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 Initial success on protoplast production from friable 
embryonic callus of Vietnamese cassava varieties

Pham Thi Huong, Do Thi Nhu Quynh, Nguyen Anh Vu
Abstract
Friable embryonic callus (FEC) and protoplast production from BK, KM94 and KM140 cassava varieties were studied 
for establishing a non-transgenic genome editing system using ribonucleoprotein Cas9 system. FEC production in 
BK, KM94 and KM140 rates reached 22.6%, 21.8% and 22.4%, respectively. Cell-wall degrading enzymes were found 
to be most effective at 10 g/l cellulase RS Onozuka + 400 mg/l macerozyme + 100 mg/l pectolyase and 18 hours 
incubation for protoplast production from KM94 and KM140 (1.09 ˟  107 protoplasts/g FW and 1.06 ˟  107 protoplast/g 
FW, respectively). Subculture frequency of every 4 weeks resulted in highest protoplast yield and survival rate for 
KM94 and KM140. Protoplast regeneration rate of KM140 was tested with different recovering inoculation densities 
of 1 ˟  104, 1 x 105, 3 ˟  105 and 5 ˟  105 (per ml) and 3 ˟  105 protoplasts/ml was most effective. 
Keywords: Cassava (Manihot esculenta Crantz), friable embryonic callus, protoplast
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NGHIÊN CỨU ĐA DẠNG NGUỒN GEN BÍ ĐỎ
 Ở MIỀN BẮC VIỆT NAM BẰNG CHỈ THỊ SSR

Trần Thị Huệ Hương1, Hoàng Thị Huệ2, 
Lê Thị Thu Trang2, Đàm Thị Thu Hà2, Lã Tuấn Nghĩa2

TÓM TẮT
Nghiên cứu đã sử dụng chỉ thị SSR để đánh giá đa dạng di truyền nguồn gen bí đỏ được thu thập ở các tỉnh miền 

Bắc Việt Nam. Kết quả nghiên cứu sử dụng 48 chỉ thị SSR để phân tích đa dạng di truyền của 132 mẫu giống bí đỏ 
cho thấy: Số alen thu được tại mỗi locút dao động từ 2 - 6 alen, tổng số alen trên tất cả các locút là 126, trung bình 
là 2,63 alen/locut. Mức độ tương đồng dao động từ 0,64 đến 0,92 và  hệ số PIC dao động từ 0,16 - 0,65 và trung 
bình là 0,42. Đã xác định được 10 chỉ thị gồm: CMTp127, CMTm232, CMTm120, CMTp182, CMTp193, CMTm252, 

1 Viện Khoa học nông nghiệp Việt Nam; 2 Trung tâm Tài nguyên thực vật
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CMTp248, CMTm107, CMTp233, CMTm259 cho nhận dạng đặc trưng đối với 10 mẫu giống gồm: SĐK3826 (bí đỏ), 
SĐK3639 (bí mận), SĐK3825 (làng quả), SĐK9294 (Qua đeng), SĐK 6552 (bí đỏ) , SĐK6741(bí tẻ), SĐK7560 (cặm 
quạ), SĐK 15108 (qua hạnh), SĐK15129 (mơ luông), SĐK 19327 (bí tỏ). Kết quả nghiên cứu này là cơ sở thông tín, 
dữ liệu, nguồn vật liệu quý phục vụ cho công tác bảo tồn và khai thác phát triển nguồn gen bí đỏ. 

Từ khóa: Bí đỏ, đa dạng di truyền, chỉ thị SSR  

I. ĐẶT VẤN ĐỀ
Bí đỏ hay còn gọi là bí ngô, bí rợ, thuộc chi 

Cucurbita, họ bầu bí (Cucurbitaceae), là một trong 
nhiều loại rau quan trọng trên thị trường, mang lại 
giá trị kinh tế cao cho người nông dân ở Việt Nam 
(Lê Tuấn Phong và ctv. 2011; Nguyễn Thị Tâm Phúc 
và ctv., 2017). Bí đỏ là cây trồng có hiệu quả sản 
xuất cao bởi có thể sử dụng được các bộ phận của 
chúng như: thân, lá, hoa và quả làm thực phẩm và 
nguyên liệu cho các ngành công nghiệp bánh kẹo, 
ép dầu... (Nguyễn Thị Tâm Phúc và ctv., 2017). Quả 
bí đỏ giàu vitamin A, C, chất đạm, chất béo, đường, 
hàm lượng chất khô cao... và cho năng lượng cao với 
85170 kJ/100 g; phương thức sử dụng bí đỏ làm thực 
phẩm cũng rất phong phú về nấu nướng và chế biến.

Nghiên cứu về bí đỏ trên thế giới đã được tiến 
hành từ lâu và chủ yếu tập trung vào đánh giá đặc 
điểm hình thái và một số hoạt chất dinh dưỡng có lợi 
cho sức khỏe con người như beta carotene, vitamin, 
đường... Tại Việt Nam, mặc dù bí đỏ đã được trồng, 
bảo tồn và sử dụng lâu đời nhưng các nghiên cứu về 
chúng còn rất hạn chế, phần lớn tập trung vào việc 
đánh giá hình thái, tuyển chọn theo phương pháp 
truyền thống. Các nghiên cứu mới chỉ tập trung vào 
đánh giá sơ bộ, bước đầu về đặc điểm hình thái, nông 
sinh học. Với tiến bộ của công nghệ sinh học giúp 
phân tích, xác định được mối quan hệ di truyền của 
các giống cùng tập đoàn, hiểu biết sâu sắc về vị trí, 
vai trò của gen qui định tính trạng nông học; trong 
đó ứng dụng chỉ thị phân tử: RAPD, SSR, RFLP … 
(Deck-Walters et al., 2002, Paris et al., 2003, Gong 
et al., 2008, Junxin Wu et al., 2011, Vinu et al., 2013, 
Baranek et al., 2015, Kong et al., 2015, Dos Santos 
et al., 2016, Muralidhara et al., 2016, Kazminska
 et al., 2017, Wang et al., 2020) là biện pháp hữu hiệu 
trong phân tích đa dạng di truyền nguồn gen nói 
chung và nguồn gen bí đỏ nói riêng giúp cho công 
tác bảo tồn, khai thác, sử dụng nguồn gen hiệu quả 
hơn. Vì vậy, chúng tôi tiến hành “Nghiên cứu đa 
dạng di truyền nguồn gen bí đỏ bằng chỉ thị SSR” 
để góp phần vào công tác bảo tồn, sử dụng hiệu quả 
nguồn gen bí đỏ ở nước ta.

II. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

2.1. Vật liệu nghiên cứu
Vật liệu giống được sử dụng trong nghiên cứu 

đánh giá đa dạng di truyền gồm 132 mẫu giống bí 
đỏ địa phương. 

48 cặp mồi SSR được lựa chọn từ cơ sở dữ liệu về 
nghiên cứu hệ gen cây bí đỏ đã được sử dụng để đánh 
giá đa dạng di truyền tập đoàn bí đỏ nghiên cứu.

2.2. Phương pháp nghiên cứu
- Tách chiết ADN của các mẫu giống bí đỏ dựa 

theo phương pháp của Doyle Doyle (1987). 
- Phản ứng PCR được tiến hành trên máy Veriti 

96 well Thermal cycler. Điện di và phát hiện sản 
phẩm PCR trên gel polyacrylamide 8% và máy soi 
UV Transilluminator. 

- Phân tích đa dạng di truyền, xác định chỉ số PIC 
(Polymorphism Information Content) của từng chỉ 
thị SSR, mức độ tương đồng di truyền, xây dựng sơ 
đồ hình cây được được tính toán sử dụng theo công 
thức của Mohammadi (2003) và bằng phần mềm 
NTSYSpc2.1. 

2.3. Thời gian và địa điểm nghiên cứu
- Thời gian nghiên cứu: Nghiên cứu được tiến 

hành năm 2017 và 2018.
- Địa điểm nghiên cứu: Bộ môn Đa dạng sinh 

học Nông nghiệp, Trung tâm Tài nguyên thực vật, 
Viện Khoa học Nông nghiệp Việt Nam.

III. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

3.1. Kết quả tách chiết ADN của các mẫu giống bí đỏ
Tách chiết ADN là bước đầu tiên khá quan trọng 

trong mọi nghiên cứu ở mức độ ADN, Nếu có ADN 
đảm bảo độ tinh sạch, không đứt gãy và cho nồng 
độ tách chiết cao là điều kiện tốt và đảm bảo thành 
công cho các bước tiếp theo. Bí đỏ là đối tượng khó 
hơn đối với việc tách chiết ADN so với các cây trồng 
phổ biến khác Dựa trên phương pháp của Doyle 
và Doyle (1987), trong nghiên cứu này chúng tôi 
đã tách chiết ADN của 132 mẫu giống bí đỏ. Sau 
khi tách chiết, các mẫu ADN được điện di và kiểm 
tra độ tính sạch, nguyên vẹn và nồng độ trên gel 



36

Tạp chí Khoa học và Công nghệ Nông nghiệp Việt Nam - Số 01(122)/2021

agarose 1% và máy đo quang phổ nanodrop ở bước 
sóng OD260/OD280. Kết quả điện di cho thấy ADN 
tổng số thu được đều nguyên vẹn, độ tinh sạch nằm 
trong khoảng từ 1,8 đến 2,0 và có nồng độ đạt từ 

150 - 320 ng/µl (Hình 1). Với kết quả tách chiết như 
vậy, ADN thu nhận được hoàn toàn đáp ứng yêu cầu 
cho phản ứng PCR tiếp theo. 

Hình 1. Hình ảnh điện di ADN tổng số của các mẫu giống bí đỏ

3.2. Kết quả nhận dạng ADN bí đỏ bằng chỉ thị SSR 
Sau khi tách chiết ADN tổng số, chúng tôi đã 

tiến hành thực hiện phản ứng PCR sử dụng 48 chỉ 
thị SSR đối 132 mẫu giống bí đỏ. Kết quả phân tích 
với 48 chỉ thị (locut) SSR cho thấy sản phẩm PCR 
(Hình 3) thu được là các băng ADN (alen) có kích 
thước trong khoảng 70-239bp. Tại mỗi locút, kích 
thước các alen thu được đối với các mẫu giống 
nghiên cứu từ 70 bp (đối với chỉ thị CMTp107) 

cho đến 239 bp (đối với chỉ thị CMTm261). Tổng 
số alen được phát hiện tại 48 locut là 126 alen; 
số alen tại mỗi locút từ 2 alen (đối với chỉ thị 
CMTm49, CMTp133.v.v.) đến 6 alen (đối với chỉ 
thị CMTp176), trung bình đạt 2,63 alen/locut. 
Có 14 chỉ thị (CMTp138, CMTm183, CMTmC67, 
CMTm131.v.v.) cho 3 alen, có 3 chỉ thị (CMTp182, 
CMTp193, CMTm252) cho 4 alen, có 2 chỉ thị 
(CMTm232, CMTm120) cho 5 alen (Bảng 1).

Hình 2. Hình ảnh nhận dạng kiểu gen của một số mẫu giống bí đỏ 
(sử dụng chỉ thị CMTp176)

Trong số 48 chỉ thị sử dụng trong nghiên cứu 
có 10 chỉ thị là: CMTp127, CMTm232, CMTm120, 
CMTp182, CMTp193, CMTm252, CMTp248, 
CMTm107, CMTp233, CMTm259 cho nhận dạng 
đặc trưng đối với 10 mẫu giống bí đỏ gồm: SĐK3826 
(bí đỏ), SĐK3639 (bí mận), SĐK3825 (làng quả), 

SĐK9294 (Qua đeng), SĐK 6552 (bí đỏ), SĐK6741 
(bí tẻ), SĐK7560 (cặm quạ), SĐK15108 (qua hạnh), 
SĐK15129 (mơ luông) và SĐK 19327 (bí tỏ). Các 
alen đặc trưng sẽ giúp nhận dạng, phát hiện, định 
danh các mẫu trong tập đoàn giống (Bảng 1). 
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Bảng 1. Thông tin về đa dạng di truyền tại các locut SSR của nguồn gen bí đỏ

TT Locut SSR Số 
allen

Kích thước 
alen nhỏ 
nhất (bp)

Kích thước 
alen lớn 

nhất (bp)

Số 
allen đặc 

trưng
Mẫu giống có alen đặc trưng Hệ số 

PIC

1 CMTm49 2 100 110 0,32
2 CMTp133 2 113 120 0,35
3 CMTm158 2 80 95 0,26
4 CMTp125 2 115 130 0,32
5 CMTp127 3 112 130 1 SĐK3826 (kích thước alen: 120bp) 0,52
6 CMTp107 2 109 120 0,32
7 CMTp69 2 70 85 0,37
8 CMTp138 3 103 110 0,56
9 CMTm232 5 196 220 1 SĐK3639 (kích thước alen: 215bp) 0,57

10 CMTm221 2 108 120 0,26
11 CMTm183 3 115 130 0,45
12 CMTp158 2 134 145 0,16
13 CMTm259 3 169 180 1 SĐK 19327 (kích thước alen: 178 bp) 0,53
14 CMTp176 6 111 130 0,55
15 CMTp33 2 171 185 0,18
16 CMTm65 2 97 110 0,32
17 CMTmC67 3 114 130 0,51
18 CMTm120 5 121 150 1 SĐK3825 (kích thước alen: 137 bp) 0,27
19 CMTm126 2 159 167 0,31
20 CMTmC34 3 107 125 0,38
21 CMTm131 3 111 135 0,48
22 CMTm144 2 150 162 0,27
23 CMTm206 3 171 185 0,61
24 CMTmC14 2 129 135 0,33
25 CMTp182 4 138 168 1 SĐK9294 (kích thước alen:168 bp) 0,62
26 CMTp131 2 117 125 0,37
27 CMTp174 2 176 190 0,25
28 CMTp210 3 117 132 0,44
29 CMTp201 2 110 119 0,51
30 CMTp193 4 186 201 1 SĐK6552 (kích thước alen: 196 bp) 0,38
31 CMTp247 3 123 140 0,63
32 CMTp46 3 142 160 0,46
33 CMTp233 2 104 115 1 SĐK15129 (kích thước alen: 110bp) 0,45
34 CMTp236 3 82 110 0,54
35 CMTp241 2 110 121 0,39
36 CMTp248 2 154 170 1 SĐK7560 (kích thước alen: 162 bp) 0,54
37 CMTm170 2 113 120 0,60
38 CMTm130 2 110 120 0,59
39 CMTp175 2 155 162 0,62
40 CMTm172 2 115 125 0,37
41 CMTp63 2 152 165 0,28
42 CMTm107 3 127 145 1 SĐK15108 (kích thước alen: 127bp) 0,53
43 CMTp201 2 110 130 0,31
44 CMTm224 2 120 130 0,27
45 CMTm252 4 101 130 1 SĐK6741 (kích thước alen: 122 bp) 0,65
46 CMTm261 2 228 239 0,38
47 CMTm48 2 101 115 0,36
48 CMTm84 3 122 137 0,38

Trung bình của toàn 
bộ số alen 2,63 0,42

Tổng số 126 10
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3.3. Đánh giá đa dạng di truyền các mẫu giống bí đỏ  
Kết quả phân tích đa dạng di truyền 132 mẫu 

giống bí đỏ sử dụng 48 cặp mồi SSR bằng phần mềm 
NTSYS 2.1 cho thấy hệ số tương đồng di truyền 
giữa các mẫu giống bí đỏ nghiên cứu dao động từ 
0,64 đến 0,92. Tại mức tương đồng di truyền 0,64 
(Hình 3), 2 mẫu giống bí đỏ SĐK15093 và SĐK15105 
nằm phân tách thành một nhóm so với các mẫu 
giống còn lại. Bên cạnh đó, 130 mẫu giống còn lại 
phân thành 2 nhóm tại mức tương đồng di truyền 
0,66 cụ thể như sau: 

Nhóm I: Gồm 6 mẫu giống là SĐK6564 (Tẩu 
héo), SĐK9630 (Bí đỏ dạng 2), SĐK 15084 (Nhum 
nghim), SĐK15082 (Mắc ực), SĐK7955 (Bí đỏ quả 
tròn), SĐK15123 (Tau đà), có hệ số tương đồng di 
truyền từ 0,71 đến 0, 86.

Nhóm II: Gồm 124 mẫu giống, trong đó mẫu 
giống SĐK 19292 (Nặng quá)  nằm phân tách với 
các mẫu giống còn lại tại mức tương đồng 0,68. Tại 
phân nhánh IIA, với mức tương đồng 0,7, các mẫu 
giống phân tách thành 2 phân nhánh nhỏ gồm: phân 
nhánh IIA-1 với 7 mẫu giống và phân nhánh IIA-2 
với 116 mẫu giống. Chỉ có cặp mẫu giống SĐK6549 
(bí đỏ) và dạng 2 SĐK6551 (Nhung nghìm) thu thập 
tại Điện Biên và cặp mẫu giống SĐK 15113 (Nông 
tâu đằng) và SĐK15115 (Mắc ứ) thu thập tại Sơn 
La có quan hệ gần nhau nhất với mức tương đồng 
di truyền khoảng 92%. Đây là cơ sở để phân loại, 
xác định các nhóm ưu thế lai, nhận dạng các mẫu 
giống phục vụ công tác bảo tồn, khai thác và chọn 
tạo giống bí đỏ ở Việt Nam.

Hình 3. Mối quan hệ di truyền của các mẫu giống bí đỏ được phân tích bằng chỉ thị SSR
 Ghi chú: Số trên các mẫu giống được lấy số của mã số Ngân hàng gen.

Hệ số PIC thu được tại 48 locut SSR nghiên cứu 
dao động từ 0,16 (đối với chỉ thị CMTp158) đến 
0,65 (đối với chỉ thị CMTm252), trung bình là 0,42. 
Kết quả này đạt cao hơn nghiên cứu về đa dạng di 
truyền bí đỏ của Q. Kong và cộng tác viên (2014) với 

hệ số PIC trung bình đạt 0,36. Như vậy, phân nhóm 
dựa vào khoảng cách di truyền ở trên cho thấy, các 
mẫu giống bí đỏ có mức độ đa dạng di truyền của 
các giống rất khác nhau.
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IV. KẾT LUẬN VÀ ĐỀ NGHỊ

4.1. Kết luận
Nghiên cứu đánh giá đa dạng di truyền của 

132 mẫu giống bí đỏ sử dụng 48 chỉ thị SSR cho thấy:
Tổng số alen thu được tai mỗi locút dao động từ 

2-6, tổng số alen trên tất cả các locút là 126, trung 
bình đạt 2,63 alen/locút. Các mẫu giống bí đỏ nghiên 
cứu có mức độ tương đồng di truyền dao động từ 
0,64 đến 0,92 và  hệ số PIC dao động từ 0,16 -  0,65 
và trung bình là 0,42.

Có 10 chỉ thị gồm: CMTp127, CMTm232, 
CMTm120, CMTp182, CMTp193, CMTm252, 
CMTp248, CMTm107, CMTp233, CMTm259 cho 
nhận dạng đặc trưng đối với 10 mẫu giống gồm: 
SĐK3826 (Bí đỏ), SĐK3639 (Bí mận), SĐK3825 
(Làng quả), SĐK9294 (Qua đeng), SĐK 6552 (Bí đỏ), 
SĐK6741(Bí tẻ), SĐK7560 (Cặm quạ), SĐK 15108 
(Qua hạnh), SĐK15129 (Mơ luông), SĐK 19327
(Bí tỏ). 

4.2. Đề nghị
 Sử dụng 10 locut phát hiện các alen đặc trưng 

làm chỉ thị xác định các giống bí đỏ phục vụ công tác 
bảo tồn và chọn tạo giống bí đỏ. 
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Analysis of genetic diversity of pumpkin accessions
collected in the North of Vietnam

Tran Thi Hue Huong, Hoang Thi Hue,
Le Thi Thu Trang, Dam Thi Thu Ha, La Tuan Nghia

Abstract
This study used SSR markers to evaluate genetic diversity of pumpkin resources that were collected in Northern 
provinces of Vietnam. The results of the study using 48 SSR markers to analyze genetic diversity of 132 pumpkin 
accessions indicated that: The number of alleles (DNA band) determined at each locus ranging from 2-6 alleles, 
a total of 126 alleles detected in 132 pumpkin accessions in which averaging 2.63 alleles/locus. Genetic similarity 
ranged from 0.64 to 0.92, PIC coefficient ranged from 0.16 - 0.65 and average was 0.42. 10 SSR markers have been 
identified including: CMTp127, CMTm232, CMTm120, CMTp182, CMTp193, CMTm252, CMTp248, CMTm107, 
CMTp233, CMTm259 which could be used to identify 10 pumpkin accessions having registered number of genebank 
including: SĐK 3826 (Bi do), SĐK 3639 (Bi man), SĐK 3825 (Lang qua), SĐK9294 (Qua đeng), SĐK 6552 (Bi do), 
SĐK6741 (Bi tẻ), SĐK7560 (Cam qua), SĐK 15108 (Qua hanh), SĐK15129 (Mo luông), SĐK 19327 (Bi to) based on 
unique alleles.
Keywords: Pumpkin, genetic diversity, SSR marker
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HỆ PHIÊN MÃ GIỐNG LÚA TRÀ LÒNG 2
DƯỚI TÁC ĐỘNG CỦA MẶN GIAI ĐOẠN CÂY CON 

Huỳnh Kỳ1, Văn Quốc Giang1, Nguyễn Văn Mạnh1,  
Trần In Đô1, Nguyễn Thành Tâm2, Chung Trương Quốc Khang1,  

Nguyễn Châu Thanh Tùng1, Nguyễn Lộc Hiền1 

TÓM TẮT
Trong nghiên cứu này giống Trà Lòng 2 đại diện cho kiểu gen chống chịu và Nếp Mỡ đại diện cho kiểu gen mẫn 

cảm stress mặn. Thí nghiệm được thực hiện ở giai đoạn 14 ngày sau nảy mầm, cây mạ được xử lý muối NaCl ở nồng 
độ 100 mM trong 12 giờ, mẫu sau khi xử lý stress mặn được thu thập, ly trích RNA và giải trình tự hệ gen biểu hiện 
bằng hệ thống Illumina Hiseq 2500. Kết quả phân tích hệ gen biểu hiện chuyên biệt cho giống Trà Lòng 2 (1732 gen) 
có số lượng gen biểu hiện nhiều hơn giống Nếp Mỡ (432 gen). Khi so sánh giữa 2 hệ gen biểu hiện, giống chống chịu 
mặn thể hiện ở cơ chế giảm khả năng quang hợp (GO: 0015979) và giảm sự tiền tổng hợp các chất sinh hóa hay năng 
lượng (GO: 0006091). Trong đó sự biểu hiện của gen OsTPP1 cho thấy phản ứng sớm của giống lúa Trà Lòng 2 khi 
có sự hiện diện của mặn. Kết quả này bước đầu đã chọn ra được các gen liên quan đến phản ứng stress mặn và có 
thể dùng tiếp cho nghiên cứu chuyên sâu hơn. 

 Từ khóa: Cây lúa, giống lúa Trà Lòng 2, hệ phiên mã, chịu mặn

1 Khoa Nông nghiệp, Trường Đại học Cần Thơ 
2 Viện Nghiên cứu Phát triển Đồng bằng sông Cửu Long, Trường Đại học Cần Thơ

I. ĐẶT VẤN ĐỀ 
Hiện nay, sản xuất nông nghiệp vùng Đồng bằng 

sông Cửu Long (ĐBSCL) đang bị tác động nghiêm 
trong do xâm nhập mặn. Do đó việc tìm ra hệ gen 
biểu hiện giúp cho cây lúa chống chịu mặn đại diện 
cho vùng Đồng bằng sông Cửu Long là rất cấp thiết. 
Thực vậy, với tác động của biến đổi khí hậu đã gây 
nên hiện tượng xâm nhập mặn sâu vào đất liền, đặc 
biệt là vùng Đồng bằng sông Cửu Long và chính vì sự 

xâm nhập mặn đó nên đã gây nên hiện tượng stress 
phi sinh học (VNDMA, 2020). Có rất nhiều báo cáo 
cho rằng stress mặn đã tác động rất lớn đến sản xuất 
nông nghiệp như giảm năng suất cây trồng, trong 
đó cây lúa là chịu ảnh hưởng mạnh nhất (Majeed 
and Muhammad, 2019; Zhu, et al., 2019) vì stress 
mặn đã tác động đến sự sinh trưởng và phát triển 
của cây con (Hussain, et al., 2017; Munns and Tester, 
2008). Như vậy, để chống chịu lại stress, cây lúa cần 


