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PHAN TICH PA DANG DI TRUYEN CAC LOAI SAM VIET NAM
BANG CHI THI PHAN TU GEN NHAN
Lé Hung Linh', Pham Thu Nga', Lé¢ Ha Minh', Khudt Thi Mai Luong'

TOM TAT

St dung chi thi phan tt gen nhan cho phan tich da dang di truyén, nhén dang loai/giéng sdm c6 y nghia quan
trong trong cong tac chon loc va phat trién giong sdm chét lugng cao. Trong nghién ctiu nay, 17 chi thi phan t gen
nhan da dugc thiét ké va st dung d€ phan tich di truyén kiéu gen 19 mau sdm Ngoc Linh thu thap tai Kon Tum va
Quang Nam, 03 mau sdm Lai Chau, 01 mau tam that hoang va 01 mau sam Vi Diép cta Viét Nam. Két qua cho théy,
cac chi thi thé hién su da hinh cao va hé s6 tuong dong di truyén ctia 24 mau sdm nghién ctiu dao dong tii 48% dén
93%. Dac biét, két qua chi ra rang cac mau sam Ngoc Linh nghién ctiu khong dong nhit, rat da dang vé kiéu gen.

Tu khéa: Sam Viét Nam, da dang di truyén, chi thi phén td

1. DAT VAN PE

Viét Nam la mot dat nudc da dang vé loai va vé
su phan bo cac cay dugc liéu quy, trong d6 c6 nhan
sam. Viéc nghién ctiu di truyén va danh gia da dang
bang chi thi phén ti gen nhan ¢6 y nghia quan trong
trong cong tac chon loc va phat trién nhan sam. Chi
thi phan tti 1a cong cu déc luc, hiéu qua trong nghién
ctiu di truyén, phan loai va chon loc giéng. Thay vi
st dung cac phuong phap ci dya trén co sé danh
gia mot loat cac tinh trang hinh thai gap phai nhiéu
han ché nhu: tinh cht quan khi phan tich tinh trang,
anh hudng ctia moi truong va ky thuat canh tac 1én
tinh trang, su khac biét khong r6 rang gitia cac loai/
gidng c6 nguodn géc gan nhau, sy biéu hién mot vai
dau hiéu chudn doan chi xuét hién & mot giai doan
cu thé... Tai Han Qudc, viéc st dung cac chi thi phin
td dya trén trinh tu gen nhan trong phén loai cac
loai thudc chi Panax ciing nhu kiém dinh giéng sam
da dugc trién khai nhiéu va dat dugc nhiéu két qua
mang tinh tng dung cao (Choi et al, 2011; Kim
et al., 2012; Um et al., 2016). Day dugc xem la tién
dé quan trong cho cong tac chon tao giong sam chat
lugng cao tai Han Quoc.

& nuéc ta, nhiing cong bé khoa hoc & miic do
phan ti cla cac loai sam Viét chu yéu tip trung
vao co s6 trinh tu nucleotide viing trnK, 18S rRNA,

ITS-rADN va matK cua luc lap (Zhu et al., 2003;
Nguyén Thi Phuong Trang va ctv., 2011; Nong Van
Duy et al., 2016; Phan K& Long va ctv., 2014b). Su
dung hé gen nhan dé€ thiét ké chi thi phan tu st dung
phan tich da dang di truyén cac loai sam Viét la huéng
nghién ctiu méi tai Viét Nam. Nghién ctiu nay c6 tinh
ung dung cao trong cong tac nhan dang, chon loc va
phat trién cic giéng sam c6 dic tinh t6t, chit lugng
mang thuong hiéu Viét. Trong nghién ctiu nay, 17 chi
thi phan tu dugc thiét ké, khao sat kha nang khuéch
dai va sti dung d€ phan tich da dang di truyén cac loai
sam Viét bao gobm sam Ngoc Linh (Panax vietnamensis
var. vietnamensis), sim Lai Chau (Panax vietnamensis
var. fuscidiscus), sam Vi Diép (Panax bipinatifidus) va
tam that hoang (Panax stipuleanatus).

II. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Vat liéu nghién ciu

19 mau sam Ngoc Linh (ky hiéu NLI - NL19) thu
thap tai cac vuon bao ton tai Quang Nam va Kon
Tum; 03 mau sam Lai Chéau (ky hiéu LC1 - LC3)
thu thap tai Lai Chau; 01 mau sam Vi Diép (ky hiéu
VD), 01 mau tam thit hoang (ky hiéu TTH) thu
thap tai Lao Cai va 01 mau sam Han Quéc (Panax
ginseng). Hinh anh mot s6 mau sam st dung trong
nghién ctiu dugc thé hién & hinh 1.
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Hinh 1. M6t s6 mau sam st dung trong nghién ctiu: sim Ngoc Linh (A, B, C),
sam Lai Chau (d), sim Vi1 Diép (E) va tam that hoang (F)

! Vién Di truyén Nong nghiép, VAAS
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2.2. Phuong phap nghién citu

2.2.1. Phuong phdp tdch chiét ADN

Tach chiét ADN tdng s6 dugc thuc hién theo
phuong phap CTAB. Nong d¢ va do tinh sach cua
mau ADN dugc kiém tra bing mdy NanoDrop2000
(ThermoFisher, Hoa Ky).

2.2.2. Phuong phdp thiét ké chi thi phin ti

Thong tin vé€ hé gen nhan cta P. ginseng (Jayakodi
et al., 2018) duoc khai thac trén cac co s dit liéu
chta trinh tu ldp don gian (microsatellite), trinh tu
Genome survey sequence (GSS), Expressed sequence
tag (EST) trén NCBI (Wheeler et al., 2008) dugc st
dung lam hé tham chiéu thiét ké chi thi phan ti. Cac
chi thi phan t sau d6 dugc thiét ké bang chuong
trinh Primer3 véi cac thong s6 mac dinh (Rozen and
Skaletsky, 2000).

2.2.3. Ky thudt PCR va dién di sdn phdm trén gel
polyacrylamide

Phan ting PCR dugc tién hanh trén may chu ky
nhiét Mastercycler Pro (Eppendorf, Dtc). Téng thé
tich phan ting la 15 yul, bao gébm 50 ng ADN t6ng so,
0,4 uM moi, 0,2 mM dNTP, 1X dich dém PCR chtia
10 mM Tris-HCI, 50 mM KCl va 1,5 mM MgCl,, va
1,0 don vi Taq TaKaRa. biéu kién phan ting PCR
dugc minh hoa tai bang 1. San phdm PCR dugc
kiém tra trén gel agarose 2,5% va polyacrylamide
6,0% chta ethidium bromide vé6i thang ADN chuén
1 kb Plus (Thermo Scientific, Anh) & hiéu dién thé
100V trong 120 phut trong dung dich dém Tris-boric
acid-EDTA 0,5X.

Bang 1. Diéu kién phan ting PCR

grp ~ Giaidoan Piéu kién phan ting
phan ing

1 Khi dau 94°C - 5 phut

2 Bién tinh 94°C - 30 giay o
3 Gén moi (52 + 60°C) - 45 gidy j::
4 Kéo dai 72°C - 2 phut -
5 | Kétthiackéodai  72°C-7 phut ”
6 Bdo quan 4°C - o

2.2.4. Phuong phdp phan tich sé liéu

Dua vao két qua dién di, cac bing dién di dugc
nhan dién va ma hoa dudi dang nhi phan. Két qua
ma hoa dugc st dung dé xay dung so do6 quan hé di
truyén va phan tich h¢ s6 tuong dong theo phuong
phap UPGMA bang phan mém NTSYSpc 2.1.

2.3. Thoi gian va dia diém nghién ctu

Nghién ctiu dugc thuc hién tai B mon Sinh
hoc phan tti - Vién Di truyén Nong nghiép ti thang
01/2018 dén thang 02/2019.

I1I. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Két qua thiét ké chi thi phan ti gen nhan va
khao sat kha nang khuéch dai v6i ADN P. ginseng
va P. vietnamensis var. vietnamensis

Két qua khao sat kha nang khuéch dai ctia chi thi
phan tu thiét ké dua trén hé gen nhan cho thay, tat
cd 17 chi thi phéan tu thiét ké c6 kha nang khuéch
dai doan nhén it nhat tu 1 trong 2 mau ADN sam
Han Qudc va sam Ngoc Linh véi bang vach 16 rang
(Hinh 2). Cac chi thi ti€p dén sé dugc stt dung trong
nghién ctiu phén tich da dang di truyén cac loai sam
Viét Nam.

B7 E43 G23 G26 G27 G45 G68 M21 M39 ST42 ST71 ST73 ST78 ST82 ST85 GP11 GP14
2 21 2 1 2.1 .2 2 1.3 .3 32

2121 2 121

500bp

300bp
200bp

Hinh 2. Két qua khao sat kha nang khuéch dai ctia chi thi phan tt thiét ké
v6i mau sdm sdm Han Quoc (1) va Ngoc Linh (2)

3.2. Két qua phan tich di truyén 24 mau sim Viét
Nam st dung chi thi phan td gen nhan

Két qua dién di san phdm PCR v6i ADN ctia cac
mau sam Viét Nam bédng cac chi thi phan ti dugc
th€ hién & hinh 3. Két qua cho thy cac chi thi cho ty
1¢ da hinh cao, 13/17 chi thi dat ty 1¢ da hinh 100%;

80 alen da hinh trén tong s6 89 alen, dat 89,9%. Mbi
chi thi phén tt cho s6 lugng alen dao dong tii 2 dén
10 alen, trong d6 chi thi M21 cho nhiéu alen nhat
(10 alen), 3 chi thi cho 2 alen la Gecpm14, ST82, ST85.
Trung binh s6 alen/locus dat 5,24, trong dé trung
binh s6 alen da hinh/locus dat 4,71.
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Hinh 3. Két qué dién di san phdm ctia cdc mau sdm Viét Nam
béng cac chi thi M21 (a), M39 (b), E43 (¢) va ST71 (d)

Ghi chil tii trdi qua phdi : sdm Ngoc Linh (thii ty 1-19), sam Lai Chau (20-22), sam Vi Diép - 23 va mdu tam thdt

hoang - 24, thang chudn 1kb.

Két qua xay dung moi lién hé tién hoa gitia cac
mau sdm Viét Nam bang phan mém NTSYSpc 2.1
dugc thé hién qua so d6 quan hé di truyén (hinh 4)
va ma tran hé s6 tuong dong di truyén ctua 24 mau
sam Viét (Bang 3). Két qua tli so do quan hé di truyén
cho théy, 24 mau sdm nghién ctu chia thanh 2 nhanh
& muc tuong dong 63%. Nhanh 1 gdbm mau sdm Vi
Diép va tam that hoang. Nhanh 2 gdbm mau sam Lai
Chau va sam Ngoc Linh, diéu nay thé hién sam Lai
Chau va sam Ngoc Linh c¢6 quan hé ho hang gan gii.
Két qua nghién ctiu nay trung véi két qua cta Zhu
va cong tc vién (2003), Nguyén Thi Phuong Trang
va cOng tac vién (2011) va Nong Van Duy va cong
tac vién (2016) khi nghién ctiu dya trén co sg trinh
tu nucleotide vung trnK, 185 rRNA va ITS-rADN.
Ba tac gid nay chi ra rdng, cdc mau sam Va Diép,
tam that hoang thudc nhanh riéng biét so véi sam
Ngoc Linh va sam Lai Chéau. Két qua nghién ctiu caa
Phan Ké Long va cong tac vién (2014a) ghi nhén hai
tht sam Lai Chau (P. vietnamensis var. fuscidiscus)

va sam Ngoc Linh (P, vietnamensis var. vietnamensis)
cua loai sim Viét (P, vietnamensis Ha & Grushv.) cé
quan hé chi em va & nhanh riéng biét so véi cac mau
tam that hoang.

Két qua & hinh 4 cho thdy, 6 muc tuong dong
66% cac mau sam Lai Chéu va sam Ngoc Linh tach
thanh hai phan nhanh. Két qua nay khac véi két qua
mau sam Ngoc Linh va sam Lai Chau c¢é quan hé
gan giii v6i bootstrap 74% ctia Zhu va cdng tdc vién
(2003) khi tién hanh nghién ctiu da dang di truyén
cdc mau sim Viét Nam dua trén trinh tu trnK va
18S rRNA. Két qua nghién ctiu ciia Phan K& Long va
cong tac vién (2014a) khi phéan tich moi quan hé ho
hang cdc mau sdm thudc chi Panax trén co s& trinh
tu nucleotide ving matK va ITS-rADN ghi nhén, hai
thtt sam Lai Chau (P. vietnamensis var. fuscidiscus)
va saim Ngoc Linh (P, vietnamensis var. vietnamensis)
cuia loai sim Viét (P, vietnamensis Ha & Grushv.) cé
quan hé chi em véi bootstrap 88% va 81%.

L N6
yNL11
INL12

Lcl

4|—| LC3

Lc2

i D

L TTH

063 070 078 085 093
Coeflicient

Hinh 4. So d6 thé hién méi lién hé tién hoa gitia cac mau sam Viét Nam
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Két qua hé s6 tuong dong theo tiing cdp mau &
bang 3 cho théy, miic d6 tuong dong ctia mau tam
that hoang véi sém Vi Diép 1én t6i 85% va véi cac
mau con lai chi dao dong tii 51% dén 72%, diéu nay
cho thiy moi quan hé ho hang gan gai cta hai loai
sam nay. Ba mau sam Lai Chau c6 muc d¢ tuong
dong tit 69 - 75%. Mau sam LC2 va LC3 c¢6 mtic do
tuong dong cao nhit v6i mau NL9 lan lugt dat 75 va
78%. Mau sam LC1 c6 hé s6 tuong dong cao nhit véi
mau LC3, NL13 va NL15 (75%). Mtic tuong dong
ctia mau LC3 v4i mau NL12 thip nhét, dat 48%.

Phan tich két qua ¢ bang 3 cho thay, caic mau sam
Ngoc Linh thu thap khong dong nhét, da dang vé
kiéu gen, hé s6 tuong dong ctia 19 mau saim Ngoc

Linh dao dong tu 61 - 93%. 2 mau NL11 va NLI12
6 ¢6 quan hé gan giii v6i nhau nhat véi hé s6 tuong
dong 1én dén 93%, cac cdp mau NL1 va NL2, NL2 va
NL8, NL4 va NL7, NL7 va NL9 déu c6 hé s6 tuong
dong 90%. Hé s6 tuong dong thap nhéat dugc ghi
nhan gitia mau NL12 va NL9 (61%) , sau do 1a mau
NL12 va NL7 (63%). bBay la nghién ctiu dau tién
trong nudc st dung chi thi phan tu trén gen nhan dé
phan tich da dang di truyén cac mau sdm Ngoc Linh.
Trong qua trinh thu thap cing nhu két qua nghién
ctiu danh gia dic diém hinh thai hoc chinh cdc mau
sam Ngoc Linh cho thiy, cic mau sam rit da dang vé
hinh thai, cu thé hinh dang 14, mau sic than, cuong
do tim trén than...

Bang 3. Ma tran hé s6 tuong déng phan tich moéi quan hé di truyén ctia 24 méau sam Viét

NL1 NL2 NL3 NL4 NL5 NL6 NL7 NL8 NL9 NL10NLI1

NL12

NL13NL14NL15NL16 NL17NL18 NL19 LC1 LC2 | LC3 VD TTH

NL1 1,00

NL2 0,90 1,00

NL3 0,79 0,81 1,00

NI4 0,820,811 0,88 1,00

NL5 0,76 0,84 0,76 0,70 1,00

NL6 0,75 0,73/0,78 0,75 0,87 1,00

NL7 0,84 0,79 0,87 0,90 0,69 0,73 1,00

NL8 0,88 0,90 0,82 0,88 0,79|0,84 0,87 1,00

NL9 0,85 0,78 0,79 0,82 0,70 0,66 0,90 0,82 1,00

NL10 0,81 0,82 0,78 0,72 0,87 0,76 0,73 0,78 0,78 1,00

NL11/0,75 0,70 0,69 0,69 0,78 0,76 0,67 0,75 0,66 0,70 1,00

NL12 0,70 0,69 0,67 0,64 0,76 0,75 0,63 0,70 0,61 0,66 0,93

1,00

NL13/0,84 0,79 0,78 0,78 0,78 0,73/0,79 0,84 0,81/0,79 0,79

0,72

1,00

NL14 0,81 0,76 0,87 0,84 0,78 0,79 0,85 0,84 0,84 0,82 0,76

0,69

0,82/1,00

NL15 0,72 0,70 0,75/0,72/0,75 0,70 0,76 0,75 0,78 0,76 0,73

0,69

0,7910,79 1,00

NL16 0,75 0,73 10,78 0,75 0,75 0,73 0,79 0,78 0,81 0,76 0,64

0,60

0,76 0,82 0,85 1,00

NL17 0,75 0,73 0,69 0,69 0,78 0,73 0,70 0,78 0,75 0,82 0,76

0,72

0,79 0,76 0,82 0,79 1,00

NL18 0,79 0,78 0,82/0,76 0,79 0,72 0,81 0,79 0,82 0,75 0,69

0,67

0,84 0,81 0,84 0,84/0,84 1,00

NL19 0,76 0,75 0,76 0,76 0,79 0,75 0,75 0,79 0,76 0,84 0,78

0,79

0,78 0,84 0,78 0,81 0,84 0,79 1,00

LC1 0,73 0,721 0,64 0,64|0,67 0,63 0,66 0,700,701 0,69 0,69

0,61

0,75 0,69 0,75 0,69 0,72/0,70/ 0,67 1,00

LC2 10,7210,7010,72 0,66 0,66 0,58 0,67 0,66 0,75 0,67 0,55

0,60

0,64 0,67 0,67 0,64 0,64 0,72 0,69 0,69 1,00

LC3 10,66 0,61 0,60 0,63 0,52 0,52 0,70 0,63 0,78 0,64 0,52

0,48

0,67 0,64 0,67 0,67 0,64 0,66 0,63 0,75/0,73 1,00

VD 0,67 0,66 0,58 0,64 0,61 0,54 0,66 0,64 0,70 0,63 0,54

0,58

0,63 0,60 0,72 0,63 0,66 0,67|0,67 0,70 0,69 0,66 1,00

TTH 0,67 0,66 0,58 0,61 /0,55 0,51 0,66 0,64 0,67 0,60 0,57

0,52

0,63 0,60 0,72 0,60 0,63 0,64 0,58 0,67|0,60 0,60 0,85 1,00

IV. KET LUAN VA DE NGHI

Két qua st dung chi thi phan tt gen nhan da danh
gid dugc muic do da dang va khoang cach di truyén
ctia cdc mau sam nghién ctiu. Céc chi thi thé hién
su da hinh cao va hé s6 tuong dong di truyén cua
24 mau sam nghién ctiu dao dong tii 48% dén 93%.
Két qua tii so d6 quan hé di truyén cho thay, 6 muc
tuong dong 63%, cac mau sam chia thanh 2 nhanh.
Nhanh tht 1 gobm mau tam that hoang va sam Va

Diép v6i muic do tuong dong dat 85%. Cac mau sam
Lai Chéau va sam Ngoc Linh thu¢c cing nhanh thu 2,
diéu nay thé hién méi quan hé ho hang gan gai. Tuy
nhién & muic tuong dong 66% cdc mau sim Lai Chau
va sam Ngoc Linh tach thanh hai phan nhanh. béac
biét trong nghién ctiu nay, stii dung chi thi phan td
gen nhéan da danh gia dugc muc do da dang vé kiéu
gen va su khong dong nhat vé mat di truyén cac mau
sam Ngoc Linh thu thap.
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Genetic diversity of Vietnamese ginseng
by molecular markers in nuclear genome
Le Hung Linh , Pham Thu Nga, Le Ha Minh, Khuat Thi Mai Luong

Abstract

Evaluation of genetic diversity by nuclear molecular markers is important in selection and development of high
quality ginseng varieties. In this study, 17 molecular markers in nuclear genome were designed and used for analysis
of genetic diversity of 24 Vietnamese ginseng samples belonging to Panax genus. As the results, molecular markers
showed high polymorphism and genetic similarity coefficients between 24 samples of, varying from 48% to 93%.
In particular, the results indicated that the samples P vietnamensis var. vietnamensis were heterogeneous and

diversified in genotype.

Keywords: Vietnamese ginseng, genetic diversity, molecular marker
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