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Bản đồ liên kết phân tử với mật độ chỉ thị cao cần được xác 

định trước khi thực hiện chọn giống bằng DNA marker trong đó 

các chỉ thị này có sự liên kết chặt với các tính trạng quan tâm. 

SSR (Simple Sequence Repeat - Trình tự lặp lại đơn giản) là một 

marker phân tử được dùng để xây dựng bản dồ liên kết phân tử và 

có thể phân biệt được các dạng dị hợp và đồng hợp của gene. 

Mục tiêu của nghiên cứu là xây dựng bộ chỉ thị SSR có liên kết 

với các tính trạng quan trọng trong chọn giống dưa leo và xác 

định được điều kiện tối ưu cho phản ứng PCR khuyếch đại DNA 

dưa leo từ những SSR này. Thực hiện khai thác in silico để xây 

dựng bộ dữ liệu SSR. Tối ưu hoá phản ứng PCR bằng chạy 

gradient nhiệt độ cho các mồi SSR. Chúng tôi đã xác định được 

52 SSR có liên kết với các tính trạng quan trọng trong chọn giống 

dưa leo. Điều kiện nhiệt độ bắt cặp tối ưu 46 SSR trong phản ứng 

PCR khuếch đại DNA dưa leo đã được xác định. Đây là dữ liệu 

quan trọng cho bước sàng lọc các cây phân ly trong quá trình 

chọn giống dưa leo tiếp sau đó.  

ABSTRACT 

Genetic maps with a high density of molecular markers are 

essential for plant breeding. SSR (Simple Sequence Repeat) is a 

molecular marker for creating genetic maps and distinguishing 

heterozygous and homozygous plants. The main aim of this study 

was to construct SSRs associated with key traits in cucumber 

breedings and determine the optimum conditions for PCR 

reactions to amplify cucumber DNA utilizing these SSRs. An in 

silico survey was performed to mine the SSR data set. 

Optimization of PCR reaction by running temperature gradients 

for all the SSR primers. We identified 52 SSRs that are associated 

with essential traits in cucumber breeding. Also, the optimal 

annealing temperatures for PCR of 46 SSRs were determined. 

These are important data for the next screening steps for 

segregating plants for further cucumber breeding.  
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1. Giới thiệu 

Chọn giống bằng DNA marker đòi hỏi trước hết phải có bản đồ liên kết phân tử với mật 

độ chỉ thị cao và bản đồ QTLs (Quantitative Trait locus). Các chỉ thị này có sự liên kết chặt với 

các tính trạng quan tâm. SSR là vùng lặp lại đơn giản các đoạn DNA từ 02bp đến 08bp phân bố 

trong hệ gene của động vật và thực vật. Số lượng chuỗi lặp lại thay đổi theo từng cá thể của mỗi 

loài.  Đồng thời đây là một marker có thể phân biệt được các dạng dị hợp và đồng hợp của gene. 

Vì vậy có thể dùng để đánh giá sự đa dạng di truyền hoặc sự biến dị trong từng cá thể. 

Một số bản đồ liên kết gene được xây dựng bằng SSR marker (và một số loại DNA 

marker khác) đã được xây dựng dựa trên các quần thể phân ly được tạo ra từ các dòng dưa leo bố 

mẹ thuần chủng như sau: Fazio, Staub, và Stevens (2003) xây dựng một bộ bản đồ liên kết gồm 

171 dòng tái tổ hợp cận giao được tạo ra từ lai giữa dòng G421 (determinate, toàn hoa cái (F), lá 

có kích thước tiêu chuẩn) và dòng H-19 (indeterminate, monoecious, little-leaf (ll) line. Bản đồ 

di truyền (131 điểm) được xây dựng dựa trên các cá thể cận giao tái tổ hợp này và 216 cá thể F2 

chứa 14 SSRs, 24 SCARs, 27 AFLPs, 62 RAPDs, 01 SNP và 03 markers hình thái quan trọng về 

kinh tế [F (gynoecy), de (determinate habit), ll (little leaf)]. Bảy nhóm liên kết trải rộng 706cM 

với khoảng cách trung bình giữa 02 marker là 5.6cM (Fazio et al., 2003). Ren và cộng sự (2009) 

đã sử dụng Sanger shotgun sequencing để phát triển dữ liệu SSR cho dưa leo (Ren et al., 2009). 

Thực hiện giải trình tự với độ phủ ba lần bộ gene và phân tích để tìm các vùng SSR tiềm năng. 

1,940 SSR marker được tìm ra và sau đó được thực hiện PCR để xác định marker đa hình giữa 

dòng Gy14 và PI 183967. Từ đó 966 SSR marker được sử dụng để xây dựng bản đồ liên kết 

gene được chia thành 07 nhóm (Ren et al., 2009). Weng, Johnson, Staub, và Huang (2010) sử 

dụng 821 SSR xây dựng bản đồ liên kết cho quần thể cận giao tái tổ hợp xuất phát từ 02 dòng 

dưa leo, Gy7 (synonym G421) và H-19. 140 (17.0%) SSR marker được xác định là đa hình giữa 

bố mẹ. Kết hợp với 42 marker SCAR và SSR đã xác định trước đó, các marker này được sử dụng 

để xây dựng bản đồ liên kết bằng sử dụng 46 RILs và 176 mapped loci bao phủ khoảng 400cM 

khắp bảy nhóm liên kết. Số lượng của các loci được xây dựng trên các nhóm liên kết từ 01 tới 07 

tương ứng là 11, 6, 35, 18, 46, 45, và 15 (Weng et al., 2010). Bản đồ di truyền dựa trên quần thể 

cận giao từ hai dòng Gy7 × H-19 có 94 marker chung với bản đồ liên kết xây dựng từ quần thể 

tái tổ hợp cận giao xuất phát từ C. sativus var. sativus lineGy14andC.sativusvar. 

hardwickiiAlef.R.PI183967 (Weng et al., 2010). 

Đến năm 2011, bản đồ liên kết xây dựng dựa trên các dòng tái tổ hợp cận giao được tạo 

ra từ dòng toàn hoa cái 9119Gt và dòng hoa đực nhiều hơn hoa cái 9930Gt được xây dựng (Miao 

et al., 2011). Công trình nghiên cứu này sử dụng trình tự gene được xây dựng từ trình tự bộ gene 

của Huang và cộng sự (2009) và dữ liệu SSR của Ren và cộng sự (2009). Bản đồ di truyền của 

dưa leo gồm 07 nhóm liên kết tương ứng với 07 NST với 248 SSR markers và 07 loci tính trạng 

bao phủ vùng gene có kích thước 711.9cM (centimorgan) với khoảng cách trung bình là 2.8cM. 

Như vậy, bản đồ liên kết giữa bộ marker SSR và cụ thể là 07 nhóm liên kết ở dưa leo đã 

được xác định. Đây là cơ sở dữ liệu quan trọng về trình tự, vị trí, khoảng cách di truyền giữa các 

marker, và đặc biệt quan trọng là mối liên kết giữa marker với tính trạng quan tâm. 

Với mục tiêu chuyển một số đặc tính ưu thế lai từ dòng bố sang dòng con lai trong kế 

hoạch nghiên cứu lâu dài hơi cho dưa leo, chúng tôi cần một bộ marker phân tử có liên kết với 

một số tính trạng quan trọng trong chọn giống dưa leo và trải đều trên bộ NST của dưa leo. Do 

vậy, trong nghiên cứu này chúng tôi thực hiện khảo sát cơ sở dữ liệu để xây dựng bộ SSR liên 

kết với một số tính trạng nông học quan trọng và bước đầu xây dựng quy trình PCR để khuếch 

đại DNA dưa leo cho các SSR này.  
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2.  Cơ sở lý thuyết và mô hình nghiên cứu 

2.1.  Khảo sát in silico để xác định các SSR liên kết với các nhóm liên kết trên dưa leo 

Tiến hành khai thác dữ liệu để xây dựng bộ chỉ thị phân tử liên kết với các gene/ QTLs 

với các tính trạng nông học quan trọng và khả năng kháng bệnh của các dòng dưa leo; và chỉ thị 

phân tử trải đều trên 07 nhóm liên kết của dưa leo. Trong đó dữ liệu là các kết quả nghiên cứu 

được công bố trên các tạp chí khoa học uy tín trên thế giới về: trình tự của bộ gene đưa leo; đặc 

điểm di truyền của các tính trạng quan trọng trong chọn giống dưa leo. Tiến hành xác định các 

QTLs/gene qui định cho tính trạng mong muốn và các chỉ thị phân tử đi kèm. 

2.2. Tách chiết DNA từ lá dưa leo 

Vật liệu ban đầu là 02 dòng dưa leo Cucumis sativus L. có kiểu gene quy định cho cây 

dưa leo toàn hoa cái và toàn hoa đực đã kiểm tra trước đó. Lúc cây được 05 lá thật thì tiến hành 

thu mẫu lá bằng cách cắt một phần của lá thật thứ tư bỏ vào ống nghiệm 180ml. Vật liệu ban đầu 

được cung cấp bởi công ty hạt giống Tân Lộc Phát. DNA được tách chiết bằng 

DNAzol®Reagent (Thermal Fisher). Quy trình tách chiết như sau: Nghiền mô thực vật trong 

nitơ lỏng cùng với 0.3ml Plant DNAzol Reagent cho 0.1g mẫu mô thực vật. Trộn dung dịch kỹ 

lưỡng bằng cách đảo nhẹ và ủ ở 25
o
C trong 05phút. Cho 0.3ml chlorofrom, trộn đều và ủ ở 25

o
C 

trong 05 phút. Ly tâm 12,000 vòng/phút trong 10 phút và chuyển dịch nổi sang epppendorf mới. 

Cho vào epppendorf mới với 0.225ml Ethanol 100%, trộn mẫu bằng cách đảo ngược 06 - 08 lần 

và để bảo nhiệt độ phòng trong 05 phút. Ly tâm 5,000 vòng/phút trong 04 phút, bỏ dịch nổi. Cho 

vào eppendoft 0.3mL DNAzol + Ethanol 100% wash (tỷ lệ 1:0.75), vortex, giữ mẫu trong 05 

phút và ly tâm 5,000 vòng/phút trong 04 phút. Loại bỏ DNAzol + Ethanol 100% wash và thêm 

0.3mL Ethanol 75% trộn đều, ly tâm 5,000 vòng/phút trong 04 phút. Loại bỏ Ethanol, phơi khô 

nhiệt độ phòng, hòa tan DNA trong 70µL TE (pH 8.0). 

Nồng độ DNA sau khi tách chiết được xác định bằng máy Nanodrop (Thermal Fisher). 

Chất lượng DNA được đánh giá bằng tỉ số A260/280 và A260/230. Các mẫu DNA được bảo 

quản ở -20
o
C. 

2.3. PCR 

Phản ứng PCR thực hiện cho 50 mồi SSR được thực hiện với thành phần phản ứng thực 

hiện trong thể tích 20µL sử dụng phire tag polymerase (Thermal Fisher) theo hướng dẫn của nhà 

sản xuất với thành phần phản ứng như sau 35ng DNA, 1µL mồi F 10µM, 1µL mồi R 10µM, 1, 

1µL dNTPs 10mM, 5u phire tag polymerase. Phản ứng được thực hiện với chu trình nhiệt bao 

gồm biến tính 98
o
C 30s, tiếp theo 35 chu kỳ với biến tính ở 98

o
C 5s, nhiệt độ bắt cặp của mồi 5s 

(Bảng 1), và kéo dài phản ứng ở 72
o
C 5s. Cuối cùng, hoàn thành phản ứng ở 72

o
C 30s. 

Tiến hành lập bảng nhiệt độ bắt cặp cho 50 mồi đã đặt trước và thực hiện xác định 04 

nhiệt độ gradient dựa trên nguyên tắc như sau: Nếu nhiệt độ nóng chảy giữa hai mồi F và R bằng 

nhau thì sẽ tăng và giảm nhiệt độ đi 02 độ; Nếu nhiệt độ. nóng chảy giữa hai mồi F và R cách 

nhau 01 độ thì lấy nhiệt độ lớn làm nhiệt độ trung tâm và sẽ tăng giảm nhiệt độ đi 02 độ; Nếu 

nhiệt độ nóng chảy giữa hai mồi F và R cách nhau 02 độ thì lấy nhiệt độ ở giữa làm nhiệt độ 

trung tâm và sẽ tăng giảm nhiệt độ đi 02 độ; Nếu nhiệt độ nóng chảy giữa hai mồi F và R cách 

nhau 03 độ thì lấy nhiệt độ độ lớn làm nhiệt độ trung tâm và tăng 03 độ; Nếu nhiệt độ nóng chảy 

giữa hai mồi F và R cách nhau 06 - 07 độ thì lấy nhiệt độ trung bình làm trung tâm và nhiệt độ 

nhỏ của 02 mồi sẽ giữ nguyên. Bảng nhiệt độ bắt cặp cho các mồi được tóm tắt trong Bảng 1. 

Những mồi có dãy gradient nhiệt độ gần nhau được nhóm lại để cùng chạy cùng gradient  

nhiệt độ. 
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Bảng 1 

Gradient nhiệt độ cho từng SSR  

Mồi Nhiệt độ Nhiệt độ thực tế chọn 

3,4,6,26 54 - 56 - 58 54.1 - 55.6 - 58.1 

2,18,20,24,27,29 55 - 57 - 59 55 - 57.2 - 59 

19 56 - 58 - 60 56.1 - 57.6 - 60.1 

5,7,17,21,22,23,25 56 - 57 - 59 - 61 - 62   56 - 57.1 - 58.6 - 60.9 - 62 

9,10,12,13,14,15,16 58 - 59 - 61 - 63 - 64 58 - 59.1 - 61.4 - 62.9 - 64 

1,8,11 60 - 62 - 64 60 - 62.2 - 64 

28 60 - 63 - 66 60 - 62.6 - 66 

34 52 - 54 - 56 52; 54.2; 56 

30,36,47 51 - 53 - 55 - 57 - 58 51; 53.2; 54.9; 57.4; 58 

32,40,44,48,49 54 - 56 - 58 54; 56.2; 58 

35,37,38,42,43,50,52 55 - 57 - 59 55.1; 56.6; 59.1 

31,46 54 - 56 - 58 - 60 - 61 54; 56.2; 57.9; 59.7; 61 

51 58 - 60 - 62 57.1; 59.4; 60.9 

33 59 - 61 - 63 58.9; 61.4; 63 

Nguồn: Kết quả xử lý dữ liệu của nhóm tác giả 

2.4. Điện di polyacrylamide 

Thực hiện đổ gel polyacrylamide 20% bằng dung dịch TBE 1X với 1M DTT và 

Amonium persulphate 10%. Sau khi gel đông hoàn toàn, chuyển gel vào bồn diện di vào cho 

dung dịch TBE vào ngập giếng. Cho hỗn hợp gồm 10µL sản phẩm PCR và 2µL loading dye vào 

mỗi giếng. Tiến hành điện di với hiệu điện thế 90V. Ngay sau khi điện di, bảnggel được soi dưới 

đèn UV để ghi nhận kết quả. 

3. Kết quả nghiên cứu 

3.1. Kết quả nghiên cứu 

3.1.1. Khai thác dữ liệu để xác định 50 SSR liên kết với những tính trạng quan trong và 

liên kết chặt với các nhóm liên kết của dưa leo 

Dữ liệu được khai thác là những công trình nghiên cứu đã được công bố trên các tạp chí 

uy tín có thực hiện khảo sát mối liên kết giữa các SSR và các giống dưa leo khác nhau trên thế 

giới. Chúng tôi tiến hành xác định trình tự của các primer, số lần trình tự lặp lại của nucleotide 

(motif), khả năng liên kết của các SSR này với một số đặc điểm quan trọng trong chọn giống của 

dưa leo như khả năng kháng bệnh, hình dạng quả, số lượng quả, hình dạng lá, thân. Bên cạnh đó, 

những SSR đã được chứng minh có khả năng được sử dụng để xác định đa dạng di truyền của 

các giống dưa leo cũng được thu nhận. Kết quả khai thác dữ liệu được tóm tắt trong Bảng 2. 
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Bảng 2 

Bảng tổng hợp 52 SSR khai thác từ những công trình công bố về các SSR có liên kết với dưa leo  

SSR Bệnh Kháng TLTK Chr. cM Loci Motif 
Fragment 

size 

Forward 

primer 

Reverse 

primer 

1 

Sương 

mai 

(mốc 

sương) 

nấm 

Pseudoperono

spora 

cubensis 

S. Zhang và 

cộng sự (2013) 

1 19.0 SSR31116 (TA)35 220 

GAAGGCCAT

CAAGGTATT

ACATCT 

CAAACCTT

CTACATGA

TCTTAATCT

TT 

2 1 6.1 SSR20705 (TC)20 140 

CCTTTCCTT

ACCCATCCC

AT 

ACCCATTTG

AATCAGCT

TCG 

3 5 21.7 SSR00772 (AG)12 172 

AGAAGCGTT

GGGGGAAA

ATA 

TGCTACCTC

ACATGGTTT

TG 

4 5 10.9 SSR11012 (AT)25 215 

TCGTAATTT

ATGAAAATA

GAACGGT 

CGATTGCG

CAAAATGT

GTAT 

5 6 98.8 SSR16882 (AT)24 218 

CACCTCAAC

TCCTCCATT

CAA 

TGGAGGTC

ATTGAGAC

TTGCT 

6 5 7.9 SSR16110 (TA)22 181 

GGAATATGG

AAGGAAAG

CCA 

ATCCCCAA

TTCCTCCAA

AAC 

7 

Sương 

mai 

(mốc 

sương) 

nấm 

Pseudoperono

spora 

cubensis 

Nie và cộng sự 

(2015) 
5 39.0 SSR06303 (TCT)10 136 

AGCTCTCAA

CAACGAAG

GGA 

TGACTTTCT

TGATGGTA

CCGC 

8 

Sương 

mai 

(mốc 

sương) 

nấm 

Pseudoperono

spora 

cubensis 

Naegele, 

Quesada-

Ocampo,  

Kurjan, 

Saude, 

và Hausbeck 

(2016) 

   (TGC)4 201 

GTGGCTGGA

GGAAGCAGT

AG 

CATGTTTCC

CAATCCCC

CGA 

9    (AGCA)3 256 

AACTAGGCT

TGGTCTCGC

AC 

GCACGAGC

ACCAAATC

GATC 

10    
(CGA)4 

(TGA)4 
263 

CGGAATTCG

CAGCTCTTT

CG 

CTTGCGCG

GCTTGATTT

TCT 

11    (AAAG)3 282 

GACCAAAGT

TCGCGAATC

GG 

GAAGTCGG

GCTACTAC

GACG 

12    (CTC)4 227 

TTTAGGGGA

ACACGTGCC

TC 

TACCTTCAA

CAGTGCGT

GCA 

13    (TCG)4 246 

GCGATCCAG

TGCATCGAC

TA 

CTCTGCCCA

CGTGTACG

G 

14    (CAA)4 294 

TGTTCATCT

CGTGGCAGT

CC 

GTCTTCAGC

GTCCACAG

TCA 

15    (TCG)4 246 

GCGGTTCTT

GCAACGATC

TC 

AACGCGTT

CTCAGATG

ACGT 

16    (GGCC)3 263 

TCTACGTGG

CCAACTGGT

TC 

GAAATGCA

CGATCGAC

AGGC 

17 
Sương 

mai 

(mốc 

sương) 

nấm 

Pseudoperono

spora 

cubensis 

Call, Criswell, 

Wehner, 

Klosinska, 

và Kozik (2012); 

1 12.7 SSR05793 (TA)22 195 

CCCTCTGCT

GCACATTAT

CC 

TGCACCAA

GCAATAAC

TTGTC 

18 6 101.5 SSR01643 (TA)15 220 TGCAGGTCG TCAAAAGG
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SSR Bệnh Kháng TLTK Chr. cM Loci Motif 
Fragment 

size 

Forward 

primer 

Reverse 

primer 

Szczechura, 

Staniaszek, 

Klosinska, 

và Kozik (2015) 

ACAATTCAA

TAA 

CACATGTG

ATGTC 

19 

virus 

CMV 

CMV 

(cucumber 

mosaic virus) 

Shi và cộng sự 

(2018) 

6 27.6 SSR9-56  7637340 

CAAAACAA

GGTAAGGTG

TATTGGA 

TAAAAGGC

AGGACATG

CTCA 

20 6 35.4 SSR11-177  9628895 

CGTGGCATA

AAACCACGA

AT 

CAAATTCA

ACAAAACC

CTACCA 

21 6 32.6 SSR11-1  9025951 

ACAAAGCTT

CTCCGCAAA

TG 

GGAGGGAA

AGGAAGGA

GAGA 

22 

Lá  
Weng và cộng sự 

(2010) 

5 17.7 SSR03529 (AT)14 136 

TGAATTGAA

TAGACACAA

CAATATGC 

ACATGTTG

GGACTCCA

TGTG 

23 5 18.5 SSR07100 (CT)16 192 

CACACCATT

TACGGTTAT

GGG 

CATTTGGTT

CAGAAAGG

GGA 

24 5 13.1 SSR17464 (AGGAA)6 143 

ATCTCAGCC

CTTGGATCC

TT 

TCTTCGAG

AAATGGGA

TTTTG 

25 5 26.5 SSR01498 (AT)13 220 

GGCGCCACA

AATATTCAA

CA 

CCACAAAC

GTAAAGAG

ATTCACA 

26 6 31.3 SSR00170 (AG)14 187 

TTGCAATTT

GTGCAGGGA

TA 

AGGTATTA

TGGCCCAA

AGGG 

27 6 24.9 SSR03940 (AGG)11 213 

GATTCTCCG

GAAACGGAT

TT 

GTCGTTTTC

CGCGATTCT

AC 

28 

Hoa  
Jat và cộng sự 

(2019) 

6 80.2 SSR18956 (TAT)20 183 

CGTATGTAC

GACAAAATG

TGAACAG 

TCGAAACC

TCAATACTT

CTACCAA 

29 5 84.5 SSR13251 (AAG)14 162 

GGTCAATCC

AAAAGAGA

AAGCA 

ATCAACAC

CATTGACG

ACCA 

30 

Quả 

xác định tính 

trạng quả có 

hại 

(Tuberculatio

n fruit) 

W. Zhang và 

cộng sự (2010) 

5 10.9 SSR16203 (AT)19 146 

TCGAGGTAA

ATCAAAACC

GA 

ATGTGTCA

AACCCACC

CATT 

31 5 7.9 SSR04323 (TTA)12 197 

TGGTGGAAA

AGAAAAAG

GGA 

GCTAGGGC

ACAAGAAC

GAAG 

32 5 48.4 SSR03943 (TA)16 130 

TTTTTGGTG

AAAAGGAA

CGTG 

CACAAAGC

AAAATTGA

GGGAA 

33 

 

đắng 

(bitterfree 

foliage), 

không có lá 

(virescent 

leaf) Miao và cộng sự 

(2011) 

5 7.9 SSR15818 (AT)24 219 

GGACATGTC

AACTCCCCT

GT 

GCCTCTAG

CCTGAAAG

ACCA 

34 5 7.9 SSR06003 (AT)26 156 

TGAGGGGCA

AAATTGGTA

AA 

TTGGGTGTC

AAATGGAA

GAA 

35 không có lá 

(virescent 

leaf) 

6 33.3 SSR18405 (TAT)13 210 

CGCAGGTGC

ATCTCATGT

AA 

GACAAACA

AGGGGACG

AAAA 

36 6 10.8 SSR00004 (AT)15 216 TTCATTGCA

AAGCACACA

TGAAAAGA

GGGAACAA
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SSR Bệnh Kháng TLTK Chr. cM Loci Motif 
Fragment 

size 

Forward 

primer 

Reverse 

primer 

CA AAGCA 

37 

Quả 
Chiều dài và 

đường kính 

T. Zhang và 

cộng sự (2019) 

1 64.5 SSR20354 (AT)31 177 

AGATGCCCC

ATTCAGTTT

TG 

TTGAAGGA

GAGAGGGA

ATGG 

38 1 84.1 SSR17922 
(AAT)7(AA

G)11 
197 

CATTCTAGG

TCAATGAAT

CGCA 

GCAAAGTT

GCCACATT

GAAG 

39 2 37.5 SSR22558 (TA)23 170 

TCAACTTAT

CCCTCTTTC

TATTTTCC 

GGCAATCA

TTACCAAA

AACCA 

40 2 59.3 SSR10518 
(ATTA)5(A)

30 
211 

TCTAATTCG

CTCCGGATG

AT 

TTGCAGCG

AACAATCC

TGTA 

41 3 9.5 SSR22158 (TA)30 187 

TTGAAACTT

GTGGCTACC

CC 

ATCAACTCT

GAGACATA

ATGGATTT 

42 3 31.7 SSR03918 (CTTTGC)7 143 

TGAGGGTGA

GACAACAA

ATCA 

TGTGTTTGA

CAAAGGAA

AGGAA 

43 1 54.8 SSR04805 (GAC)9 139 

TCATGTCAA

GCGAAGGA

AGA 

TACTGTCCG

AACGTGTT

CCA 

44 1 84.1 SSR23049 (TGGGT)6 168 

GCTTGCTGC

TAAAGGGG

ATT 

TTCGTCAA

ATTTGGTTG

TCG 

45 1 66.6 SSR03860 (AT)17 187 

GCCCTTATT

AACCCAAGT

TGC 

AATTGAGG

GGCACTTA

TTGG 

46 1 78.2 SSR05723 (AT)17 209 

TGGCTTTTC

TGTCACGTC

C 

TCCATGGT

ACAACAAG

AATCACA 

47 

Đa dạng 

di truyền 
 

Pandey, Ansari, 

Mishra, 

Singh, 

và Singh (2013) 

3 5.3 SSR05737 (CT)17 185 

TTGCCTTCG

TAAGCAAAA

A 

GAAGTAAA

TGGGTTGG

ACGC 

48 2 66.3 SSR12810 (ATT)13 177 

TTCCCACAA

AACAAATCT

TGG 

TTTTGGAG

AGAAAAGG

TTGGA 

49 7 0 SSR15477 (AAAG)12 213 

CTGCCATTT

CTGGGTTTG

AT 

AATTCTTCT

GGGAATGG

CCT 

50 3 2.2 SSR00670 (GAA)8 156 

TCTCAAACC

AAGAATTGG

GG 

TCCATGGA

AGCAGATC

TTAAAAA 

51 

  
Weng và cộng sự 

(2015) 

1 22.7 SSR21336 (AGAA)5 190 

CTGCTGCTA

GAAAGGCTG

CT 

CATCAGCT

GAATTACG

AGGCT 

52 6 37.6 SSR03932 (ATT)3 158 

CTTTTTGGG

GACCCTTCA

TT 

CACGAATG

CTGCTCTAA

CCA 

Nguồn: Kết quả xử lý dữ liệu của nhóm tác giả 

Chúng tôi thu nhận 52 mồi SSR. Các mồi này nằm trải dài trên 07 NST của dưa leo. 

Ngoài ra, những mồi này đã được chứng minh liên kết với những tính trạng quan trọng trong 

chọn giống dưa leo bao gồm đường kính và kích thước lá (06 SSR), hình dạng quả, chiều dài quả 

(10 SSR), hoa (02 SSR), khả năng kháng bệnh (21 SSR) và có khả năng được sử dụng để phân 

tích đa dạng di truyền (06 SSR ). 
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3.1.2. Xác định nhiệt độ bắt cặp phù hợp của các mồi SSR cho phản ứng PCR 

Tiến hành xác định nhiệt độ bắt cặp tối ưu cho 50 cặp mồi SSR đã xác định ở trên. Tiến 

hành chỉnh nồng độ về 10ng/µl cho mỗi mồi SSR. Thực hiện phản ứng PCR với DNA mẫu đã 

được kiểm tra kiểu gene trước đó là đồng hợp qui định cho cây có toàn hoa cái làm DNA mạch 

khuôn với chu trình nhiệt và thành phần phản ứng đã mô tả ở trên. Kết quả điện di của tất cả các 

mồi được thể hiện trong Hình 1 bên dưới. 
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Hình 1. PCR với gradient nhiệt độ để xác định nhiệt độ bắt cặp cho tất cả 50 mồi SSR. Các dấu 

‘và’ tương ứng với nhiệt độ bắt cặp số 02 và 03 trong Bảng 1 cho mỗi mồi 

Kết quả cho thấy hầu hết các mồi đều cho kết quả rõ ở gradient nhiệt độ khảo sát. Tuy 

nhiên, có 08 mồi SSR không chạy ra kết quả là 08,09,10,11,13,14,15,18 và 03 mồi cho ra kết quả 

mờ là 01, 12, 26. Đối với 03 mồi cho ra kết quả mờ này, tiến hành giảm nhiệt độ bắt cặp 10 độ so 

với nhiệt độ bắt cặp gradient chọn ban đầu ở Bảng 1. Kết quả cho thấy khi giảm nhiệt độ bắt cặp, 

các mồi này đều cho kết quả tốt (Hình 1).  

Đối với 08 mồi SSR chưa xác định được nhiệt độ bắt cặp, tiến hành chạy gradiant nhiệt 

độ bắt cặp lại cho 08 mồi SSR này với mẫu DNA từ cây có kiểu gene đồng hợp quy định tính 

trạng toàn hoa đực đã xác định trước đó. Tuy nhiên, chúng tôi không thu được vạch sản phẩm 

mong đợi. Kết quả thể hiện ở Hình 2.  

 

Hình 2. PCR với gradient nhiệt độ bắt cặp cho 08 mồi SSR với DNA từ cây có kiểu gene đồng 

hợp quy định toàn hoa đực 

Tiếp theo, tiến hành chạy gradiant nhiệt độ bắt cặp lại cho 08 mồi SSR với mẫu B1-

5(gyno) với nhiệt độ giảm lần lượt 10 và 05 độ so với nhiệt độ bắt cặp đã xác định trước đó. Kết 

quả thể hiện trong Hình 3 và 4. 

 

Hình 3. PCR với với gradient giảm 10 độ so với nhiệt độ gradient xác định ban đầu cho 8 mồi 

SSR khó khuyếch đại 
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Hình 4. PCR với với gradient giảm 05 độ so với nhiệt độ gradient xác định ban đầu cho 08 mồi 

SSR khó khuyếch đại 

Kết quả cho thấy khi giảm nhiệt độ bắt cặp xuống 10 và 05 độ, mồi  14, 18 ra được nhiệt 

độ phù hợp, mồi 09 bị mờ và vạch tạp, mồi 10 sáng nhưng bị vạch tạp. Các mồi không có vạch 

lần lượt là 08,11,13,15. 

Như vậy, chúng tôi đã tìm ra được nhiệt độ bắt cặp thích hợp cho 46 cặp mồi SSR (còn 

06 cặp mồi chưa tìm được nhiệt độ thích hợp). Kết quả được tóm tắt trong Bảng 3. 

Bảng 3 

Nhiệt độ bắt cặp cho phản ứng PCR của 46 mồi SSR sử dụng  

Số thứ tự mồi 

SSR 

Nhiệt độ bắt cặp phù 

hợp 
Số thứ tự mồi SSR 

Nhiệt độ bắt cặp phù 

hợp 

SSR1 50o SSR26 44
o
 

SSR2 59o SSR27 59
o
 

SSR3 58o SSR28 66
o
 

SSR4 58o SSR29 59
o
 

SSR5 61o SSR30 57
o
 

SSR6 58o SSR31 57
o
 

SSR7 61o SSR32 58
o
 

SSR8  SSR33 63
o
 

SSR9  SSR34 54
o
 

SSR10  SSR35 59
o
 

SSR11  SSR36 57
o
 

SSR12 55o SSR37 59
o
 

SSR13  SSR38 59
o
 

SSR14 58o SSR39 62
o
 

SSR15  SSR40 58
o
 

SSR16 63o SSR41 61
o
 

SSR17 61o SSR42 59
o
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Số thứ tự mồi 

SSR 

Nhiệt độ bắt cặp phù 

hợp 
Số thứ tự mồi SSR 

Nhiệt độ bắt cặp phù 

hợp 

SSR18 53o SSR43 59
o
 

SSR19 60o SSR44 58
o
 

SSR20 59o SSR45 62
o
 

SSR21 62o SSR46 60
o
 

SSR22 61o SSR47 58
o
 

SSR23 62o SSR48 58
o
 

SSR24 59o SSR49 58
o
 

SSR25 62o SSR50 59
o
 

SSR26 44o SSR51 60
o
 

SSR27 59o SSR52 60
o
 

Nguồn: Kết quả xử lý dữ liệu của nhóm tác giả 

3.2. Thảo luận 

Năng suất và chất lượng là hai yếu tố chính của tiến trình cải thiện giống dưa leo, hai đặc 

tính này cùng với những tính trạng có liên quan là những đặc điểm được quan tâm nhiều nhất của 

các nhà chọn giống. Việc chọn ra giống dưa leo tốt bằng chỉ thị phân từ giúp các nhà chọn giống 

rút ngắn thời gian, tiết kiệm chi phí. Hiện nay, việc chọn lọc dưa leo tốt nhờ hỗ trợ phân tử hay 

cụ thể hơn là chuyển một số đặc điểm ưu thế lai quan trọng từ dòng dưa leo này sang dòng dưa 

leo khác là hoàn toàn khả thi: Bộ gene của dưa leo đã được giải trình tự; Bản đồ liên kết có độ 

bao phủ của các marker đã được xác định; Vị trí các tính trạng nông học quan trọng nhưng phức 

tạp ở dưa leo đã được xác định trên bộ gene và các marker có sự liên kết với các tính trạng này 

đã được xác định. Phương pháp lai ngược với sự hỗ trợ của chỉ thị phân tử đã được chứng minh 

có hiệu quả cao hơn so với phương pháp truyền thống trong việc chuyển gene từ dòng này sang 

dòng khác trong cùng một loài. Phương pháp này đã được áp dụng trong một số cây trồng ở Việt 

Nam và đã cho thấy kết quả tốt. Để có thể áp dụng chỉ thị phân tử hỗ trợ chọn giống, cần thiết 

phải xây dựng một cơ sở dữ liệu SSR để làm cơ sở  cho bước sàng lọc phía sau. 

Trong nghiên cứu này chúng tôi đã bước đầu xây dựng bộ cơ sở dữ liệu gồm 52 SSR có 

liên kết với những tính trạng quan trọng cho chọn giống của dưa leo như đường kính và kích 

thước lá, hình dạng quả, chiều dài quả, hoa, khả năng kháng bệnh và trải dài trên 07 nhóm liên 

kết của dưa leo. Ngoài ra, nhiệt độ bắt cặp của các mồi SSR này cho phản ứng PCR khuếch đại 

DNA dưa leo đã được bước đầu xác định. Mặc dù một số mồi SSR cho thấy khó khuếch đại, các 

mồi SSR còn lại ở nhiệt độ bắt cặp tối ưu cho sản phẩm khá đặc hiệu, sản phẩm mạnh. Đây là 

một trong cơ sở dữ liệu quan trọng trước khi chúng tôi thực hiện xây dựng bản đồ liên kết của 

các SSR với các giống dưa leo để chọn giống tiếp theo. 

4. Kết luận và gợi ý 

Chúng tôi đã xác định được 52 SSR có liên kết với các tính trạng quan trọng trong chọn 

giống dưa leo như đường kính và kích thước lá, hình dạng quả, chiều dài quả, hoa, khả năng 

kháng bệnh. Nhiệt độ bắt cặp tối ưu cho phản ứng PCR tương ứng với từng mồi SSR đã được 

xác định. 
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