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Tóm�tắt:�14�chủng�giống�vi�khuẩn�nội�sinh�trong�rễ�cây�khoai�tây�đã�được�đánh�giá�đa�

dạng�di�truyền�bằng�10�chỉ�thị�RAPD�và�6�chỉ�thị�ISSR.�Hai�chỉ�thị�phát�hiện�được�tổng�số�

159�locus�(107�locus�với�chỉ�thị�RAPD�và�52�locus�với�chỉ�thị�ISSR)�với�tỷ�lệ�locus�đa�hình�khá�

cao�(trung�bình�85,0%�đối�với�chỉ�thị�RAPD�và�86,2%�đối�với�chỉ�thị�ISSR).�Trung�bình�chỉ�số�

PIC�của�10�mồi�RAPD�là�0,35�và�của�6�mồi�ISSR�là�0,38�chứng�tỏ�khả�năng�phát�hiện�đa�hình�

các�chỉ�thị�là�cao.�Hệ�số�tương�đồng�của�14�chủng�giống�vi�khuẩn�nội�sinh�dao�động�từ�0,36-

0,76.�Trong�đó,�chủng�giống�V_2�và�V_12�có�hệ�số�tương�đồng�thấp�nhất�(0,36),�và�chủng�

giống�V_2�và�V_6�có�hệ�số�tương�đồng�cao�nhất�(0,76).�Ở�hệ�số�tương�đồng�di�truyền�trung�

bình�là�0,573,�14�chủng�giống�vi�khuẩn�được�phân�thành�4�nhánh�di�truyền�chính.�Kết�quả�

trên�chứng�tỏ�14�chủng�giống�vi�khuẩn�nội�sinh�nghiên�cứu�có�sự�đa�dạng�di�truyền�rất�lớn.

Từ�khoá:�vi�khuẩn�nội�sinh,�chỉ�thị�phân�tử,�ISSR,�RAPD,�đa�dạng�di�truyền.

Abstract:�The�genetic�diversity�of�the�fourteen�endophytic�bacteria�isolates�from�potato�
roots�was�evaluated�by�10�RAPD�and�6�ISSR�markers.�Both�markers�detected�a�total�of�159�loci�

(107�loci�with�RAPD�and�52�loci�with�ISSR),�among�them,�85.0%�ampli�ed�loci�by�RAPD�and�

86.2%�ampli�ed�loci�with�ISSR�were�polymorphic.�With�an�average�PIC�value�of�0.35�for�RAPD�
and�0.38�for�ISSR,�the�ability�of�detecting�the�genetic�diversity�of�RAPD�and�ISSR�markers�was�

high.�The�genetic�diversity�of�14�isolates�varied�from�0.36�–�0.76.�Among�isolates,�V_2�and�

V_12�had�the�lowest�genetic�similarity�(0.36)�while�V_2�and�V_6�showed�the�highest�genetic�
similarity� (0,76).�A�dendrogram�obtained�by�using�UPGMA�cluster�analysis�was�generated�

by�NTSYS�2.1.�With�the�genetic�similarity�at�0.573,�14�isolates�were�separated�into�4�distinct�

clusters.�These�results�indicate�the�fourteen�endophytic�bacteria�are�diverse�in�genetics.

Keywords:�endophytic�bacteria,�genetic�diversity,�molecular�marker,�ISSR,�RAPD,�
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I.�Đặt�vấn�đề

Khoai� tây� (Solanum� tuberosum),�

thuộc�họ�Cà�(Solanaceae)�là�cây�trồng�lấy�

củ�ngắn�ngày�được�trồng�rất�phổ�biến�trên�

thế�giới�cũng�như�ở�Việt�Nam.�Với�giá�trị�

dinh� dưỡng� và� kinh� tế� cao,� khoai� tây� là�

một�trong�bốn�cây�lương�thực�quan�trọng�

xếp�sau�lúa,�lúa�mì,�ngô.�

Việc� trồng� khoai� tây� ở� Việt� Nam�

đang� được� chú� trọng� cả� về� sản� lượng� và�

chất�lượng�cũng�như�chủng�loại�để�phục�vụ�

nhu�cầu�ăn�tươi�cũng�như�chế�biến�(Nguyễn�

Xuân�Trường�và�cộng�sự.,�2019).�Chính�vì�

vậy,�người� ta� tiến�hành�nhiều�nghiên�cứu�

nhằm�tăng�khả�năng�sinh�trưởng,�phát�triển�

cho�cây�khoai�tây�trong�đó�có�việc�sử�dụng�

các�vi�sinh�vật�có�ích�cho�cây�trồng.�Trong�

hệ�rễ�của�thực�vật�nói�chung�và�cây�khoai�

tây�nói�riêng�có�nhiều�vi�sinh�vật�nội�sinh�

và�chính�những�vi� sinh�vật�này�góp�phần�

quan�trọng�vào�sự�sinh�trưởng�và�phát�triển�

của�cây.�Để�tìm�hiểu�và�đánh�giá�được�sự�

đa�dạng�của�hệ�vi� sinh�vật�nội�sinh� trong�

cây�trồng�người�ta�thường�sử�dụng�các�chỉ�

thị�phân�tử.

Hiện� nay,� các� chỉ� thị� phân� tử� như�

RAPD,� ISSR,� SSR...� được� sử� dụng� khá�

phổ� biến� để� đánh� giá� đa� dạng� di� truyền�

giúp�bảo�tồn�và�phát�triển�nguồn�gen�(De�

Souza�et�al.,�2017,�Liu�và�cộng�sự,�2017).�

Chỉ�thị�phân� tử�RAPD�và� ISSR�được� sử�

dụng� rộng� rãi� trong�đánh� giá�đa�dạng�di�

truyền�bởi�các�ưu�điểm�như:�nhanh�chóng,�

đơn�giản,�hiệu�quả,�yêu�cầu� lượng�DNA�

nhỏ,�tính�đa�hình�cao.�Như�vậy,�việc�nghiên�

cứu,�đánh�giá�sự�đa�dạng�di�truyền�của�hệ�

vi�sinh�sinh�vật�nội� sinh�trong�cây�khoai�

tây�sẽ�góp�phần�đánh�giá�được�nguồn�gen�

vi�sinh�vật�rất�có�tiềm�năng�ứng�dụng�này.�

Nghiên�cứu�này�sẽ�là�cơ�sở�phục�vụ�cho�

các�nghiên�cứu�tiếp�theo�về�tác�động�của�

vi�sinh�vật�nội�sinh�đối�với�cây�khoai�tây�

như�kích�thích�sinh�trưởng,�cố�định�đạm,�

phân� giải� lân� và� con� đường� chuyển� hóa�

các�hợp�chất�thứ�cấp.

II.�Phương�pháp�nghiên�cứu

2.1.�Nguyên�vật�liệu

Các� mẫu� vi� khuẩn� nội� sinh� được�

tách� từ� rễ� của� các� cây� khoai� tây� Solara�

được�trồng�tại�Trung�tâm�bảo�tồn�và�phát�

triển� nguồn� gen� cây� trồng� –� Học� viện�

Nông� nghiệp� Việt� Nam,� Trâu� Quỳ,� Gia�

Lâm,�Hà�Nội.�DNA�của�các�chủng�giống�

vi� khuẩn� được� tách� chiết� theo� quy� trình�

của� Masoomi-Aladizgeh� và� cộng� sự� có�

cải�tiến�(Masoomi-Aladizgeh�et�al.,�2016).�

Hàm� lượng� và� độ� nguyên� vẹn� của� các�

mẫu�DNA� sau� khi� tách� chiết� được� kiểm�

tra�bằng�phương�pháp�điện�di�trên�agarose�

1,0%�và�trên�máy�đo�quang�phổ.

Sử� dụng� bộ� kit� 2x� PCR� MyTaq™�

Mix,�Bioline�cho�phản�ứng�PCR�tiêu�chuẩn.�

2.2.�Phương�pháp�nguyên�cứu

Đánh� giá� đa� dạng� di� truyền�của�
các�chủng�vi�sinh�vật�nội�sinh�bằng�chỉ�
thị�phân�tử�RAPD�và�ISSR:�

Thành�phần�của�phản�ứng�PCR�như�

trong�bảng�1.

Bảng�1.�Thành�phần�của�phản�ứng�PCR

STT Thành�phần Thể�tích
� Đệm�2x�PCR�Mastermix�

Solution�MyTaq™�
5,0�

2 Mồi�RAPD�(10�μM) 1,0�
3 DNA�khuôn�(5ng/ 4,0�

Tổng�thể�tích 10,0�

Các�mồi�RAPD,�ISSR�có�trình�tự�và�

nhiệt�độ�gắn�mồi�như�trên�bảng�3�và�bảng�5.�

Các�mồi�UBC�được�thiết�kế�bởi�trường�đại�

học�British�Columbia�(University�of�British�

Columbia),�Canada,�mồi�RAPD�được�thiết�

kế� bởi� Operon� Tech.� Inc.�Alameda,� CA,�

USA.��Phản�ứng�PCR�được�thực�hiện�theo�

chu�trình�nhiệt�sau:�biến�tính:�950C,�5�phút;�

40� chu� kỳ:/(� 950C� trong� 20� giây;� nhiệt�
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độ�gắn�mồi�phù�hợp� trong� 30�giây� (bảng�
3� và� 5);�720C� trong� 90� giây);�720C� trong�

5� phút.� Sản� phẩm�PCR� được� nhuộm�với�

RedSafeTM�Nucleic�Acid�Staning�Solution�

(20000X),�chạy�điện�di�trên�gel�agarose�1%�

có�sử�dụng�đệm�TAE�1X.

Các�băng�vạch�sản�phẩm�PCR�sáng�

rõ� và� ổn� định� được� ghi� điểm� 1,� không�

có�băng�vạch�ghi�điểm�0.�Sử�dụng�Hệ�số�

tương�đồng�Sokal� and�Michener� (1958)�

và�phương�pháp�phân�nhóm�UPGMA�trong�
NTSYS�2.1� để�xác� định�mối�quan� hệ�di�

truyền.�Chỉ�số�đa�hình�PIC�(Polymorphic�

Information�content)�của�mỗi�locus�RAPD�

được�tính�theo�công�thức�PIC�(i)�=�1�-�Σ�

Pij2�(Sokal�and�Michener,�1958;�Botstein�
et�al.,�1980).�Chỉ�số�sai�khác�giữa�các�cặp�

mồi�Rp�(resolving�power)�được�tính�theo�

công� thức�Rp�=�∑� I
b.
� trong� đó� I

b
:�giá� trị�

đại�diện�cho� thông�tin�của�đoạn.�I
b
�=�1�-�

(2×0.5�–�p),�p�là�tỷ�lệ�các�mẫu�xuất�hiện�
băng�vạch�(Prevost�and�Wilkinson,�1999).

III.�Kết�quả�và�thảo�luận�

3.1.�Kết�quả�tách�chiết�DNA�tổng�số

DNA�tách�chiết�được�cần�đảm�bảo�tinh�
sạch�và�nguyên�vẹn�để�thực�hiện�các�bước�

tiếp�theo�trong�quá�trình�nghiên�cứu.�DNA�

tổng�số�của�14�chủng�vi�khuẩn�được�kiểm�

tra�bằng�kỹ�thuật�điện�di�trên�gel�agarose�1%�

cũng�như�đo�quang�phổ.�Kết�quả�đo�quang�
phổ�được�thể�hiện�trên�bảng�2.

Kết�quả�trên�bảng�2�cho�thấy�các�mẫu�

DNA�tách�chiết�được�có�nồng�độ�và�độ�tinh�

sạch� khá� cao� và� đáp� ứng� tốt� yêu� cầu� sử�

dụng�làm�mạch�khuôn�cho�phản�ứng�PCR.

Bảng�2.�Hàm�lượng�và�độ�tinh�sạch�các�

mẫu�DNA�tổng�số

Stt
Mẫu�giống�vi�

khuẩn
Nồng�độ�
(ng/ml)

OD
260/280

� ��� 731 2,06
2 V_2 331 1,66
3 V_3 260 1,99
4 V_4 197 2,08
5 V_5 329 2,09
6 V_6 237 2,08
7 V_7 336 2,09
8 V_8 567 1,91
9 V_9 347 2,01
10 V_10 725 1,97
�� ���� 653 2,16
12 V_12 262 2,08
13 V_13 383 2,10
14 V_14 571 2,08

Bên� cạnh� việc� đo� quang� phổ� để�

định�lượng�và�xác�định�mức�độ�tinh�sạch,�

chúng�tôi�chạy�điện�di�để�kiểm�tra�mức�độ�

nguyên�vẹn�của�DNA�tổng�số.�Kết�quả�cho�

thấy:�DNA�tổng�số�có�băng�vạch�rất�sáng�

rõ,� kích� thước� lớn� (lớn� hơn� thang�chuẩn�

10kb).�Từ�các�kết�quả�đo�quang�phổ� lẫn�

chạy�điện�di�cho�phép�chúng�tôi�kết�luận:�

các�mẫu�DNA�tách�chiết�được�đáp�ứng�tốt�

cho�mục� đích� sử� dụng� làm�DNA�khuôn�

cho�chỉ�thị�ISSR�và�RAPD.

3.2.��Phân�tích�đa�dạng�di�truyền�bằng�chỉ�thị�RAPD

Hình�1.�Sự�đa�hình�của�các�chủng�giống�vi�khuẩn�nội�sinh�trong�cây�khoai�tây�nhân�bản�bởi�
mồi�RAPD�OPB17.�LD:�thang�chuẩn,�V1�–�V14:�các�chủng�giống�vi�khuẩn�nội�sinh,�BL:�

đối�chứng�trắng.�
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Bảng�3.�Khả�năng�phát�hiện�đa�hình�của�15�mồi�RAPD

STT Tên�mồi Trình�tự�mồi

Nhiệt�
độ�gắn�
mồi�
(°C)

Tổng�số�
locus�phát�
hiện�được

Số�
locus�
đa�
hình

Tỷ�lệ�đa�
hình�của�
các�locus�
(%)

Chỉ�số�đa�
hình�PIC�
của�mồi

Chỉ�số�sai�
khác�giữa�
các�cặp�
mồi�(Rp)

� OPA-01 CAGGCCCTTC 34 �� 9 81,8 0,34 5,14
2 OPB-04 GGACTGGAGT 32 10 10 100,0 0,43 7,00
3 OPB-17 AGGGAACGAG 32 �� �� 100,0 0,40 7,00
4 OPC-01 TTCGAGCCAG 32 �� 10 90,9 0,35 6,29
5 OPC-08 TGGACCGGTG 34 �� 10 90,9 0,34 6,00
6 OPC-13 AAGCCTCGTC 32 10 7 70,0 0,26 3,71
7 OPC-15 GACGGATCAG 32 �� �� 100,0 0,39 7,29
8 OPD-01 ACCGCGAAGG 34 12 9 75,0 0,33 6,14
9 OPD-02 GGACCCAACC 34 12 8 66,7 0,25 5,57
10 OPR-09 TGAGCACGAG 32 8 6 75,0 0,37 5,43

Tổng 107 91
Trung�bình/mồi 10,7 9,1 85,0 0,35

Nghiên�cứu�đã�thực�hiện�khảo�sát�24�

mồi�RAPD�để�phân�tích�đa�dạng�di�truyền�
của�14�chủng�giống�vi�khuẩn�phân�lập�được.�

Sau� khi�chạy�điện�di� sản�phẩm�PCR,�kết�

quả�cho�thấy�có�10�mồi�cho�sản�phẩm�PCR�

đa�hình�rõ�ràng�và�đạt�tiêu�chuẩn�(Hình�1).

Kết� quả� trên�bảng�3� cho� thấy� tổng�

số�locus�phát�hiện�được�của�10�mồi�RAPD�

là�107.�Mỗi�mồi�RAPD�nhân�bản�được�8�

–�12�locus/mồi,�trung�bình�đạt�10,7�locus/

mồi.�Mồi�OPD-01� và�OPD-02� phát�hiện�
được�số�locus�nhiều�nhất�là�12.�Mồi�OPR-

09�phát�hiện�được�số�locus�ít�nhất�là�8.�

Tổng� số� locus� đa� hình� phát� hiện�

được�của�tất�cả�các�mồi�là�91,�trung�bình�

9,1�locus�đa�hình/mồi.�Nhìn�chung,� tỷ�lệ�

locus�đa�hình�của�14�chủng�giống�vi�khuẩn�

là�rất�cao,�dao�động�trong�khoảng�66,7%�

đến�100%,�trung�bình�là�85,0%.�Các�mồi�

OPA-03,�OPB-04,�OPB-17,�OPC-15,�cho�

tỷ�lệ�locus�đa�hình�là�100%.�Mồi�OPD-02�
cho�tỷ�lệ�locus�đa�hình�thấp�nhất�là�66,7%.

Kết�quả�trên�bảng�3�cho�thấy�chỉ�số�

đa�hình�PIC�biến�động� từ�0,25�đến�0,43.�

OPD-02� là�mồi� có� chỉ� số� PIC� thấp� nhất�

(0,25)�còn�OPB-04� là�mồi�có�chỉ�số�PIC�

cao�nhất�(0,43).�Chỉ�số�đa�hình�PIC�trung�

bình�của�10�mồi�RAPD�là�0,346,�do�đó�có�

thể�kết� luận�là�mức�độ�phát�hiện�đa�hình�
của�10�mồi�RAPD�là�tương�đối�cao.

Chỉ� số� sai� khác� giữa� các� cặp�mồi�
(Rp)� chỉ� ra�sự� tương�quan�giữa�các�kiểu�
gen� với�chỉ� thị�phân� tử�DNA,�chỉ� số�Rp�
càng�cao�chứng�tỏ�chỉ�thị�đó�hiệu�quả�trong�
việc� phân� nhóm� kiểu� gen� (Prevost� and�
Wilkinson,� 1999).�Chỉ� số�Rp� trung� bình�
của�10�mồi�RAPD�là�5,957.�Mồi�OPC-13�
có�chỉ�số�Rp�thấp�nhất�là�3,71�trong�khi�đó�
mồi�OPC-15�có�chỉ�số�Rp�cao�nhất�là�7,29.

Từ� hình� ảnh� điện� di� của� 10� mồi�

RAPD,� tiến� hành� lập� ma� trận� nhị� phân�
trong� Excel.� Sử� dụng� phương� pháp�
UPGMA�trong�phần�mềm�NTSYS�2.1�để�
phân�tích�đa�dạng�di�truyền�của�14�chủng�
giống�vi�khuẩn�nội�sinh�thu�thập�được.�Kết�
quả�được�thể�hiện�ở�bảng�4�và�hình�2.

Trung� bình� hệ� số� tương� đồng� di�
truyền�khi�so�sánh�giữa�các�cặp�là:�0,575

Hệ�số�tương�đồng�di�truyền�phản�ánh�
mối�quan�hệ�đa�dạng�di�truyền�của�14�chủng��
giống�vi�khuẩn�nghiên�cứu.�Hai�chủng�giống�
vi� khuẩn� càng� gần� nhau� về� thông� tin� di�
truyền�thì�hệ�số�tương�đồng�giữa�chúng�càng�
lớn� và�ngược� lại,� hai�mẫu� có�hệ� số� tương�

đồng�di�truyền�càng�thấp�thì�mối�quan�hệ�di�
truyền�giữa�chúng�lại�càng�xa.
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Bảng�4.�Hệ�số�tương�đồng�di�truyền�của�các�chủng�giống�vi�khuẩn�dựa�trên�chỉ�thị�RAPD

��� V_2 V_3 V_4 V_5 V_6 V_7 V_8 V_9 V_10 ���� V_12 V_13 V_14

��� �

V_2 0.48 �

V_3 0.46 0.41 �

V_4 0.48 0.83 0.41 �

V_5 0.57 0.74 0.41 0.8 �

V_6 0.52 0.72 0.43 0.72 0.7 �

V_7 0.6 0.55 0.45 0.53 0.58 0.53 �

V_8 0.52 0.5 0.57 0.5 0.57 0.61 0.62 �

V_9 0.63 0.63 0.46 0.63 0.65 0.61 0.6 0.54 �

V_10 0.55 0.49 0.45 0.53 0.62 0.6 0.67 0.6 0.62 �

���� 0.54 0.52 0.48 0.57 0.65 0.57 0.6 0.59 0.74 0.75 �

V_12 0.67 0.48 0.5 0.48 0.54 0.54 0.58 0.61 0.57 0.53 0.54 �

V_13 0.52 0.52 0.54 0.59 0.63 0.57 0.58 0.57 0.7 0.71 0.91 0.57 �

V_14 0.5 0.57 0.52 0.65 0.61 0.57 0.62 0.61 0.46 0.6 0.5 0.5 0.48 �

Kết�quả�trên�bảng�4�thể�hiện�hệ�số�

tương�đồng�di� truyền�của� từng�cặp�mẫu.�

Kết�quả�cho�thấy,�hệ�số�tương�đồng�của�14�

chủng�giống�vi�khuẩn�biến�động�từ�0,41�–�

0,91.�Trong�đó,�hai�cặp�chủng�giống�V_11�

và�V_13�có�hệ�số�tương�đồng�cao�nhất�là�

0,91� trong�khi�đó,�cặp�mẫu�V_3�và�V_4�

cũng�như�cặp�mẫu�giống�V_3�và�V_5�có�

hệ�số�tương�đồng�thấp�nhất�là�0,41.�Nhiều�

công� trình� công� bố� đã� sử� dụng� chỉ� thị�

RAPD�để�đánh�giá� sự�đa�dạng�di� truyền�

của�các�chủng�giống�vi� sinh�vật�nội�sinh�

thực� vật.� De� Souza� và� cộng� sự.,� (2017)�

đã� sử� dụng� chỉ� thị� RAPD� để� phân� tích�

đa�dạng�di�truyền�của�88�chủng�Bacillus�

phân�lập�được�(De�Souza�et�al.,�2017).�Liu�

và� cộng� sự,� (2017)� đã�phân� lập� và�đánh�

giá�đa�dạng�di�truyền�của�10�chủng�giống�

vi� sinh�vật� nội� sinh� trong� lúa�mì,� lúa�và�

ngô�bằng�chỉ�thị�RAPD�(Liu�et�al.,�2017).�

Bhadania� và� cộng� sự� (2014)� cũng� tiến�

hành�phân�tích�đa�dạng�di�truyền�của�10�

chủng�giống�vi�sinh�vật�nội�sinh�bằng�12�

chỉ�thị�RAPD�và�nhận�thấy�các�mồi�OPA-

13,�OPA-16,�OPB-11,�OPC-04,�OPD-07,�

OPF-09,�OPJ-06,�OPM-12�và�OPP-13�cho�

tỷ� lệ�đa�hình�đạt� 100%�(Bhadania�et� al.,�

2014).�Kết�quả�này�cũng�khá�tương�đồng�

với�kết�quả�nghiên�cứu�của�chúng�tôi�khi�

một� số� mồi� RAPD� (OPB-04,� OPB-17,�

OPC-15)�cũng�cho�tỷ�lệ�đa�hình�đạt�100%.�

Hệ�số�tương�đồng�di�truyền�được�sử�dụng�

cho�phân�nhóm�UPGMA�để�xác�định�mối�

quan�hệ�di� truyền�của�14�chủng�giống�vi�

khuẩn�nội�sinh.�Kết�quả�được�thể�hiện�trên�

Hình�2.

Hình�2:�Sơ�đồ�mức�độ�tương�đồng�di�

truyền�của�14�chủng�giống�vi�khuẩn�dựa�

vào��

chỉ�thị�RAPD

Dựa�vào�hình�2,�ở�hệ�số�tương�đồng�di�

truyền�0,575,�14�chủng�giống�vi�khuẩn�được�

phân�thành�4�nhóm�chính.�Trong�đó,�nhóm�1�

có�2�mẫu�là�V_1�và�V_12,�nhóm�2�có�8�mẫu�

là�V_2,�V_4,�V_5,�V_6,�V_9,�V_10,�V_11,�

V_13,�nhóm�3�có�3�mẫu�là�V_7,�V_8,�V_14�

và�nhóm�4�có�1�mẫu�là�V_3.
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3.3.� Phân� tích� đa� dạng� di� truyền�

bằng�chỉ�thị�ISSR

Kết�quả�trên�bảng�5�cho�thấy�tổng�số�

locus�phát�hiện�được�của�6�mồi�là�52�locus.�

Mỗi� mồi� ISSR� nhân� bản� được� 6� đến� 12�

locus/mồi.�Mồi� ISSR1� phát� hiện� được� số�

locus�nhiều�nhất�là�12�locus,�trong�khi�đó,�

mồi�UBC-809�chỉ�phát�hiện�được�6�locus.

Tổng� số� locus� đa� hình� phát� hiện�

được�của�tất�cả�các�mồi�là�45,�trung�bình�

7,5�locus�đa�hình/mồi.�Nhìn�chung,� tỷ�lệ�

locus�đa�hình�của�14�chủng�giống�vi�khuẩn�

này�khá�cao,�dao�động�trong�khoảng�75%�

đến�100%,�trung�bình�là�86,25%.�Các�mồi�

ISSR1�và�UBC-809�có�tỷ�lệ�các�locus�đa�

hình�đạt� 100%.�Mồi�UBC-808�và�UBC-

840�có�tỷ�lệ�đa�hình�thấp�nhất�là�75%.

Các�mồi�có�chỉ�số�đa�hình�PIC�biến�

động� từ� 0,31� đến� 0,4.� Mồi� ISSR-01� và�

UBC-834�là�mồi� có�chỉ� số�PIC�cao�nhất�

(0,4),�UBC-826�là�mồi�có�chỉ�số�PIC�thấp�

nhất�(0,31).�Chỉ�số�đa�hình�PIC�trung�bình�

của�6�mồi�ISSR�là�0,38,�do�đó�có�thể�kết�

luận� là�mức�độ�phát�hiện�đa�hình�của�15�

mồi�ISSR�là�khá�cao.

Bảng�5.�Khả�năng�phát�hiện�đa�hình�của�6�mồi�ISSR

STT Tên�mồi Trình�tự�mồi
Tm�
(°C)

Tổng�số�
locus��
phát�
hiện�
được

Số�
locus��
đa�
hình

Tỷ�lệ�đa�
hình��

của�các��
locus�
(%)

Chỉ�số�
đa�hình�
PIC�của�
mồi

Chỉ�số�
sai�khác�
giữa�các�
cặp�mồi�
(Rp)

� UBC-808 AGAGAGAGAGAGAGAGYA 51,6 8 6 75 0,40 8,43

2 UBC-809 GAGAGAGAGAGAGAGAYT 51,6 6 6 100 0,39 6,00

3 UBC-826 ACACACACACACACACYA 51,6 10 8 80 0,39 3,86

4 UBC-834 TGTGTGTGTGTGTGTGRT 51,6 8 7 87,5 0,31 5,43

5 UBC-840 ATGATGATGATGATGATG 47 8 6 75 0,40 6,57

6 ISSR1 ACACACACACACACACT 51,6 12 12 100 0,36 5,71

� Tổng � 52 45 �

� Trung�bình � 8,66 7,5 86,2� 0,38 6,00

Chỉ�số�Rp�trung�bình�của�6�mồi�ISSR�là�6,00.�Chỉ�số�Rp�cao�nhất�là�8,43�của�mồi�

ISSR-01�và�thấp�nhất�là�3,86�của�mồi�UBC-809.

Bảng�6.�Hệ�số�tương�đồng�di�truyền�của�các�chủng�giống�vi�khuẩn�dựa�trên�chỉ�thị�ISSR

��� V_2 V_3 V_4 V_5 V_6 V_7 V_8 V_9 V_10 ���� V_12 V_13 V_14

��� �

V_2 0.50 �

V_3 0.54 0.56 �

V_4 0.56 0.74 0.54 �

V_5 0.66 0.56 0.52 0.54 �

V_6 0.66 0.76 0.52 0.66 0.72 �

V_7 0.48 0.54 0.50 0.60 0.50 0.58 �

V_8 0.60 0.58 0.54 0.56 0.70 0.70 0.64 �

V_9 0.60 0.54 0.50 0.72 0.62 0.62 0.56 0.64 �

V_10 0.64 0.50 0.54 0.52 0.58 0.66 0.52 0.48 0.56 �

���� 0.60 0.62 0.54 0.52 0.58 0.58 0.40 0.56 0.64 0.60 �

V_12 0.54 0.36 0.48 0.42 0.44 0.40 0.46 0.54 0.58 0.42 0.54 �

V_13 0.60 0.58 0.50 0.56 0.58 0.66 0.56 0.56 0.68 0.52 0.72 0.70 �

V_14 0.52 0.62 0.50 0.52 0.62 0.62 0.44 0.64 0.56 0.64 0.76 0.54 0.60 �
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Hình�3.�Sơ�đồ�mức�độ�tương�đồng�di�

truyền�của�14�chủng�giống�vi�khuẩn�dựa�

vào�chỉ�thị�ISSR

Dựa�vào�sơ�đồ�trên�hình�3� ta�thấy:�

ở� hệ� số� tương� đồng� di� truyền� 0,571,� 14�

chủng�giống�vi�khuẩn�được�phân�thành�4�

nhóm.�Trong�đó,�nhóm�1�có�8�mẫu�là�V_1�

và�V_10,�V_2,�V_6,�V_4,�V_9,�V_5,�V_8,�

nhóm�2�có�4�mẫu�là�V_12,�V_13,�V_11,�

V_14,�nhóm�3�có�1�mẫu�là�V_3�và�nhóm�4�

có�1�mẫu�là�V_7.�

Tương�tự�như�chỉ�thị�RAPD,�chỉ�thị�

ISSR�cũng�là�một�chỉ�thị�đa�locus�nhưng�

có� một� số� ưu� điểm� hơn� so� với� chỉ� thị�

RAPD.�Chính�vì�vậy,�khá�nhiều�công�trình�

công�bố�đã�sử�dụng�chỉ�thị�này�trong�phân�

tích�đa�dạng�di�truyền�các�quần�thể�vi�sinh�

vật�nội�sinh�trong�thực�vật.�Lyra�và�cộng�

sự�(2013)�tiến�hành�phân�tích�đa�dạng�di�

truyền�của�22�chủng�vi�khuẩn�cố�định�đạm�

với�4�chỉ�thị�ISSR�(UBC�808,�UBC�809,�

UBC�810�và�UBC�812).�Kết�quả�cho�thấy�

22�chủng� được� phân� tách� thành� 5� nhóm�

khác� nhau.�Kết� quả� trên� chứng� tỏ� sự� đa�

dạng� di� truyền� rất� cao� của� 22� chủng� vi�

khuẩn�phân� lập�được�(Lyra� et�al.,�2013).�

Rodrigues� và� cộng� sự� (2004)� sử� dụng�

chỉ� thị�ISSR�để�xác�định�mối�quan�hệ�di�

truyền�của�18�chủng�nấm�nội�sinh� thuộc�

loài� Guignardia� mangiferae� từ� các� cây�

trồng� khác� nhau� và� nhận� thấy� 18� chủng�

nấm� được� tách� thành� ba� nhóm� chính�

(Rodrigues�et�al.,�2004).�Grünig�và�cộng�

sự.,� (2001)� cũng� tiến� hành� phân� tích� đa�

dạng�di�truyền�của�14�chủng�nấm�nội�sinh�

thuộc�loài�Phialocephala�fortinii.�Kết�quả�

cho� thấy� 85� trong� số� 92� locus� nhân� bản�

được�là�các�locus�đa�hình�(chiếm�92,4%).�

Công�trình�cũng�khẳng�định�chị�thị�ISSR�

là�một�công�cụ�rất�hữu�hiệu�trong�đánh�giá�

đa� dạng� di� truyền� (Grünig� et� al.,� 2001).�

So�với�công�trình�của�Grünig�và�cộng�sự.,�

(2001)�thì�tỷ�lệ�locus�đa�hình�của�nghiên�

cứu�của�chúng�tôi�tuy�thấp�hơn�nhưng�vẫn�

rất�cao�và�đạt�tới�86,2%.�Như�vậy,�việc�lựa�

chọn�chỉ�thị�ISSR�cho�phân�tích�đa�dạng�di�

truyền�các�chủng�giống�vi�khuẩn�nội�sinh�

trong�cây�khoai�tây�là�rất�phù�hợp.

Kết�quả�cho�thấy�có�sự�khác�biệt�về�

mức� độ� tương� đồng� di� truyền� cũng� như�

sơ�đồ�tương�đồng�di�truyền�của�14�chủng�

giống�vi�khuẩn�dựa�vào�chỉ�thị�RAPD�và�

chỉ� thị� ISSR� (Bảng�4�vs�Bảng�6,�Hình�1�

vs�Hình�3).�Sự�khác�biệt�về�mức�độ�tương�

đồng�di�truyền�cũng�như�sơ�đồ�tương�đồng�

di�truyền�khi�các�chủng�giống�được�phân�

tích�bởi�chỉ�thị�RAPD�và�ISSR�cho�thấy�

hai�nhóm�chỉ�thị�phát�hiện�sự�đa�hình�theo�

nguyên�lý�khác�nhau�và/hoặc�nhân�bản�vào�

các�vùng�DNA�mục�tiêu�nằm�trên�các�vùng�

khác� nhau� của� bộ� gen� (Lalhruaitluanga�

and�Prasad,�2009).�Mối� tương�quan� thấp�

hay�sự�khác�biệt�về�kết�quả�phân�tích�đa�

dạng� di� truyền� giữa� hai� chỉ� thị� ISSR� và�

RAPD�đã�được�mô�tả�ở�blackgram�(Vigna�

mungo� (L.)� Hepper)� (Souframanien� and�

Gopalakrishna,� 2004),� cây� bồ� công� anh�

(Lactuca� indica� L.)� (Pham� et� al.,� 2022),�

cây� bát� giác� liên� (Dysosma� tonkinense)�

(Pham� et� al.,� 2021),� và� cây� Triticum�

aestivum�(Khaled�et�al.,�2015).

3.4.� Phân� tích� đa� dạng� di� truyền�

dựa�trên�2�chỉ�thị�RAPD�và�ISSR

Từ� các� kết� quả� phân� tích� trên� cho�

thấy�chỉ�thị�RAPD�và�ISSR�khi�phân�tích�
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độc�lập�nhau�đã�xác�định�được�sự�đa�hình�

của� các� chủng� giống� vi� sinh� vật� nghiên�

cứu.�Thêm�vào� đó,�sơ� đồ�mức�độ� tương�

đồng�di�truyền�dựa�trên�chỉ�thị�RAPD�và�

ISSR� là� tương� đối� tương� đồng.�Mặc� dù�

vậy,� việc� xác� định� hệ� số� tương� đồng� di�

truyền�sẽ�chính�xác�hơn�nhiều�khi�số�locus�

phát�hiện�được�trong�cùng�một�phân�tích�

càng� lớn.�Chính�vì�vậy,�người� ta� thường�

kết�hợp�kết�quả�phân�tích�của�cả�hai�chỉ�

thị�RAPD�và�ISSR�với�nhau�để�có�kết�quả�

phân�tích�có�tính�thuyết�phục�cao�hơn�so�

với�phân�tích�riêng�rẽ�(Souframanien�and�

Gopalakrishna,�2004).�Kết�quả�phân�tích�

hệ�số�tương�đồng�di�truyền�của�các�chủng�

giống�vi�sinh�vật�dựa�trên�chỉ�thị�RAPD�và�

ISSR�được�thể�hiện�trên�Bảng�7.��

Kết�quả�trên�bảng�7�thể�hiện�hệ�số�di�

truyền�giữa�các�cặp�mẫu.�Kết�quả�cho�thấy,�

hệ�số� tương�đồng�của� 14�chủng�giống� vi�

khuẩn�biến�động�từ�0,44�–�0,85,�trung�bình�

hệ�số�tương�đồng�di�truyền�khi�so�sánh�giữa�

các�cặp�là:�0,573.�Trong�đó,�cặp�mẫu�V_2�

và�V_12�có�hệ�số�tương�đồng�thấp�nhất�là�

0,44�trong�khi�đó,�cặp�mẫu�V_11�và�V_13�

có�hệ�số�tương�đồng�cao�nhất�là�0,85.

Bảng�7.�Hệ�số�tương�đồng�di�truyền�của�các�chủng�giống�vi�khuẩn�dựa�trên�chỉ�thị�RAPD�

và�ISSR

��� V_2 V_3 V_4 V_5 V_6 V_7 V_8 V_9 V_10 ���� V_12 V_13 V_14

��� �

V_2 0.49 �

V_3 0.49 0.46 �

V_4 0.51 0.8 0.46 �

V_5 0.6 0.68 0.45 0.71 �

V_6 0.57 0.73 0.46 0.7 0.7 �

V_7 0.56 0.55 0.46 0.56 0.55 0.55 �

V_8 0.55 0.53 0.56 0.52 0.61 0.64 0.63 �

V_9 0.62 0.6 0.47 0.66 0.64 0.61 0.58 0.58 �

V_10 0.58 0.49 0.48 0.53 0.61 0.62 0.62 0.56 0.6 �

���� 0.56 0.56 0.5 0.55 0.63 0.57 0.53 0.58 0.7 0.7 �

V_12 0.63 0.44 0.49 0.46 0.51 0.49 0.54 0.58 0.57 0.49 0.54 �

V_13 0.55 0.54 0.53 0.58 0.61 0.6 0.57 0.56 0.69 0.64 0.85 0.61 �

V_14 0.51 0.58 0.51 0.61 0.61 0.58 0.56 0.62 0.49 0.61 0.59 0.51 0.52 �

Hình�4.�Sơ�đồ�mức�độ�tương�đồng�di�

truyền�của�14�chủng�giống�vi�sinh�vật�

dựa�vào�chỉ�thị�RAPD�và�ISSR

Kết� quả� phân� tích� sơ� đồ� mức� độ�
tương�đồng�di�truyền�của�14�chủng�giống�vi�
khuẩn�dựa�vào�chỉ�thị�RAPD�và�ISSR�trên�
hình�4�ta�thấy:�ở�hệ�số�tương�đồng�di�truyền�
0,573,� 14� chủng�giống� vi� khuẩn� lại� được�
phân�thành�4�nhánh�di�truyền�chính.�Trong�
đó,�nhóm�1�có�2�mẫu�là�V_1�và�V_12,�nhóm�
2�có�8�mẫu�là�V_2,�V_4,�V_5,�V_6,�V_14,�
V_9,�V_10,�V_11,�V_13,�nhóm�3�có�3�mẫu�
bao�gồm�V_7,�V_8,�V_14�và�nhóm�4�có�1�
mẫu� là�V_3.�Như� vậy,� sơ�đồ� tương�đồng�
di�truyền�của�14�chủng�giống�vi�khuẩn�nội�
sinh�trong�cây�khoai�tây�khi�phân�tích�bằng�
kết�hợp�giữa�hai�chỉ�thị�cho�kết�quả�tương�
đồng�với�chỉ�thị�RAPD.
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Sự� kết� hợp� hai� chỉ� thị� RAPD� và�

ISSR�đã�được�sử�dụng�phổ�biến�vì�cả�hai�

chỉ�thị�đều�cung�cấp�thông�tin�rất�hữu�ích�

cho�việc�phân�loại�và�đánh�giá�đa�dạng�di�

truyền� (Karuppanapandian� et� al.,� 2010;�

Tripathi� et� al.,� 2012).� Trong� nghiên� cứu�

này,�để�xác�định�mối�quan�hệ�di�truyền�của�

14�chủng�giống�vi�khuẩn�nội�sinh,�chúng�

tôi�đã�sử�dụng�kết�hợp�cả�chỉ�thị�RAPD�và�

ISSR�do�sự�kết�hợp�cả�hai�chỉ�thị�sẽ�có�tính�

đại�diện�và�tin�cậy�hơn�(Souframanien�and�

Gopalakrishna,�2004).

Để�có�thể�đưa�ra�kết�luận�về�sự�hiệu�

quả� của� các�chỉ� thị�RAPD� và� ISSR� trong�

phân� tích�đa�dạng� di� truyền�của�14�chủng�

giống�vi�khuẩn,�chúng�tôi�xác�định�sự�tương�

quan�giữa�các�ma�trận�Sokal-Michener�bằng�

cách�sử�dụng�kiểm�định�Mantel�(tương�quan�

Pearson)�của�các�chỉ�thị.�Kết�quả�phân�tích�

tương�quan�được�thể�hiện�trên�bảng�8.

Bảng�8.�Hệ�số�tương�quan�giữa�các�cặp�ma�trận

Cặp�ma�trận��
Sokal-Michener

Hệ�số�tương�quan�
giữa�các�ma�trận�(r)

p-value��
(two-tailed)

Alpha

RAPD�vs.�ISSR 0,715 <0,0001 0,05
ISSR�vs.�(RAPD�+�ISSR) 0,864 <0,0001 0,05
RAPD�vs.�(RAPD�+�ISSR) 0,969 <0,0001 0,05

Kết�quả�trên�bảng�8�cho�thấy:�hệ�số�

tương� quan� (r)� giữa� hai�ma� trận� ISSR� và�

RAPD�là�0,715�(p�˂�0,0001).�Kết�quả�này�

cho�thấy�có�sự�tương�quan�ở�mức�khá�giữa�

hai�ma�trận.�Hệ�số�tương�quan�giữa�ma�trận�

ISSR� và�ma� trận� kết� hợp� giữa� hai� chỉ� thị�

RAPD� và� ISSR� (RAPD� +� ISSR)� cho� kết�

quả�mối�tương�quan�khá�cao�(r�=�0,864,�p�

<�0,0001),� trong�khi�đó�hệ� số� tương�quan�

giữa�ma�trận�RAPD�và�(RAPD�+�ISSR)�là�

rất�cao�(r�=�0,969,�p�<�0,0001).�Kết�quả�trên�

cho�thấy,�giữa�hai�chỉ�thị�thì�chỉ�thị�RAPD�

có�hiệu�quả�tốt�hơn�so�với�chỉ�thị�ISSR�trong�

phân� tích�đa�dạng� di� truyền�của�14�chủng�

giống�vi�khuẩn�nội�sinh�phân�lập�được.

IV.�Kết�luận

14� chủng� giống� vi� khuẩn� nội� sinh�

trong� cây� khoai� tây� đã� được� đánh� giá� đa�

dạng�di�truyền�bằng�10�chỉ�thị�RAPD�và�6�

chỉ�thị�ISSR.�Hai�chỉ�thị�phát�hiện�được�tổng�

số�159�locus�(107�locus�với�chỉ�thị�RAPD�và�

52�locus�với�chỉ�thị�ISSR)�với�tỷ�lệ�locus�đa�

hình�khá�cao�(trung�bình�85,0%�đối�với�chỉ�

thị�RAPD�và�86,2%�đối�với�chỉ�thị�ISSR).�

Trung�bình�chỉ� số�PIC�của�10�mồi�RAPD�

là� 0,35� và� của�6�mồi� ISSR� là� 0,38� chứng�

tỏ�khả�năng�phát�hiện�đa�hình�các�chỉ�thị�là�

cao.�Hệ�số�tương�đồng�của�14�chủng�giống�
vi�khuẩn�dao�động�từ�0,36-0,76.�Trong�đó,�
chủng�giống�V_2�và�V_12�có�hệ�số�tương�
đồng�thấp�nhất�(0,36),�và�chủng�giống�V_2�
và�V_6�có�hệ�số�tương�đồng�cao�nhất�(0,76).�
Ở�hệ�số�tương�đồng�di�truyền�trung�bình�là�
0,573,�14�chủng�giống�vi�khuẩn�được�phân�
thành�4�nhánh�di�truyền�chính.�Kết�quả�trên�
chứng�tỏ�14�chủng�giống�vi�khuẩn�nội�sinh�
nghiên�cứu�có�sự�đa�dạng�di�truyền�cao.

Lời�cảm�ơn:�Công�trình�được�hỗ�trợ�
kinh�phí�từ�đề�tài�MHN2021-01.17.
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