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TÓM TÁT
Giông bạch đàn lai UG24 (Eucalyptus urophylla .Y E. grandis) là giống cày có giá trị kinh tế cao đã được công 
nhận giống theo quyết định 3893/QĐ-BNN-TCLN ngày 20/9/2016. Tuy nhiên, đối với những người nông dân 
việc xác định giống chi bằng hình thái là hết sức khó khăn. Do đó, mục đích của nghiên cứu này là sừ dụng 
phương pháp mới Mã vạch ADN để xác định dòng Bạch đàn lai UG24. ADN tổng số được tách chiết từ các 
mẫu lá của UG24 và được sử dụng để nhân bản các đoạn gen Wữ/K, rbcL, trniỉ-psbA, ITS và ITS2 bàng kỳ 
thuật PCR. Các kết quả chỉ ra rằng các băng cùa sán phấm PCR đúng với kích thước dự kiến như 687 bp, 449 
bp, 336 bp, 564 bp, và 178 bp cho rbcL, matK, trntí.-psbA, ITS, và ITS2, tương ứng. Các trình tự này sau đó 
được so sánh với các trình tự trên Ngân hàng gen Quốc tế (NCB1). Kết quả đà chi ra ràng giống Bạch đàn lai 
UG24 (E. urophylla X E. grandis) thuộc loài E. urophylla với các tỷ lệ tương đồng 100% cùa đoạn gen rbcL và 
matK. 98,76% cua đoạn gen ITS, 98,31% cùa đoạn gen ỈTS2, 97,92% của đoạn gen tniH-psbA, và một cây là 
E. grandis với các tỷ lệ tương đồng 100% của đoạn gen rhcL, 99,55% của đoạn gen matK, 98,23% của đoạn 
gen ITS, 98,31% cùa đoạn gen ITS2, 87,43% của đoạn gen tnủỉ-psbA. Kết quả cũng cho thấy sứ dụng chi thị 
trn\ỉ-psbA làm mã vạch ADN đế giám định giống Bạch đàn lai UG24 ờ Việt Nam là tốt nhất.
Từ khóa: Bạch đàn lai UG24, giám định loài, mã vạch ADN, nhân bản gen.

1. ĐẬT VẤN ĐÈ
Bạch đàn hay Khuynh diệp thuộc chi thực 

vật có hoa Eucalyptus trong họ Sim 
(Myrtaceae) (Boland D.J. et al., 2006). Hiện 
trên thế giới có hon 700 loài bạch đàn được tìm 
thấy ở Australia, châu Mỹ, châu Ẩu, châu 
Phi... và cả Việt Nam (Boland D.J. et al., 2006; 
Brooker M.I.H. et al., 2006). Bạch đàn là loài 
cây gồ có giá trị kinh tế cao như làm gồ trong 
xây dựng, làm nguyên liệu chế biến bột giấy và 
ván ép trong công nghiệp, tinh dầu bạch đàn 
điều trị đau đầu, nhức xưong trong y học... 
(https://caythuocdangian.com). Bạch đàn lai 
UG24 (£. urophyỉỉa X E. grandis) được tạo ra 
từ hai loài Bạch đàn E. urophvlla và E. grandis 
đã được công nhận là giống quốc gia 
(3893/QĐ/BNN-TCLN, ngày 20 tháng 09 năm 
2016) với mã số BĐL.TVT. 16.03, và là giống 
cây có giá trị kinh tế cao trong trồng rừng sản 
xuất. Hiện nay trên thị trường có rất nhiều 
giống bạch đàn và bạch đàn lai khác nhau mà 
bằng phân biệt về hình thái rất khó để phân 
loại. Do vậy, việc nghiên cứu xác định các 
đoạn mã vạch ADN cho giống Bạch đàn lai 
UG24 phục vụ giám định dòng là cần thiết và 
cấp bách cho việc định danh và phát triển vùng 

trồng cho giống lai UG24 ở Việt Nam.
Xác định các đoạn mã vạch ADN là một 

phương pháp định danh, sử dụng một đoạn 
ADN chuân, ngăn năm trong hệ gen của sinh 
vật đang nghiên cứu để phục vụ giám định 
loài, mang lại hiệu quả cao trong thời gian 
ngắn, góp phần không nhỏ vào sự định danh và 
bảo tồn các loài thực vật trên thế giới (Mark w 
Chase et al., 2005). Phương pháp xác định các 
đoạn mã vạch ADN là một công cụ hữu hiệu 
bô trợ cho phương pháp phân loại dựa vào hình 
thái (Aron et aỉ., 2008). Một số gen lục lạp như 
mữ/K, rbcL...; gen vùng nhân như ITS, ITS2-, 
vùng xen trnỉỉ-psbỉs, psbK-psbỉ được sử dụng 
kết hợp để giám định các loài thực vật (Chase 
et aỉ., 2005; Chen et al., 2010; Ford et al., 
2009; Kress et al., 2005; Von Crautlein et al., 
2011). Thêm vào đó, một số loài Bạch đàn đã 
được định danh thành công bởi các mã vạch 
ITS và W//K, rbcL, psbA-matK, trnG-psbK 
(Fladung et al., 2015).

Trong nghiên cứu này, chúng tôi lựa chọn 
năm đoạn trình tự để sử dụng làm mã vạch 
ADN là: Wứ/K, rècL, trnG-psbỉy ITS và ITS2. 
Các đoạn trình tự này đều có tính đặc trưng 
cao cho loài, có thể đem lại kết quả khả quan 
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nhăm phân loại, giám định và xác định mối 
quan hệ di truyền, từ đó góp phần nâng cao 
hiệu quả bảo tồn và phát triển giống Bạch đàn 
lai UG24 ở Việt Nam.
2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN cứu
2.1. Đối tượng, vật liệu, hóa chất

Đối tượng nghiên cứu: cây Bạch đàn lai 
UG24 (E. urophỵlla X E. grandis) được thu 
thập tại Tân Mai - Đồng Mai - Quảng Yên - 
Quảng Ninh.

Vật liệu nghiên cứu: 03 mẫu lá bánh tẻ được 
lấy tù’ 03 cây Bạch đàn lai UG24 khác nhau. 
Mầu lá được bảo quản trong túi nilon có chứa 
hạt silicagel hút ấm, sau đó được bảo quản ở - 
20°C để tách chiết ADN phục vụ nghiên cứu. 
Kí hiệu các mầu Bạch đàn lai UG24 được lấy 
lần lượt là UG24.1; UG24.2; UG24.3.

Trình tự các cặp mồi rbcL (rPlF: 
TGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC; 
rPlR: GTAAAATCAAGTCCACCTCG) với 
nhiệt độ gắn mồi 52°c, kích thước đoạn gen dự 
kiến khoảng 750 bp); mồi trníỉ-psbA (tmPFl: 
CGCGCATGGTGGATTCACAATCC; psbPRl: 
GTTATGCATGACGTAATGCTC) với nhiệt độ 
gắn mồi 50°C, kích thước đoạn gen dự kiến 
khoảng 600 bp); mồi W//K (mP3F: 
TTCCATGGCCTTCTTTGCATTTGTTGC; 
mP3R:
TTCCATGGTTTTTTGAGGATCCGCTGT), 
kích thước đoạn gen dự kiến khoảng 700 bp); 
mồi ITS (IsP2F:
ACGAATTCATGGTCCGGTGAAGTGTTCG; 
IsP2R:
TAGAATTCCCCGGTTCGCTCGCCGTTAC), 
kích thước đoạn gen dự kiến khoảng 600 bp; mồi 
ITS2 (IsPlF: ATGCGATACTTGGTGTGAAT; 
IsPlR: TCCTCCGCTTATTGATATGC) với 
nhiệt độ gắn mồi 48°c, kích thước đoạn gen dự 
kiến khoảng 300 bp. Các cặp mồi sử dụng cho 
các đoạn gen cần nhân được cung cấp từ Hà 
Văn Huân (Ha Van Huan, 2018).

Hóa chất: Kít tách chiết ADN tổng số (Plant 
ADN Isolation Kít) của hãng Norgen, Canada; 
hóa chất cho phản ứng PCR nhân bản các đoạn 
mã vạch ADN: Master mix của hãng 
Intron Biotechnology, Hàn Quốc; Kít tinh sạch 
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sản phẩm PCR (PCR Purification Kit) của 
Norgen, Canada; Hóa chất cho điện di trên gel 
Agarose: Agarose của Đức, ADN marker, 
Redsafe của Hàn Quốc.
2.2. Phương pháp nghiên cứu

ADN tổng số từ các mẫu lá cùa cây Bạch 
đàn lai UG24 được tách bàng kit (Plant ADN 
Isolation Kit) của Đức. Các mầu ADN tồng số 
này được dùng để nhân bản các đoạn gen 
mơ/K, rbcL, trnỉỉ-psbA, ITS và ITS2 bằng kỳ 
thuật PCR trên máy PCR 9700. Mồi phản ứng 
PCR được thực hiện trong tổng thể tích 20 pl, 
bao gồm: H2O deion (7 pl), 2x PCR Master 
mix Solution (10 pl), 10 pmol/pl mồi xuôi (1,0 
pl), 10 pmol/pl mồi ngược (1,0 pl) và 50 ng/pl 
ADN khuôn (1 pl). Chương trình phản ứng 
PCR: 95°c trong 5 phút; (95°C: 30 giây, 48- 
52°C: 30 giây, 72°C: 1 phút) lặp lại 40 chu kỳ; 
72°c trong 5 phút; 4°c. Nhiệt độ gắn mồi các 
phản ứng phụ thuộc vào cặp mồi sừ dụng. Mồi 
phản ứng PCR lặp lại 3 lần trên mỗi mẫu thí 
nghiệm. Sản phẩm PCR được tinh sạch bằng 
Kit (PCR Purification Kit) của Canada. Sau khi 
tinh sạch sản phẩm PCR được đọc trình tự tại 
công ty 1st Base (Malaysia).

Trình tự nucleotide của đoạn ADN được xử 
lý, phân tích bằng các phần mềm chuyên dụng 
như Bioedit, ADNClub, Biohit, MegaX... 
Trình tự nucleotide của các đoạn gen meitK, 
rbcL, trnĩỉ-psbA, ITS và ITS2 được so sánh 
trên Ngân hàng gen Quốc tế (NCBI) đe tìm ra 
các loài tương đồng. Xây dựng cây phát sinh 
chủng loại của từng đoạn gen bằng phương 
pháp Maximum Likelihood (ML), tính khoảng 
cách di truyền bằng phần mềm megaX.
3. KÉT QUẢ NGHIÊN cứu
3.1. Kết quả tách chiết ADN tổng số từ lá 
cây Bạch đàn lai

ADN tổng số sau khi được tách chiết từ các 
mẫu lá cây Bạch đàn lai UG24 được pha loãng 
để xác định nồng độ và độ tinh sạch. Ket quà 
xác định nồng độ và độ tinh sạch cúa dung 
dịch ADN tổng số cho thấy, dung dịch ADN 
tông sô có nông độ dao động từ 100 - 200 
ng/pl; Tỷ số OD260nm/OD280nm trong khoảng từ 
1,7 - 2,05, kết quả này khẳng định đã tách chiết 

TẠP CHÍ KHOA HỌC VÀ CÔNG NGHỆ LẦM NGHIỆP SỐ 3 - 2021 13



Công nghệ sinh học & Giống cây trồng_____

được ADN với nồng độ cao và đảm bảo độ 
tinh sạch. Sản phẩm tách chiết ADN tổng số 
đảm bảo làm khuôn cho nhân bản các đoạn 
ADN quan tâm bằng kỳ thuật PCR.
3.2. Kết quả nhân bản các đoạn mã vạch 
ADN bằng kỹ thuật PCR

ADN tổng số tách chiết từ các mẫu lá của 
cây Bạch đàn lai UG24 được sử dụng làm 
khuôn đê nhân bản các đoạn gen W/ZK, rbcL, 
trnỉỉ-psbA, ITS và ITS2 bằng kỳ thuật PCR với 
cặp mồi đặc hiệu. Kết quả được minh họa 
trong hình 1.

Hình 1. Ảnh điện di các đoạn gen trnĩi-psbA, matK, rbcL, ITS2, ITS của UG24

Kêt quả PCR sau khi kiêm tra bằng điện di 
trên gel agarose 1% (hình 1) cho thấy xuất hiện 
băng ADN có kích thước tưcmg ứng với kích 
thước của các đoạn mã vạch ADN dự kiến. Sản 
phẩm PCR các đoạn mã vạch ADN ở hình 01 
cũng cho thấy không có băng ADN phụ xuất 
hiện, như vậy sản phẩn PCR rất đặc hiệu, sau 
khi tinh sạch có thể sử dụng trực tiếp các sản 
phẩm này để xác định trình tự nucleotide.

3.3. Ket quả xác định và phân tích trình tự 
nucleotide của đoạn mã vạch ADN
3.3.1. Trình tự ADN trên gen rcbL

Ket quả xác định trình tự nucleotide đoạn 
gen rbcL cho thấy cả 3 mẫu UG24.1; UG24.2; 
UG24.3 đều cho ra kết quả trình tự giống nhau. 
Sau khi xử lý các đoạn ADN bị nhiễu đoạn gen 
rbcL có kích thước 687 bp như hình 2.

GGTGTTAAAGATTATAAACTGACTTATTATACTCCTGACTATGAAACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCT 
CAACCTGGAGTTCCTCCTGAGGAAGCAGGGGCTGCGGTAGCTGCTGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGGACCGATGGG 
CTTACCAGCCTTGATCGTTATAAAGGAAGATGCTACCACATCGAGCCTGTTGCTGGAGAAGAAAATCAATATATATGTTATGTAGCT 
TACCCTTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAATATGTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGGGTTCAAAGCCCTGCGCG 
CTCTACGTCTGGAGGATCTGCGAATCCCTCCTTCCTATACGAAAACTTTCCAAGGCCCGCCTCATGGCATCCAAGTTGAGAGAGATA  
AATTGAACAAATATGGGCGTCCCCTATTGGGATGTACTATTAAACCGAAATTGGGGTTATCCGCTAAGAACTACGGTAGAGCAGTTT 
ATGAATGTCTTCGTGGTGGACTTGATTTTACGAAAGATGATGAGAACGTGAACTCACAACCATTTATGCGTTGGAGAGACCGTTTCT  
TATTTTGTGCCGAAGCCATTTTTAAATCACAGGCTGAAACAGGTGAAATCAAAGGGCATTACTTGAATGCTACTGCA

Hình 2. Trình tự DNA trên đoạn gen rbcL

Các trình tự này sau đó được so sánh với các 
trình tự trên ngân hàng gen quốc tế NCBI để 
tìm ra sự khác biệt ở cấp độ loài. Một số loài có 

trình tự gen tưcrng đồng dùng so sánh với giống
Bạch đàn lai được trình bày ở bảng 1.

Băng 1. Một số loài có trình tự đoạn rbcL tương đồng vói giống Bạch đàn lai trên NCBI

TT Tên loài Mã số Hệ số tương đồng 
(%)

1 Eucalyptus gratìdis MG925369.1 100
2 Eucalyptus urophylla KJ440000.1 100
3 Eucalyptus baxteri KC 180773.1 99,42
4 UP35 (Eucalyptus urophylla X Eucalyptuspellita) UP35 100
5 UP95 (Eucalyptus urophylla X Eucalyptus pellita) UP95 100

Sau đó chúng tôi xây dựng cây phát sinh 
chủng loại tìm ra mối quan hệ của giống Bạch 
đàn lai chúng tôi nghiên cứu với các loài khác 

ở bảng 1 và khoảng cách di truyền giữa chúng 
(hình 3).
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Hình 3. Cây phân loại dựa vào trình tự trên đoạn rốcL tạo bởi ML

0.0029 94%

UP95

UP35

Eucalyptus grandis

Eucalyptus urophylla

E.urophyllax E. grandis_UG24

0.0005

0.0029 Eucalyptus baxteri

Khoảng cách di truyền (p-distance) của như bảng 2. 
giống Bạch đàn lai với các loài khác thu được

Bảng 2. Khoảng cách di truyền của giống Bạch đàn lai vói các loài khác của đoạn rbcỉ.
UP95 UP35 E.grandis E.urophyỉla E.baxteri UG24

UP95
UP35 0,0000
E.grandis 0,0000 0,0000
E.urophylìa 0,0000 0,0000 0,0000
E.baxteri 0,0058 0,0058 0,0058 0,0058
_UG24 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0058

Từ cây phân loại dựa trên số liệu trình tự 
đoạn gen rbcL kết hợp với khoảng cách di 
truyền và hệ số tương đồng cùa giống Bạch 
đàn lai với các loài khác ta thấy: giống Bạch 
đàn lai mà chúng tôi nghiên cứu có trình tự gen 
giống 100% với đoạn gen của loài E. 
nrophylỉa, E. grandis, UP35 và UP95 với 
khoảng cách di truyền là 0,0000 (hệ số tương 

đồng 100%) và có quan hệ xa hơn với loài E. 
baxteri với khoảng cách di truyền là 0,0058 (hệ 
số tương đồng 99,42%).
3.3.2. Trình tự đoạn gen matK

Kết quả xác định trình tự nucleotide đoạn 
gen mcưK cho thấy cả 3 mẫu đều cho ra kết 
quả trình tự giống nhau. Sau khi xử lý đoạn 
gen matK có kích thước 449 bp như hình 4.

TGGCTTCAAAAGATACGCCTCTTCTGATGAAGAAATGGAAATATTACCTTGTTAATTTATGGCAATATCATTTTTACGCCTGGTTTCA 
ACCAGGAAGGATCGATATAAACCAATTATGCAAGTATTCTCTTTACTTTTTGGGCTATCGTTCAAGCGTGCGACTAAATTCTTCAGTG 
GTACGAAGTCAAATGCTAGAAAATTCATTTCTAATAAATAATGCTATGAAGAAGTTCGAGACAATAGTTCCAATTATTCCTCTGATT 
GGATCATTGTCTAAAGCGAATTTTTGTGACACATTAGGGCATCCCATTAGTAAACCGACCCGGGCTGATTCATCAGATTCTGATATT 
ATCGACCGTTTTTTGCGTATATCCAGAAATCTTTCTCATTATCACAGCGGATCCTCAAAAAAAAAGAGTTTATATCGAGTAAAATAT 
ATACTTCGACTTTCTTGTGTTAAAACTTTGGCTCGTAAACACAAAAAGACTGTACGTACTTTTTTAAAAAGATTAGGTTCGGAATTTT 
TGGAAGAATTCCTTACGGAGGAAGAAGTTGTTCTTTCTTTGATCTTCCCAAGAACTTATTCTACTTCACGAAGGTTATATAGAGGGCG 
GATTTGGTATTTGGATATTACTTCTATCAA

Hình 4. Trình tự DNA trên đoạn gen matK
Các trình tự này sau đó được xử lý trên trình tự gen tương đồng với giống Bạch đàn lai

ngân hàng gen quốc tế NCBI để tìm ra sự khác được trình bày ớ bảng 3.
biệt ở cấp độ loài và các loài. Một số loài có
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Bảng 3. Một số loài có trình tự đoạn matK tưong đồng vói giống Bạch đàn lai trên NCB1

TT Tên loài Mã số Hệ số tương đồng 
(%)

1 Eucalyptus grandis MG925369.1 99,55
2 Eucalyptus urophylla KJ510901.1 100
3 Eucalyptus marginata KC180781.1 98,89
4 UP35 (Eucalyptus urophvlla X Eucalyptus pellita) UP35 100
5 UP95 (Eucalyptus urophỵlla X Eucalyptus peHita) UP95 100

Sau đó xây dựng cây phát sinh chủng loại các loài khác ở bảng 3 và khoảng cách di
tim ra mối quan hệ của giống Bạch đàn lai với truyền giữa chúng (hình 5).

UP95

UP35

0.0022 100%

Eucalyptus urophylla

0.0034 100%
E.urophyllax E.grandis_UG24

0 0022 Eucalyptusgrandis

0.0056 Eucalyptus margĩnata

0.001

Hình 5. Cây phân loại dựa vào trình tự trên đoạn matK tạo bỏi ML

Bảng 4. Khoảng cách di truyền của giống Bạch đàn lai vói các loài khác của đoạn matK

Khoảng cách di truyền (p-distancè) của giống Bạch đàn lai với các loài khác như bảng 4.

ƯP95 UP35 E. grandis E. urophylla E. marginata UG24
UP95
UP35 0,0000
E.grandis 0,0045 0,0045
E. urophylla 0,0000 0,0000 0,0045
E.marginata 0,0112 0,0112 0,0112 0,0112
JJG24 0,0000 0,0000 0,0045 0,0000 0,0112

Từ cây phân loại dựa trên sô liệu trình tự 
đoạn gen matK kết hợp với khoảng cách di 
truyền và hệ số tương đồng của giống Bạch 
đàn lai với các loài khác ta thấy: giống Bạch 
đàn lai mà chúng tôi nghiên cứu có trình tự gen 
giống 100% với đoạn gen của loài E. 
urophylla, UP35 và UP95 với khoảng cách di 
truyền là 0,0000 và có quan hệ xa hơn với loài 

E. marginata với khoảng cách di truyền là 
0,0112 (hệ số tương đồng 98,89%).
3.3.3. Trình tự DNA trên gen trnH-psbA

Ket quả xác định trình tự nucleotide đoạn 
gen trnH-psbA cho thấy cả 3 mẫu đều cho ra 
kết quả trình tự giống nhau. Sau khi xử lý 
đoạn gen trnH-psbA có kích thước 383 bp như 
hình 6.

ATATTTTTTTTTTCTTTTTAATCCATTTAAAAATTAAAAAAAGAATATTCCATTTTTAATGAAATCAAAAAAAGAAATTCATAATGGA 
AAATATTTCATTCGATTGTTAATTTTTAACATTTTTCTATACTTAATTATGAGTAACATTTTTCTATCTTAATTATGAGATAGAAGAAG 
CAGAAAATTATAACCTTTCCATTTTATTTGAAAAAAAAAACTAGAAGATAATAATCTCACAAAGCCTTACAAAGGGTTGAAAAGAA 
TGTATATAAATTCATATCTAAGGAAAAAAGTATGATAAGCAATCATAAAGCAATCCCTAAGACTAGAATACTTTTTCTTATGTTGAA  
GTAAAGAAAAACTTATGTAAAGAAAAGAGCACTAAATAAAGGAACAATAACCAATTTCTTTTTCTATCAAGAGTGTTGGTTATTGCT 
CCTTTCCAATCAAAAACTCGGCTAGACTTATACTAAGACCAAAGTCTTATCCATTTGTAGATGGAACTTCGACAGCAGCTAGGTCTA 
GAGGGAAGTTATGAGCATTACGTTCATGCATAAC

Hình 6. Trình tự DNA trên đoạn gen 7>nH-psốA
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Các trình tự này sau đó được xử lý trên trình tự gen tương đồng với giống Bạch đàn lai
ngân hàng gen quốc tế NCBI để tìm ra sự khác được trình bày ở bảng 5.
biệt ở cấp độ loài và các loài. Một số loài có

Bảng 5. Một số loài có trình tự đoạn trnĩì-psbA tưong đồng vói loài Bạch đàn lai trên NCBI

TT Tên loài Mã số Hệ số tưong đồng 
(%)

1 Eucalyptus grandis HM347959.1 87,43
2 Eucalyptus urophỵlla EF507887.1 97,92
3 Eucalyptus extrica FJ654343.1 84,59
4 UP35 (Eucalyptus urophyìla X Eucalyptus pellita) UP35 96,74
5 UP95 (Eucalyptus urophylla X Eucalyptus pellita) UP95 97,92

Sau đó xây dựng cây phát sinh chủng loại các loài khác ở bảng 5 và khoảng cách di
tìm ra mối quan hệ của giống Bạch đàn lai với truyền giữa chúng (hình 7).

UP95

3C-,O 100% Eucalyptus urophylia
U.3OZO

89%
0.0917

0.5911
94%

- UP35 
0.0151

_ ,„rfỂ:.urophyllax E.grandis_UG24u. lUoU

0.1

0.3795 Eucalyptus grandis

, EucalyptusextricaJL.UoU /

Hình 7. Cây phân loại dựa vào trình tự trên đoạn trnĩl-psbA tạo bởi ML

Bảng 6. Khoảng cách di truyền của giống UG24 vói các loài khác của đoạn XrnH-psốA

Khoảng cách di truyền (p-distance) của giống Bạch đàn lai với các loài khác như bảng 6.

UP95 UP35 E.grandis E.extrica E.urophylla UG24
UP95
UP35 0,0151
E.grandis 1,2406 1,2770
E.extrica 1,6827 1,7277 1,6015
E.urophylla 0,0000 0,0151 1,2406 1,6827
UG24 0,4665 0,4781 1,0368 2,0949 0,4665

Từ cây phân loại dựa trên số liệu trình tự 
đoạn gen trnỉì-psbA kết hợp với khoảng cách 
di truyền và hệ số tương đồng của giống Bạch 
đàn lai với các loài khác ta thấy: giống Bạch 
đàn lai UG24 có trình tự gen giống 97,92% với 
đoạn gen của loài E. urophylla và UP95 với 
khoảng cách di truyền là 0,4665, giống 87,43% 
với đoạn gen của loài E. grandis với khoảng 

cách di truyền là 1,0368 và có quan hệ xa hơn 
với loài E. extrỉca với khoảng cách di truyền là 
2,0949 (hệ số tương đồng 84,59%). Ngoài ra, 
với chỉ thị này phân biệt được hai dòng UP95 
(Eucalyptus urophylla X Eucalyptus pellita) và 
UP35 (Eucalyptus urophylla X Eucalyptus 
pellita) có khoảng cách di truyền là 0,0151 và 
hệ số tương đồng 98,81%.
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UP95 ƯP35 E.vimỉnaỉis E.grandis UG24 E.urophylla

Bảng 10. Khoảng cách di truyền của giống Bạch đàn lai với các loài khác của đoạn ITS2

UP95
ƯP35 0,0229
E.viminalis 0,0173 0,0174
E.grandis 0,0056 0,0287 0,0232
UG24 0,0114 0,0171 0,0174 0,0171
E. urophylla 0,0229 0,0000 0,0174 0,0287 0,0171

Từ cây phân loại dựa trên số liệu trình tự 
đoạn gen ITS2 kết hợp với khoảng cách di 
truyền và hệ số tương đồng của giống Bạch 
đàn lai với các loài khác ta thấy: giống Bạch 
đàn lai mà chúng tôi nghiên cứu có trình tự gen 
giống 98,88% với đoạn gen của loài UP95 với 
khoảng cách di truyền là 0,0114 và có quan hệ 
xa hơn với loài E. viminalis với khoảng cách di 
truyền là 0,0174 (hệ số tương đồng 97,19%). 
Chi thị này cũng phân biệt được hai dòng 
UP95 (Eucalyptus urophylla X Eucalyptus 

pellỉta) và UP35 (Eucalyptus urophylla X 
Eucalyptus pellita) với khoảng cách di truyền 
là 0,0229.
4. THẢO LUẬN

Dựa vào kết quả so sánh trình tự 5 đoạn gen 
matK, rbcL, trnỉỉ-psbA, ỈTS và ITS2 của Bạch 
đàn lai UG24 với trình tự gen của loài E. 
urophylla công bố trên ngân hàng gen quốc tế 
NCBI ta lập được bảng so sánh đoạn trình tự 
như bảng 11.

Tên đoạn gen___________ rbcE maĩK trnĩi-psbA ITS ITS2
Bảng 11. So sánh trình tự của các đoạn gen giữa Bạch đàn lai UG24 và E. urophylla

Sô diêm sai khác 0 0 7 7 3
Kích thước trình tự 687 449 336 564 178
Tỷ lệ sai khác (%) 0 0 3,08 2,24 2,69

Kết quả cho thấy: trình tự đoạn gen rbcL, 
matK có tỷ lệ sai khác là 0%, trình tự đoạn gen 
ITS có tỷ lệ sai khác là 2,24%, trình tự đoạn 
gen ITS2 có tỷ lệ sai khác là 2,69% và trình tự 
đoạn gen pTrH-psóA có tỷ lệ sai khác cao nhất 
là 3,08%. Như vậy, tì lệ sai khác của trình tự 
đoạn gen trnỉỉ-psbA là cao nhất (3,08%) do đó 
khả năng phân biệt loài của đoạn gen Z/'wH- 
psbA cũng là tốt nhất. Hơn nữa, kết quả cũng 
cho thấy tỉ lệ sai khác của trình tự đoạn gen 
rbcL, matK là thấp nhất (0%) đồng nghĩa với 
khả năng định danh loài tốt nhất khi so sánh 
giống Bạch đàn lai (E. urophvỉla X E. grandis) 
với loài E. urophvlla.

Ket hợp giữa phân tích cho từng chỉ thị ở 
trên với kết quả so sánh của cả 5 chỉ thị với 
loài E. urophyllci à bâng 11 cho thấy: Tỉ lệ sai 
khác, khoảng cách di truyền của trinh tự đoạn 
gen rbcL là thấp nhất (0%) và hệ số tương 
đồng cao nhất là 100%. Vì vậy, đoạn gen rbcL 

có khả năng sử dụng để định danh loài tốt nhất 
cho giống Bạch đàn lai UG24. Tỉ lệ sai khác, 
khoảng cách di truyền của đoạn gen frnH-pshA 
là cao nhất (3,08%) và hệ số tương đồng thấp 
nhất là 97,92%. Thêm vào đó, với đoạn gen 
trnỉì-psbA đã phân biệt được hai dòng UP35 
(Eucalyptus urophylla X Eucalyptus pellità) và 
UP95 (Eucalyptus urophylla V Eucalyptus 
peìlita) có khoảng cách di truyền là 0,0151 và 
hệ số tương đồng 98,81%. Vì vậy, đoạn gen 
trnìẢ-psbA có khả năng sử dụng để phân biệt 
dòng tốt nhất nhất cho giống Bạch đàn lai 
UG24. Mặc dù vậy, cách tốt nhất là sử dụng 
đồng thời cả 5 đoạn trình tự gen /nơ/K, tbcL, 
trnỉỉ-psbA, ITS và ỈTS2 để có thể xác định 
chính xác nhất loài cần định danh.

Trước đây năm 1999 chỉ thị đoạn gen ITS 
đã được sử dụng để phân loại cho 35 loài Bạch 
đàn khác nhau (Steane D.A. et al., 1999). 
Flagdung vào năm 2015 cũng đã sử dụng đoạn 
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gen nhân ITS và 6 đoạn gen ở lục lạp (rbcE, 
matK, matK-truK, trnG-psbK, psbK-psbỉ, 
psbA-matK) phân loại thành công 6 loài Bạch 
đàn (Eucalyptus) sinh trưởng ở Mexico 
(Fladung M. et al., 2015). Như vậy, đối với các 
loài Bạch đàn thì các chỉ thị ADN mã vạch của 
các đoạn gen nhân ITS và các đoạn chỉ thị ở 
lục lạp như rbcL, mat¥^, trnỉỉ-psbA là hoàn 
toàn tin cậy và có độ phân loại cao.
5. KẾT LUẬN

Đã nhân gen thành công các đoạn gen 
matK, rbcL, trn\Ả-psbA, ITS và ITS2 bằng kỳ 
thuật PCR. Trình tự nucleotide của các đoạn 
mã vạch đã được xác định: Đoạn matK có kích 
thước là 449 bp, rbcL là 687 bp, írnH-psồA là 
336 bp, ITS là 564 bp, và đoạn ITS2 là 178 bp. 
Các trình tự này sau đó được xử lý trên Ngân 
hàng gen Quốc tế (NCBI) đã chỉ ra rằng Giống 
bạch đàn lai UG24 (E. urophylla X E. grandis) 
có một cây thuộc loài E. urophylỉa với các tỷ lệ 
tương đồng 100% của đoạn gen rbcL và mư/K, 
98,76% của đoạn gen ITS, 98,31% của đoạn 
gen ITS2, 97,92% của đoạn gen trnĩỉ-psbA, và 
một cây là E. grandís với các tỷ lệ tương đồng 
100% của đoạn gen rbcL, 99,55% của đoạn 
gen matK, 98,23% của đoạn gen ITS, 98,31% 
của đoạn gen ITS2, 87,43% của đoạn gen 
trnìỉ-psbA. Bằng công cụ BLAST trên NCBI 
đã so sánh trình tự các đoạn mưíK, rbcL, trnỉỉ- 
psbA, ITS và ITS2 của giống Bạch đàn lai 
UG24 (E. urophyỉỉa X E. grandis) với loài E. 
urophylla tìm ra được tỉ lệ sai khác của trình tự 
đoạn gen IrnG-psbA là cao nhất với 3,08% và 
tỉ lệ sai khác của trình tự đoạn gen rồcL là thấp 
nhất (0%). Đoạn gen trnỉỉ-psbA phân biệt 
được hai dòng UP35 {Eucalyptus urophyỉỉa X 
\Eucalyptus pellita) và UP95 (Eucalyptus 
\urophylla X Eucalyptus pellita) có khoảng cách 
Ịdi truyền là 0,0151 và hệ số tương đồng 
]98,81%. Vì vậy, Sử dụng chỉ thị trn\Ả-psbA là 
pt nhất làm mã vạch ADN đề giám định giống 
(bạch đàn lai UG24 ở Việt Nam. Mặc dù vậy, 
ị:ách tốt nhất là sử dụng đồng thời cả 5 đoạn 
trình tự gen matK, rbcL, trnỉỉ-psbA, ITS và 
ỰS2 để có thể xác định chính xác nhất loài cần 
định danh.
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CTTN Đường kính gôc (Doo, cm) Chiêu cao cây (Hvn, cm)
Bảng 6. Anh hưởng của phân chuồng hoai đến sinh trưởng cây Lim xẹt 4 tháng tuổi

CT1 0,21 28,87
CT2 0,29 31,63
CT3 0,3 33,11
CT4 0,34 35,51
CT5 0,32 32,34
SigF 0,037 0,039

Kết quả bảng 6 cho thấy, khi tăng dần lượng 
phân chuồng hoai thì đường kính gốc và chiều 
cao của cây tăng và đạt giá trị cao nhất khi bón 
bổ sung 15% phân chuồng hoai vào hồn hợp 
ruột bầu. Ở các CTTN không bón phân chuồng 
hoai, hoặc bón với liều lượng nhỏ (5%) thì cây 
sinh trưởng kém hơn nhiều so với CT bón 15% 
cả về chiều cao lẫn đường kính gốc. Tuy nhiên, 
ở CT bón 20% phân chuồng hoai lại có ảnh 
hưởng không tốt đến sinh trưởng của cây. Điều 

này có thể lý giải rằng, ở mồi giai đoạn sinh 
trưởng khác nhau, nhu cầu phân bón của cây là 
khác nhau. Nếu lượng phân bón ít, không cung 
cấp đủ dinh dưỡng cho cây thì cây sinh trưởng 
kém và ngược lại, nếu bón phân quá nhiều sẽ 
gây ra thừa lãng phí, ô nhiễm môi trường, cây 
dễ nhiễm bệnh, sinh trưởng kém. Sự sinh trưởng 
về chiều cao và đường kính gốc của cây Lim xẹt 
4 tháng tuổi được thể hiện ở hình 5.

(a) (b)
Hình 5. Ảnh hưởng của phân chuồng hoai đến sinh trưởng đường kính gốc (a) và chiều cao

(b) cây con Lim xẹt tại vườn ưoin

Từ kết quả thu được cùng với phân tích thống 
kê cho thấy SigF < 0,05, điều này có nghĩa là 
các công thức bón phân có ảnh hưởng rõ rệt tới 
sinh trưởng về chiều cao và đường kính gốc của 
cây Lim xẹt 4 tháng tuổi. Hàm lượng phân 
chuồng hoai thích hợp để trộn hỗn hợp ruột bầu 
sản xuất cây Lim xẹt con là 15% so với khối 
lượng ruột bầu.

3.6. Ảnh hưởng của chế độ che bóng đến sinh 
trưởng cây Lim xẹt 4 tháng tuổi tại vườn 
ươm

Tình hình sinh trưởng chiều cao và đường 
kính gốc của cây Lim xẹt 4 tháng tuổi tại vườn 
ươm ở các công thức che bóng khác nhau được 
tông hợp trong bảng 7.

Bảng 7. Ảnh hưởng của chế độ che bóng đến sinh trưởng cây Lim xẹt 4 tháng tuổi 
CTTN Đường kính gôc (Doo, cm)Chiều cao cây (Hvn, cm)
CT1 0,22 28, 33
CT2 0,34 35,51
CT3 0,21 28,12
CT4 0,17 26,64
SigF 0,039 0,042
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Từ số liệu bảng 7 cho thấy, chiều cao và 
đường kính gốc của cây con Lim xẹt có sự phân 
hóa khá rõ ràng, cụ the: đường kính gốc đạt giá 
trị lớn nhất (0,34 cm) ở chế độ che bóng 25%, 
tiếp đến lần lượt là ở chế độ không che bóng 
(Doo = 0,22 cm), ở chế độ che bóng 50% (Doo = 
0,21) và thấp nhất (0,17 cm) ở chế độ che bóng 
75%. Sự chênh lệch giữa đường kính gốc lớn 
nhất và nhở nhất là 0,17 cm. Tương tự, chiều 
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cao cây đạt giá trị lớn nhất (35,51cm) ở chế độ 
che bóng 25%, lớn thứ 2 (28,33 cm) ở chế độ 
không che bóng, lớn thứ 3 (28,12 cm) ở chế độ 
che bóng 50% và thấp nhất (26,64) ở chế độ che 
bóng 75%. Sự chệnh lệch giữa chiều cao lớn 
nhất và nhỏ nhất là 8,87 cm. Sự sinh trưởng về 
chiều cao và đường kính gốc cây con Lim xẹt ở 
các chế độ che bóng khác nhau được thể hiện ở 
hình 6.

Hình 6. Ánh hưởng của chế độ che bóng đến sinh trưởng đường kính gốc (a) và chiều cao cây con 
Lim xẹt tại vườn ưom

Từ kết quả thu được cùhg với phân tích thống 
kê cho thấy SigF < 0,05, điều này cho thấy các 
công thức che bóng khác nhau có ảnh hưởng 
khác nhau đến sinh trưởng chiều cao và đường 
kính gốc cây con Lim xẹt giai đoạn 4 tháng tuổi 
tại vườn ươm. Tiêu chuẩn Ducan chỉ ra rằng 
công thức che bóng có tác động tích cực nhất 
đến cả chiều cao và đường kính gốc cây con Lim 
xẹt là công thức che bóng 25%, tiếp theo là công 
thức che bóng 50% và công thức không che 
bóng, kém nhất là công thức che bóng 75%.
4. WET LUẬN

Thời gian thu hái quả cây Lim xẹt tốt nhất là 
vào giai đoạn quả chín thu hoạch (tháng 8 đến 
tháng 9). Quả có chiều dài trung bình 10,98 cm, 
chiều rộng trung bình 2,52 cm, khi chín có màu 
xám đen.

Hạt Lim xẹt có chiều dài trung bình là 1,52 
cm; chiều rộng trung bình là 0,55 cm; độ thuần 
trung bình là 87,76%.

Hạt ngâm trong nước có nhiệt độ ban đầu 
60°C trong thời gian 12 giờ cho tỷ lệ nảy mầm 
cao nhất đạt 83%. Thời gian ngâm hạt có ảnh 
hưởng không rõ ràng tới tỷ lệ nảy mầm.

Độ sâu lấp đất có ảnh hưởng rõ rệt tới tỷ lệ 
nảy mầm của hạt. Áp dụng biện pháp kỳ thuật 
cắm '/2 hạt vào trong đất cho tỷ lệ nảy mầm cao 
nhất, khả năng sinh trưởng của cây con là tốt 
nhất.

Lượng phân chuồng hoai đủ đế giúp cây Lim 
xẹt 4 tháng tuổi sinh trưởng và phát triển nhanh 
là 15% so với khối lượng ruột bầu. Khi bón dưới 
5% hoặc từ 20% phân chuồng hoai trở lên so với 
khối lượng ruột bầu thì sinh trưởng đường kính 
gốc, chiều cao của cây Lim xẹt 4 tháng tuổi suy 
giảm dần.

Cây con Lim xẹt trong giai đoạn vườn ươm 
sinh trưởng và phát triển tốt nhất ở chế độ che 
bóng 25%, tiếp đó là ở chế độ không che bóng 
và che bóng 50%, thấp nhất ờ chế độ che bóng 
75%.
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RESEARCH ON PROPAGATION OF SEEDS AND GROWTH
OF Peltophorum pterocarpum (D.c.) Backer ex K. Heyne AT THE NURSERY

Nguyen Thi Yen1, Dang Van Ha’, Nguyen Dinh Quang Linh’
1 Vietnam National University’ of Forestry’

SUMMARY
Peltophorum pterocarpum (D.c.) is a beautiful flowering plant, with good ornamental shape and a long 
blooming period. The species is very popular in landscape decoration. The paper presents the results of 
propagation by seeds and growth of 4-month-old seedlings at the nursery stage. The result shows that, the 
best time to collect fruits is in August and September. Seed size averaged 10.98 cm in length and 2.52 cm 
in width. The seed purity is 87.76%. Seeds soaked in warm water with an initial temperature of 60°C for 
12 hours gave the highest germination rate at 83%. The duration of seed soaking had unclear effect on the 
germination rate. Seedlings grew quickly and evenly when inserting 1/2 seeds directly into the soil, that 
showed the germination rate at 83% The species seedlings grew better in a mix of 15% manure compared 
to the total pot weight and caring under the shade of 25%.
Keywords: germination rate, Peltophorum pterocarpum (D.C.), seed propagation, seed treatment.

Ngày nhận bài : 07/01/2021
Ngày phản biện : 11/5/2021
Ngày quyết định đăng : 17/5/2021




