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TÓM TẮT
Bài báo cung cấp một số thông tin về trinh tự đoạn gen ndllFcwa loài Capparis daknongensis thu thập tại xã 
Đắk Nia, thị xã Gia Nghĩa, tỉnh Đắk Nông. Cáp Đắk Nông la một loài thực vặt đặc hữu của Việt Nam, có khu 
phân bố hẹp. hiện mới ghi nhặn ở tinh Đák Nông và Đắk Lăk. Phân lập đoạn gen m/AAbãng kỹ thuật PCR đã 
thu được trinh tự có chiều dài 1105 nucleotide. Nghiên cưu vẻ trinh tự đoạn gen ndhFcù'ả mẫu thi nghiệm 
chi ra ràng, loài Cáp Đák Nông có quan hệ di truyền gản nhất với 2 loài Capparis tomentosa và Capparis 
callophỵlla. Các đặc điểm nghiên cứu trên là thông tin quan trọng giúp nhặn diện và xây dựng mã vạch ADN 
barcoding cho loài thực vặt đặc hữu này.
Từ khóa: Capparaceae, Capparis, Capparis daknongensis, ndhF, phân loại.

1. ĐẶT VÂNĐÉ

Do có vị trí địa lý, địa hình và khi hậu thuận lợi 
nên hệ thực vật Việt Nam rất phong phú và đa dạng. 
Số lượng các loài thực vật bặc cao có mạch ở Việt 
Nam khoảng 12.000 loài, chiếm khoảng 5% tổng sô 
loài thực vật bậc cao đã biết trên toàn thế giói va 
khoảng trên dưới 25% số loài thực vật bậc cao đã biết 
ờ châu Á. Bên cạnh đó, hệ thực vật Việt Nam có mức 
độ đặc hữu cao, chiếm khoảng 3% số chi và 27,5% số 
loài [12],

Công nghệ mã vạch DNA là một công nghệ 
nhặn dạng phân tử mới, sử dụng các đoạn DNA ngán 
và chuẩn để nhặn dạng loài [10], Mã vạch DNA ban 
đầu được sử dụng để xác định vi sinh vật [1], nhung 
giờ đây nó có thể xác định nhanh chóng và chính xác 
các đối tượng sinh vật ờ cấp độ loài với lý do không 
giới hạn vé giai đoạn phát triển, sự đa dạng hmh thai 
bên trong, các yếu tố môi trường... [2]. Do đó, cóng 
nghệ mã vạch DNA đã nhanh chóng được ưng dụng 
trong xác định loài, hệ thóng học, đa dạng sinh học, 
tiến hóa, bảo tồn loài, xác định mẫu khảo cố va một 
số lĩnh vực có liên quan khac [7], Gen cytochrome 
oxidase I (COD của ty thể được đề xuất bởi Hebert 
va cộng sự (năm 2003) đã được sừ dụng rộng rãi 
trong xác định loài động vật [8]. Tuy nhiên, do tỳ lệ 
đột biến của DNA ty thể thấp nên không thể sừ dụng 
COI ờ thực vặt [10], [11],
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Trong những thập kỳ qua. nhiều nhà nghiên cưu 
đã có những đóng góp to lớn trong việc tìm kiếm và 
ưng dụng mã vạch ở thực vật. Nhiều nỏ lực đã được 
thực hiện để tim ra mã vạch cho các đon vị phản loại 
thực vật khác nhau. Mặc dù nhiều nghiên cứu đã tim 
kiếm một mã vạch thực vật phổ biến, đến nay không 
có locus nào ưng dụng được trên tẩt cả các loài [4], 
[5], Tuy nhiên, Hiệp hội mã vạch sự sống (CBOL- 
The Consortium for the Barcode of life) đã chứng 
minh rằng, việc sừ dụng nhiều locus không đưa đến 
kết quả rõ rang về khả nẫng phàn biệt ở cấp độ loai 
[3], Các nhà nghiên cứu gần đây đã đề xuất việc sử 
dụng trinh tự toàn bộ hệ gen lục lạp trong việc xác 
định loai thực vật [10], [11], [14], [15], Bộ gen lục lạp 
chứa tất cà cac trinh tự DNA trong một plastid, chưa 
nhiều thông tin di truyền để xác định loài hon bất ky 
dấu hiệu locus đon lẻ nào thường được sử dụng.

Đến ngày 27 tháng 10 năm 2019, bộ gen lục lạp 
của 3452 loài thực vật đã được công bố trên NCBI. 
Đày là một hướng phát triển quan trọng cùa mã vạch 
DNA nhằm sử dụng bộ gen lục lạp để xác đinh và 
phân biệt các loài thực vật [15], Nhiều nghiên cửu đã 
sử dụng hệ gen lục lạp để nhận diện loai [6], [9], 
[11], [14]. Zhang và cộng sự (2013) đã phát hiện ra 
gen ndhFcm lục lạp co thể xác định chính xác 100% 
các loài thuộc chi Cà (Solanunì) [16],

Cáp Đắk Nông la một loài thực vật đặc hũu 
thuộc chi Capparis, họ Màn man (Capparaceae). Loài 
có khu phân bó hẹp, hiện moi ghi nhận ở tình Đák 
Nông và Đắk Lắk. Từ trước đến nay, chưa có một 
cóng trinh nao nghiên cứu vé loài Cáp Đák Nóng ờ 
trên thế giới và ớ Việt Nam. Trong nghiên cưu này,
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bựớc đầu sử dụng vùng DNA barcode ndhFẫể đánh
giặ mối quan hệ di truyền giữa loài Cáp Đắk Nông và 
một số loài thuộc chi Cáp đã được định danh. Từ đó 
làm cơ sở cho việc phân tích di truyền và nhận diện 
loài.

2. NGUYÊN VẬT UỆU VÀ PHUONG PHÁP NGHẼN cúu

2.1. Nguyên vật liệu
Mẫu lá của loài Cáp Đắk Nông {Capparis 

dạknongenesis D.T. Sy, G.c. Tucker, Cornejo & 
Joongku Lee) được thu thập từ xã Đắk Nia, thị xã Gia 
Nghĩa, tỉnh Đắk Nông được sử dụng làm vật liệu 
nghiên cứu. Ký hiệu mẫu là VK3675. số lượng mẫu lá 
được thu thập là 01 mẫu cùng với mẫu tiêu bản của 
lo^i.

Đặc điểm sinh học điển hình của loài: Cây bụi 
trườn; cành có gai. Lá hình bầu dục, gân bên 6-7 cặp. 
Cụm hoa chùy ở nách lá hoặc ở đỉnh. Đài 4, gồm 2 
vòng. Tràng 4, có màu trắng. Nhị 13-18. Cuống bầu 
dài 3,5-4 cm. Bầu hình bầu dục. Quả hình bầu dục, 
chín có màu vàng. Mùa hoa và quả từ tháng 3-7 hàng 
năm. Loài mọc rải rác ven rừng hoặc ven đường nơi 
có nhiều ánh sáng.

Các hóa chất sử dụng trong nghiên cứu được 
mua từ các hãng uy tín như Qiagen, Fermentas, 
Sigma...

Cặp mồi nhân đoạn gen ndhF được tổng họp 
theo Kress etal. (2005).

Bảng 1. Thông tin về cặp mồi sử dụng trong nghiên cứu

Tên mồi Trình tự mồi Nhiệt độ gắn 
mồi (Tm)

Kích thước dự 
kiến

ndhFA' TTCCACTTCCAGTTCCTATGTTAATAGG 54°c Khoảng 
1,1 kbndhF-R GAAATAAAGCACTTCGATAAGACCC

2.2. Thiết bị sử dụng trong nghiên cứu
Một số thiết bị chính được sử dụng trong nghiên 

cứu này bao gồm: cân điện tử Satorius (Thụy Sỹ), bể 
ổn nhiệt, máy đo quang phổ, máy đo pH, máy li tâm, 
máy PCR, máy xác định trình tự gen.

2.3. Phương pháp nghiên cứu
- Tách chiết DNA tổng số
Mẫu được tách chiết DNA tổng số bằng quy 

trình mini-CTAB và kit DNeasy® Plant Mini Kít của 
hãng Qiagen. Quá trinh tách chiết DNA được tiên 
hành vói riêng từng mẫu.

- Kiểm tra sản phẩm DNA sau tách chiết
DNA tổng số của mẫu VK3675 sau khi tách chiết 

được điện di trên gel agarose 1%, trong đệm TBE IX, 
ở hiệu điện thế 90V vói marker lkb.

- Phương pháp nhân gen bàng kỹ thuật PCR
Thành phần phản ứng PCR bao gồm: Master 

mix (2X) - 7,5 (11, mồi xuôi (lOpmol/(11) - 0,5 (11, mồi 
ngược (10 pmol/pl) - 0,5(11, DNA khuôn (10ng/pl)- 
0,5 (11, H2O - 6 (11. Tổng thể tích phản ứng là 15(11.

Chu trình nhiệt cho gen ndhF. 94°C/4 phút; lặp 
lại 35 chu kì vói (94°C/30 giây, 54°C/40 giây, 
72°C/40 giày); 72°C/10 phút và giữ ờ 4°c.

Trinh tự nucleotide của đoạn gen ndhFỗ\xợc gửi 
đi xác định trình tự với cặp mồi đặc hiệu. Trình tự 

sinh chủng loại bằng các chương trinh Bioedit và 
MegaX.

3. KẾT QUÁ NGHÉN cúu VÀ THÀO LUẬN
3.1. Kết quả tách chiết và tinh sạch DNA tổng số
Việc lựa chọn một phương pháp tách chiết DNA 

phù họp với đối tượng nghiên cứu là rất quan trọng.
Hiện nay, phương pháp tách chiết DNA sử dụng 
CTAB là phương pháp khá phổ biến để tách chiết 
DNA từ các mẫu có nguồn gốc thực vật. Phương 
pháp sử dụng lần đầu tiên được Murray và 
Thompson mô tả vào năm 1980, tói nay đã được sử 
dụng rất phổ biến có hiệu quả vói các mẫu khó tách 
chiết như thực vật giàu polysaccharides hay các sản 
phẩm có nguồn gốc từ thực vật.

Nhóm nghiên cứu đã tách chiết thành công 
DNA của mẫu lá loài Capparis daknongensis. Kết 
quả thí nghiệm được thể hiện trên hình 1.

gẹn được phân tích, so sánh và xay dựng cây phát Hình 1. Kết quả điện di DNA tổng số của mẫu 
VK3675
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Chất lượng DNA thu được sau tách chiết và tinh 
sạch ảnh hưởng rất lớn đến kết quả quá trình nghiên 
cứu. Do vậy sau khi tách chiết DNA, đã kiểm tra chất 
lượng DNA thu được bằng phưong pháp điện di. Kết 
quả sau khi điện di trên gel agarose 0,8% (hình 1) 
cho thấy, DNA thu được sau khi tách có chất lượng 
tốt, DNA không bị đứt gẫy, băng vạch sáng rõ. Như 
vậy các mẫu DNA thu được đảm bảo độ tinh sạch 
cho các nghiên cứu tiếp theo.

3.2. Sử dụng kỹ thuật PCR khuếch đại gen ndhF
Đã khuếch đại thành công vùng gen nghiên cứu 

với cặp mồi đặc hiệu ndhF-F\ ndhFR, nhiệt độ bắt 
cặp mồi đặc hiệu ở 54°c. Hình ảnh điện di sản phẩm 
PCR được trình bày trên hình 2.

Kết quả khuếch đại đoạn gen ndhF cho thấy, 
trên hình ảnh điện di chỉ xuất hiện một băng sản 
phẩm vói kích thước tính toán như dự đoán (khoảng 
l,lkp).................................................... '

Sequences producing significant alignments

Q *MÍ í *•’ r; t iì ỉ ’ s' ■■ S y--=

Hình 2. Ảnh điện di sản phẩm PCR nhân đoạn gen 
ndhFcảa mẫu VK3675 trên gel agarose 1%, M: 

marker lkp
3.3. Giải trình tự đoạn gen ndhF thu được từ 

phản ứng khuếch đại
Kết quả giải trình tự trực tiếp từ sản phẩm PCR 

và so sánh vói một số trình tự cóng bố trên ngân 
hàng gen được trình bày trong hình 3 và hình 4.

Download r—ĩ Select columns Snow . V- o

Q 
Q 
Q 
Q 
s 
Q 
Q 
C9 
Q 
Q 
Q 
Q 
a 
Q

Hình 3. Kết quả so sánh trình tự mẫu VK3675 vói một số trình tự được công bố trên Genbank
Capparis versicolor chloroplast, complete genome
Seque-nce . D. MH 142726 1 Lervgĩh 155051 Num bé«- of Moten e 3. 1

84 NÔNG NGHIỆP VÀ PHÁT TRIEN nông thôn - KỲ 2 - THÁNG 9/2021



KHOA HỌC CÔNG NGHỆ

Hình 4. Kết quả giải trình tự gen ndhFmầ\i VK2F1Ĩ) 
và so sánh với hệ gen lục lạp của trình tự mang mã 

số MH142726.1 (loài Capparis versicolor} trên Ngân 
hàng gen

Để xác định đoạn trình tự sản phẩm PCR có phải 
đoạn gen ndhF hay không, đã sử dụng phần mềm 
Blàst để so sánh đoạn trình tự thu được vói các trình 
tự' đã được công bố trên Genbank. Kết quả phân tích 
blâst cho thấy, trình tự nucleotide thu được chính là 
trìhh tự của gen ndhF. Từ kết quả thu được so sánh 
trihh tự mẫu VK3675 với hệ gen lục lạp của trình tự 
mang mã số MH 142726.1 (loài Capparis versicolor} 
trên ngàn hàng gen. Hình 4 chỉ ra sự tương đồng lên 

đển 99% của mẫu nghiên cứu với trinh tự gen ndhF 
trong hệ gen lục lạp của loài Capparis versicolor. Kết 
quả giải trình tự cho thấy, gen nt/AAphân lập được từ 
mẫu VK3675 có chiều dài 1105 nucleotide. Kết quả 
so sánh trên hình 4 cho thấy, sự đa hình trong trinh 
tự nucleotid là khá cao, tại đây xảy ra các biến đổi 
như thay thế một vài nucleotide. Các nucleotide thay 
đổi nằm ở các vị trí: 47 (C-T), 336 (A-G), 380 (A-T), 
800 (C-A), 873 (G-T), 933 (G-T), 945 (G-C), 1103 (A- 
G).

3.4. Phân tích sự đa hình di truyền trong trình tự 
gen ndhFciia một số loài thuộc chi Cáp

Đã tiến hành so sánh trình tự DNA vùng gen 
ndhF của mẫu nghiên cứu VK3675 cùng với 9 trình 
tự DNA vùng gen ndhFcủa các loài thuộc chi Cáp đã 
được công bố trên Ngân hàng gen. Thông tin về các 
trình tự so sánh được mô tả trong bảng 2 (mã số gen, 
tên loài, năm công bố, kích thước gen).

Bảng 2. Thông tin các gen ndhFỉử dụng ưong so sánh với mẫu thí nghiệm (VK3675)
STT Mã số gen Tên loài Năm công bố Kích thước (bp)

1 Mầu thí nghiệm (VK3675) - Capparis daknongenesis 1105
2 KU739555.1 Capparis ovata 2016 1128
3 EƯ373685.1 Capparis lucida 2016 992
4 AY122364.1 Capparis callophylla 2016 967
5 EU373698.1 Capparis tomentosa 2016 994
6 EU373699.1 Capparis zeylanica 2016 992
7 EU373694.1 Capparis spinosa 2016 992
8 EU002208.1 Capparis flexuosa (chloroplast/ 2009 2058
9 EU373690.1 Capparis sandwichiana 2016 992
10 EU373682.1 Capparis cynophallophora 2016 992

5 15 25 B5 -3-S 55
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Hình 5. Sự đa dạng trong trình tự gen ndhFcủa loài Capparis daknongenesisNÍÂ 9 trình tự trên ngân hàng gen 
(phân tích bằng phần mềm BioEdit)

So sánh trinh tự DNA gen ndhFcùã. mẫu nghiên 
cứu (Capparis daknongenesiẩ) cùng với 9 trình tự 
DNA vùng gen ndhF của các loài thuộc chi Cáp đã 
được công bố trên GenBank ở bảng 2 nhận thấy, 
chiều dái vùng gen ndhF giữa các loài dao động từ 
992 đến 1128 bp.

Đả tiến hanh phân tích sự đa dạng di truyền 
trong trinh tự gen ndhF cùa loài Capparis 
daknongenesis với 9 trinh tự trên Ngân hàng gen 
bàng phần mềm BioEdit. Kết quả phản tích được thể 
hiện trên hình 5.

Tiến hành phân tích và so sánh sự đa dạng di 
truyền trong trình tự nucleotide của gen ndhF từ vị 
trí nu thứ nhất đến vị trí nu 990 (do kích thước của 
các trinh tự có độ dài ngắn khác nhau). Kết quả phàn 
tích được thể hiện trong bảng 2.

Như vậy sự đa dạng về nucleotide trong đoạn 
trình tự so sánh có thể quan sát thấy ở 8 vị trí. Sự thay 
đổi này có thể liên quan đến những biến đổi trong quá 
trình tiến hoá của loài dưới ảnh hưởng của mói trường 
sống.
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Bảng 3. Sự đa dạng di truyền trong trình tự 
nucleotide của gen WA/'khi so sánh mẫu nghiên 

cứu (loai Capparis daknongenesiầ) với 9 trình tự trên 
_ ngân hàng gen__________

STT VỊ trí 
nucleotide

Nucleotide trên 
trinh tự loài 

Capparis 
daknongenesis

Nucleotide 
thay đổi 
trên một 

số trình tự 
so sánh

1 240 c T
2 258 A G
3 327 c T
4 462 A T,G
5 728 c A
6 876 G T
7 946 A G
8 974 G A

Dụa trên sự đa dạng trong trinh tự nucleotide gen 
ndhF của 10 tnnh tự phản tích, cây phát sinh chung 
loại được xây dựng với mảu nghiên cun và 9 trinh tự 

trên Genbank nhằm xác định mối quan hệ về mặt di 
truyền (hình 6). Hình ánh trên sơ đồ phân loại cho 
thấy, cây phát sinh được chia làm 2 nhánh chinh: 
Nhánh I gồm 2 loai Capparis ílexuosa va Capparis 
cynophallophora, 8 trình tự còn lại là các loài thuộc 
nhánh II (trong đó có mẫu nghiên cứu VK3675 - loài 
Capparis daknongenesis).

Cây chủng loại phát sinh cho thấy loài Capparis 
daknongenesisnằm cùng nhánh phụ II.2 gần hơn vói 
2 loài Capparis tomentosa và Capparis caỉlophylla, và 
nằm xa hơn một chut với nhánh mang loai Capparis 
lucida, điều này cũng được thế hiện rõ trong bảng hệ 
số sai khac di truyền giữa các loài so sánh (bảng 3). 
Vói kết quá so sánh về đặc điểm trinh tự nucleotide 
gen ndhFyà dựng cây phàn loại có thể khàng định, 
trong phạm vi nghiên cuư, loài Capparis 
daknongenesis có mối quan hệ họ hàng về mặt di 
truyền gần với 2 loài Capparis tomentosa và Capparis 
callophylla.

Hình 6. Sơ đồ phân loại hình cây được xây dựng dựa trên trình tự gen ndhF 
của mẫu VK3675 - Capparis daknongenesis bằng phần mềm Mega X 

Bảng 3. Hệ số sai khác di truyền giữa các trình tự so sánh
■........................ , . . ........ .  „................ .... , . ............. .......
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4. KET LUẬN

Đã khuếch đại thành công vùng gen ndhF của 
mẫu VK3675 {Capparis daknongenesis) thu thập tại 
xã Đắk Nia, thị xã Gia Nghĩa, tình Đák Nông. Kết 
quả giải tnnh tự cho tháy, vùng gen ndhF của mẫu 
'nghiên cúu có kích thuớc 1105 nucleotide. Sự phân 
tích và so sánh trinh tự gen đã chỉ ra sự đa dạng di 
truyền trong quá trinh tiến hoá của vùng gen ndhF 
Thông tin về vùng gen ndhF cúa loai Capparis 
daknongenesis được sử dụng làm mã vạch DNA 
barcoding giúp nhận dạng loài. Bên cạnh đó còn là 
Cơ sờ khoa học cho công tác thu thập, bảo tồn nguồn 
gen và nhân giống loài thực vật đặc hữu này ở Việt 
Nam.
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CHARACTERISTICS OF NDHF GENE SEQUENCE OF Capparis daknongenesisĐ.T. Sy, G.c. 
Tucker, Cornejo & Joongku Lee

Nguyen Thi Thu Nga1*, Tran Cam Tu1, Sy Danh Thuong1
1 University of Education - Thai Nguyen University

This paper provides some information on the ndhF gene sequences of Capparis daknongensis collected in 
Dak Nia commune, Gia Nghia town, Dak Nong province. Capparis daknongensis is a plant endemic to 
Vietnam, with a narrow distribution, only recently recorded in Dak Nong and Dak Lak provinces. Isolation of 
the ndhF gene fragment by PCR technique obtained a sequence with a length of 1105 nucleotides. The study 
on the ndhF gene sequence of the experimental sample showed that the Capparis daknongensis has the 
closest genetic relationship to the Capparis tomentosa and Capparis callophylla. The above research 
characteristics are important information to help identify and build DNA barcoding for this endemic species.
Keywords: Capparaceae, Capparis, Capparis daknongensis, ndhF, identification.
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