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Ung dung chi thi phan ti trong phén hiét cdc loai sam trén the gidi

Chu Biic Ha', Nguyén Thi Minh Nguyét', Tran Thi Hoa My, Bui Thi Hgi",
Pham Thu Nga'?, Lé Hung Linh', Hoang Thanh Tung?, Dudng Tan Nhut?
Vién Di truyén Nong nghiép, VAAS

2Khoa Sinh hoc, Truong Pai hoc Su pham Ha Noi

3Vién Nghién ctu Khoa hoc Tay Nguyén, VAST

Chi thi phan t(i Ia mét trong nhiing cong cu hiiu ich trong 1ap ban dé di truyén lién két tinh trang va
chon gidng phan tli & cay trong. Hién nay, thong tin vé genome tham chiéu chua dugc cung cap mét
cach day dl & cac loai thuc vat, do do chi thj phan ti dang dudc coi 1a cong cu khong thé thigu dé
phan tich da dang di truyén va xac dinh chinh xac 6 mc dd loai hay dudi loai. Gan day, nhu cau chon
giong va kiém dinh chi Panax néi riéng va céc loai dugc liéu néi chung ngay cang ting. Tuy nhién,
nguyén ly, ting dung cling nhu su khac nhau gilia nhiing céng cu chi thi phan ti dang dugc phat
trién hién nay can phai dudc hiéu rd; tii do co thé Iua chon loai chi thi phu hop véi muc tiéu nghién
ctu. Trong bai viét nay, nhiing thanh tuu gan day vé viéc ing dung chi thi phan t(i dé nghién ctu
sam va cac san pham bao ché lién quan dén sam sé dugc trinh bay ciing nhu dua ra mot s6 diém luu
y trong viéc ting dung cdng nghé nay cho ddi tugng sam Viét Nam.
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Mé dau

Panax la mét trong nhiing chi quan
trong thudc ho Araliaceae, bao gom
nhiéu loai cay dudc liéu cé gia tri kinh
t6 cao. Mot s6 loai cay dugc liéu ndi
tiéng trong chi Panax dugc biét dén
nhu sam Han Quéc (P. ginseng), tam
that (P. notoginseng), sam Vi Diép
(P. bipinnatifidus), sam Nhat Ban (P.
japonicus), sam My (P. quinquefolius)
va sdm Ngoc Linh (P. vietnamensis)
thuéc nhanh Panax; giam sam (P,
pseudoginseng) va tam that hoang
(P.  stipuleanatus) thudéc nhanh
Pseudoginseng. Nhin chung, céc loai
sam nay cé gia tri va tac dung dugc
ly khac nhau, do dé cé thé bi nham
I&n hodc ¢ y trao ddi trong qua trinh
st dung. Vi vay, van dé nhan dang
cac loai sdm ludn dugc dat 1én hang
dau, nhét la trong qua trinh bao ché,
gieo trong, giao dich hay lién quan
dén cong tac chon giéng sam. Trudc
day, mot s6 nghién ctu da dudc tién
hanh nhdm ma ta hinh thai nhan dang
clia tling gidng sam. Tuy nhién, cach
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tlep can truyen thong nay con gap rat
nhiéu van dé do anh hucng clia yéu to
moi trudng. Su ra ddi clia cong cu chi
thi phan t0 da t6 ro uu thé trong cong
tac phan loai va nhan dang cac giéng
sam, bdi chiing khéng chiu anh hudng
tl diéu kién nudi trong, dong thdi co
thé thao tac trén mot s6 luong 16n
mau nhat dinh véi dd chinh xac cao.
Trong bai viét nay, nhom tac gia tom
tit nhiing thanh tyu quan trong trong
nghién cuu lng dung cong cu chi thi
phan t nhim kiém dinh va phan tich
da dang di truyén cla cac loai sam
trén thé gidi cling nhu nhiing gidng
sam Han Quéc.

Thanh tu trong nhan dang chi Pamax
hang chi thi phan ti

Céng cu RFLP

Phan tich da hinh chiéu dai doan
cat giéi han (Restriction fragment
length polymorphism - RFLP) la
mot phUGng phap nhan biét trinh ty
ADN cu thé dya trén su khac nhau
vé chiéu dai cla cac doan ADN dugc
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tao ra nhg enzyme cét gidi han. Bay
la ky thuat kha don gién, khong ton
nhiéu thdi gian va yéu cau |t ADN,
dugc st dung kha phé bién dé nhan
blet va phan loai cac loai. Bugc phat
trién 1an dau tién vao nam 1985, ky
thudt RFLP da dugc ung dung trén
nhiéu doi tugng thyc vat. Nam 1997,
RFLP lan dau tién dugdc Ung dung
dé so sanh cac doan trinh tu ma hoa
18S rRNA, c6 kich thudc khoang
500 bp clia giong sam Han Quéc (H.
Fushimi 14), 2 giéng P. japonicus (H.
Fushimi 13 va 19), P. quinquefolius
(H. Fushimi 15) va m6t s6 mau san
phdm thuong mai bao ché ti sam
(b&ng 1) [1]. Su sai khac cla doan
ma hoéa 18S rRNA cling dudc nghién
clu trén P. ginseng trong tai Trung
Quéc va Han Quoc [2]. TU lau, viéc
hoan déi cac giéng sam va mot sé
lodi c6 hinh thai tuong tu, nhu hoa
phan (Mirabilis jalapa), thuong luc
(Phytolacca acinosa), thuong luc
My (P. americana) va cat canh
(Platycodon grandiflorus) da dién
ra rat phd bién trén thi trudng [3, 4].



Mét trong nhiing nd Iuc da dugc ghi
nhan la Ung dung RFLP trong phéan
tich vung ITS1-5, 8S-ITS2 tu ré kho
cla 6 mau sam va so sanh véi M.
jalapa va P. acinosa [3]. Boan trinh
ty nay dudc dung kha phé bién trong
xac dinh cac giéng sam Han Quéc
véi cac loai thudc chi Panax nham
phuc vy cong tac lai tao [5]. D& phan
biét P. ginseng v&i P. americana va
P. grandiflorus, cac nha khoa hoc
Trung Quéc da khuéch dai gen muc
tiéu bang ky thuat PCR-RFLP nham
gilip xac dinh dét bién diém va danh
gia su sai khac cla doan trinh ty 5S
rDNA [4] (bang 1). Bén canh dd, moét
s6 gen luc lap khac, dién hinh nhu
psbA va rbcl cling dugc st dung dé
nhan biét cac giéng sam [6] (bang 1).
Cac nghién ctu cho thay, PCR-RFLP
c6 thé nhan dang giGa cac loai Panax
hodc véi mot s6 loai tuong ty sam,
tuy nhién kh& nang phan biét gitia
cac giong cung loai lai chua hiéu qua
(5, 7].

Céng cu RAPD

Ky thuét phan tich ADN da hinh
nhan ban ngdu nhién (Random
amplification of polymorphic  ADN
- RAPD) dugc phat trién dya trén
nguyén ly st dung mai don chua 9-12
nucleotide ngau nhién (t6i thiéu la 4
nucleotide) dé nhan ban cac doan
ADN b sung bét ky trong genome.
Trong giai doan trudc, RAPD da tr§
thanh mot cong cu pho bién dé phan
tich da dang di truyén trong quan thé
cay trong hoac gitta cac glong VG
uu diém vé thoi gian, chi phi va chi
doi héi mot lugng mau nhd. TU nam
1997, RAPD da bat dau dugc st dung
dé nghién ciu trén chi Panax nham
phan biét ré P. ginseng kho thu thap
ti 4 vung sinh thai khac nhau tai Trung
Quéc va Han Quadc [2]. V6i muc tiéu
phan tich da dang di truyén hé trg cong
tac chon tao giong, mot s6 lugng 16n
chi thi RAPD da dugc sl dung dé danh
gid cac quan thé sam P. quinquefolius
tai Canada [8] va Trung Quéc [9]. Cho

Bang 1. Mot s6 thanh tuu néi bat trong ting dung RFLP dé phan biét cac giong sam

va mot so loai lién quan.

TT Nhéindang Noithu thip Gennhdnbiét  Nim Ngudn
e : cong bd

1 P ginseng Nhat Ban 18S rRNA 1997 [1]
P. japonicus
P. quinquefolius: ‘

2 _P-ginseng . -7«' Tt%mg Quoc  ITS1-5,8S- 1999 [3]

“P notogmsengk ) ITS2

P. major 55“
P. japonicus Vg §1hat Ban
P. quinquefolius Hoa Ky
P. trifolius |
Mirabilis jalapa™ Hong Kong
Phytolacca acingsa-»»

3 P.ginseng Trung Quoc  18S rRNA 2001 [2]

Han Qudc

4 P ginseng 4 . HanQubc psbA va rbcL. 2003 [6]
P. quinquefolitis. * tir Iuc lap
P. japonicus J ‘

5 P.ginseng . Han Quoc ITS1-5,8S- = <2007 [5]
P. japonicus Nhat Ban Ims2 -
P. quinquefolius HoaKy * p”

6 P.ginseng rung Quoc, 5S rDNA 2009 [4]
Platycodon grandiﬂoru.;“{ (}u )

Phytolacca americana
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dén nay, rat nhiéu quan thé P. ginseng
tU nhiéu khu vuc khac nhau da dugc
thu thap dé danh gia da dang di truyén
va su khac biét gilta cac giéng bang
chi thi RAPD [10].

Chi thi RAPD dugc st dung rat phé
bién trong phan tich da dang di tryyén
gilia Panax spp. do uu diém vé gia
thanh, khéng doi hoi trinh tu genome
clia doi tucng va c6 thé phan tich trén
s0 lugng mau I6n. Tuy nhién, gan nhu
tat ca cac chi thi RAPD déu la chi thi
di truyén trgi, rat kho dé xac dinh doan
ADN dudc nhan la di hgp (1 ban copy)
hay déng hop (2 ban copy), nghia la
khong c6 kha nang phan biét dugc ca
thé dong vadi hdp ta. Vi vay, viéc phan
biét gilia cac gidng thudc cing mét loai
Panax bang chi thi RAPD van con c6
nhiing han ché [7].

Céng cu STS

Ky thuét xac dinh vj tri dan nhan
trinh tu (Sequence tagged site - STS)
dugdc thuc hién dua trén viéc nhan
ban cac doan ADN ngan (200-500
bp) cla cac vi tri da xac dinh trén
genome bang PCR. Chi thi dong troi
STS cho phép nhan ban ca locus
bang cach s dung cip mdi PCR c6
trinh tu dac trung cho locus dé. Chinh
vi thé, dé phan tich genome glua cac
Panax spp., thu vién cDNA can phal
dudc thiét Iap dé xac dinh va thiét ké
cac cap moi STS dic hiéu [11]. Cu
thé, mau l4 tii 6 gidng P, ginseng (Han
Quéc), 2 loai P. quinquefolius (Hoa Ky)
va P, notog/nseng (Trung Qudc) dugc
st dung dé tach chiét va xay dung thu
vién cDNA [11]. Trén téng s6 214 cép
moi STS thiét ké theo Primer 3, 4 cap
chi thi, bao gém UFGp163, MFGp108,
MFGp81A va UFGp156A da dudgc xac
dinh c6 thé phan biét dugc mot cach
chinh x&c kiéu gen clia cac mau tai 4 vi
tri locus [11]. K&t qua clia nghién cliu
nay da dat nén moéng co ban cho viéc
t6i uu hda bo chi thi nay thanh kit PCR
da mdi (multiplex PCR) nhdm phan
biét cac mau Panax.

Céng cu SSR
Trong thuc vat, hién tugng 1ap lai
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mot trat tu nucleotide (1-10 bp) don
gian dién ra rat phé bién. Dya trén céc
trinh ty nay, ky thuat phan tich trinh
tu 1ap don (Simple sequence repeats
- SSR) cho phép phat hién dugc su
da hinh vé kich thudc gitta céc trinh
ty lap don gian, ti d6 xay dung ban
do lién két tinh trang mong muén [7].
Nam 2004, nhém nghién clGu Han
Quéc da xay dung thanh coéng thu
vién nhiém sac thé nhan tao vi khuén
cho sam Han Quéc dé thiét ké cac
chi thi SSR dac hiéu trong phan biét
cac giébng sdm Han Quéc [12]. Tiép
tuc sang loc trén thu vién genome, rét
nhiéu chi thi SSR da dudc xac dinh,
trong d6 bao gébm céc chi thi SSR cho
két qua da hinh giGia cac gibng sam
Han Quéc va mot s chi thi SSR dac
hiéu cho phép phan biét cac gibng
sdm Han Quoéc véi P, quinquefolius
da dugc dé xuét [13-15]. & giai doan
t|ep theo, cong cu SSR 10 ra réat hiéu
qué trong nhUng van dé lién quan dén
bao hd san pham sam Han Quéc [7].
Kim va cong su (2012) da xay dung
bo 19 chi thi SSR dé danh gia 9 g|ong
sam da dang ky tai Han Qudc [16]. Két
qué clia nghién cliu nay con cho phép
xac dinh dudc con lai F1 gitia 2 giong,
tao tién dé quan trong cho cong tac
lai tao giéng sam chét lugng cao [16].
Tai Trung Quéc, nhu cau kiém dinh
cac giong sam ciling gap mot sé kho
khan tuong tu. Mot s6 nghién cliu budc
dau da xay dung dugc hé thdng chi thi
SSR dé phan loai céc giéng P. ginseng
hoac phéan biét giia P. notoginseng, P.

tipuleanatus P bipinnatifidus vGi mot
s6 loai ¢6 quan hé gan véi chi Panax
[17 18]. Tuy nhién, nhudgc diém co ban
cla phan tich SSR la thgi gian va doi
hdi kj nang kiém tra san pham dién di
trén polyacrylamide [7].

Céng cu SNP

Chi thi da hinh céc nucleotide don
(Single nucleotide polymorphism -
SNP) la nhfmg diém sai khac khi phan
tich chi tiét cac trinh ty ADN nghién
cliu. Nhiing thay déi nay c6 thé do
hién tuong dot bién diém lam thém,
b6t hoac thay thé cac nucleotide tao
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ra sy sai khac rat nhé gilia cac ca
thé trong quan thé. Vi vay, SNP dudc
st dung rat nhiéu trong nghién clu
su khac biét gilia cac loai trong chi
Panax, hoac gilia nhiing gi6bng sam
Han Quéc. Trong do, Chunpoong la
mét trong nhiing glong sam ndi tiéng
cla Han Qudc, 1a ngudn nguyén liéu
tot dé tao ra héng sam Han Quéc.
De phan biét Chunpoong véi mét s6
giéng khac nhu Yunpoong, Gopoong,

Sunpoong, Sunwon,’ Sunweon,
Sunhyang (phat trién tu dong
Jakyung), Chungsun (thuéc dong

Chungkyung) va Gumpoong (chon tu
dong Hwangsook), cac nha khoa hoc
Han Quéc da xac dinh cac SNP tlrving
intron 4 cua gen nad? trén ty thé ma
héa cho tiéu phan clia phiic hgp NADH
dehydrogenase [19]. Tuong tu, nham
phan biét Yunpoong véi cac gibng sam
Han Quéc va P. quinquefolius, cac
SNP ti vung exon cla gen ma hda
enzyme glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase da dugc xac dinh
[20]. K&t hgp véi phudng phap tach
nhanh s dung NaOH-Tris va ky thuat
Realtime-PCR vdi cap moi yunF/
yunR2 da duoc ching minh cé thé
sang loc ra Yunpoong tU mot lugng
I6n mau sam kiém dinh véi do chinh
xac cao [20]. Ky thuat Realtime-
PCR da dudc phat trién véi doan do
huynh quang (TagMan-MGB probe)
va nhiing cap moi dac hiéu da dugc
su dung rat phd bién trong kiém dlnh
cac giéng sam Han Qudc phat trién tii
dong Jakyung [21]. Gan day, rat nhiéu
cac SNP da dugc tim thay trén doan
intron clia nhan xac dinh trinh tu biéu
hién (EST, Expressed sequence tag)
[22] dya trén genome tham chiéu clia
giéng Chunpoong.

Thay loi két

C6 thé thay rang, cac phuong phap
nhan dang hinh thai truyén thong
thudng rat dé nham 1&n béi anh hudng
clia diéu kién ngoai canh va su giong
nhau gilia cac giong sam. Chinh vi
vay, dé chuén bi cho viéc mé clia thi
tridng trao déi tuy do sam va cac san
pham tli s4m, chling ta can phai c6 va
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hoan thién ngay nerng hé thong quan
ly, giam dinh s&m va cac san pham
bao ché tu sam. Dudi goc dé nghién
cliu, mot s6 diém mau chét da dugc rat
ra tU ngi dung bai viét nhu sau:

Thu nhét, st dung chi thi phan ti
khong chi c6 y nghia trong viéc xac
dinh m&i quan hé gan gdii gidia cac loai
ma con dap Ung muc tiéu lap ban do
di truyén lién két vai tinh trang mong
mudn phuc vu cong tac chon giéng
sam chét lugng cao. Trong d6, mot s6
loai chithikhéng phu hgp cho phan loai
giéng trén mot s6 lugng I6n cé thé. Chi
th| RAPD dé bi anh hudng béi su thay
déi nhé trong phan ting PCR, trong khi
RFLP doi hdi thao tac phtic tap véi cac
enzyme cat gi6i han [7]. Cac loai chi
thi dong trgi, nhu STS, SSR va SNP
cho phép phét hién sy sai khac gilia
cac giong, vi vay ching dugc su’ dung
nhiéu trong phan blet cac g|ong sam
Han Quéc dé cé thé tranh sy nham Ian
trong cong tac lai gidng [22].

Thii hai, nhiing budc tién manh mé
tlf cong nghé giai trinh ty thé hé mdéi
(next-generation sequencing - NGS)
da cho phép cac nha khoa hoc nam
rd dugc thong tin di truyén clia cac loai
Panax. Gan day, hé gen luc lap cla
sam Ngoc Linh da dugc gidi ma mot
cach day du (23, 24] bay dudc xem
1a mot budc tién I6n dé di t6i V|ec kiém
dinh sdm Ngoc Linh véi cac giong sam
khac nhd hé gen ngoai nhan. M6t s6
nghién ctu da rat nhanh chéng dugc
cong b nham phan biét cac loai sam
(trong d6 c6 sdm Ngoc Linh) [25, 26].
Nhu vay, trong thdi gian t6i, viéc thiét
lap bd chi thi phan ti dac trung trén
genome sé cung c6thém nhiing di liéu
quan trong dé xac dinh sam Ngoc Linh
that, gid ndi riéng va céac giong sam
n6i chung. Bén canh do, nhiing dd liéu
trmh tu ti NGS cling giup chung ta co
thé xac dinh nhanh chong va dé dang
cac sai khac gilia cac giong bang SNP,
SSR [7]. Vi vay, bai toan nay trén cac
ddi tugng sam Viét Nam, trong do c6
sam Ngoc Linh 1a hoan toan cé kha thi.

Thir ba, su phat trién cla cong
nghé thong tin da tao ra nhiing Igi thé



rat 16n cho viéc thiét 1ap co sd di liéu
truic tuy&n vé sam. Ké tii khi genome
clia giéng sam Chunpoong dudc gidi
mé& hoan chinh, di liéu vé chd gii
chic nang gen, hé phlen mé& dudc
st dung dé xay dung cbng thong tin
sam Han Quéc (Ginseng Genome
Database, http://www.ginsengdb.
snu.ac.kr/) [27]. Bay dudc xem la mot
hé tham chiéu quan trong trong thiét
ké cac cap chi thi dac hiéu dé nhan
dang loai Panax ndi chung va sam
Viét Nam noi riéng.

Cuédi cung, nhu cau kiém chiing
s&m ngoai thuc dia ludn la mot bai toan
cho céac thi nghiém sinh hoc phan td
trong phong thi nghiém. Viéc thu thap,
bao quan, van chuyen mé&u dén phong
thi nghiém, tach chiét ADN va thao tac
PCR mat nhiéu thdi gian s6 lam g|am
hiéu qua clia cong tac kiém chiing, vi
vay doi hoi ky thuat sinh hoc phan td
dan gian, hiéu qua va nhanh ngay trén
hién trudng. Gan day, ky thuat tach
chiét va tinh sach nucleic acid méi dya
trén cellulose [28] két hop véi phucng
phap khuéch dai dang nhiét nho
enzyme polymerase va recombinase
[29] da dudgc phat trién nham xac dinh
gen muc tiéu trong thdi gian cuc ngan
véi do chinh xac cao ma khong doi hoi
nhUng trang thiét bi hién dai. Day co
thé dudc xem nhu mot hucng hoan
toan kha thi trong kiém dinh mau sam
trén thuc dia &
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