2014, Jaranilla va cs., 2016).
So véi tit ca cac chi thi phan tr trén, chi thi phan t
RAPD don gian, nhanh va ré hon so véi cac chi thi
khac trong viéc danh gia da dang di truyén. Tuy
nhién, chi thi RAPD c6 mat han ché vé kha nang lap
lai thi nghiém khong cao, khong én dinh méc du vin
dé nay c6 thé duoc khic phuc bing viee sir dung
nhiéu méi va vér céc tiéu chi khit khe hon trong viec
phan tich két qua (Carvalho va Vieira, 2001).

Trong nghién ciru nay, da sir dung thi phan tir
RAPD daph gia da dang di truyén cia 12 mau ting

La Han dugc thu thép tai huyén dao Co To, Quang
Ninh. Cac két qua nghién citu sé 1a co so khoa hoc
cho céng tac chon tao giong cang nhu quan 1y, phan
loai, bdo ton tai cay ting La Han tai huyen dao Co
T8, Quang Ninh.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN SUU

2.1. Vat liéu nghién ciu

La tap doan bao gém 12 mau tung La H4n ban
dia ctia Viet Nam duge thu thap tar vang Co To,
Quang Ninh. Hién nay, cdc mu tung La Han nghién
cu dang duoe luu git tai Vuom Quéc gia Bai Tir
Long va xa Déng Tién, huyén Co Té, vudm tap doan
cta Vign Nghién ciru Rau qua.

2.2. Phurong phép nghién ctu

Méu 13 ting La Han sau khi thu duoc ghi s6 va
bao quan trong ti lanh -20°C. ADN dugc chiét tach tir
la ting La Han theo quy trinh cta Doyle va Doyle
(1990) cai tién. Sau khi chiét tach ADN, tién hanh
kiém tra sin phdm ADN 3ng s6 bing cach di¢n di
trén gel agarose 1%. Cac mé1 PCR-RAPD dung trong
nghién ctu do Hang Bioneer cung cip (Bang 1).

Bing 1. Tén va trinh ty c4c méi PCR-RAPD duyc sit dung trong nghién ciu

STT | Ten méi 'Ihnh(;,r :‘;;] eotit STT | Tén mdi 'I‘mh(;x f:’;:leoht
1 OPA2 TGCCGAGCTG 17 OPD20 ACCCGGTCAC
2 OPAS AGGGGTCTTG 18 OPN1 CTCACGTTGG
3 OPAG AAGTGCACGG 19 OPN2 ACCAGGGGCA
4 OPA7 GAAACGGGTG 20 OPN3 GGTACTCCCC
5 OPA10 GTGATCGCAG 21 OPN4 GACCGACCCA
6 OPAll CAATCGCCGT 22 OPN6 GAGACGCACA
7 OPAI12 TCGGCGATAG 23 OPN7 CAGCCCAGAG
8 OPA14 AAGTGCGACC 24 OPN9 TGCCGGCTTG
9 OPA18 AGGTGACCGT 25 OPNI11 TCGCCGCAAA
10 OPB5 TGCGCCCTTC 26 OPN12 CACAGACACC
11 OPB6 TGCTCTGCCC 27 OPN13 AGCGTCACTC
12 OPC11 AAAGCTGCGG 28 OPN14 TCGTGCGGGT
13 OPC18 TGAGTGGGTG 29 OPN16 AAGCGACCTG
14 OPC19 GTTGCCAGC 30 OPN18 CATTGGGGGG
15 OPD4 TCTGGTGAGG 31 OPN19 GTCCGTACTG

16 OPD18 GGGGTGACGA 32 OPN20 GGTGCTCCGT

Cac mau ADN duge pban tich kiéu gen bing 32
doan méi ngdu nhién RAPD theo phuong phap cia
Williams va cs., 1990 nhu trong bang 1. Phan img
PCR duoc thuc hién trong cac tube voi tong s6 15 ul
bao gém: 1,5 pl dung dich dem co MgCl, (10X), 0.2

pl dNTPs (10 mM/ul), 0,1 pl Tag ADN polymerase
(5 u/pD, 1,56 pl méi (10 pmol/u, 1 pl ADN khuon
(25-50 ng/ ) va 10,7 ul H,0. Chuong trinh gia nhiét
cho phan ting PCR khéi dau bing giai doan bién tinh
ADN & nhiét d6 94°C trong 5 phut, theo sau la 40 chu
ky gia nhiét véi céc giai doan: bién tinh ADN & 94°C
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trong 30 giay, gin méi & 33°C trong 15 giay, téng hop
ADN ¢ 72°C trong 1 phut va két thiic phan ung PCR
bing giai doan &n dinh san pham & 72°C trong 10
phiit va luu trir & 4°C. San phim PCR ctia cac méu
ADN dién di trén agarose gel 2% & higu dién thé 60V
trong 2 gitr voi thang chuan 1 kb ladder cua
Fermentas. Cac band ADN thu duge sau khi dién di
duoc ma héa bang hé¢ nhy phan dé phan nhém di
truyén st dung phan mém NTSYS2.1 theo phuong
phap UPGMA (Rohlf, 2000).

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Két qua phan tich da hinh cic mAu tung La
Han bing chi thi PCR-RAPD

Phan tng PCR-RAPD cua 32 méi ngiu nhién
thudc nhom OPA, OPB, OPC,0PD, OPN va da dugc

nhan lén thanh céng. Thuc hién 384 phan ing PCR-
RAPD nhan 1én dugc téng s6 1692 bing thudc 504
loai bang c6 kich thuéc khac nhau. Két qua PCR-
RAPD vén 32 méi déu cho da hinh ro rét, khong co
moi ndo don hinh giira cac mau ting La Han nghién
ctru. Bang nhd nhat c6 kich thuée khoang 220 bp &
méu s6 9 va s6 10 cia cdy tiing La Han véi méi OPN9
va béng ¢6 kich thuéc 16n nhat khoang trén gan 6000
bp & cac mau s6 4, 5, 6,7, 9, 11 va 12 & mor OPN16.
Trong s8 32 mbi ngau nhién, méi OPA18 ¢6 tong s6
bang nhan lén duoc nhiéu nhal (98 bang), mdi OPN7
c6 tong s6 bang nhan léen dupc bing thap nhdt (27
bang). Thong ké két qua phan tich tinh da hinh bing
ki thuat PCR-RAPD caa 12 mau ting La Han nghién
ctru voi 32 mor duoc trinh bay ¢ bang 2.

Béng 2. Tdng hop két qua phan tich s4 liéu véi 32 méi RAPD

S6 biang ADN c4
S6 bang thu duge|  S6 bang ADN S6 loai bang ADN | bigt/ hodc bang

STT | Tén méi rén moéi trung binh/méu khac nhau khuyét
1 OPA2 95 7,91 21 2
2 |OPAS 36 3,00 16 0
3 |OPA6 30 2,50 13 3
4 |OPA7 40 3,33 13 0
5 |OPA10 59 491 14 4
6 |OPAll 32 2,67 17 3
7 |OPAlZ 54 4,50 12 1
8 |[OPAl4 74 6,16 17 0
9 |OPAI8 98 8,10 18 1
10 |OPB5 89 7,40 19 2
11 |OPBé 41 3,41 17 1
12 |OPCl11 66 5,50 13 1
13 |OPC18 55 4,58 16 0
14 |OPC19 63 5,25 21 4
15 |OPD4 29 2,41 11 2
16 |OPD18 53 4,41 15 1
17 _|OPD20 63 525 18 0
18 |OPNI1 43 3,58 16 5
19 |OPN2 54 4,50 13 3
20 |OPN3 35 2,91 1 2
21 |OPN4 45 3,75 17 3
22 |OPN6 60 5,00 15 1
23 |OPN7 27 2,25 14 3
24 |OPN9 80 6,67 23 1
25 |OPN11 55 3,67 19 1
26 |OPNJ12 39 3,25 12 2
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27 _[OPNI3 51 425 18 3
28 |OPN14 40 333 14 2
29 |OPN16 52 433 14 1
30 |OPN18 53 441 15 0
31_|OPN19 32 2,67 17 2
32 [OPN20 49 4,08 15 | 1
| Téng 1692 | 1399 504 [ s |

Két qua phan tich & bang 2 cho thay trong téng
s6 1692 bang thi méi OPA18 cho s& bang nhiéu nhat
(98 bang), véi 18 loai bang ADN khac nhau. M1 cho
s6 loai bang nhiéu nhat 14 mdi OPN9 véi 23 Joai bang
ADN khac nhau, méi cé s6 loai bang ADN it nhat 1a
mo6i OPN3, véi 11 loa bang khac nhau. Trung binh
mdi méi nhan dugc 52,87 bing, trung binh méi mau
xudt hién 4,82 bang. Cac méi cé s6 bang ADN trung
binh 15-21 loai bang 1a méi OPAS5, OPA11, OPA14,
OPA18, OPB5, OPB6, OPC18, OPC19, OPD18,
OPD20,0PN1, OPN4, OPN11, OPN13, OPNI8,
OPN19 va OPN20, con lai la cac mbi c6 sé loai bing
dao dong 11-14 loat bang khac nhau. Phan tich PCR-
RAPD cho thdy tat ca 32 méi déu cho da hinh ro rét,
khéng c6 méi nao cho két qua bang don hinh, kich
thuéce cac bang dao dong tir khoang 200 dén 6000 bp.

<

6 71 8

9 10 1112 M

Trong téng s6 32 méi RAPD duge sir dung trong
nghién ciru ¢6 55 loai bang ca biét hoac bang khuyét
xuét hién & cac moi khac nhau. Mér OPN1 cho 05 loai
bing khac nhau. Con lai )a cac mér OPA2, OPA6,
OPA7, OPA10, OPAli, OPA12, OPA18, OPBS,
OPB6, OPC1l, OPC19, OPD4, OPD18, OPD20,
OPN2, OPN3, OPN4, OPN6, OPN7, OPN9, OPN11,
OPN12, OPN13, OPN14, OPN16, OPN19, OPN20
xuat hién 14 bang cé biét/hoac bang khuyét. Véi cac
moi con lai ciing cho két qua da hinh cao, sé lugng
cac loai bang ¢6 kich thudc khac nhau nhiéu, kich
thuée bang dao dong 16m va cho 1-3 loai bang ca biét
hoac khong c6 bang ca biét nao. Dudi day Ja két qua
phan tich mot s6 méi dién hiph:
- Két qua phan tich véi mér OPN1, OPA10
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Hinh 1. Anh dien di san phdm PCR-RAPD cita 12 méu ting La Han
Gibng 1-12: Céc mau giong ting La Han ban dia ; M: 1kb ladder

Két qua dién di sin pham PCR- RAPD cua 12
miu ting La Han v6i méi OPN1 thu duoc tdng s6 43
bang thudc 16 loai bang c6 kich thuéc khac nhau,
trung binh 3,58 bang/mau, 100% & bang cho két qua
da hinh (Hinh 1a). Véi méi OPA10 thu dugc téng s8
59 bang thuoc 13 loai bang c6 kich thuéc khac nhau,
trung binh 4,91 bang/mau. Cac mau xu_é't hién bang
kha dam, tach biét ro rang (Hinh 1b). O mai OPN1
xuét hién 5 bang ca biét xuat hién duy nhat & cac
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mau (1500 bp, 480 bp & mau tung La Han sé 12;
970 bp, 750 bp & miu s6 6 va 800 bp & miu sé 5).
Pay 1a méi trong s6 32 mdi c6 sé bang ca biet
nhiéu nhat (Hinh 1a). Véi méi OPALO xuit hien 4
bang ca biét véi mau s6 2 ¢6 2 bing c4 biét & bang c6
kich thuéc 900 bp va 300 bp; mau s6 3 & bang c6 kich
thuée 460 bp va mau s6 8 xudt hién bang c4 biet &
kich thuée khoang 550 bp (Hinh 1b).

- Két qua phan tich voi moi OPN1, OPA10
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a . D
Hinh 2. Anh dién di san ph&m PCR-RAPD ciia 12 mau tiing La Han

Giong 1-12: Cdc méu giong tung La Han ban dja ; M: 1kb ladder

Qua két qua dién di san san pham PCR coa 12
mau tung La han véi mé1 OPC19 thu dugc tong s6 63
bang gom 18 loar bang cé kich thuéce khac nhau,
trung binh 5,25 bang/méau. Cic mau xudt hién bang
kha dam, tich biét ré nét (Hinh 2a). Véi méi OPC19
Xudt hién 4 bang ca biét & mau sé 1 véi kich thudc
300 bp, & mau sd 8 véi kich thuée khoang 750 bp, &
mau s6 11 véi kich thude khoang 550 bp va mau s6
12 & kich thuoc khoang 400 bp. Trong sé (at ca 32
méi thi moi OPA18 cho téng s6 bang nhiéu nhat 1a 98
bing, voi 18 loai bang khac nhau, trung binh 8,1
bang/mau. Tuy nhién véi méi OPAL8 khong xuat
hién bang ca bi¢t nao ca (Hinh 2b).

Tém lay, voi két qua phan tich trén da nhan thay
c6 thé dya vao chi thi RAPD dé nhan dang mét s6
mau ting La Han béan dia clia Viet Nam qua viéc xic
dinh dugc cac bang cd bigt xuat hign & cac moi
RAPD voi timg mau ting La Han. Két qua nay cing
kha phi hop véi két qua nghién ciru cia
Chattopadhyay va cong sy., 2012; Tran Duy Duong
va cong su, 2013, trong nghién ciru nhan dang cac
mau hoa lan Hoang Thao (Dendrobium), cay Tra ky
ti (Lycium barbarum), cay Péang sam (Codonopsis)
(Zhang va cs., 2001; Zhang va cs.,1999). Chi thi phan
tir n6i chung va chi thi RAPD néi riéng 14 cong cu
duoc sir dung phd bién trong danh gia da dang di
truyén, nhan dang cac loai (Zhang va cs., 2001; Ajit
va ¢s., 2002). Véi dic diém phan anh fryc tiép ban
chat di truyén, chi thj RAPD vuot tréi so voi chi thy
hinh thai vé mic dé tin cay trong nghién ciu da dang
di truyén, phan loai trén cay thyc vat (Zha va cs.,
2009; Chattopadhyay va cs., 2012; Wang va cs., 2011).
Tuy nhién, voi nhimg dé1 tuong nghién ctru c6 dic
diém hinh thai nhu cay tung La Han thi chi thi RAPD
ro rang khong thé phat huy wu diém phan loai
loai/dudi loai. Do dé chi c6 thé danh gid mot phan

nho chir khong thé danh gia bao quat toan bo sy da
dang (rong bo gen cha cay ting La Han. D€ dam bao
tinh chinh xac trong viéc xac dinh gira cac loai, duét
loa1 can phai lam DNA barcoding nhu két hop giai
trinh tr ADN luc lap nhu vitng /75, ho4c gidi trinh ty
gen matK, gen rbcl (Richardson va cs., 2001;
Sharma va cs, 2012; Liu va cs., 2014; Hofbauer va cs.,
2016; Piroonratva cs., 2018).

3.2. K&t qua phan tich méi quan hé di truyén
gifra c4c mau ting La Han

Xét & murc d¢ twong dong di truyén 62%, 12 mau
tung La Han chia thanh 2 nhém chinh. Nhém 1 gdm
cac mau s6 1, 2, 3, 4, 5 va c6 h¢ s6 tuong dong di
truyén dao dong tr 62-99,9% va chia ra thanh hai
nhém phy khac nhau (Hinh 3).

Nhém phu thir 1.1 bao gém mau s6 1 va $8 2 c6
hé s6 tuong déng la 79% nhém phu thit [.2 gom ba
mau Ja mau s6 3, 4, 5 c6 hé s6 tuong dong di truyén
81-99,9% trong d6 hai mau 3 va miu 4 c6 h¢ s6 tuong
ddng 1a 99,9%. Giai thich cho hién tuong ndy co thé
hai mau 3 va 4 co quan hé rdt gan gin véi nhau,
chiing c6 thé la cac con lai ciing bd me.

Nhém H bao gom 6 mau la cic mau s6 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12 va c6 he s6 tuong dong dj truyén dao dong
62-94% va chung chia ra lam 4 nhom phu khéc nhau:

Nhom phu thir 11.1 bao géom hai mau la cac mau
$6 6 va s0 7 voi hé s tuong dong di truyén la 88%.
Nhoém phy thir [1.2 bao gém hai mau s6 11, 12 véi hé
s6 tuong ddng di truyén 1a 79%. Nhom con lai 1a
nhom thir 1.3 gém hai mau 1a mau sé 9, 10 voi hé s6
tuong dong 1a 94%. Riéng nhom phu cudi cung 114
duy nhat mot mau sé 8 véi khoang cach di truyén
kha xa voi cac nhom con lar 62-70%.

Nhu viy, két qua phan tich da dang di truyén
cita 12 méau ting La Han ban dja béng chi thi phan tir
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27 _|OPN13

51 4,25 18 3

28 |[OPN14 40 333 14 2

29 |OPN16 52 4,33 14 1

30_[OPNI18 53 4,41 15 0

31__|OPN19 32 2,67 17 2

32 |OPN20 49 4,08 15 1
Téng 1692 1399 504 55

Két qua phan tich & bang 2 cho thay trong téng
56 1692 bang thi méi OPA1S cho s6 bang nhiéu nhat
(98 bang), véi 18 loai bang ADN khéc nhau. Méi cho
$6 loai bang nhiéu nhat 1a mbi OPN9 véi 23 loai biang
ADN khac nhau, moi ¢6 s6 loa bang ADN it nhét 12
mdi OPN3, vé1 11 loai bang khac nhau. Trung binh
mdi mbi nhan duge 52,87 bang, trung binh méi mau
xudt hién 4,82 bang. Cac moi c6 s6 bang ADN trung
binh 1521 loai bang 14 méi OPAS5, OPALll, OPAl4,
OPA18, OPB5, OPB6, OPC18, OPC19, OPDIS,
OPD20,0PN1, OPN4, OPNI11, OPNi13, OPNIS,
OPN19 va OPN20, con lai la cac moi 6 sé loai bang
dao dong 11-14 loai bang khac nhau. Phan tich PCR-
RAPD cho thay tat ca 32 moéi déu cho da hinh rd rét,
khéng c6 mét nao cho két qua bang don hinh, kich
thube cac bang dao dong tir khoang 200 dén 6000 bp.

4TS 6 78

9 710 11 12 -M

Trong tong s6 32 mbi RAPD duoc sir dung trong
nghién cru c6 55 loai bang ca biét hoac bang khuyét
xudt hién & cac mdi khac nhau. Mt OPN1 cho 05 loar
biang khac nhau. Con lai la cac moi OPA2, OPAS,
OPA7, OPA10, OPAll, OPAl12, OPAI18, OPBS5,
OPB6, OPCI11, OPC19, OPD4, OPDI18, OPD20,
OPN2, OPN3, OPN4, OPN6, OPN7, OPN9, OPN11,
OPN12, OPN13, OPN14, OPN16, OPN19, OPN20
xudt hién 14 bang ca biet/hodc bang khuyét. Vor cac
mdi con lar cang cho két qua da hinh cao, s luong
cac loar bang c6 kich thuéc khac nhau nhiéu, kich
thuée bang dao dong 1ém va cho 1-3 loa bang ca bit
hodc khong co bang ca biét nao. Dugi day la két qua
phan tich mét s6 méi dién hinh:
- Két qua phan tich voi moi OPN1, OPA10

Hinh 1. Anh dién di sin phim PCR-RAPD ctia 12 méu ting La Han
Giong 1-12: Cdc mau giong ting La Han ban dia ; M: 1kb ladder

Két qua dien di san pham PCR- RAPD ciia 12
mau tiing La Han véi mét OPNI thu duoc téng s6 43
bang thuéc 16 loai bang co kich thuéc khac nhau,
trung binh 3,58 bang/mau, 100% s6 bang cho két qua
da hinh (Hinh 12). Véi méi OPA10 thu dugc téng s6
59 bang thuoc 13 loai bang ¢6 kich thuéc khac nhau,
trung binh 4,91 bang/mau. Cac méu xu_z”it hién bing
kha dam, tach bi¢t ro rang (Hinh 1b). O méi OPN1
xuat hién 5 bang ca biét xudt hién duy nhat & cac
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mau (1500 bp, 480 bp & méu tung La Hin s6 12;
970 bp, 750 bp & mau sd 6 va 800 bp & mau sé 5).
Day 1a moér trong sé 32 méi ¢é6 s6 bang ca hiét
nhiéu nhit (Hinh 1a). Véi mdi OPAI0 xu4t hien 4
bang c4 biét véi mau 6 2 6 2 bang c4 biét & bang co
kich thuéc 900 bp va 300 bp; mau s6 3 & bang c6 kich
thuée 460 bp va miu s6 8 xudt hign bang ca biet &
kich thuoc khoang 550 bp (Hinh 1b).

- Keét qua phan tich véi moi OPN1, OPA10
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Hinh 2. Anh dién di sin phdm PCR-RAPD ctia 12 miu ting 1.a Han

Giong 1-12: Cac mau giong ting La Han ban dia ; M: 1kb ladder

Qua két qua dién di san san pham PCR cua 12
maéu tung La han véi moi OPC19 thu duge éng sé 63
bang gém 18 logi bang c6 kich thudc khac nhau,
trung binh 5,25 bang/mau. Cac mau xuat hién bang
kha dam, tach biét ro nét (Hinh 2a). Vi mét OPC19
xudt hién 4 bang ca biét & mau s6 1 van kich thuéc
300 bp, & mau s6 8 vai kich thudc khodng 750 bp, &
mau sd 11 voi kich thude khoang 550 bp va mau sé
12 & kich thuéc khoang 400 bp. Trong s4 tat ca 32
mébi thi méi OPA18 cho téng s6 bang nhiéu nhat Ja 98
bang, véi 18 loai bang khac nhau, trung binh 8,1
bang/mau. Tuy nhén véi mbi OPAL8 khong xuit
hién bang cé biét nao ca (Hinh 2b).

Tom lai, voi két qué phan tich trén da nhan thay
c6 thé dia vao chi thi RAPD dé nhan dang mét s6
mau tung La Han ban dia cta Viét Nam qua viéc xac
dinh duoc cac bang ci biét xuat hén & cac mér
RAPD véi timg mau ting La Han. Két qua nay cing
kha phi hop véi két qud nghién ciu cha
Chattopadhyay va cong su., 2012; Tran Duy Duwong
va cong su, 2013, trong nghién ciu nhan dang cac
mau hoa lan Hoang Thao (Dendrobium), ciy Tra ky
tir (Lycium barbarum), cay Pang sam (Codonopsis)
(Zhang va cs., 2001; Zhang va ¢s.,1999). Chi th) phan
tir n6i chung va chi thi RAPD néi riéng la cong cu
duwoc st dung phd bién trong danh gia da dang di
truyén, nhan dang cac loai (Zhang va cs., 2001; Ajil
va cs., 2002). Von dac diém phan 4nh truc tiép ban
chit di truyén, chi thi RAPD vuot troi so véi chi thi
hinh thai vé mirc do tin cdy trong nghién ciru da dang
di truyén, phan loai trén cay thyc vat (Zha vi cs.,
2009; Chattopadhyay va cs., 2012; Wang va cs., 2011).
Tuy nhién, véi nhimg dd1 tupng nghién ctu co dac
diém hinh thai nhu cay tung La Han thi chi thi RAPD
r6 rang khong thé phat huy wu diém phan loa
loai/dudi loai. Do dé chi ¢6 thé danh gid mot phan

nho chtr khong thé danh gia bao quat toan bo su da
dang trong bo gen cua cay tung La Han. Dé dam bao
tinh chinh xac trong viéc xac dinh gitra cac loa, duot
lo cin phai lam DNA barcoding nhu két hop giai
trinh to ADN luc lap nhue vang /75, hodc gar trinh tu
gen matk, gen rbcl (Richardson va cs., 2001;
Sharma va cs, 2012; Liu va cs., 2014; Holbauer va cs.,
2016; Piroonratva cs., 2018).

3.2. K&t qua phan tich méi quan he di truyén
gitra cac mau tung La Han

Xét & mire do turong dong di truyén 62%, 12 mau
tung La Han chia thanh 2 nhém chinh. Nhém 1 gém
cac mau s6 1, 2, 3, 4, 5 va c6 hé s6 tuong dong di
truyén dao déng tir 62-99,9% va chia ra thanh hai
nhom phu Khéac nhau (Hinh 3).

Nhém phu thir 1.1 bao goém méu s6 1 va s6 2 c6
hé sé twong ddng la 79% nhém phu thir 1.2 gom ba
mau la mau s6 3, 4, 5 c6 hé sé tuong déng di truyén
81-99,9% trong 6 hai mau 3 va méu 4 c6 he sé trong
dong la 99,9%. Giai thich cho hién tuong nay cé thé
hai miu 3 va 4 c6 quan hé rét gan gin véi nhau,
ching c6 thé 14 cac con lai ciing b6 me.

Nhém 11 bao gém 6 méu la cic mau s6 6,7, 8, 9,
10, 11, 12 va c6 heé sé tuong déng di truyén dao dong
62-94% va chting chia ra lam 4 nhom phu khac nhau:

Nhém phu thir 11.1 bao gém hat mau la cac mau
s6 6 va 0 7 vai hé s tuong dong di truyén l1a 88%.
Nhom phu tha 11.2 bao gom hai mau s6 11, 12 vai he
s6 teong déng di truyén la 79%. Nhom con lai la
ahom tha 11.3 gdm hai mu & mau s6 9, 10 véi hé s6
tuong dong la 94%. Rieng nhom phu cudr cung 114
duy nhit mot mau s6 8 véi khodng cach di truyén
kha xa véi cac nhom con lat 62-70%.

Nhu vay, két qua phan tich da dang di cuyén
cta 12 mau tang La Han ban dia bing chi thi phan tir
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PCR-WD voi 32 méi ngau nhien cho thay he s¢
tuong dong di truyén clia cic mau ting La Han
nghién ctru dao dong tir 45 dén 99%. Mé1 quan hé di
truyén giira cac mau tiung La Han duoc thé hién trén
hé 3 tuong ddng di truyén va so db vé cay phat sinh
loai (Hinh 3). H¢ s6 tuong déng di truyén giita cac
mau ting La Han cao hom rat nhiéu so véi dor tuong
Dia lan da dugc Kiéu Thj Dung cong bé nam 2009.
Khi danh gia da dang di truyén tap doan Pia lan ban
dia cha Viet Nam bing chi RAPD, tac gia da chira hé
s6 twong déng di truyén gitra cac mau Dia lan ban dia

dao dong tir 0,45 dén 0,88% (Dung va cs., 2009). Két
qua nay ciing c6 sy khac biét so voi nghién ctru khac
nhur Zha va cong sir., 2009 khi st dung chi thy RAPD
dé danh gia da dang di truyén va nhan dang trén 9
méu cay thong ciia Trung Qudc. Tac gid da chi ra he
s6 tuong déng ciia cac mau cay Thong dao dong tir
0,5614 dén 0,704 % (Lee va cs., 2009). Qua so sanh he
6 tuong déng di fruyén ciia cac mau ting La Han tai
Co To, Quang Ninh, chiing t6i nhan thdy vé mat di
truyén ctia 12 mau ting La Han c6 quan hé gan gii
véi nhau.

-

—

,—9

10
8

0.60 0.70 0.80
L&

T 1
0.90 1.00

Hinh 3. So d6 hinh cay ph hé vé méi quan he di truyén ciia 12 miu ting La Han dya trén chi thi phan tir
PCR-RAPD

4, KET LUAN VA KIEN NGHI

4.1, Két luan

Phan mg PCR-RAPD ciia 32 méi ngau nhién
thuéc nhém OPA, OPB, OPC,0PD va OPN sir dung
nghién ciu da dang di truyén trén 12 mau ting La
Han déu cho da hinh. Thyc hién 384 phan img PCR-
RAPD nhan lén duoc tng s6 1692 bang thude 504
loai bang c6 kich thuge khac nhau. Trung binh méi
méi nhan duoc 52,87 bang, trung binh méi mau xual
hién 4,82 bang.

K&t qua phan tich da dang di truyén ctia 12 mau
tang La Han bang chi thi phan tir PCR-RAPD qua so
6 hinh cay cho thdy 12 mau tung La Han c6 muc i3
twong déng di truyén dao dong 62-99,9% trong d6 hai

mau ting La Han s6 3 va s6 4 c6 muc d6 tuong déng
cao nhit 14 99,9%. O mirc d¢ tuong déng 62%, 12 mau
ting La Han chia ra lam hai nhém chinh bao gém:

+ Nhém thir I gom cac méu 1, 2, 3, 4, 5 va co hé
6 twong déng di truyén dao dong 62-99,9%;

+ Nhém II: gém cac mau s6 6, 7, 8,9, 10, 11, 12
va c6 hé s6 twong déng di truyén dao dong 62-94%.

4.2. Kién nghi

Can tiép tuc didu tra, thu thap thém cac miu
tung La Han. Bén canh d6 dé xac dinh r6 hon méi
quan he di truyér} gitra cic mau gi6ng nghién ciu,
can két hop voi két qua phan tich da dang di truyén &
mure hinh thai véi chi phan tr hodc lya chon them
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cac chi thi khac (gen 16 rRNA, gen ITS, mai, ving
rbcl, ving &mH-psbA.) dé nhan dang nhang loai c6
quan hé gin nhau trong chi ting La Han
(Podocarpus macrophylius).
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GENETIC DIVERSITY AND IDENTIFICATION OF Podocarpus macrophyllusin CO TO
ISLAND, QUANG NINH PROVINCE BY USING RAPD MOLECULAR MARKER

Tran Van Tam, Dang Van Dong, Dang Van Lam,

Tran Duy Duong, Tran Dang Khanh

Summary

The use of molecular markers to evaluate the genetic diversity between samples of Tung La Han
(Podocarpus macrophyllus) in CoTo Island, Quang Ninh province wll contribute to the collection and
distribution the plant. Genotyping, evaluation and conservation of genetic resources as well as providing
information on genetic relationships between Tung La Han varteties as a basis for breeding programs. PCR-
RAPD reactions of 32 random primers belonging to OPA, OPB, OPC, OPD, and OPN groups used to study
genetic diversity in 12 samples and each pnmer have polymorphism. With 384 PCR-RAPD reactions, it has
multiplied a total of 1692 bands of 504 different sized. The average of each primer was 52.87 bands and each
sample was 4.82 bands. Base on the phylogenetic trees, 12 samples of Tung La Han were divided 1n two
main groups and have genetic similarity coefficient ranging rom 62 - 99.9% and the number 3 and number 4
samples have the highest homology which have 99.9% of coefficient.

Keywords: Podocarpus macrophyllus, genetic marker, primer.
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