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Đặt vấn đề

Việt Nam có hai vùng sản 
xuất lúa chính là Đồng bằng 
sông Cửu Long (51%) và 
Đồng bằng sông Hồng (15%) 
[2]. Tuy nhiên, do ảnh hưởng 
của biến đổi khí hậu, cùng với 
sự dâng lên của nước biển thì 
diện tích đất canh tác lúa của 
các vùng ven biển đang ngày 
càng thu hẹp lại. Đồng bằng 
sông Cửu Long có khoảng 1,7 
triệu ha (chiếm khoảng 45% 
diện tích) chịu ảnh hưởng của 
nước mặn [3].

Rễ là bộ phận của cây 
tiếp xúc với đất nên chịu ảnh 
hưởng trực tiếp từ điều kiện 
bất lợi của môi trường đất. 
Cây đã biến đổi các cấu trúc 
giải phẫu để thích nghi với 
đất mặn, đặc biệt là ở bộ rễ 
[4]. Sự hình thành và phát 
triển của vòng Casparian ở 
rễ có sự khác nhau giữa các 

Nghiên cứu sự thích nghi của cây lúa 
trong điều kiện mặn  
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Nghiên cứu sự thích nghi của cây lúa chống chịu mặn nhằm tìm hiểu những biểu hiện cấu trúc tế bào giúp 
cây mạ thích nghi với điều kiện mặn ở 12,50; 15,63; 18,75 và 21,88 dS/m trong dung dịch dinh dưỡng [1]. 
Thí nghiệm được bố trí theo thể thức lô phụ với 2 lần lặp, lô chính gồm 5 nghiệm thức mức độ mặn và lô 
phụ là 5 giống lúa. Sau 8 ngày thử mặn, tiến hành đo độ mặn của giọt nước hình thành trên lá vào buổi 
sáng, quan sát lát cắt ngang mẫu lá và rễ, điện di protein ở rễ, bẹ lá và lá cây mạ. Kết quả cho thấy, nồng 
độ muối trên chóp lá của giống NQB mùa (chịu mặn) thấp hơn các giống còn lại (71,1 dS/m). Quá trình 
tẩm suberin và lignin ở rễ xảy ra nhanh khi trồng trong điều kiện mặn ở các giống. Đặc biệt ở vùng ngoại 
bì, sự tẩm suberin và lignin của các giống chống chịu mặn xảy ra ở vị trí 10 mm, trong khi ở giống IR28 là 
25 mm. Hơn thế nữa, các giống lúa chống chịu mặn còn tăng tích lũy một số protein có trọng lượng phân 
tử 135,90 và 31,81 kDa ở bẹ lá và rễ; 115,58 kDa ở bẹ lá và 54 kDa ở lá.

Từ khóa: cấu trúc rễ và lá, chống chịu mặn, sự thích nghi.
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Research on rice adaption to salt 
condition
                                 

Summary

A research on rice adaption to salt condition from 12.50 to 21.88 dS/m 
in nutrient solution has been carried out to detect the variations on cell 
structure of seedlings. The experiment has been arranged under the 
split-plot design with two replications, in which the plot factor has been 
used for five salt concentrations, and the split factor has been conducted 
on five rice varieties. After eight days of testing, the salt concentration 
of water droplet on the top of leaf has been measured at early morning; 
cross sections of leaves and roots have been observed; protein extraction 
in root, leaf ochrea, and leaf laminae of seedlings has been checked by 
protein electrophoresis. The results have shown that traditional NQB 
variety (salt tolerance) has the lowest salt concentration of droplet on 
the top of leaf (about 71.1 dS/m). The process of suberin and lignin 
formation in root occurs faster in salt condition. Especially, deposition 
of suberin and lignin has been found at the 10 mm position in the salt 
tolerance varieties, while it has been at the 25 mm position in the IR28 
variety. Moreover, the salt tolerant varieties have also been enhanced 
the accumulation proteins which are 135.90 and 31.81 kDa in both root 
and leaf ochrea; 115.58 kDa in leaf ochrea and 54 kDa in leaf.

Keywords: adaption, leaf and root structure, salt tolerance.

Classification number 4.1
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giống lúa. Bằng kỹ thuật hiện đại, các nhà khoa học 
đã thanh lọc và tuyển chọn được nhiều giống lúa có 
khả năng chống chịu mặn cao và đang được sản xuất 
đại trà ở nhiều tỉnh của Đồng bằng sông Cửu Long. 
Tuy nhiên, hầu hết các nghiên cứu vẫn chưa quan tâm 
nghiên cứu về giải phẫu cây lúa trong điều kiện mặn. 
Vì vậy, đề tài được thực hiện nhằm tìm hiểu những đặc 
điểm thích nghi về hình thái và cấu trúc của cây lúa 
trong nhiều điều kiện mặn khác nhau để phục vụ cho 
công tác chọn giống.

Nội dung nghiên cứu

Hạt lúa được ngâm ủ nảy mầm và thử mặn theo 
phương pháp của IRRI [5]. Thí nghiệm được bố trí theo 
thể thức lô phụ 2 lần lần lặp lại với 2 nhân tố là mức 
độ mặn và giống. Lô chính gồm 5 nghiệm thức của 
mức độ mặn là 0; 12,50; 15,63; 18,75 và 21,88 dS/m. 
Lô phụ gồm 5 giống: IR28 (nhiễm mặn), CTUS4, Sỏi 
mùa, NQB-ĐB và NQB mùa (chống chịu mặn). 

Sau 8 ngày thử mặn, lát cắt ngang mẫu lá ở đoạn 
0-20 cm tính từ chóp lá được thu và ngâm trong javen 
15 phút để tẩy nội dung tế bào, rửa lại với nước cất 
từ 3 đến 4 lần và ngâm vào acetic acid 5 phút để loại 
bỏ nước javen. Sau đó, rửa lại với nước cất từ 3 đến 
4 lần và ngâm mẫu vào thuốc nhuộm son phèn-lục 
iod từ 3 đến 5 phút để mẫu bắt màu. Rửa sạch thuốc 
nhuộm và quan sát mẫu trong giọt glycerin dưới kính 
hiển vi. Trong khi lát cắt ngang ở rễ được thu ở đoạn 
0-30 mm tính từ đỉnh rễ. Cùng thời điểm này, điện di 
protein trong rễ, bẹ lá và lá cũng được tiến hành theo 
Sambrook và Russell [6]. 

Dùng thống kê mô tả để tính các giá trị trung bình 
và các số đo biến động. Phân tích phương sai ANOVA 
(phép thử F và Duncan) để so sánh các số liệu trung 
bình ở mức ý nghĩa 5%.

Kết quả và thảo luận

Đánh giá khả năng chống chịu mặn ở giai đoạn 
mạ

Bảng 1: kết quả đánh giá khả năng chống chịu mặn

Sau 8 ngày thử mặn, giống NQB mùa có khả năng 
chống chịu mặn tốt nhất trong các giống đạt cấp 5 ở 
độ mặn 21,88 dS/m.  Kế đến là giống Sỏi mùa có khả 
năng chống chịu mặn trung bình (cấp 5) ở 18,75 dS/m. 
Khả năng chống chịu mặn của CTUS4 và NQB-ĐB 
bằng nhau là cấp 5 ở 15,63 dS/m. Kết quả trên cũng 
phù hợp với kết quả nghiên cứu của Quan Thị Ái Liên 
[7].

Khảo sát khả năng tiết muối qua lá

Kết quả bảng 2 cho thấy, khi tăng nồng độ muối thì 
nồng độ mặn của giọt nước tiết qua lá cũng tăng theo. 
Thêm vào đó, giống có khả năng chống chịu mặn thì 
lại có nồng độ mặn của giọt nước nhỏ hơn giống nhiễm 
mặn. Pannaga và CTV cũng cho thấy sự xuất hiện của 
tinh thể muối ở bẹ lá, phiến lá và tai lá của giống chống 
chịu mặn ít hơn giống nhiễm mặn [8]. Điều này có thể 
là do giống chống chịu mặn có khả năng ngăn cản sự 
hấp thu muối vào cây nên lượng muối tiết qua giọt 
nước trên lá cũng ít hơn.

Bảng 2: nồng độ mặn của giọt nước ở lá sau 8 ngày thử mặn

Quan sát lát cắt nganh phiến lá ở đoạn xuất hiện 
giọt nước mặn thì không tìm thấy tuyến tiết muối như 
các cây chịu mặn thuộc họ lúa. Tuy nhiên, tại vị trí này 
xuất hiện nhiều khí khẩu (hình 1A). Bên cạnh đó, lớp 
biểu bì mặt dưới lá nơi xuất hiện giọt nước cho kết quả 
tương tự ở các giống. Biểu bì mặt dưới lá xuất hiện các 
khí khẩu có hình dạng biến đổi khác hơn bình thường 
(hình 1B). 

Theo Nguyễn Bá thì giọt nước xuất hiện ở chóp lá 
vào buổi sáng là do nước được tiết ra ngoài qua thủy 
khẩu, là dạng biến đổi của khí khẩu [9]. Một phần 
lượng muối được hấp thu từ rễ sẽ vận chuyển lên lá, dự 
trữ và tiết ra ngoài qua khí khẩu [10]. Do đó, mỗi buổi 

STT Giống/dòng
Cấp chống chịu mặn

12,50 dS/m 15,63 dS/m 18,75 dS/m 21,88 dS/m 
1 IR28 7 7 9 9
2 CTUS4 5 5 7 9
3 Sỏi mùa 3 3 5 7
4 NQB-ĐB 5 5 7 7
5 NQB mùa 3 3 5 5

Giống
Nồng độ mặn của giọt nước (dS/m) Trung bình giống 

(A)12,50 dS/m 15,63 dS/m 18,75 dS/m 21,88 dS/m
IR28 117,2bc 117,2bc 125,0b 148,4a 126,3a
CTUS4 78,1fg 125,0b 105,5bcd 113,3bcd 105,5b
Sỏi mùa 117,2bc 114,1bc 97,7cdef 105,5bcd 109,4b
NQB-ĐB 97,7cdef 113,3bcd 89,8defg 100cdef 100,2b
NQB mùa 72,7g 101,6cde 79,7efg 71,1g 81,3c
Trung bình mặn (B) 96,6c 114,2a 99,5bc 107,7ab
FA *

FB *

FAxB *

CV(%) 9,48
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sáng có thể quan sát được những giọt nước mặn ứ đọng 
ở chóp lá và mặt dưới lá. 

Hình 1: (A) lát ngang chóp lá, nơi xuất hiện giọt nước, vật kính 40X; 
(B) biểu bì mặt dưới lá ở vật kính 100X

Mũi tên vàng: khí khẩu; mũi tên xanh: khí khẩu biến đổi thành hai lỗ 
thoát nước ở giữa

Sự biến đổi cấu trúc bộ rễ để thích nghi điều kiện 
mặn

Hình 2: vị trí tẩm suberin và lignin ở ngoại bì (A), nội bì (B)
và mạch gỗ (C) của rễ; (D) vị trí hình thành mô khí ở rễ

Trong điều kiện 0 dS/m, có sự khác nhau ở vị trí tẩm 
suberin và lignin ở các giống lúa. Khi tăng nồng độ mặn 
lên thì vị trí hình thành suberin và lignin ở rễ giảm xuống 
(tế bào ngấm suberin và lignin gần đỉnh rễ hơn, hay quá 
trình suberin và lignin hóa xảy ra nhanh hơn) (hình 2, 3). 
Đặc biệt ở giống IR28, vị trí hình thành suberin ở ngoại 
bì vẫn không giảm khi tăng nồng độ mặn. Sự hình thành 
lớp tế bào ngấm suberin ở ngoại bì làm tăng khả năng 
chống chịu mặn của cây. Lớp tế bào này giúp ngăn cản 
sự hấp thu muối vào cây theo con đường apolast. Trong 
khi sự suberin và lignin hóa ở nội bì giúp hạn chế hấp 
thu các ion độc theo đường apolast [11]. Thêm vào đó, 
sự lignin hóa mạch gỗ giúp duy trì cấu trúc toàn vẹn của 
hệ thống mạch gỗ trong điều kiện mặn. Ngoài việc tăng 
cường tính bền vững cơ học, nó còn giúp cây giữ được 
nước trong điều kiện khô hạn [12]. Do đó, nó có khả 
năng giúp cây chống chịu với stress thẩm thấu (thiếu 
nước) được gây ra bởi mặn.

Sự hình thành lớp suberin sẽ lấp đầy các khoảng 
gian bào và tăng cường cản trở con đường hấp thu 
apolast ở rễ. Sự ngăn cản này làm cho các chất và nước 
muốn hấp thu vào cây thì phải đi xuyên qua tế bào, 
hay xuyên qua màng tế bào trước khi vào mạch gỗ, vì 
vậy mà có tính chọn lọc cao hơn. Tính hấp thu có chọn 
lọc của màng tế bào sẽ làm giảm sự hấp thu Na+ vào 
trong cây, giúp cây chống chịu với điều kiện mặn tốt 
hơn [13]. Một số nghiên cứu khác cũng cho rằng, môi 
trường mặn và các stress phi sinh học khác cũng cảm 
ứng hình thành nên những yếu tố ngăn cản con đường 
hấp thu apolast. Tuy nhiên, quá trình này thường xảy 
ra chậm và phải mất vài ngày [14, 15]. 

 Lớp nội bì                                               Lớp ngoại bì

Hình 3: lát cắt ngang rễ ở đoạn 15 mm của IR28 và NQB mùa (40X)
1, 3, 5, 7: 0 dS/m; 2, 4, 6, 8: 21,88 dS/m; mũi tên hồng: suberin ở tế bào 

ngoài bì; mũi tên đỏ: suberin và lignin tế bào cương mô; mũi tên đen: mô khí 
trong vùng vỏ rễ

Bên cạnh đó, vị trí hình thành mô khí (aerenchyma) 
ở các giống dường như không có khác biệt và khi 
tăng nồng độ mặn thì vị trí hình thành các mô khí này 
rút ngắn lại. Khi sống trong môi trường mặn, các tế 
bào nhu mô ở lớp ngoại bì hòa tan màng tế bào, tạo 
thành các mô khí nhanh hơn khi không có mặn [16]. 
Krishnamurthy và CTV cũng nhận thấy rằng, khi cây 
lúa được xử lý với mặn thì các aerenchyma sẽ được 
hình thành ở gần đầu rễ hơn cả ở 2 giống Pokkali 
(chống chịu) và IR20 (nhiễm mặn) [13].

Sự tích lũy protein ở rễ, bẹ lá và lá

   

Hình 4: phổ điện di protein tổng số (A) NQB mùa và (B) IR28
Ghi chú: Giếng 1, 3, 5, 7, 9 rễ lúa ở các nồng độ tương ứng 0, 8, 10, 12 và 21,88 dS/m

Giếng 2, 4, 6, 8, 10 bẹ lá ở các nồng độ tương ứng 0, 8, 10, 12 và 21,88 dS/m
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Quan sát kết quả điện di protein trong rễ và bẹ 
lá (hình 4) cho thấy, mức độ nhuộm màu của băng 
protein có khối lượng phân tử 135,90; 115,58 và 31,81 
kDa đậm dần khi tăng nồng độ mặn ở các mức 0, 8, 10, 
12 và 21,88 dS/m trên giống chống chịu mặn (NQB 
mùa), kết quả cũng tương tự ở những giống còn lại. 
Trong khi giống IR28 thì các band này nhạt dần khi 
tăng nồng độ mặn.

Ở kết quả điện di protein trên lá (hình 5), băng 
54 kDa của các giống có khả năng chống chịu mặn 
(CTUS4, Sỏi mùa, NQB-ĐB, NQB mùa) ăn màu với 
thuốc nhuộm càng đậm khi tăng nồng độ mặn. Trái lại, 
band protein của giống IR28 thì lại nhạt dần khi nồng 
độ mặn tăng. 

Hình 5: phổ điện di protein tổng số ở lá (A) NQB mùa và (B) IR28
Ghi chú: giếng 1, 2: 0 dS/m; 3, 4: 12,50 dS/m; 5, 6: 15,63 dS/m; 

7, 8: 18,75 dS/m; 9, 10: 21,88 dS/m

Nhiều nghiên cứu cho thấy, sự tăng tích lũy một số 
chất tan trong tế bào như proline, polyamines, glycine 
betain, đường, polyols sẽ giúp cây tăng khả năng chống 
chịu khi trồng trong điều kiện mặn [17]. Taylor và CTV 
cho rằng, protein đáp ứng với mặn rất phức tạp trong việc 
làm thay đổi các quá trình trao đổi chất ở điều kiện mặn 
như loại bỏ gốc oxy hóa tự do, dẫn truyền tín hiệu, phiên 
mã, dịch mã ADN [18]. Sự thay đổi của các loại protein 
cũng như những thành phần của tế bào giúp cây thích 
nghi với điều kiện mặn phụ thuộc vào nồng độ mặn, thời 
gian xử lý mặn và giống cây trồng [19]. Thêm vào đó, các 
quá trình trao đổi chất và những loại protein liên kết với 
khả năng chống chịu mặn của cây vẫn chưa được biết rõ.

Kết luận

Để thích nghi với điều kiện mặn, cây lúa phát triển 3 
chiến lược sau:

+ Cây lúa thải một lượng muối qua lá. Giống chống 
chịu mặn tốt thải muối qua lá thấp hơn giống nhiễm mặn. 
Ở nồng độ 21,88 dS/m, nồng độ muối của giọt nước trên 
lá của giống NQB mùa là 71,1 dS/m và giống IR28 là 
148,4 dS/m.

+ Sự tẩm suberin và lignin được tìm thấy ở gần đầu 
rễ hơn trong điều kiện mặn. Riêng ở ngoại bì, các giống 

chống chịu mặn có sự tẩm suberin và lignin ở gần đầu rễ 
hơn so với giống IR28.

+ Tăng hàm lượng một số protein như 135,90 kDa, 
31,81 kDa ở rễ và bẹ lá; 115,58 kDa ở bẹ lá; 54 kDa ở lá.
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Đặt vấn đề

Giống đậu tương DT2008 do Viện Di truyền Nông 
nghiệp chọn tạo đã được công nhận giống sản xuất thử 
năm 2010. Giống DT2008 có hoa tím, lông nâu, vỏ quả 
chín màu vàng, sinh trưởng và phát triển khỏe, trồng 
được 3 vụ/năm, khối lượng 1000 hạt lớn (từ 200-260 g), 
năng suất cao (25-40 tạ/ha, vượt DT84 là 24,3% trong 
khảo nghiệm quốc gia), chống chịu tốt với các loại sâu 
bệnh hại [1, 2], chịu hạn tốt, vượt giống chuẩn quốc tế 
W82 [3]. Tuy nhiên, DT2008 có khả năng chống đổ 
trung bình (do bộ lá lớn, lá trứng nhọn rộng, cao cây) với 
thời gian sinh trưởng dài (95-110 ngày), khó bố trí thời 
vụ nên khó khăn khi mở rộng diện tích trong sản xuất. 

Với mục tiêu duy trì các đặc tính tốt, đồng thời khắc 
phục nhược điểm của giống DT2008, chúng tôi đã tiến 
hành nghiên cứu cải tiến giống DT2008 bằng phương 
pháp chiếu xạ tia gamma trên hạt khô. 

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu nghiên cứu

Hạt khô giống đậu tương DT2008.

Phương pháp nghiên cứu

Gây đột biến: xử lý chiếu xạ tia gamma nguồn Co60 
tại Trung tâm Chiếu xạ Hà Nội ở 6 liều lượng 100, 150, 
200, 250, 300 và 350 Gy, công suất nguồn là 64,8 kCi, 
thời gian xử lý mẫu 30 phút, 600 hạt/liều lượng xử lý, 

Ảnh hưởng của liều lượng chiếu xạ tia gamma Co60 

đến khả năng tạo biến dị có lợi trong chọn giống đậu tương  
Lê Đức Thảo*, Phạm Thị Bảo Chung, Nguyễn Văn Mạnh

Viện Di truyền Nông nghiệp, Bộ Nông nghiệp và Phát triển Nông thôn

Ngày nhận bài 9.1.2015, ngày chuyển phản biện 12.1.2015, ngày nhận phản biện 25.3.2015, ngày chấp nhận đăng 30.3.2015

Nhằm chọn tạo giống đậu tương mới, khắc phục một số nhược điểm của giống đậu tương DT2008 như 
thời gian sinh trưởng dài, khả năng chống đổ trung bình (do bộ lá lớn, lá trứng nhọn rộng, cao cây), Viện 
Di truyền Nông nghiệp đã xử lý đột biến bằng phương pháp chiếu xạ tia gamma (Co60) trên hạt khô giống 
DT2008 ở các liều lượng 100, 150, 200, 250, 300, 350 Gy. Kết quả cho thấy, liều lượng xử lý tạo ra nhiều 
đột biến có lợi là 150, 200, 250 Gy và đã thu được các cá thể mang đột biến có lợi cho chọn tạo giống đậu 
tương mới ở thế hệ M6 như chiều cao cây thấp hơn từ 8-13 cm, năng suất cao hơn, chín sớm hơn từ 5-7 
ngày so với giống DT2008, đặc biệt đã chọn được các dòng có vỏ hạt màu đen. 

Từ khoá: chiếu xạ, đậu tương, đột biến, gamma.

Chỉ số phân loại 4.1

*Tác giả chính: Email: leducthao@agi.vaas.vn

iMPROVING A SOYBEAN 
VARIETY BY Co60 GAMMA IRRADIATION 

ON DRY SEEDS
                                 

Summary

In order to create a new soybean variety and 
improve the soybean variety DT2008 which has 
a long growth duration, an average tolerance 
to lodging because of its high stem with a large 
foliage, Agricultural Genetics Institute has 
applied Co60 gramma irradiation on DT2008’s 
dry seeds at doses of 0 (the control), 100, 
150, 200, 250, 300, and 350 Gy. The results 
have shown that the effective doses creating 
beneficial mutants are 150, 200 and 250 Gy. 
The beneficial mutants which includes shorter 
stem (8-13 cm), higher yield, and shorter 
growth duration (by 5-7 days) as compared 
to the origin DT2008 have been selected in M6

 

generation, especially some individuals having 
black seed skin.

Keywords:  gamma, irradiation, mutant, 
soybean.

Classification number 4.1
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đối chứng là mẫu 600 hạt không xử lý. 

Bố trí thí nghiệm: theo phương pháp tuần tự không 
lặp lại, có đối chứng xen kẽ.

Phương pháp chọn lọc: áp dụng phương pháp chọn 
lọc phả hệ.

Các chỉ tiêu nghiên cứu theo Quy phạm khảo 
nghiệm QCVN 01-58/2011/BNNPTNT [4].

Thời gian và địa điểm nghiên cứu

Thời gian nghiên cứu: từ tháng 10.2012 đến tháng 
9.2014.

Địa điểm nghiên cứu: Khu ruộng thí nghiệm 
đậu tương, Viện Di truyền Nông nghiệp tại xã Song 
Phượng, Đan Phượng, Hà Nội.

Kết quả nghiên cứu

Ảnh hưởng của chiếu xạ tia gamma (Co60) đến 
sinh trưởng và phát triển của giống đậu tương 
DT2008

 Ảnh hưởng ở thế hệ M1:

Số liệu ở bảng 1 cho thấy, tỷ lệ nảy mầm ở các 
công thức chiếu xạ dao động từ 98-100%, không khác 
biệt rõ so với đối chứng (100%); tỷ lệ sống sót dao 
động từ 26,4-97,6%, có xu hướng giảm theo chiều tăng 
của liều lượng chiếu xạ, đạt thấp nhất ở công thức 350 
Gy (26,4%) và đạt cao nhất ở công thức đối chứng 
(97,6%). 

Bảng 1: ảnh hưởng của chiếu xạ đến tỷ lệ nảy mầm, tỷ lệ sống 
của giống đậu tương DT2008 ở thế hệ M1

Liều lượng chiếu xạ 
(Gy) Tỷ lệ nảy mầm (%) Tỷ lệ sống sót (%)

0 (đ/c) 100 97,6

100 100 94,2

150 100 89,6

200 99 81,4

250 100 68,2

300 99 45,6

350 98 26,4

Ở thế hệ M1, tần số biến dị tăng theo chiều tăng của 
liều lượng chiếu xạ, dao động từ 0,4-58,8%, đạt cao 
nhất ở công thức 350 Gy (58,8%), thấp nhất ở công 
thức đối chứng (0,4%); đã thu được 11 dạng biến dị 
khác nhau như thân dẹt, phân cành đối xứng, phân 
cành chẻ đôi, phân cành sớm, phân thân chẻ đôi, thấp 
cây, cao cây, lá dị dạng, bạch tạng, cây bất dục và chín 
muộn. Ở cùng một liều lượng chiếu xạ, dạng biến dị 

cây bất dục và biến dị chín muộn có tần số lớn nhất. Ở 
các công thức 150, 200 và 250 Gy có phổ biến dị rộng 
từ 6-9/11 dạng (bảng 2). 

Bảng 2: ảnh hưởng của chiếu xạ đến tần số biến dị 
của giống đậu tương DT2008 ở thế hệ M1

Ảnh hưởng ở thế hệ M2:

Ở thế hệ M2, tần số biến dị tăng khi tăng liều lượng 
xử lý chiếu xạ từ 0 lên 350 Gy, dao động từ 0,8-36,1% 
và đã thu được 14 dạng biến dị. Các liều lượng có phổ 
biến dị rộng là 150 Gy (8/14 dạng), 200 Gy (13/14 
dạng) và 250 Gy (10/14 dạng) (bảng 3).

Bảng 3: ảnh hưởng của chiếu xạ đến tần số biến dị 
của giống đậu tương DT2008 ở thế hệ M2

TT Dạng biến dị
Liều lượng chiếu xạ (Gy)

Đ/C 100 150 200 250 300 350

1 Thân dẹt - - - 0,2 - - -
2 Phân cành đối 

xứng - - 0,2
0,4

0,4
0,2

-
3 Phân cành chẻ 

đôi - - -
0,2

0,2
-

-
4 Phân cành sớm - - 0,2 0,4 0,2 - -
5 Phân thân chẻ 

đôi - - -
0,2

0,2
-

-
6 Thấp cây - - 0,6 1,4 2,0 6,2 10,6
7 Cao cây - - 0,2 - - - -
8 Lá dị dạng - - - 0,2 0,4 - -
9 Bạch tạng - - - - - 0,2 0,2

10 Cây bất dục 0,2 0,2 1,8 3,4 7,6 19,2 22,6
11 Chín muộn 0,2 0,4 5,4 9,6 15,4 21,0 25,4

Cộng 0,4 0,6 8,4 16,0 26,4 46,8 58,8

TT Dạng biến dị
Liều lượng (Gy)

Đ/C 100 150 200 250 300 350
1 Thân cong - - - 0,11 - - 0,31
2 Thân chẻ đôi - - 0,17 0,19 0,09 0,24 0,31
3 Cao cây - - - 0,15 0,12 0,24 -
4 Thấp cây - - 0,11 0,11 0,14 - -
5 Nhiều cành - - 0,15 0,32 0,26 0,24 -
6 Phân cành sớm - - - 0,15 0,19 - -

7 Phân cành kép 
đối xứng - - - 0,19 0,14 - 0,31

8 Phân cành kép 
không đối xứng - - - 0,15 0,17 - -

9 Cành chẻ đôi - - 0,15 0,15 - - -
10 Màu vỏ hạt - - - 0,06 - - -
11 Nhiều quả - - 0,11 0,11 0,19 - -
12 Bất dục - 1,32 2,22 1,90 2,81 8,46 11,42
13 Chín sớm - - - 0,06 - - -
14 Chín muộn 0,8 4,82 3,62 4,01 8,99 24,51 23,77

Cộng 0,8 6,14 6,53 7,65 13,09 33,68 36,10
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Tại thế hệ M2, đã chọn lọc được 73 cá thể có những 
biến dị có lợi cho chọn tạo giống đậu tương mới như 
thấp cây, năng suất, nhiều cành... tập trung chủ yếu 
ở các liều lượng chiếu xạ 150 Gy (17 cá thể, chiếm 
23,3%), 200 Gy (31 cá thể, chiếm 42,5%) và 250 Gy 
(25 cá thể, chiếm 34,2%) (bảng 4). Trong đó, các cá 
thể nhiều cành có từ 6-8 cành/cây (đối chứng là 3,5 
cành); các cá thể năng suất có khối lượng hạt/cây từ 
23-26 g (đối chứng là 19,0 g/cây); các cá thể thấp cây 
có chiều cao cây từ 55-60 cm (đối chứng cao 75,3 cm). 
Đặc biệt, ở liều lượng 200 Gy đã chọn được 3 cá thể có 
vỏ hạt màu đen, ở liều lượng 200 Gy chọn được 3 cá 
thể chín sớm hơn so với đối chứng từ 5-7 ngày.

Bảng 4: số lượng cá thể ưu tú mang những biến dị có lợi ở thế hệ M2

Ảnh hưởng ở thế hệ M3:

Kết quả nghiên cứu các dạng biến dị xuất hiện ở 
quần thể đậu tương M3 cho thấy, tần số biến dị ở các 
công thức chiếu xạ ở mức rất thấp so với thế hệ M2, 
dao động từ 0,83-2,85%.

Kết quả đánh giá sự di truyền của các tính trạng 
định tính ở thế hệ M2 sang thế hệ M3 cho thấy: các biến 
dị thân cong, thân chẻ đôi, phân cành sớm, phân cành 
kép đối xứng, phân cành kép không đối xứng, cành chẻ 
đôi và bất dục không di truyền sang thế hệ M3. Dạng 
biến dị vỏ hạt màu đen di truyền hoàn toàn sang thế hệ 
M3. Điều này chứng tỏ đây là đột biến lặn ở M2.

Qua quá trình phân lập và chọn lọc đến thế hệ M3, 
đã chọn được 782 cá thể ưu tú mang những biến dị có 
lợi như thấp cây, nhiều cành, năng suất, chín sớm và 
vỏ hạt đen, tập trung ở 3 liều lượng chiếu xạ 150, 200 
và 250 Gy (bảng 5).

Bảng 5: số lượng cá thể ưu tú chọn được ở thế hệ M3

Đánh giá, chọn lọc các dòng đậu tương đột biến 
từ giống DT2008 có ý nghĩa cho chọn tạo giống đậu 
tương mới

Kết quả đánh giá, chọn lọc các dòng đậu tương ở 
thế hệ M4:

Phần lớn các dòng đột biến có vỏ hạt màu vàng và 
rốn hạt màu đen như giống gốc DT2008, thời gian sinh 
trưởng từ 97-99 ngày, chiều cao cây dao động từ 46,1-
49,5 cm, số đốt trên cây dao động từ 12,3-12,9 đốt, số 
cành cấp 1 từ 2,4-3,0 cành, tương đương giống gốc 
(thời gian sinh trưởng: 97 ngày, chiều cao: 46,1 cm, số 
đốt: 12,8, số cành: 2,6). Nhưng có 117 dòng có vỏ hạt 
màu đen ở liều lượng chiếu xạ 200 Gy, 54/782 dòng 
(19 dòng ở liều lượng 150 Gy, 17 dòng ở 200 Gy và 
18 dòng ở 250 Gy) có chiều cao thấp hơn đối chứng từ 
10,2-15,1 cm; 29/782 dòng (9 dòng ở 150 Gy, 11 dòng 
ở 200 Gy và 9 dòng ở 250 Gy) có số cành cấp 1 nhiều 
hơn so với giống gốc từ 1,8-2,3 cành; 19/589 dòng ở 
200 Gy chín sớm hơn so với giống gốc từ 5-7 ngày; 
61/782 dòng (18 dòng ở 150 Gy, 22 dòng ở 200 Gy và 
21 dòng ở 250 Gy) có năng suất cao hơn so với giống 
gốc 2,0-2,4 g/cây.

Kết quả, đã chọn được 221 dòng đột biến gồm 46 
dòng ở liều lượng 150 Gy, 136 dòng ở liều lượng 200 
Gy và 39 dòng ở liều lượng 250 Gy. Trong đó có 54 
dòng thấp cây (19 dòng ở 150 Gy, 17 dòng ở 200 Gy và 
18 dòng ở 250 Gy), 20 dòng nhiều cành (9 dòng ở 150 
Gy và 11 dòng ở 200 Gy), 67 dòng hạt đen, 19 dòng 
chín sớm và 61 dòng năng suất (bảng 6).

TT Dạng biến dị
Liều lượng (Gy)

Đ/C 100 150 200 250 300 350

1 Nhiều cành - - 7 15 11 - -

2 Thấp cây - - 5 5 6 - -
3 Vỏ hạt đen - - - 3 - - -
4 Năng suất - - 5 5 8 - -

5 Chín sớm - - - 3 - - -

Cộng - - 17 31 25 - -

TT Đột biến có lợi
Liều lượng chiếu xạ (Gy)

150 200 250
1 Thấp cây 70 70 84

2 Nhiều cành 21 45 33

3 Vỏ hạt đen - 117 -

4 Năng suất 70 70 112

5 Chín sớm - 90 -

Cộng 161 392 229
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Bảng 6: số dòng được chọn ở thế hệ M4

Kết quả đánh giá, chọn lọc các dòng đậu tương ở 
thế hệ M5:

Kết quả đánh giá cho thấy, trong 221 đột biến có 
154/221 dòng vỏ hạt vàng như giống gốc, còn 67/221 
dòng vỏ hạt màu đen ở liều lượng 200 Gy; 10 dòng đột 
biến ở 200Gy có thời gian sinh trưởng ngắn hơn giống 
gốc từ 7-9 ngày, dao động từ 101-103 ngày; 35 dòng 
(10 dòng ở 150 Gy, 11 dòng ở 200 Gy và 14 dòng ở 
250 Gy) thấp cây hơn so với giống gốc từ 10,1-12,8 
cm, dao động từ 61,0-63,7 cm; 12 dòng có số cành cấp 
1 nhiều hơn so với giống gốc từ 1,3-1,5 cành, dao động 
từ 4,8-5,0 cành; 32 dòng (10 dòng ở 150 Gy, 12 dòng 
ở 200 Gy và 10 dòng ở 250 Gy) năng suất cao hơn so 
với giống gốc từ 1,7-2,0 g/cây, dao động từ 18,1-18,4 
g/cây ở thế hệ M5.

Đã chọn lọc được 111 dòng đột biến có lợi gồm 22 
dòng ở liều lượng 150 Gy, 69 dòng ở liều lượng 200 
Gy và 20 dòng ở liều lượng 250 Gy (bảng 7).

Bảng 7: số lượng các dòng đột biến được chọn lọc ở thế hệ M5 

Liều lượng 
(Gy) 150 200 250 Tổng

Thấp cây 7 8 10 25
Nhiều cành 5 7 - 12
Vỏ hạt đen - 32 - 32
Chín sớm - 10 - 10
Năng suất 10 12 10 32

Tổng 22 69 20 111

Kết quả đánh giá, chọn lọc các dòng đậu tương ở 
thế hệ M6:

Kết quả, trong 111 dòng đậu tương đột biến có 79 
dòng vỏ hạt vàng như giống gốc và 32/111 dòng vỏ hạt 

màu đen ở liều lượng 200 Gy; 10 dòng có thời gian 
sinh trưởng ngắn hơn giống gốc từ 7-8 ngày; 20 dòng 
thấp cây (4 dòng ở 150 Gy, 8 dòng ở 200 Gy và 8 dòng 
ở 250 Gy) so với giống gốc từ 8,4-13,7 cm; 8 dòng có 
số cành cấp 1 nhiều hơn so với giống gốc từ 1,4-1,8 
cành; 25 dòng (8 dòng ở 150 Gy, 9 dòng ở 200 Gy và 8 
dòng ở 250 Gy) có năng suất cao hơn so với giống gốc 
từ 2,2-2,5 g/cây, dao động từ 22,2-22,5 g/cây.

Đã chọn được 81 dòng đột biến có lợi gồm 14 dòng 
ở liều lượng 150 Gy, 51 dòng ở liều lượng 200 Gy và 
16 dòng ở liều lượng 250 Gy. Trong đó, có 20 dòng 
thấp cây (4 dòng ở 150 Gy, 8 dòng ở 200 Gy và 8 dòng 
ở 250 Gy); 8 dòng nhiều cành (2 dòng ở 150 Gy và 6 
dòng ở 200 Gy); 18 dòng hạt đen ở 200 Gy; 10 dòng 
chín sớm ở 200 Gy và 25 dòng năng suất (8 dòng ở 150 
Gy, 9 dòng ở 200 Gy và 8 dòng ở 250 Gy) (bảng 8).

Bảng 8: số lượng các dòng đột biến được chọn lọc ở thế hệ M6

Liều lượng (Gy) 150 200 250 Tổng
Thấp cây 4 8 8 20
Nhiều cành 2 6 - 8
Vỏ hạt đen - 18 - 18
Chín sớm - 10 - 10
Năng suất 8 9 8 25

Tổng 14 51 16 81

Kết luận và kiến nghị

Kết luận: tia gamma (Co60) có tác dụng đối với sự 
sinh trưởng và phát triển của cây đậu tương (giống 
DT2008), gây ra hàng loạt biến dị kiểu hình khác nhau 
và có xu hướng tăng theo chiều tăng liều lượng chiếu 
xạ (cao nhất ở 350 Gy). Liều lượng chiếu xạ có phổ 
biến dị rộng là 200, 250 Gy. Liều lượng chiếu xạ tới 
hạn là 300 Gy. Liều lượng chiếu xạ tạo ra nhiều dòng 
đột biến có lợi nhất cho tạo giống đậu tương là 150, 
200, 250 Gy.

Đã chọn lọc được 81 dòng đột biến của DT2008 
gồm 20 dòng thấp cây (thấp hơn so với giống gốc 
khoảng 8-13 cm), 8 dòng nhiều cành (nhiều hơn giống 
gốc 1,5-2,0 cành), 18 dòng hạt đen, 10 dòng chín sớm 
(sớm hơn 5-7 ngày so với giống gốc) và 25 dòng năng 
suất.

Kiến nghị: cần tiếp tục nghiên cứu, so sánh, đánh 
giá chọn lọc các dòng đột biến có lợi của giống đậu 

TT Đột biến 
có lợi

Liều lượng chiếu xạ (Gy)
Cộng

150 200 250
1 Thấp cây 19 17 18 54
2 Nhiều cành 9 11 - 20
3 Vỏ hạt đen - 67 - 67
4 Năng suất 18 22 21 61
5 Chín sớm - 19 - 19

Cộng 46 136 39 221
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tương DT2008 ở các thế hệ tiếp theo nhằm chọn lọc 
được các dòng đậu tương đột biến triển vọng, tạo giống 
đậu tương đột biến mới.

Lời cảm ơn

Nội dung nghiên cứu trên được thực hiện với sự 
hỗ trợ của Chương trình khoa học và công nghệ cấp 
nhà nước “Nghiên cứu ứng dụng và phát triển công 
nghệ năng lượng” (mã số KC05/11-15) thông qua 
đề tài  “Nghiên cứu ứng dụng công nghệ bức xạ kết 
hợp với công nghệ sinh học để tạo vật liệu khởi đầu 
cho chọn tạo giống hoa và giống đậu tương” (mã số 
KC05.08/11-15). Các tác giả xin trân trọng cảm ơn 
sự hỗ trợ quý báu của Ban Chủ nhiệm Chương trình 
và Văn phòng Các chương trình trọng điểm cấp nhà 
nước, Bộ Khoa học và Công nghệ.
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Đặt vấn đề
Cà phê là mặt hàng nông sản xuất khẩu đứng thứ 

2 sau lúa gạo, mang lại nguồn ngoại tệ lớn cho đất 
nước. Từ năm 2012, lần đầu tiên Việt Nam đã vươn lên 
ngang tầm với Brazil (nước ở ngôi vị thứ nhất về khối 
lượng cà phê xuất khẩu trong nhiều năm), và trở thành 
nước đứng thứ nhất thế giới về xuất khẩu cà phê vối 
(Robusta), chiếm tới một nửa sản lượng Robusta toàn 
cầu [1-4].

Sản xuất cà phê của Việt Nam tập trung chính ở các 
tỉnh Tây Nguyên (chủ yếu là cà phê vối), chiếm tỷ lệ 
gần 90% diện tích cà phê của cả nước, thu hút gần 50% 
tổng số người lao động ở Tây Nguyên. Cây cà phê là 
cây xóa đói giảm nghèo và đã trở thành cây làm giàu 
cho nhiều hộ nông dân. Trồng cà phê không chỉ mang 
lại hiệu quả kinh tế cao, mà còn phủ xanh đất trống đồi 
núi trọc, bảo vệ môi trường sinh thái...

Phần lớn các vườn cà phê ở Tây Nguyên được trồng 
từ những năm 80, 90 của thế kỷ trước, đến nay các 
vườn trên dưới 20 năm, thậm chí 30 năm tuổi. Không 
ít vườn cà phê đã có những biểu hiện suy thoái, già cỗi, 
năng suất và sản lượng đang giảm dần theo từng niên 
vụ (trong đó khoảng 20% diện tích không còn khả năng 

khai thác). Dự kiến, với tốc độ suy thoái như hiện nay, 
đến năm 2020 tỷ lệ các vườn cà phê già cỗi, khai thác 
kém hiệu quả sẽ lên tới 70% diện tích cà phê của toàn 
vùng. Đây là thực trạng báo động đối với một ngành 
sản xuất có tầm quan trọng trong phát triển kinh tế - xã 
hội tại Tây Nguyên và là một sản phẩm xuất khẩu chủ 
lực ở Việt Nam [5]. 

Vấn đề đang được quan tâm hiện nay là nhiều ý 
kiến cho rằng, chu kỳ kinh doanh của vườn cà phê ở 
Việt Nam so với thế giới là khá ngắn. Vườn cà phê chỉ 
sau trồng 15-20 năm đã có biểu hiện của sự già cỗi, suy 
thoái, xuống cấp. Những nguyên nhân nào dẫn tới thực 
trạng này và hướng giải quyết sẽ ra sao? Đã có nhiều 
cơ quan nghiên cứu; các nhà khoa học, nhà quản lý, 
chỉ đạo sản xuất đã và đang làm rõ từng vấn đề… Tuy 
nhiên, đây là vấn đề lớn mang tầm của cả một ngành 
sản xuất quan trọng ở nước ta, đặc biệt với vùng Tây 
Nguyên. Trong giới hạn của bài viết này, trên cơ sở 
tiến hành điều tra, đánh giá thực trạng sản xuất, kết 
hợp thực hiện một số chuyên đề nghiên cứu chuyên sâu 
về các lĩnh vực liên quan, nhóm tác giả mong muốn 
cung cấp thêm một số thông tin về những lý do ảnh 
hưởng đến sức khỏe của vườn cà phê có thể được xem 

Những nguyên nhân gây suy thoái và rút ngắn chu kỳ kinh doanh 
của các vườn cà phê ở Tây Nguyên 

Nguyễn Văn Vấn1*, Trần Duy Quý1, Lê Đức Khánh2, Lê Quang Khải2
 Nguyễn Thị Thủy2, Trần Thanh Toàn2 

1Viện Nghiên cứu sản phẩm sinh học nông nghiệp công nghệ cao
2Viện Bảo vệ thực vật

Ngày nhận bài 12.3.2015, ngày chuyển phản biện 16.3.2015, ngày nhận phản biện 20.4.2015, ngày chấp nhận đăng 29.4.2015

Sản xuất cà phê ở các tỉnh Tây Nguyên chiếm gần 90% diện tích và sản lượng của Việt Nam. Vấn đề đang 
gây bức xúc hiện nay là khoảng 20% diện tích cà phê đã già cỗi, suy thoái, không mang lại hiệu quả kinh 
tế, và còn rất nhiều diện tích khác cũng đang có nguy cơ dẫn tới hiện tượng này. Hơn nữa, hiện tượng suy 
thoái , già cỗi xảy ra với cả các vườn cà phê còn ít tuổi. Những nghiên cứu được thực hiện đã chỉ ra một 
số nhóm nguyên nhân chính gây ra hiện tượng trên. Trong đó, nguyên nhân thuộc về giai đoạn mới trồng 
chỉ để rút kinh nghiệm cho phát triển diện tích cà phê mới, gồm: phát triển cà phê không theo quy hoạch; 
giống và chất lượng cây giống cà phê và trồng cây che bóng. Các nguyên nhân còn lại vừa là nguyên nhân 
chủ quan và khách quan nhưng có thể chủ động quản lý được, bao gồm: đất và dinh dưỡng đất trồng cà 
phê; thành phần dịch hại và sự tích lũy dịch hại trong vườn cà phê;

 
chăm sóc cà phê; sự khai thác một 

cách quá mức. Việc nghiên cứu, phân tích làm rõ những nguyên nhân trên giúp cho người trồng cà phê 
có thể chủ động quản lý theo hướng tích cực, góp phần cải thiện năng suất, chất lượng và kéo dài thời kỳ 
kinh doanh cho các vườn cà phê ở Tây Nguyên.

Từ khóa: dịch hại, già cỗi suy tàn, khai thác quá mức, không mang lại hiệu quả kinh tế, thời kỳ kinh doanh. 

Chỉ số phân loại 4.1  

*Tác giả chính: Email: van.vaas@gmail.com
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là “Những nguyên nhân gây suy thoái và rút ngắn chu 
kỳ kinh doanh của các vườn cà phê ở Tây Nguyên”, 
với hy vọng thông qua những ý kiến tổng hợp, phân 
tích, thảo luận và nhận xét, đánh giá cũng phần nào 
làm rõ thêm những vấn đề đang được sản xuất quan 
tâm hiện nay.  

Phương pháp nghiên cứu
Địa điểm nghiên cứu

Công tác điều tra, khảo sát, đánh giá hiện trạng 
được tiến hành tại các vùng sản xuất cà phê trọng điểm 
của 5 tỉnh Tây Nguyên là Đăk Lăk, Đăk Nông, Lâm 

Đồng, Gia Lai và Kon Tum.

Phân tích, giám định dịch hại được thực hiện tại 
Viện Bảo vệ thực vật.

Phân tích giám định tuyến trùng hại rễ cà phê được 
thực hiện tại Viện Sinh thái và tài nguyên sinh vật.

Phân tích dinh dưỡng đất được thực hiện tại Viện 
Thổ nhưỡng nông hóa và Viện Khoa học kỹ thuật nông 
lâm nghiệp Tây Nguyên. 

Thu thập thông tin, xử lý tài liệu
Điều tra, khảo sát, đánh giá thực trạng sản xuất 

cà phê ở Tây Nguyên theo phương pháp phỏng vấn 
bằng phiếu câu hỏi xác định, được thiết lập gồm 39 
chỉ tiêu liên quan đến thực trạng sản xuất cà phê. Tổng 
số phiếu điều tra khoảng 500 (100 phiếu/tỉnh). Trong 
phiếu điều tra có những câu hỏi mở để thu thập thông 
tin bổ sung trong quá trình khảo sát, trao đổi thông tin, 
kinh nghiệm thực tế. 

Tổng hợp, phân tích kết quả nghiên cứu từ các 
chuyên đề về phân tích dinh dưỡng đất, dinh dưỡng lá 
cà phê, nghiên cứu thành phần sinh vật hại và sự tích 
lũy sinh vật hại trên vườn cà phê…

Thu thập bổ sung tài liệu trong và ngoài nước phục 
vụ nghiên cứu, tổng hợp, phân tích, gồm: tình hình sản 
xuất cà phê trên thế giới và Việt Nam, định hướng phát 
triển cà phê của Việt Nam, các quy trình công nghệ, 
tiến bộ kỹ thuật mới được công nhận... phục vụ cho 
việc phân tích, đánh giá và so sánh.  

Xử lý tài liệu theo các lĩnh vực: giống, đất đai khí 
hậu và dinh dưỡng, kỹ thuật canh tác, tưới nước, phòng 
trừ sâu bệnh, thu hoạch, bảo quản chế biến... 

Nghiên cứu tổng hợp, phân tích theo phương pháp 
thống kê, tổng hợp, phân tích, so sánh, đối chiếu để 
làm rõ những yếu tố chính tác động đến sản xuất cà 
phê kinh doanh của các vườn cà phê tại Tây Nguyên. 

Kết quả nghiên cứu và thảo luận
Thực trạng sản xuất và vấn đề thoái hóa, già cỗi 

của các vườn cà phê kinh doanh ở Tây Nguyên
Theo số liệu của Cục Trồng trọt năm 2012, các tỉnh 

Tây Nguyên có khoảng 120 ngàn ha cà phê già cỗi, 
thoái hóa, hết khả năng khai thác. Dự kiến đến năm 
2020, diện tích cà phê già cỗi, thoái hóa, xuống cấp của 
toàn vùng sẽ tăng đến khoảng 200.000 ha [5] (chiếm 
khoảng 36%, tương đương với diện tích cà phê của cả 
tỉnh Đăk Lăk hiện nay). Liên tục các năm tiếp theo con 
số này lại tiếp tục tăng lên. Đây là thách thức lớn đối 
với sự ổn định của ngành cà phê Việt Nam.

Underlying reasons 
causing degeneration and 
shortening the economic 

cycle of coffee plantations 
in the Central Highlands

                                 
Summary

Coffee production in the Central Highlands 
accounts for 90% of total area and yield in 
Vietnam (mainly Robusta coffee). The major 
constraint for coffee production industry is that 
currently more than 20% of total coffee growing 
area has been aging and declining, and bringing 
low economic profits. Moreover, degradation 
has also occurred with young coffee plantations. 
Studies have been conducted to indicate some 
main reasons for this phenomena. Among them, 
reasons occurring in the establishment stage to 
obtain lessons for new coffee establishment area 
include unplanned development of coffee growing 
area, seedling and seedling quality, planting 
shady trees for coffee. The remaining reasons 
are both subjective and objective but can be 
managed, including: soil and nutrition, pests and 
pest accumulation and care, coffee management 
overexploitation. Research and clarification of 
these reasons will help coffee growers be able to 
manage coffee trees in positive way, contribute 
to yield and quality improvement, and extend 
commercial period for coffee plantations.

Keywords: aging, commercial period, low economic 
profits, pests, overexploitation.

Classification number 4.1
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Vườn cà phê 20 năm tuổi đang già cỗi

Ngoài các số liệu thống kê thu thập, đề tài đã tiến 
hành điều tra điểm đại diện về tỷ lệ vườn cà phê đang 
được đánh giá là bị già cỗi, suy thoái, xuống cấp. Kết 
quả được trình bày tại bảng 1.

Số liệu điều tra ở bảng 1 cho thấy, trong số 50 hộ 
được chọn tại 5 vùng đại diện để điều tra, tỷ lệ vườn 
cà phê kinh doanh đang bị suy thoái, già cỗi, năng suất 
thấp  chiếm 29,73%.   

Theo quy luật sinh học, các vườn cà phê đã có tuổi 
thọ trên 20 năm như ở Tây Nguyên hiện nay, khả năng 
sinh trưởng, phát triển bắt đầu trở nên kém dần. Song, 
những điều cần quan tâm ở đây là: không phải tất cả 
các vườn cà phê già cỗi, hết khả năng khai thác đều 
giống nhau về độ tuổi. Trong số diện tích cà phê được 
cho là già cỗi, suy thoái, hết khả năng khai thác có cả 
những diện tích 20-30 năm, dưới 20 năm, thậm chí chỉ 
15 năm tuổi. Ngược lại, trong thực tế vẫn có rất nhiều 
diện tích cà phê trên 20 năm, thậm chí là 30 năm tuổi 
vẫn rất “sung sức”, cho năng suất gần 20 tạ nhân/ha trở 
lên. Từ thực trạng trên cho thấy, sự suy thoái, già cỗi 

của các vườn cà phê không hẳn là do tuổi của cây, mà 
còn có những lý do khác. Việc nghiên cứu, phân tích 
làm rõ những nguyên nhân sẽ góp phần vào việc quản 
lý được các yếu tố này một cách hợp lý, cải thiện được 
năng suất, chất lượng các vườn cà phê kinh doanh. 

Thông qua kết quả điều tra đánh giá thực trạng, 
kết hợp với một số chuyên đề nghiên cứu chuyên sâu 
được thực hiện từ cuối năm 2012 đến nay, có thể rút 
ra một số yếu tố tác động đến sức khỏe của vườn cà 
phê, là những nguyên nhân thúc đẩy nhanh quá trình 
suy thoái, già cỗi, rút ngắn chu kỳ kinh doanh của các 
vườn cà phê ở Tây Nguyên, được tổng hợp và trình 
bày sau đây: 

Những nguyên nhân chính thúc đẩy nhanh quá 
trình suy thoái, già cỗi, rút ngắn chu kỳ kinh doanh 
của các vườn cà phê tại Tây Nguyên

Phát triển cà phê không theo quy hoạch: Nhà nước 
và ngành cà phê đều quan tâm đến quy hoạch phát triển 
cà phê phù hợp với các điều kiện đất đai, khí hậu, môi 
trường và các yếu tố xã hội khác, đảm bảo cho cây phát 
triển thuận lợi. Tuy nhiên, khi nông dân thấy cà phê 
cho thu nhập và lợi nhuận cao nên đua nhau mở rộng 
diện tích trồng một cách ồ ạt. Trong đó, một số diện 
tích có nguy cơ phát sinh những hạn chế lớn đến phát 
triển bền vững cây cà phê như: đất có tầng canh tác 
mỏng, rất bất lợi cho cây cà phê trong điều kiện mưa 
nắng, khô hạn kéo dài, đất có địa hình dốc bị xói mòn, 
rửa trôi trong mùa mưa, đất bị khô hạn thiếu nguồn 
nước tưới trong khi ở Tây Nguyên, mùa khô bị thiếu 
nước tưới nghiêm trọng nên tại những vùng bị hạn, đất 
bị khô kiệt kéo dài, vườn cà phê khô héo, thậm chí bị 
chết khô. Theo thống kê của tỉnh Đăk Lăk, mùa khô 
năm 2013 đã có trên 26.000 ha cà phê bị khô hạn, thiếu 
nước tưới, làm giảm năng suất hoặc chết khô. 

Từ năm 2008, các tỉnh đã bắt đầu triển khai thực 
hiện chỉ đạo của Thủ tướng Chính phủ về việc giảm 
diện tích cà phê để phát triển theo quy hoạch. Mặc dù 
vậy, khi giá cà phê tăng, một bộ phận nông dân, doanh 
nghiệp vẫn tự phát mở rộng diện tích ngoài vùng quy 
hoạch, dẫn đến diện tích cà phê vượt quá điều kiện cho 
phép . Cho đến thời điểm điều tra, tổng diện tích cà phê 
toàn vùng là 551.670 ha, trong khi diện tích theo quy 
hoạch đến năm 2020 là 447.000 ha (vượt 104.670 ha, 
tương đương 23,4%) [4, 5] . 

Để bổ sung cho những phân tích này, đề tài đã tiến 
hành điều tra điểm về tỷ lệ vườn cà phê trồng trên 
những diện tích hạn chế về điều kiện canh tác (bảng 2).

TT Địa điểm điều tra Số 
hộ

Diện 
tích 

cà phê 
(ha)

Cà phê đang phát 
triển tốt Cà phê thoái hóa, già cỗi

Tỷ lệ 
thoái 
hóa, 

già cỗi 
(%)

< 20 
năm

> 20 
năm

< 15 
năm

16-20 
năm

> 20 
năm

1 Quảng Tiến, Cư 
M’gar, Đăk Lăk 10 8,7 3,5 2,8 0 0,5 1,9 27,59

2 EaBhok, Cư Kuin, 
Đăk Lăk 10 7,4 2,6 3,1 0,5 0,2 1,0 22,97

3 Buôn Ki, TP Buôn 
Ma Thuột, Đăk Lăk 10 7,8 2,7 2,8 0,5 1,3 0,5 29,49

4 Công ty 706, Iagrai, 
Gia Lai 10 9,7 1,5 4,7 0,6 1,6 1,3 36,08

5 Alba’, Chư sê, 
Gia Lai 10 8,1 1,8 3,8 0,6 0,3 1,6 30,86

Tổng cộng 50 41,7 12,1 17,2 2,2 3,9 6,3 29,73

Bảng 1: kết quả điều tra điểm về tỷ lệ vườn cà phê kinh doanh bị suy thoái, 
già cỗi, năng suất thấp (năm 2013)
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Kết quả bảng 2 cho thấy, tại các điểm điều tra, điểm 
nào cũng có diện tích cà phê kinh doanh trồng trên đất 
xấu, hạn chế về điều kiện canh tác, tỷ lệ bình quân là 
29,5%. Điểm có tỷ lệ cao nhất là Buôn Ki, TP Buôn 
Ma Thuột, Đăk Lăk (43,59%); thấp nhất là Iagrai, Gia 
Lai (19,59%). 

Do được trồng ở cả những nơi bị hạn chế về điều 
kiện canh tác (thường những diện tích này không nằm 
trong quy hoạch của các địa phương). Trên những diện 
tích này, vườn cà phê chỉ phát triển tốt vào những năm 
đầu. Sau một số năm khai thác sẽ suy tàn sớm hơn so 
với những diện tích khác có cùng độ tuổi. Đây cũng là 
lý do thúc đẩy nhanh quá trình suy thoái, xuống cấp 
của các vườn cà phê kinh doanh. 

Giống và chất lượng cây giống cà phê ở Tây 
Nguyên: nhà nông có câu “tốt giống tốt má, tốt mạ tốt 
lúa”. Tuổi thọ và sức dẻo dai của cây trồng liên quan 
đến rất nhiều yếu tố, nhưng trước hết, liên quan đến 
bản chất di truyền và sức khỏe của giống. Giống cà phê 
ở Tây Nguyên chủ yếu là cà phê vối (Robusta), chiếm 
tỷ lệ trên 90%, còn lại là cà phê chè và một lượng rất 
nhỏ (khoảng 2%) là cà phê mít. Trên 80% số người 
được hỏi đều cho rằng, những vườn cà phê hiện nay 
có tuổi 20-25 năm trở lên đều được trồng vào những 
năm 1984-1985 và thập kỷ 90 của thế kỷ trước. Thời 
gian này người nông dân hầu như không quan tâm đến 
tiêu chuẩn chất lượng giống. Hầu hết các cơ sở, hộ 
gia đình chưa có vườn cà phê chọn lọc để nhân giống, 
người dân tự lựa chọn hạt giống và tự ươm giống để 
trồng nên trong nhiều trường hợp, giống không đạt 
tiêu chuẩn. Do chất lượng cây giống cà phê chưa được 
kiểm soát chặt chẽ, dẫn tới hậu quả là sức sống của các 
vườn cà phê không đồng đều. Sau này, qua năm tháng, 
tuy cùng độ tuổi nhưng có vườn cà phê đã suy thoái 
xuống cấp, trong khi một số vườn khác đang độ sung 
sức vẫn cho năng suất cao là lẽ đương nhiên.

Theo đánh giá của Viện Khoa học kỹ thuật nông 
lâm nghiệp Tây Nguyên thì còn lý do nữa là, nông dân 
thường chọn hạt tốt làm giống, trong khi cà phê vối là 
cây thụ phấn chéo bắt buộc. Do vậy, không kiểm soát 
được hạt giống cà phê hội tụ đủ các yếu tố di truyền 
của bố mẹ. Chất lượng giống cà phê không đồng đều sẽ 
ảnh hưởng đến tuổi thọ vườn cà phê sau này.

Đất và dinh dưỡng đất trồng cà phê: đất trồng cà 
phê ở Tây Nguyên là các loại đất nâu đỏ, nâu vàng phát 
triển trên đá bazan, đất đỏ vàng trên phiến sét, đất xám 
trên granit, trong đó đất nâu đỏ và nâu vàng là chủ yếu. 
Các loại đất này thường phân bố ở địa hình cao, có độ 
dốc lớn dưới tác động của các yếu tố khí hậu như nhiệt 
độ cao, mưa lớn với cường độ mạnh vào mùa mưa, đất 
bị rửa trôi, xói mòn, bị thoái hóa, làm suy giảm độ phì, 
đất đai bị chua hóa đã và đang xảy ra ngày càng trầm 
trọng, đặc biệt là trên các vùng đất dốc, nếu canh tác 
không chú ý đến các biện pháp chống xói mòn [6]. Do 
vậy, việc lựa chọn đất trồng phù hợp cũng góp phần 
kéo dài thời kỳ kinh doanh của vườn cà phê.

Về dinh dưỡng, cà phê là loại cây công nghiệp lâu 
năm có nhu cầu dinh dưỡng rất cao. Số liệu phân tích 
của Viện Khoa học kỹ thuật nông lâm nghiệp Tây 
Nguyên cho thấy, để hình thành 1 tấn cà phê thương 
phẩm, cây cà phê cần 34-37 kg N, 6,5-7,5 kg P2O5, 
35-40 kg K2O. Ngoài ra, một lượng lớn các nguyên 
tố trung, vi lượng khác cũng được cây lấy đi từ đất.

Để tìm hiểu dinh dưỡng trong đất tại các vườn cà 
phê già cỗi, 90 mẫu đất tại các vùng trồng cà phê ở Đăk 
Lăk và Gia Lai đã được phân tích để đánh giá 11 chỉ 
tiêu chính, gồm: độ pH, mùn, N, P, K, Ca, Mg, S, Mn, 
Zn, B. Đối chứng là đất cà phê mới trồng trong vùng 
có điều kiện tương tự. Kết quả phân tích được trình bày 
tại bảng 3.

Bảng 2: kết quả điều tra điểm về tỷ lệ vườn cà phê kinh doanh 
trồng trên đất xấu (tầng canh tác mỏng, đất dốc bị xói mòn, rửa trôi, 

đất bị khô hạn thiếu nguồn nước tưới…)

 Bảng 3: kết quả phân tích hàm lượng dinh dưỡng trong đất cà phê già cỗi 

TT Địa điểm điều tra Số 
hộ

Diện 
tích 

cà phê 
(ha)

Cà phê 
trên đất 
tốt (ha)

Cà phê 
trên 

đất xấu 
(ha)

Tỷ lệ cà phê 
trên đất 
xấu (%)

Ghi chú

1 Quảng Tiến, Cư 
M’gar, Đăk Lăk 10 8,7 6 2,7 31,03

Tầng canh tác mỏng, 
đất sỏi đá, thoát nước 
kém

2 EaBhok, Cư Kuin, 
Đăk Lăk 10 7,4 4,9 2,5 33,78 Tầng canh tác mỏng, 

đất sỏi đá

3 Buôn Ki, TP Buôn 
Ma Thuột, Đăk Lăk 10 7,8 4,4 3,4 43,59

Tầng canh tác mỏng, 
đất sỏi đá, thoát nước 
kém

4 Công ty 706, Iagrai, 
Gia Lai 10 9,7 7,8 1,9 19,59 Tầng canh tác mỏng, 

đất sỏi đá

5 Alba’, Chư sê, 
Gia Lai 10 8,1 6,3 1,8 22,22 Thoát nước kém, đất 

xám nâu

Tổng cộng 50 41,7 29,4 12,3 29,50

TT Chỉ tiêu dinh dưỡng Lô cà phê Khoảng biến động Giá trị trung bình Phân cấp

1 Trị số pHKCl

Trồng mới 4,16-4,71 4,47±0,08 Chua mạnh
Già 4,11-4,69 4,36±0,06 Chua mạnh

2 Mùn (%)
Trồng mới 3,62-6,02 4,47±0,08 Cao

Già 4,08-6,92 5,67±0,29 Giàu

3 Nitơ (%)
Trồng mới 0,11-0,18 0,14±0,04 Trung bình

Già 0,16-0,27 0,20±0,01 Trung bình

4 Photpho dễ tiêu (mg/100 g)
Trồng mới 2,54-11,27 6,80±0,95 Trung  bình

Già 3,81-19,70 7,12±1,47 Trung  bình

5 Kali dễ tiêu (mg/100 g)
Trồng mới 7,84-21,07 14,56±1,27 Trung bình

Già 12,30-30,29 22,90±2,26 Cao

6 Canxi trao đổi (lđl/100 g đất)  
Trồng mới 1,2-3,7 2,2±0,3 Nghèo

Già 1,2-3,4 2,2±0,2 Nghèo

7 Magie trao đổi (lđl/100 g đất)
Trồng mới 0,4-2,5 1,0±0,2 Cao

Già 0,4-1,0 0,7±0,1 Cao

8 Lưu huỳnh dễ tiêu (ppm)
Trồng mới 19,6-48,2 28,6±3,3 Nghèo

Già 11,9-58,9 33,5±4,2 Nghèo

9 Mangan dễ tiêu (ppm)  
Trồng mới 5,2-14,6 9,2±1,1 Cao

Già 5,1-12,9 7,0±0,8 Trung bình

10 Kẽm dễ tiêu (ppm)
Trồng mới 1,4-2,8 2,2±0,2 Trung bình

Già 1,6- 2,4 2,0±0,1 Trung bình

11 Bo dễ tiêu (ppm)
Trồng mới 1,5-2,2 2,0±0,1 Nghèo

Già 1,5-2,1 1,8±0,1 Nghèo
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Kết quả phân tích tại bảng 3 cho thấy, số liệu về 
“khoảng biến động” và “giá trị trung bình” của 11 chỉ 
tiêu chính trong đất trồng cà phê đang ở giai đoạn già 
cỗi so với đất cà phê mới trồng không có sự khác nhau 
rõ rệt, và hầu như nằm trong cùng mức phân cấp. Điều 
này có thể lý giải rằng, hàng năm cà phê kinh doanh 
được bổ sung lượng dinh dưỡng khá đầy đủ, nên không 
có sự chênh lệch rõ về hàm lượng dinh dưỡng giữa đất 
cà phê lâu năm so với cà phê trồng mới. Do vậy, thành 
phần dinh dưỡng vườn cà phê vẫn đảm bảo yêu cầu, 
nhưng sử dụng dinh dưỡng của cây bị hạn chế, có thể 
do nhiều nguyên nhân tác động, các hoạt động sinh lý, 
hóa sinh bị giảm sút, cây cà phê suy yếu về mặt thể 
chất, cây cũng không còn khả năng trao đổi chất để 
sinh trưởng, phát triển như thời kỳ còn sung sức, càng 
đẩy nhanh tốc độ già hóa của cây. 

Thành phần dịch hại và sự tích lũy dịch hại trong 
vườn cà phê: dịch hại cũng là một trong những nguyên 
nhân quan trọng  ảnh hưởng đến sức khỏe vườn cà 
phê. Những vườn cà phê nhiều năm tuổi là môi trường 
cho sự tích lũy về thành phần cũng như số lượng quần 
thể dịch hại. Khi gặp điều kiện thuận lợi, chúng có thể 
bùng phát thành dịch, tàn phá vườn cây, làm cho vườn 
cây sinh trưởng, phát triển kém, đến lúc nào đó vườn 
cây suy sụp. Hiện tượng này gặp tất cả ở những vườn 
cây có các độ tuổi khác nhau, song những vườn cây 
lâu năm là cơ hội cho dịch hại gây tác hại nặng nhiều 
hơn [7].

Năm 2012-2013, đề tài đã tiến hành điều tra nghiên 
cứu về thành phần và sự tích lũy dịch hại trong vườn cà 
phê tại Tây Nguyên. Kết quả được trình bày ở bảng 4. 

Số liệu ở bảng 4 cho thấy, các vườn cà phê kinh 
doanh tại Tây Nguyên bị 19 loài sâu hại (thuộc 3 bộ) 
và 2 nhóm ký sinh gây bệnh (nhóm nấm hại có 4 loài 
và nhóm tuyến trùng gồm 27 loài). Ngoài ra còn xuất 
hiện 8 loại triệu chứng bệnh do các yếu tố môi trường 
như: bệnh thiếu nước, cháy nắng, thiếu đạm, thiếu lân, 
thiếu kali, thiếu canxi, thiếu bo, thiếu kẽm.

Nghiên cứu về sự tích lũy đối tượng dịch hại nguy 
hiểm trong đất đã ghi nhận 27 loài tuyến trùng ký sinh 
ở rễ cà phê. Tần suất bắt gặp của các loài tuyến trùng 
nốt sưng Meloidogyne spp. là 43%, gia tăng 21% so 
với kết quả được Viện Sinh thái và tài nguyên sinh vật 
khảo sát năm 2006. Các loài Pratylenchus spp. cũng 
bắt gặp khá nhiều so với điều tra năm 2006. 

Điều nguy hiểm hơn là tuyến trùng thường là vật 
khởi đầu gây các vết thương cơ giới, tạo điều kiện cho 
các loại nấm, khuẩn, virus xâm nhập và nếu có sự phối 
hợp của các loại dịch hại này cùng hại rễ thì mức độ 
tác hại do chúng gây ra cho rễ cà phê rất nghiêm trọng, 
phá vỡ khả năng kháng bệnh của cây hay làm gia tăng 
sự thiệt hại so với khi chỉ có một mình tuyến trùng gây 
ra. Bộ rễ bị hại nặng lên vườn cà phê suy yếu dần, trở 
nên già cỗi.

Chăm sóc cà phê: các biện pháp chăm sóc đặc biệt 
quan trọng đối với sức khỏe vườn cà phê. Số liệu điều 
tra về áp dụng các biện pháp kỹ thuật chăm sóc vườn 
cà phê kinh doanh tại Tây Nguyên phần nào phản ánh 
được tác động ảnh hưởng của các biện pháp này (bảng 
5). 

Số liệu bảng 5 cho thấy, trong 5 biện pháp kỹ thuật 
chăm sóc cơ bản, thông qua phỏng vấn số hộ nông dân 
áp dụng đúng kỹ thuật dao động 20-57%. Phần lớn 
nông dân làm theo kinh nghiệm, dẫn đến hậu quả là 
sức khỏe các vườn cà phê kinh doanh bị giảm sút, khi 

Bảng 4: thành phần sâu, bệnh hại cà phê tại Tây Nguyên 2012-2013

Bảng 5: tỷ lệ hộ nông dân áp dụng đúng các biện pháp kỹ thuật 
trong sản xuất cà phê 

Ghi chú: +++: mức độ hại nặng; ++: mức độ hại trung bình; 
+: mức độ hại nhẹ

TT Loại dịch hại Số 
loài Bộ phận bị hại Mức độ 

hại

I Sâu hại 19

Bộ cánh đều/Homoptera

1 Rệp hại 9 Rễ, gốc, thân, lá, 
chồi, búp, cành, quả +++

2 Ve sầu 6 Rễ +

Bộ cánh cứng/Coleoptera

3 Mọt đục cành, đục quả 2 Cành, quả +

Bộ cánh vảy/Lepidoptera

4 Sâu hồng, sâu ăn lá 2 Thân, cành, lá ++

II Bệnh hại 31

1 Bệnh hại do nấm 4 Rễ, thân, lá, cành, quả ++

2 Bệnh do tuyến trùng hại rễ 27 Rễ +++

TT Các biện pháp kỹ thuật Tỷ lệ số hộ áp 
dụng (%)

1
Nước tưới

Thiếu 25,75

Đủ 30,25

Thừa 44,00

2 Cắt tỉa cành, tạo tán
Hợp lý 45,00

Chưa hợp lý 55,00

3 Sử dụng phân bón

Thiếu 32,40

Đủ 43,00

Thừa 33,60

4 Phòng trừ sâu bệnh
Đúng kỹ thuật 57,50

Không đúng kỹ thuật 42,50

5 Thu hoạch
Chín (> 70%) số quả 20,00

Chín (< 70%) số quả 80,00



1557(9) 9.2015

gặp các điều kiện bất lợi như khô hạn, nắng nóng, sâu 
bệnh… sẽ làm cho vườn cà phê suy yếu, sớm già cỗi, 
cũng là nguyên nhân góp phần rút ngắn chu kỳ kinh 
doanh của vườn cà phê. 

Trồng cây che bóng: cây che bóng tham gia vào 
quá trình điều hòa tiểu khí hậu vườn cà phê, nhất là 
trong điều kiện ngoại cảnh vùng Tây Nguyên vẫn còn 
những bất cập. Cà phê vối thích hợp với khí hậu nhiệt 
đới nóng ẩm, trong khi khí hậu vùng Tây Nguyên mùa 
mưa và mùa khô tập trung cao điểm ở một vài tháng 
gây hiện tượng thừa nước và khô hạn kéo dài. Mùa khô 
nhiệt độ tới 35oC, làm hạn chế khả năng quang hợp 
của lá, không có cây che bóng lá cà phê có thể bị cháy. 
Mùa khô thiếu nước, cành lá khô héo, gặp gió mạnh 
làm rụng lá hàng loạt. Để hồi phục bộ lá sẽ mất nhiều 
năng lượng, ảnh hưởng đến sức khỏe của cây.

Cà phê vối ưa ánh sáng trực xạ yếu, trong khi cường 
độ ánh sáng trong mùa nóng là quá lớn. Bộ rễ cà phê 
phát triển tập trung chủ yếu ở tầng đất mặt, có độ sâu 
0-30 cm, chiếm tới > 70%. Nắng nóng trực xạ dễ làm 
bộ rễ bị tổn thương. 

Cà phê thiếu vắng cây che bóng thì bộ rễ nổi trên bề mặt đất dễ bị tổn thương

Về mùa khô, khu vực Tây Nguyên được coi là nơi 
khô nhất ở phía Nam, bởi yếu tố địa hình đã gây ra hiệu 
ứng phơn, khiến cho độ ẩm giảm xuống < 50%, thậm 
chí có nơi chỉ còn > 20% (Pleiku).

Vườn cà phê có cây che bóng, khí hậu trong vườn 
được điều hòa, giảm nhiệt độ quá cao, ngăn ngừa ánh 
sáng trực xạ. Ánh sáng tán xạ từ cây che bóng còn có 
tác dụng nâng cao chất lượng sản phẩm cà phê, làm 
kéo dài thời gian chín của quả, tạo điều kiện để hạt tích 
lũy đầy đủ các hợp chất thơm cần thiết của hương vị 
cà phê. Cây che bóng còn điều hòa được độ ẩm trong 
vườn cà phê, giảm sự mất nước do bị khô nóng, chống 

cỏ dại, chống xói mòn, bảo vệ được lớp rễ tầng đất 
mặt, tăng độ phì cho đất… ổn định sinh thái cho vườn 
cà phê. 

Kết quả điều tra điểm về tỷ lệ vườn cà phê kinh 
doanh có cây che bóng cho thấy tỷ lệ này khá thấp, chỉ 
từ 6,17 đến 16,1% (bảng 6).

Bảng 6: kết quả điều tra điểm về tỷ lệ vườn cà phê kinh doanh 
có cây che bóng

Vấn đề cây che bóng trong vườn cà phê ở Tây 
Nguyên hiện nay đang có những quan niệm khác 
nhau. Có người cho rằng, vườn cà phê không có cây 
che bóng cho năng suất cao hơn nên trong thực tế đã 
có những chủ hộ chặt phá bỏ cây che bóng. Ngược lại, 
có những vườn cà phê vùng Eapok, Thắng Lợi, với 
thiết kế chắn gió trồng xen đồng bộ, được chính các 
chủ vườn ghi nhận có thể năng suất cà phê sẽ kém hơn 
vườn cà phê trồng thuần, nhưng cây cà phê phát triển 
ổn định, tuổi thọ cây thể hiện dài hơn. Đã có nhiều mô 
hình trồng cây che bóng bằng trồng xen các loại cây 
ăn quả có giá trị kinh tế cao như sầu riêng, bơ sáp, mít 
nghệ… cho tổng thu nhập cao hơn nhiều so với vườn 
cà phê trồng thuần. 

Với cách nhìn theo hướng phát triển cà phê bền 
vững, sự thiếu vắng của cây che bóng, ở một mức độ 
nào đó sẽ hạn chế đến ổn định sinh thái cho vườn cà 
phê, ví dụ với những vùng không đáp ứng đủ lượng 
nước trong mùa khô. Điều này không thể không ảnh 
hưởng đến sức khỏe vườn cà phê kinh doanh.  

Sự khai thác một cách quá mức: năng suất cà phê 
bình quân của thế giới khoảng 6-7 tạ hạt/ha, trong khi 
năng suất bình quân của Việt Nam đã lên tới 20-23 tạ 
hạt/ha (gấp 3 lần) (bảng 7). Với năng suất bình quân 
như trên sẽ có rất nhiều diện tích năng suất 4-6 tấn/ha, 
cá biệt có một số điển hình đạt 8-10 tấn/ha. Việt Nam 
được đánh giá là nước có trình độ thâm canh cây cà 
phê cao, cũng là nước có năng suất cà phê bình quân 
cao nhất thế giới.

TT Địa điểm điều tra Số 
hộ

Diện 
tích 

cà phê 
(ha)

Cà phê 
có cây 

che bóng 
(ha)

Cà phê 
không  có 
cây che 

bóng (ha)

Tỷ lệ cây 
che bóng 

(%)

1 Quảng Tiến, Cư M’gar, Đăk Lăk 10 8,7 1,4 7,3 16,1

2 EaBhok, Cư Kuin, Đăk Lăk 10 7,4 0,5 6,9 6,76

3 Buôn Ki, TP Buôn Ma Thuột, Đăk Lăk 10 7,8 0,3 7,5 3,85

4 Công ty 706, Iagrai, Gia Lai 10 9,7 1,1 8,6 11,34

5 Alba’, Chư sê, Gia Lai 10 8,1 0,5 7,6 6,17

Tổng cộng 50 41,7 3,8 37,9 9,10
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Nguồn: Bộ Nông nghiệp Hoa Kỳ (USDA)

Nếu chu kỳ kinh doanh của cà phê là 20 năm và 
năng suất bình quân cả chu kỳ là 1,5-1,8 tấn nhân trên 
1 ha, thì 1 ha cà phê cho thu hoạch tới 30-36 tấn hạt, 
tương đương 150-180 tấn quả tươi. Ở những diện tích 
có năng suất 5-6 tấn hạt, thì con số này có thể tới 250-
300 tấn quả tươi. Đây là lượng sản phẩm hết sức lớn do 
cây cà phê đã tạo ra. Để tạo ra lượng sản phẩm hữu cơ 
này, các hộ nông dân đã tác động các yếu tố kỹ thuật 
nhằm khai thác lợi nhuận trước mắt, nhưng để lại hậu 
quả là sức khoẻ cây cà phê nhanh bị suy thoái, dẫn tới 
chu kỳ kinh doanh của cây cà phê giảm là một tất yếu. 

Kết luận
Sản xuất cà phê là thế mạnh của vùng Tây Nguyên, 

đã góp phần phát triển kinh tế - xã hội, ổn định an ninh 
trật tự cho khu vực. Tuy nhiên, thực trạng sản xuất cà 
phê tại Tây Nguyên hiện đang gây bức xúc cho người 
sản xuất và ngành cà phê, là số diện tích cà phê nằm 
trong diện già cỗi, thoái hóa, năng suất thấp, kém hiệu 
quả tăng dần qua từng niên vụ. Song, không phải tất 
cả các vườn cà phê già cỗi hết khả năng khai thác đều 
có tuổi trên 20-30 năm, mà có cả những vườn dưới 20 
năm, thậm chí chỉ 15 năm. Ngược lại, trong thực tế vẫn 
có rất nhiều diện tích cà phê trên 20 năm tuổi, thậm 
chí là 30 năm tuổi vẫn rất “sung sức”. Kết quả điều tra 
nghiên cứu đã ghi nhận các vườn cà phê kinh doanh ở 
Tây Nguyên chịu sự tác động tổng hợp của nhiều yếu 
tố tự nhiên, xã hội và môi trường, những yếu tố có thể 

là những nguyên nhân khách quan và chủ quan, vừa 
là những hạn chế trước mắt, vừa là nguyên nhân tiềm 
tàng, cùng với sự tác động của biến đổi khí hậu đã làm 
cho nhiều vườn cà phê kinh doanh ở Tây Nguyên trở 
nên thiếu tính bền vững. Những nguyên nhân này đã 
tác động vào chu kỳ sản xuất của vườn cà phê (cũng có 
thể là một nguyên nhân, cũng có thể do nhiều nguyên 
nhân đồng thời), dẫn tới hậu quả là các vườn cà phê 
kinh doanh ở Tây Nguyên có sự phát triển không đồng 
đều. 
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Bảng 7: năng suất, sản lượng cà phê Việt Nam từ mùa vụ 2010/11 
đến 2013/14

Chỉ tiêu Mùa vụ 2010/11 Mùa vụ 2011/12 Mùa vụ 2012/13
Mùa vụ 2013/14

(dự báo)

Thời gian bắt đầu Tháng 10.2010 Tháng 10.2011 Tháng 10.2012 Tháng 10.2013

Sản lượng (nghìn tấn) 1.200 1.560 1.590 1.740

Năng suất (tấn/ha) 2,18 2,44 2,47 2,68
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Đặt vấn đề

Ngày nay, cùng với sự phát triển của khoa học và 
công nghệ, một kỹ thuật mới đã được sử dụng thay thế 
cho bước gây rụng trứng nhiều trong công nghệ cấy 
truyền phôi, đó là kỹ thuật thụ tinh trong ống nghiệm. 
Kỹ thuật này giúp người chăn nuôi rút ngắn được 
khoảng cách thế hệ, gia tăng số lượng cá thể trong một 
thế hệ lên rất nhiều lần. Theo Erickson và cs (1966), 
mỗi buồng trứng bò trưởng thành có khoảng 70.000 
nang trứng nguyên thủy, tuy nhiên bò là động vật đơn 
thai nên mỗi lần chỉ có một trứng chín rụng, do đó số 
lượng con sinh ra trong vòng đời của một bò cái là 
vô cùng nhỏ so với tiềm năng sẵn có của nó [1]. Để 
khai thác triệt để nguồn tiềm năng này, Pieterse và cs 
(1988) đã nghiên cứu và công bố phương pháp thu tế 
bào trứng từ gia súc sống với sự hỗ trợ của hệ thống 
siêu âm qua âm đạo (OPU) [2]. Tại Việt Nam, Nguyễn 
Văn Lý và cs (2007) đã nghiên cứu và báo cáo thành 

công trong việc sử dụng phương pháp này để thu trứng 
trên bò sống. Theo báo cáo, tác giả đã thu được trung 
bình 3,98 tế bào trứng/buồng trứng, tỷ lệ thu trứng là 
71,03% [3].

Siêu âm thu tế bào trứng qua âm đạo là một kỹ thuật 
nhằm thu tế bào trứng chưa thành thục từ con cho còn 
sống. Tạo phôi trong ống nghiệm từ những con cho 
còn sống là một kỹ thuật rất linh hoạt bởi nó có thể áp 
dụng cho những con cho ở tất cả các giai đoạn tuổi, 
từ những con bê 2 tháng tuổi đến những con bò già. 
Kỹ thuật OPU có thể áp dụng cho những con bò cạn 
sữa hay đang vắt sữa và thậm chí ở giai đoạn có chửa 
tháng thứ 3 hay thứ 4 [4]. Ưu điểm của kỹ thuật này 
là không làm ảnh hưởng tới trạng thái sinh lý của con 
cho bởi vì nó không đòi hỏi sự kích thích của hormone. 
OPU thường được áp dụng để thu tế bào trứng với tần 
suất 2 lần một tuần. Như vậy trong thời gian ngắn có 
thể tạo ra được nhiều phôi bằng cách cho trứng thụ 

Ảnh hưởng của môi trường nuôi trứng, nuôi phôi 
lên sự hình thành và phát triển phôi bò sữa cao sản  
Nguyễn Thị Hương*, Quản Xuân Hữu, Nguyễn Khánh Vân, Đỗ Văn Hương, Vũ Thị Thu Hương, Nguyễn Thị Lệ Hương

Phòng thí nghiệm trọng điểm công nghệ tế bào động vật, Viện Chăn nuôi

Ngày nhận bài 1.6.2015, ngày chuyển phản biện 12.6.2015, ngày nhận phản biện 7.7.2015, ngày chấp nhận đăng 10.7.2015

Mục đích của nghiên cứu này là đánh giá ảnh hưởng của môi trường nuôi thành thục và môi trường nuôi 
phôi lên hiệu quả tạo phôi bò in vitro. Nguồn tế bào trứng sử dụng cho các thí nghiệm thu từ bò sống bằng 
phương pháp siêu âm; trong đó số tế bào trứng loại A, B đạt 7,2 tế bào trứng/buồng trứng. Tỷ lệ tế bào 
trứng thành thục, tế bào trứng phân chia, phôi dâu, phôi nang và phôi nang thoát màng của tế bào trứng 
nuôi thành thục in vitro trong môi trường TCM 199 + 10% FCS + 5 µg/ml FSH tương ứng là 89,31; 90,14; 
47,65; 23,44 và 3,9%, cao hơn so với tế bào trứng nuôi trong các môi trường TCM 199 + 20% FCS hoặc 
Ham’s F10 + 10% FCS + 5 µg/ml FSH hoặc Ham’s F10 + 20% FCS (p<0,05). Nuôi thành thục tế bào trứng 
bò trong môi trường TCM 199 + FCS + 5 µg/ml FSH và nuôi phôi sau thụ tinh trong môi trường SOFaa 
+ 5% FCS cho hiệu quả tạo phôi bò in vitro cao hơn so với nuôi phôi trong môi trường CR1aa + 5% FCS. 
Mặc dù không có sự khác biệt về tỷ lệ tế bào trứng phân chia khi nuôi trong môi trường SOFaa và CR1aa 
nhưng tỷ lệ tạo phôi dâu, phôi nang, phôi nang thoát màng trong môi trường SOFaa cao hơn so với môi 
trường CR1aa (tương ứng là 59,72; 35,42 và 15,27% ở  SOFaa và 47,65; 23,44 và 3,9% ở CR1aa). Kết quả 
nghiên cứu đã chỉ ra rằng, việc sử dụng môi trường nuôi thành thục in vitro TCM 199 + 10% FCS + 5 µg/
ml FSH và môi trường nuôi phôi SOFaa có bổ sung 5% FCS mang lại hiệu quả cao cho quá trình tạo phôi 
bò in vitro tại Việt Nam.

Từ khóa: bò cao sản, phôi, trứng thành thục.

Chỉ số phân loại  4.2

*Tác giả chính: Email: giadinhmun@gmail.com 
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tinh với tinh của những con đực giống mong muốn. 
Theo Merton và cs (2003), việc áp dụng kỹ thuật siêu 
âm thu tế bào trứng bò sống kết hợp với tạo phôi in 
vitro mỗi năm có thể thu được 200 phôi/bò, cao hơn 
rất nhiều so với kết quả 50 phôi/bò/năm của kỹ thuật 
gây rụng trứng nhiều [5]. Để thu được phôi bò in vitro 
có chất lượng tốt, chúng tôi tiến hành so sánh một số 
môi trường nuôi trứng và nuôi phôi in vitro khác nhau 
trong điều kiện nghiên cứu của Việt Nam để tìm ra môi 
trường nuôi phù hợp nhất.

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu 

Bò dùng để siêu âm hút tế bào trứng là 4 bò sữa cao 
sản có năng suất sữa > 5.000 lít/chu kỳ. 

Phương pháp nghiên cứu

Phương pháp siêu âm hút tế bào trứng: quy trình 
siêu âm, hút tế bào trứng trên bò sống được áp dụng 
dựa trên nghiên cứu của Nguyễn Văn Lý và cs (2007) 
[3].

Đánh giá chất lượng tế bào trứng: tất cả các tế bào 
trứng sau khi tìm được được tiến hành đánh giá phân 
loại trên kính hiển vi soi nổi theo phương pháp của 
Zeron và cs (2001) [6]. 

Nuôi thành thục in vitro tế bào trứng: tế bào trứng 
loại A, B được nuôi thành thục trong 4 môi trường 
(TCM 199 + 10% FCS + FSH; TCM 199 + 20% FCS; 
Ham’s F10 + 10% FCS + FSH và Ham’s F10 + 20% 
FCS, trong đó FSH bổ sung 50 µg FSH cho 10 ml môi 
trường) theo quy trình của Saito và cs (1995) [7]. Hoạt 
hóa tinh trùng được thực hiện theo quy trình của Saito 
và cs (1995) [7], trong môi trường BO (Bracket and 
Oliphant, 1975) [8].

Nuôi phôi in vitro: sau khi thụ tinh, các hợp tử giả 
định được nuôi trong 2 môi trường (SOFaa + 5% FCS 
và CR1aa + 5% FCS) theo quy trình của Saito và cs 
(1995) [7]. 

Đánh giá chất lượng phôi dâu và phôi nang: việc 
đánh giá chất lượng phôi được thực hiện theo Mapletoft 
và Bos (2013) [9], dựa trên tiêu chí đánh giá của FAO.

Số liệu được xử lý thống kê bằng phần mềm Excell, 
sự khác nhau có ý nghĩa được kiểm tra bằng χ2 sử dụng 

The effects of culture 
medium on in vitro oocyte

maturation and embryo development 
of high yield cow

                                 
Summary

The purpose of this study is to assess the influences 
of maturation and embryo culture media on the 
production of in vitro bovine embryos. Oocytes 
used in this study have been collected from live 
cattle by ultrasound method, in which the A, B 
oocytes have been estimated about 7.2 oocytes per 
ovary. Percentage of matured oocytes, cleavage, 
morula, blastocyst and hatched embryos 
produced from oocytes cultured in maturation 
medium including TCM 199 + 10% FCS + 5 µg/
ml FSH have been 89.31, 90.14, 47.65, 23.44 and 
3.9% respectively, which are significantly higher 
than those produced from oocytes in TCM 199 
+ 20% FCS or Ham’s F10 + 10% FCS + 5 µg/
ml FSH or Ham,s F10 + 20% FCS (p<0.05). 
The combination of oocytes matured in TCM 
199 + 10% FCS + 5 µg/ml FSH and embyros 
cultured in SOFaa + 5% FCS has resulted in 
more effective production of invitro bovine 
embryos than embryos cultured in CR1aa + 5% 
FCS. There was no difference in the proportion 
of cleavage between oocytes cultured in SOFaa 
(90%) and in CR1aa (90.14%). However, the 
rates of morula, blastocyst, and hatched embryos 
produced in SOFaa medium (59.72, 35.42 and 
15.27% respectively) have been significantly 
higher than those produced in CR1aa medium 
(47.65, 23.44 and 3.9% respectively). This study 
has demontrated that using TCM 199 + 10% FCS 
+ 5 µg/ml FSH for oocyte maturation combined 
with SOFaa medium supplemented with 5% FCS 
for embryo culture could get more in vitro bovine 
embryos. 

Keywords: bovine oocyte, embryo, high yield cow, 
maturation.

Classification number 4.2
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hàm CHITEST.

Kết quả và thảo luận

Kết quả thu tế bào trứng bằng siêu âm trên bò sữa 
cao sản

Nhóm nghiên cứu thu được 1.530 tế bào trứng từ 
bò sống bằng phương pháp siêu âm với tần suất 2 lần/
tuần; trung bình thu được 8,5 tế bào trứng/buồng trứng 
bò, trong đó tỷ lệ tế bào trứng loại A, B đạt 84,64% 
(tương đương với 7,2 tế bào trứng loại A, B/buồng 
trứng) (bảng 1). Kết quả của chúng tôi phù hợp với 
báo cáo của Phan Lê Sơn (2013) khi tác giả này nghiên 
cứu ảnh hưởng của tần suất siêu âm tới số lượng tế bào 
trứng bò thu được. Theo Phan Lê Sơn (2013), tần suất 
siêu âm 1/2 tuần 1 lần mang lại hiệu quả cao nhất (thu 
được 8,56 tế bào trứng/buồng trứng), trong đó tế bào 
trứng loại A là 4 và tế bào trứng loại B là 4,11 [4]. 

Bảng 1: kết quả thu tế bào trứng bằng siêu âm trên bò sống

Ảnh hưởng của môi trường nuôi trứng đến hiệu 
quả thành thục in vitro của tế bào trứng bò 

Quá trình thành thục nhân tế bào trứng gồm các 
giai đoạn phát triển chính: kỳ đầu I, tiền kỳ giữa I, kỳ 
giữa I, kỳ sau I, kỳ cuối I và thành thục nhân. Kỳ cuối 
I xảy ra khi một bộ nhiễm sắc thể (NST) được tách ra 
trong thể cực I (giai đoạn này diễn ra rất nhanh), sau 
đó sẽ hình thành eo thắt tách rời thể cực I ra khỏi tế 
bào trứng. Tế bào trứng chứa bộ NST đơn bội ở trạng 
thái kép dừng ở kỳ giữa giảm phân II sẽ trở thành tế 
bào trứng thành thục. Như vậy sản phẩm của phân bào 
giảm nhiễm I là tế bào trứng thứ cấp (noãn bào II) và 
thể cực thứ nhất nằm ở xoang quanh noãn phía bên 
trong màng sáng. Do đó tiêu chí đánh giá sự thành thục 
của trứng dựa trên sự xuất hiện của thể cực thứ nhất 
là rất chính xác (hình 1). Sau khi nuôi thành thục tế 
bào trứng, chúng tôi loại bỏ hoàn toàn lớp tế bào nang 
(cumulus) bao xung quanh tế bào trứng để quan sát thể 
cực thứ nhất, qua đó đánh giá sự thành thục của tế bào 
trứng. Kết quả được thể hiện ở bảng 2. 

 Hình 1: tế bào trứng bò được nuôi thành thục in vitro với sự xuất hiện 
thể cực thứ nhất

Bảng 2: ảnh hưởng của môi trường nuôi in vitro tới sự thành thục 
tế bào trứng bò

Các giá trị trong cùng một cột có chữ cái khác nhau là sai khác có ý nghĩa 
(p<0,05)

Kết quả nghiên cứu cho thấy, tỷ lệ tế bào trứng bò 
thành thục in vitro trong bốn loại môi trường nuôi dao 
động từ 65 đến 89,31%. Kết quả này cao hơn so với 
Nguyễn Văn Lý (2006) [10], (65,61%); Nguyễn Hữu 
Đức và cs (2003) [11], (76,83%); Yang và cs (1998) 
[12], (65,61%); Otoi và cs (1997) [13], (77,23%). Sự 
khác nhau về các kết quả nghiên cứu là do nguồn gốc 
và chất lượng tế bào trứng. Trong nghiên cứu này 
chúng tôi sử dụng tế bào trứng thu từ bò sống bằng 
phương pháp siêu âm hút tế bào trứng, trong khi đó 
các tác giả trên đều sử dụng nguồn tế bào trứng thu từ 
buồng trứng ở lò mổ. Tế bào trứng thu từ buồng trứng 
bò lò mổ thường có chất lượng kém hơn so với tế bào 
trứng bò thu từ bò sống.

Trong nghiên cứu của chúng tôi, tế bào trứng bò khi 
được nuôi thành thục in vitro trong môi trường TCM 
199 và Ham’s F10 có bổ sung FSH cho tỷ lệ thành 
thục cao hơn so với môi trường TCM 199 và Ham’s 
F10 không có FSH. Kết quả này là phù hợp với báo 
cáo của Neglia và cs (2001) (87% và 76%) [14]. Các 

Số ca thu 
trứng

Số tế bào trứng 
thu được

Số tế bào trứng/
buồng trứng

Số tế bào trứng loại 
A, B thu được

Số tế bào trứng 
A, B/buồng trứng

n n M±SE n %±SE M±SE

180 1.530 8,5±0,36 1.295 84,64%±0,42 7,2±0,39

Môi trường
Số tế bào 

trứng nuôi
Số tế bào trứng 

thành thục
Tỷ lệ tế bào trứng 

thành thục

N n %±SE

TCM 199 + FSH + FCS 131 117 89,31±4,15a

TCM 199 + FCS 147 100 68,05±2,28b

Ham F10 + FSH + FCS 157 121 77,07±1,94b

Ham F10 + FCS 180 117 65±2,63c
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tác giả này cũng cho rằng việc sử dụng kết hợp FCS và 
hormone trong môi trường nuôi thành thục sẽ làm tăng 
tỷ lệ thành thục của tế bào trứng bò. Điều đó cho thấy, 
FSH có tác động tích cực đến quá trình thành thục in 
vitro của tế bào trứng. Quá trình thành thục của trứng 
chịu tác động mạnh mẽ của lớp tế bào nang bao xung 
quanh, bởi vì các tế bào nang chính là cầu nối trao đổi 
giữa tế bào trứng và môi trường nuôi trong quá trình 
nuôi thành thục in vitro. Sự có mặt của FSH trong môi 
trường nuôi thành thục sẽ làm tăng quá trình giãn nở 
của lớp tế bào nang, kích thích quá trình thành thục 
nhân của tế bào trứng, qua đó sẽ làm tăng tỷ lệ tế bào 
trứng thành thục sau nuôi in vitro (hình 2).

Hình 2: trứng sau khi nuôi thành thục

Kết quả thu được cho thấy, môi trường TCM 199 
nâng cao được hiệu quả nuôi thành thục in vitro tế bào 
trứng bò hơn môi trường Ham’s F10 khi bổ sung FCS 
hoặc cùng bổ sung FCS và FSH (bảng 2). Điều đó cho 
thấy, TCM 199 là môi trường phù hợp hơn Ham’s F10 
trong nuôi thành thục in vitro tế bào trứng bò. Trong 
nghiên cứu của chúng tôi, tỷ lệ tế bào trứng bò thành 
thục cao nhất là ở môi trường TCM 199 + FSH + FCS 
(đạt 89,31%, p<0,05). Kết quả này cao hơn so với 
nghiên cứu của Akçay và cs (2008). Theo nhóm tác giả 
này, tỷ lệ tế bào trứng bò thành thục trong môi trường 
TCM 199 có bổ sung FCS và FSH đạt 82,4% [15]. 

Ảnh hưởng của môi trường nuôi thành thục in 
vitro đến hiệu quả thụ tinh in vitro tế bào trứng bò

Trứng bò sau khi được thụ tinh với tinh trùng bò 
sữa HF đông lạnh, các hợp tử giả định sẽ được nuôi 
trong môi trường nuôi phôi CR1aa để theo dõi và đánh 
giá quá trình phát triển. Kết quả thu được cho thấy, tế 
bào trứng bò được nuôi thành thục in vitro trong môi 
trường TCM 199 và Ham’s F10 có bổ sung FCS và 
FSH cho tỷ lệ tế bào trứng phân chia; tỷ lệ tạo phôi 
dâu, phôi nang, phôi thoát màng là cao hơn so với môi 
trường TCM 199 và Ham’s F10 bổ sung FCS (bảng 
3). Tỷ lệ phân chia (90,14%) và phát triển tới phôi dâu 

(47,65%), phôi nang (23,44%) và thoát màng (3,9%) 
của tế bào trứng được nuôi thành thục in vitro trong 
TCM 199 có bổ sung FCS và FSH là cao hơn so với 
các môi trường còn lại (p<0,05). 

Bảng 3: ảnh hưởng của môi trường nuôi thành thục in vitro đến hiệu quả
 tạo phôi bò in vitro 

 	 Ghi chú: các giá trị trong cùng một cột có chữ cái khác nhau
 là sai khác có ý nghĩa (p<0,05)

Kết quả ở bảng 3 cho thấy việc bổ sung kết hợp 
huyết thanh và hormone vào môi trường nuôi thành 
thục cải thiện được hiệu quả tạo phôi bò in vitro. Tuy 
nhiên tỷ lệ tạo phôi đến giai đoạn cấy truyền (phôi 
nang) trong nghiên cứu này (23,44%) vẫn thấp hơn so 
với Saeki và cs (1991) (31%) [16]. Nguyên nhân có thể 
là do môi trường nuôi phôi của chúng tôi khác so với 
Saeki và cs (1991) [16]. Trong nghiên cứu này, chúng 
tôi sử dụng môi trường nuôi phôi là CR1aa, còn Saeki 
và cs (1991) sử dụng môi trường nuôi phôi là TCM 199 
có bổ sung tế bào ống dẫn trứng [16]. Có nhiều yếu tố 
ảnh hưởng đến hiệu quả tạo phôi bò in vitro như: chất 
lượng tế bào trứng, môi trường nuôi thành thục, môi 
trường nuôi phôi. Để nâng cao được hiệu quả tạo phôi 
bò in vitro, trong nghiên cứu này chúng tôi tiếp tục tiến 
hành đánh giá ảnh hưởng của môi trường nuôi phôi in 
vitro đến hiệu quả tạo phôi bò in vitro.

Ảnh hưởng của môi trường nuôi phôi đến hiệu 
quả tạo phôi bò in vitro

Qua các kết quả thu được, chúng tôi sử dụng trứng 
nuôi thành thục trong môi trường TCM 199 có bổ sung 
FCS và FSH để thụ tinh in vitro cho thí nghiệm đánh 
giá ảnh hưởng của hai môi trường nuôi phôi bò là 
SOFaa và CR1aa cùng được bổ sung 5% FCS đến hiệu 
quả tạo phôi bò in vitro. 

Trứng nuôi trong môi trường có FSH Trứng nuôi trong môi trường không có FSH

Môi trường

Số tế bào 
trứng thụ 

tinh

Số tế bào trứng 
phân chia Phôi dâu Phôi nang Phôi thoát 

màng

n N %±SE n %±SE n %±SE n %±SE

TCM 199 + 
FSH + FCS 142 128 90,14a±1,36 61 47,65a±1,71 30 23,44a±1,52 5 3,9±1,79

TCM 199 + 
FCS 115 87 76,65b±2,43 29 33,33b±1,54 11 12,64b±1,83 0 0

Ham F10 + 
FSH + FCS 121 96 79,34b±3,24 31 32,29b±1,62 12 12,5b±1,35 0 0

Ham F10 + 
FCS 104 63 60,58c±1,71 11 17,46c±1,83 2 3,17c±2,95 0 0
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Bảng 4: ảnh hưởng của môi trường nuôi phôi đến hiệu quả tạo phôi bò in vitro

Ghi chú: các giá trị trong cùng một cột có chữ cái khác nhau là sai khác
 có ý  nghĩa (p<0,05)

Kết quả thu được ở bảng 4 cho thấy, không có sự 
khác nhau về tỷ lệ phân chia của các tế bào trứng ở hai 
lô thí nghiệm. Tuy nhiên, kết quả cho thấy nuôi phôi 
trong môi trường SOFaa cho tỷ lệ tạo phôi dâu, phôi 
nang và phôi nang thoát màng (hình 3) cao hơn so với 
môi trường CR1aa (p<0,05). Kết quả này thể hiện ưu 
thế rõ rệt của môi trường SOFaa trong việc tạo phôi bò 
in vitro so với môi trường CR1aa. 

Hình 3: phôi bò ở các giai đoạn phát triển phôi dâu, phôi nang 
và thoát màng

Theo Campos (2010), khi bổ sung 5% FCS vào môi 
trường nuôi phôi bò sẽ làm tăng tỷ lệ phôi nang [17]. 
Cũng đồng quan điểm như vậy, Taraves và cs (2008) 
đã nuôi phôi trong môi trường SOFaa + 5% FCS và 
nhận thấy tỷ lệ phôi phân chia, phôi nang, phôi nang 
thoát màng (tương ứng là 83,37; 53,68 và 30,87%) cao 
hơn so với môi trường SOFaa + 10% FCS (tương ứng 
là 80,46; 28,15 và 21,85%). Theo Taraves và cs, việc 
bổ sung 5% FCS vào môi trường nuôi phôi sẽ làm cho 
hàm lượng lipid thấp, giảm sự tích lũy các giọt mỡ 
nội bào, qua đó làm thay đổi hoạt động của ty thể, dẫn 
tới những thay đổi trong trao đổi năng lượng của phôi 
trong môi trường nuôi phôi [18]. Những sự thay đổi 
này sẽ giúp nâng cao tỷ lệ tạo phôi so với môi trường 
nuôi phôi có bổ sung 10% FCS.

Kết luận

Môi trường nuôi thành thục in vitro TCM 199 + 
FCS + FSH mang lại hiệu quả cao cho quá trình nuôi 

thành thục in vitro tế bào trứng bò.

Môi trường nuôi phôi in vitro SOFaa bổ sung 5% 
FCS cho hiệu quả tạo phôi bò in vitro tốt hơn môi 
trường CR1aa bổ sung 5% FCS trong điều kiện tại Việt 
Nam.
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Đặt vấn đề

Keo giậu là cây thân gỗ thuộc 
họ đậu (Fabaceae), được trồng 
phổ biến ở nhiều châu lục như: Á, 
Úc và Mỹ la tinh. Keo giậu được 
thu cắt nhiều lứa trong năm, có 
khả năng tái sinh tốt. Sản lượng 
lá, ngọn non của keo giậu có thể 
cho gia súc (trâu, bò, lợn, thỏ…) 
ăn tươi, cũng có thể chế biến thành 
bột lá để phối hợp vào thức ăn hỗn 
hợp, bột lá bảo quản trong vòng 6 
tháng vẫn có chất lượng tốt.

BLKG khá giàu protein (25-
30% trong VCK), giàu sắc tố 
(227-518 mg carotene/kg VCK, 
741-865 mg xanthophyll/kg VCK) 
[1]. Sắc tố có ảnh hưởng đến tỷ lệ 
đậu thai, giảm thai chết lưu ở gia 
súc sinh sản, tăng tỷ lệ nuôi sống 
ở gia súc, gia cầm non và cá con, 
tăng độ đậm màu da, thịt gà, tăng 
tỷ lệ trứng có phôi ấp nở ở gia cầm 

Xác định giá trị năng lượng trao đổi 
của bột lá keo giậu trên gà thịt giống Lương Phượng  

Từ Quang Hiển1*, Từ Quang Trung2, Trần Việt Hà3

1Đại học Thái Nguyên 
2Trường Đại học Sư phạm, Đại học Thái Nguyên

 3Trường Đại học Nông Lâm, Đại học Thái Nguyên

Ngày nhận bài 1.7.2015, ngày chuyển phản biện 7.7.2015, ngày nhận phản biện 10.8.2015, ngày chấp nhận đăng 14.8.2015

Thí nghiệm xác định năng lượng trao đổi (NLTĐ) của bột lá keo giậu (Leucaena leucocephala) được thực 
hiện trên gà thịt giống Lương Phượng ở giai đoạn 43-49 ngày tuổi. NLTĐ của bột lá keo giậu (BLKG) 
được xác định theo phương pháp có hiệu chỉnh theo lượng nitơ tích lũy trong cơ thể gà. Thí nghiệm được 
thực hiện trên tổng số 60 con gà, được chia thành 2 lô, lô 1 ăn khẩu phần cơ sở (KPCS) và lô 2 ăn khẩu 
phần thí nghiệm (KPTN), mỗi lô 30 con được nuôi trong 5 lồng (6 con x 5 lần lặp lại). KPCS không chứa 
BLKG, KPTN được phối hợp từ 80% KPCS + 20% BLKG, cả hai khẩu phần được bổ sung 1,5% khoáng 
không tan trong axit chlohydric. Trên cơ sở xác định năng lượng thô và phân tích protein, khoáng không 
tan của 2 khẩu phần và chất thải của 2 lô gà, tính được NLTĐ của 2 khẩu phần và của BLKG. Kết quả cho 
thấy: NLTĐ có hiệu chỉnh theo lượng nitơ tích lũy trong cơ thể gà của BLKG là 2377,1 kcal/kg vật chất 
khô (VCK) và 2151,9 kcal/kg bột lá nguyên trạng (90,53% VCK).

Từ khóa: bột lá keo giậu, năng lượng trao đổi, nitơ tích lũy.

Chỉ số phân loại  4.2

*Tác giả chính: Email: tqhien.dhtn@moet.edu.vn

DETERMINATION OF METABOLIC ENERGY 
VALUE OF LEUCEANA LEUCOCEPHALA LEAF 

MEAL ON LUONG PHUONG BROILER CHICKEN
                                 

Summary

A study on determining the metabolic energy of L. leucocephala 
leaf meal with corrected energy based on the nitrogen retention in 
chicken body was carried out on 60 Luong Phuong broiler chickens 
from 43 to 49 days of age, divided into 2 groups and 30 chickens 
per group. The chickens of group 1 was fed basal diet (BD); group 
2 was fed experimental diet containing 80% of BD + 20% of L. 
leucocephala leaf meal; and both diets were supplemented 1.5% 
insoluble mineral. Crude energy and dry matter (DM), insoluble 
mineral, nitrogen in DM of diets and fecal of 2 groups were 
determined, and then the metabolic energy of two diets and L. 
leucocephala leaf meal were calculated. The results showed that 
the metabolic energy values of 1 kg DM and 1 kg L. leucocephala 
leaf meal with 90.53% DM content were 2377.0 kcal and 2151.9 
kcal respectively.

Keywords: Leucaena leucocephala leaf meal, metabolic energy, 
nitrogen retention.

Classification number 4.2
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[2]. Chính vì các ưu điểm này mà hàng năm, BLKG 
được sản xuất và sử dụng trong chăn nuôi với số lượng 
lớn ở nhiều nước trên thế giới. Ở nước ta, keo giậu 
cũng đã được nghiên cứu và sử dụng trong chăn nuôi. 
Tuy nhiên, hầu như chưa có nghiên cứu nào xác định 
giá trị NLTĐ của BLKG trên gà thịt. Do đó, chúng tôi 
thực hiện đề tài này nhằm tạo tiền đề cho các nghiên 
cứu tiếp theo và tạo cơ sở khoa học cho việc sử dụng 
BLKG trong chăn nuôi.

Nội dung và phương pháp nghiên cứu

Đối tượng nghiên cứu là BLKG và gà thịt giống 
Lương Phượng.

Thí nghiệm được tiến hành tại Trường Đại học 
Nông Lâm (Đại học Thái Nguyên). Thành phần hóa 
học của BLKG, thức ăn được phân tích tại Viện Khoa 
học Sự sống (Đại học Thái Nguyên).

Nội dung thí nghiệm là xác định giá trị NLTĐ của 
BLKG trên gà thịt giống Lương Phượng. Thí nghiệm 
được thực hiện theo phương pháp xác định giá trị 
NLTĐ có sự hiệu chỉnh theo lượng nitơ (N) tích lũy 
trong cơ thể gà. Nội dung chi tiết của phương pháp này 
được trình bày ở phần dưới đây.

Bố trí thí nghiệm: thí nghiệm với 2 khẩu phần: 1) 
KPCS không có BLKG; 2) KPTN có BLKG và được 
hình thành từ 80% KPCS + 20% BLKG.

Mỗi khẩu phần được thí nghiệm với 30 con gà (15 
trống + 15 mái) ở giai đoạn 43-49 ngày tuổi, nuôi trong 
5 lồng, mỗi lồng 6 con (3 trống, 3 mái).

KPCS được phối hợp như khẩu phần ăn của gà thịt 
lông màu ở giai đoạn 43-70 ngày tuổi (bảng 1).

Bảng 1: thành phần nguyên liệu của KPCS

TT Thành phần nguyên liệu Tỷ lệ (%)

1

2

3

4

5

6

7

8

9

Bột ngô

Cám mỳ

Khô dầu đậu tương

Bột cá

Methionin

Muối ăn

DCP

Premix vitamin

Premix khoáng

65,0

3,70

22,0

6,00

0,10

0,55

2,15

0,30

0,20

KPCS và KPTN đều được bổ sung 1,5% khoáng 
không tan trong axit chlohydric.

Cách tiến hành thí nghiệm: gà được nuôi 6 con (3 
trống + 3 mái) trong một lồng thí nghiệm, dưới mỗi 
lồng đều lót tấm nilon để thu gom chất thải riêng của 
từng lồng. Gà được làm quen với thức ăn thí nghiệm 
4 ngày, thời gian thí nghiệm 3 ngày, gà được ăn, uống 
tự do. Chất thải ở từng lồng được thu gom 2 lần/ngày. 
Chất thải của mỗi lần lặp lại của 1 lô trong 3 ngày 
được trộn đều và bảo quản ở -20oC cho đến khi phân 
tích mẫu.

Các chỉ tiêu theo dõi gồm: chất khô (DM) của khẩu 
phần và phân, năng lượng thô của VCK của khẩu phần 
và phân (GEd và GEe), tỷ lệ khoáng không tan trong 
VCK của khẩu phần và phân (AIAd và AIAe), tỷ lệ N 
trong VCK của khẩu phần và phân (Nd và Ne).

Lấy mẫu thức ăn, phân tích VCK, phân tích protein 
tổng số theo TCVN.

NLTĐ biểu kiến của khẩu phần MEd (kcal/kg DM) 
được tính theo công thức sau: 

MEd (biểu kiến) = GEd - GEe x AIAd/AIAe (Scott và 
Hall, 1998) [3].

NLTĐ của MEN (kcal/kg DM) được tính theo công 
thức sau:

MEN (hiệu chỉnh) = MEd - 8,22 x NR

Trong đó: 8,22 là năng lượng của axit uric (kcal/g); 
NR là lượng N tích lũy (g/kg), được tính như sau:

NR = (Nd - Ne x AIAd/AIAe) x 1000/100 (Lammers 
và cs, 2008) [4].

Giá trị NLTĐ của 1 kg VCK BLKG được tính theo 
công thức sau:

MEN = [MEN của KPTN - (MEN của KPCS x 80%)]/200 x 1000

Giá trị MEN của BLKG nguyên trạng đựợc tính theo 
công thức:

MEN của 1 kg VCK x tỷ lệ VCK của BLKG (%). 

Các số liệu thu thập được sử lý trên máy vi tính 
bằng phần mềm Excel, Version 7.0. 

Kết quả và thảo luận

Kết quả phân tích khẩu phần và chất thải

Tỷ lệ VCK, protein, khoáng không tan của KPCS, 
KPTN và chất thải của 2 lô gà đã được phân tích trước 
khi tiến hành thí nghiệm, kết quả thể hiện trong bảng 2.
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Bảng 2: kết quả phân tích các khẩu phần và chất thải (n = 5)

Tỷ lệ VCK, protein và năng lượng thô của BLKG 
lớn hơn so với KPCS. Vì vậy, các chỉ tiêu này của 
KPTN (80% KPCS + 20% BLKG) cũng lớn hơn 
KPCS. Tỷ lệ VCK trong chất thải của KPTN nhỏ hơn 
KPCS. Tuy nhiên, tỷ lệ VCK của chất thải không chỉ 
phụ thuộc vào tỷ lệ tiêu hóa, hấp thu các chất dinh 
dưỡng của khẩu phần mà nó còn phụ thuộc vào lượng 
nước thu nhận của gà. Lượng nước uống vào nhiều sẽ 
làm cho tỷ lệ VCK của chất thải giảm.

Tỷ lệ protein và hàm lượng năng lượng thô/kg VCK 
trong chất thải của KPTN lớn hơn và tỷ lệ khoáng 
không tan trong chất thải của KPTN nhỏ hơn so với 
KPCS. Điều này chứng tỏ tỷ lệ tiêu hóa, hấp thu các 
chất dinh dưỡng của KPTN nhỏ hơn so với KPCS.

Kết quả xác định N trong VCK khẩu phần, chất 
thải và năng lượng hiệu chỉnh 

Dựa vào kết quả phân tích protein trong khẩu phần, 
chất thải và công thức tính lượng N tích lũy trong cơ 
thể khi gà thu nhận 1 kg VCK thức ăn và công thức 
tính NLTĐ hiệu chỉnh đã nêu trong mục nội dung và 
phương pháp nghiên cứu, chúng tôi tính được lượng N 
tích lũy và NLTĐ của các khẩu phần (bảng 3).

Bảng 3: N trong khẩu phần, chất thải, tích lũy trong cơ thể gà và NLTĐ 
cần hiệu chỉnh

Kết quả bảng 3 cho thấy, tỷ lệ N trong KPTN lớn 
hơn so với KPCS 0,2278%, và tỷ lệ N trong chất thải 

của KPTN lớn hơn KPCS 0,2629%. Điều này chứng 
tỏ, tỷ lệ tiêu hóa, hấp thu protein của BLKG thấp hơn 
so với KPCS. Kết quả cuối cùng cho thấy, lượng N 
tích lũy khi gà ăn 1 kg VCK của KPCS và KPTN là 
15,888 và 17,167 g. Theo Hồ Lê Quỳnh Châu và cs 
(2010), Phạm Tấn Nhã (2014), hàm lượng N tích lũy 
trong cơ thể gà khá rộng, dao động từ 8,09 đến 22,378 
g/kg VCK tùy thuộc vào loại thức ăn và loại khẩu phần 
[5, 6]. Kết quả nghiên cứu của chúng tôi nằm trong 
khoảng dao động này. 

Căn cứ vào hàm lượng N tích lũy/kg VCK của 
KPTN và KPCS, chúng tôi đã tính được NLTĐ cần 
phải hiệu chỉnh của 2 khẩu phần tương ứng là 130,6 và 
141,1 kcal/kg VCK.

NLTĐ của các khẩu phần và BLKG

Căn cứ vào hàm lượng năng lượng thô và khoáng 
không tan trong khẩu phần và chất thải của 2 lô gà, 
chúng tôi đã tính được NLTĐ biểu kiến của 2 khẩu 
phần, cụ thể như sau:

MEN của KPCS = 3011,2 - 130,6 = 2880,6 kcal/kg VCK

MEN của KPTN = 2921,0 - 141,1 = 2779,9 kcal/kg VCK

Dựa vào NLTĐ có hiệu chỉnh của 2 khẩu phần để 
tính NLTĐ của BLKG như sau:

MEN của VCK BLKG = [2779,9 - (2880,6 x 80%)] x 
1000/200 = 2377,1 kcal/kg VCK

MEN BLKG nguyên trạng = 2377,1 x 90,53% = 2151,9 kcal/kg 
VCK

Kết quả tính toán ở trên được hệ thống lại trong 
bảng 4.

Kết quả bảng 4 cho thấy, NLTĐ biểu kiến và sau 
hiệu chỉnh của KPTN đều nhỏ hơn KPCS (2921,0 so 
với 3011,2 và 2779,9 so với 2880,6). Điều đó chứng 
tỏ, NLTĐ của BLKG nhỏ hơn KPCS. Thực tế tính toán 
cho thấy: NLTĐ của BLKG là 2377,1 kcal/kg VCK, 
nhỏ hơn KPCS là 634,1 kcal/kg VCK.

Chỉ tiêu VCK (%)

Trong VCK

Protein 
(%)

Năng lượng 
thô (kcal/kg 

VCK)
AIA (%)

Thức ăn

KPCS 88,62 20,1421 4242,0 2,1861

KPTN 89,03 21,5658 4374,3 2,1460

BLKG 90,53 27,5931 4981,3 -

Chất thải
KPCS 28,02 27,5252 3317,5 5,8922

KPTN 27,78 29,1681 3913,6 5,7771

Chỉ tiêu Đơn vị tính KPCS KPTN

N trong VCK của khẩu phần % VCK 3,2227 3,4505

N trong VCK của chất thải % VCK 4,4040 4,6669

N tích lũy trong cơ thể gà g/kg VCK 15,888 17,167

NLTĐ cần hiệu chỉnh kcal/kg VCK 130,6 141,1

Chỉ tiêu Đơn vị tính KPCS KPTN BLKG

MEd (NLTĐ biểu kiến) kcal/kg VCK 3011,2 2921,0 -

ME hiệu chỉnh theo NR kcal/kg VCK 130,6 141,1 -

MEN (NLTĐ sau hiệu chỉnh) kcal/kg VCK 2880,6 2779,9 -

MEN của VCK bột lá kcal/kg VCK - - 2377,1

MEN bột lá nguyên trạng kcal/kg bột lá - - 2151,9

Bảng 4: NLTĐ của các khẩu phần và BLKG
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Kết luận

NLTĐ có sự hiệu chỉnh theo lượng N tích lũy của 
BLKG trong cơ thể gà thịt giống Lương Phượng là 
2377,1 kcal/kg VCK và 2151,9 kcal/kg bột lá nguyên 
trạng (90,53% VCK).
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Mở đầu

RNM là nguồn tài nguyên thiên nhiên quý giá vùng 
ven biển, không những cung cấp các lâm sản có giá 
trị, là nơi nuôi dưỡng và sinh sản của nhiều loài thủy 
hải sản có giá trị kinh tế cao mà còn có tác dụng to 
lớn trong việc hạn chế gió, bão, sóng lớn, bảo vệ bờ 
biển, bờ sông, điều hòa khí hậu… [1]. Hiện nay, diện 
tích RNM ngày càng giảm sút do các tác động trực 
tiếp, gián tiếp của con người và do những biến cố môi 
trường. Chu trình dinh dưỡng trong nền RNM là yếu tố 
quan trọng góp phần vào sự sinh trưởng và phát triển 
của RNM. Trong đó, Ba khía tham gia vào chu trình 
dinh dưỡng của RNM thông qua việc tiêu thụ vật rụng 
góp phần bảo vệ và phát triển rừng. Tuy nhiên, tại các 
vùng ven biển, Ba khía đang chịu áp lực bị khai thác 
rất mạnh nên số lượng Ba khía đang suy giảm nhanh 
chóng. Từ những lợi ích của Ba khía đối với RNM và 
sự suy giảm nhanh chóng của loài này, cần có những 
nghiên cứu về tập tính ăn của Ba khía với các loại lá 
rừng nhằm tạo cơ sở để bảo vệ và duy trì Ba khía trong 
RNM Cà Mau. Do đó, chúng tôi đã thực hiện đề tài 
“Nghiên cứu tập tính ăn lá RNM của Ba khía” tại tỉnh 
Cà Mau.

Phương pháp nghiên cứu

Nghiên cứu được tiến hành từ tháng 10.2013 đến 
tháng 10.2014 tại xã Viên An, huyện Ngọc Hiển, tỉnh 
Cà Mau. Đối tượng nghiên cứu là loài Ba khía - đây là 
loài ưu thế trong khu vực nghiên cứu được chọn để tìm 
hiểu tập tính ăn lá của chúng. 

Thực vật nghiên cứu là 3 loài cây RNM: đước đôi 
(Rhizophora apiculata.),  mắm trắng (Avicenia alba) 
và vẹt (Bruguiera parviflora.) [2].

Bố trí thí nghiệm và thu mẫu

Mẫu lá: được cân khối lượng trước, đo chiều dài, 
rộng của lá. Chọn những lá đồng cỡ. Mỗi mẫu lá sử 
dụng kéo cắt dọc theo gân chính của lá chia làm đôi 
(cắt bỏ phần gân chính), một phần được dùng cho Ba 
khía ăn, một phần làm mẫu đối chứng, cân xác định 
khối lượng tươi trước khi thí nghiệm. 

Ba khía: chọn khu vực Ba khía phân bố nhiều trong 
RNM, đem cân khối lượng, chọn những con đực và 
cái có kích cỡ tương tự nhau. Để sau thời gian 24 giờ 
cho Ba khía thải hết phân từ việc ăn thức ăn ngoài môi 

Tập tính ăn 3 loại lá rừng ngập mặn, hàm lượng 
dinh dưỡng trong lá và phân Ba khía tại Cà Mau  

Võ Ngươn Thảo1*, Nguyễn Vũ Minh2, Trương Thị Nga2

1Trung tâm Nghiên cứu thực nghiệm lâm nghiệp Tây Nam Bộ
2Khoa Môi trường và Tài nguyên thiên nhiên, Trường Đại học Cần Thơ

Ngày nhận bài 6.5.2015, ngày chuyển phản biện 8.5.2015, ngày nhận phản biện 19.6.2015, ngày chấp nhận đăng 22.6.2015

Nghiên cứu tập tính ăn lá cây rừng ngập mặn (RNM) của Ba khía (Sesarma sp.) tại xã Viên An, huyện 
Ngọc Hiển, tỉnh Cà Mau cho thấy: đối với lá đước, Ba khía ăn lá vàng nhiều hơn lá xanh; đối với lá mắm, 
không có sự chọn lựa giữa hai tình trạng lá xanh và lá vàng; đối với lá vẹt, Ba khía ăn lá vàng nhiều hơn 
lá xanh. Kết quả thí nghiệm về sự lựa chọn 3 loại lá cho thấy, đối với lá vàng thì Ba khía thích ăn lá mắm 
vàng nhiều nhất, tiếp đến lá vẹt vàng và ít nhất là lá đước vàng; đối với tình trạng lá xanh, Ba khía thích 
ăn lá mắm xanh nhiều nhất và không có sự chọn lựa giữa lá vẹt xanh với lá đước xanh. Hàm lượng dinh 
dưỡng (C, N, P) trong lá vàng đều thấp hơn trong lá xanh. Khi qua hệ thống tiêu hóa của Ba khía, tỷ lệ 
C/N đã giảm đi đáng kể. Đối với lá vẹt vàng, tỷ lệ C/N ở mẫu phân giảm 3,96 lần so với mẫu lá (từ 94,49 
còn 23,88), tương tự ở lá mắm vàng giảm 3,43 lần (từ 68,33 còn 19,94); còn đối với lá xanh, tỷ lệ này giảm 
2,49 lần ở lá vẹt xanh (từ 52,81 xuống 21,2) và 1,5 lần ở lá mắm xanh (từ 35,04 xuống 23,02). Hàm lượng 
dinh dưỡng khi qua hệ thống tiêu hóa của Ba khía tăng lên đáng kể đã chứng minh Ba khía có vai trò quan 
trọng trong chu trình chuyển hóa dinh dưỡng của RNM và là một trong những mắt xích quan trọng trong 
mạng lưới thức ăn của RNM.

Từ khóa: ba khía, chu trình dinh dưỡng, lá rừng, RNM. 

Chỉ số phân loại 4.4

*Tác giả chính: Email: vnthaovnb@vafs.gov.vn
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trường rồi tiến hành thí nghiệm.

Khung nuôi: chuẩn bị các khung lưới có kích thước 
40 x 40 x 40 cm. Đáy có lót 1 lớp gỗ mỏng. Thí nghiệm 
để trực tiếp trên nền rừng tự nhiên, ngập nước bán liên 
tục, dưới tán RNM, thủy triều lên xuống 2 lần/ngày, 
lúc thủy triều lên cao ngập khung khoảng 2-6 cm. Thời 
gian thực hiện thí nghiệm vào mùa khô (tháng 1.2014) 
nên trời nắng, không mưa.

Xác định loại lá ưa thích của Ba khía

Bố trí thí nghiệm có 4 nghiệm thức (NT), mỗi NT 
có 3 lần lặp lại, theo kiểu hoàn toàn ngẫu nhiên. Trong 
đó, NT2 và NT4 làm NT đối chứng của các NT1 và 
NT3.

NT1: Ba khía + hỗn hợp lá xanh (đước, mắm, vẹt); 
NT2 (đối chứng): hỗn hợp lá xanh (đước, mắm, vẹt) 
(không Ba khía); NT3: Ba khía + hỗn hợp lá vàng 
(đước, mắm, vẹt); NT4 (đối chứng): hỗn hợp lá vàng 
(đước, mắm, vẹt) (không Ba khía).

Trong đó, mẫu lá: chọn những loại lá đồng cỡ (chiều 
dài: lá đước khoảng 11 cm, lá mắm khoảng 6 cm, lá 
vẹt khoảng 8 cm; chiều rộng: lá đước khoảng 3 cm, 
lá mắm khoảng 3 cm, lá vẹt khoảng 2 cm). Ba khía: 
chọn những con đực và cái có kích cỡ tương tự nhau 
(khoảng 150-170 g/con, kích thước mai 45 x 25 mm).

Thí nghiệm được thực hiện trong các khung nuôi 
ngoài môi trường tự nhiên, các lá thí nghiệm được cân 
trở lại sau 12, 24 và 48 giờ để khảo sát khả năng lựa 
chọn các loại lá cây RNM của Ba khía. Bảo quản trong 
bọc nylon kín.

Xác định các tình trạng lá chọn lựa của Ba khía

Bố trí thí nghiệm có 6 NT, mỗi NT có 3 lần lặp lại, 
theo kiểu ngẫu nhiên hoàn toàn đầy đủ. Trong đó, NT2, 
NT4, NT6 làm NT đối chứng của các NT1, NT3 và NT5.

NT1: Ba khía + lá đước vàng và lá đước xanh; NT2: 
lá đước vàng, lá đước xanh (không Ba khía); NT3: Ba 
khía + lá mắm vàng, lá mắm xanh; NT4: lá mắm vàng, 
lá mắm xanh (không Ba khía); NT5: Ba khía + lá vẹt 
xanh, lá vẹt vàng; NT6: lá vẹt xanh, lá vẹt vàng (không 
Ba khía).

Thí nghiệm được thực hiện trong các khung nuôi 
ngoài môi trường tự nhiên, các lá thí nghiệm được cân 
trở lại sau 12, 24 và 48 giờ để khảo sát khả năng lựa 
chọn các tình trạng lá RNM của Ba khía; bảo quản trong 
bọc nylon kín.

The habit of eating 
three kinds of mangrove 
leaves, nutrient content 
in mangroves leaves and 

feces of Sesarma sp. in Ca Mau 
province

                                 
Summary

The study on feeding habit of Sesarma sp. in 
Vien An commune, Ngoc Hien district, Ca Mau 
province have shown that: for mangrove leaves, 
Sesarma sp. eats more yellow leaves than green 
leaves; for Avicenia alba leaves, Sesarma sp. eats 
no choice about yellow leaves and green leaves 
and for Bruguiera sp., Sesarma sp. eats more 
yellow leaves than green leaves. The experimental 
results about the choice between three types of 
leaves of Sesarma sp. have shown that: for yellow 
leaves, Sesarma sp. likes Avicenia alba leaves most, 
followed by Bruguiera sp. leaves and Rhizophora 
sp. leaves; for green leaves, Sesarma sp. likes 
green Avicenia alba leaves most and has no choice 
about Bruguiera sp. and Rhizophora sp. leaves. 
The nutrient content (C, N, P) in yellow leaves is 
lower than that in green leaves. When food goes 
through the digestive system, nutrition (C/N) 
has been significantly reduced. As for yellow 
leaves, the C/N ratio in Bruguiera sp. has been 
decreased 3.96 times from 94.49 in feces to 23.88 
in leaf, and this ratio in yellow Avicenia alba leaf 
has been reduced 3.43 times from 68.33 (feces) 
to 19.94 (leaf). The ratios in Bruguiera sp. and 
Avicenia alba green leaves has been reduced 2.49 
times and 1.5 times respectively. The nutrient 
content goes to the digestive system of Sesarma 
sp. has significantly increased which shows that 
Sesarma sp. is very important in nutrient cycle of 
mangrove forest and is one of the important links 
in the nutrient network of mangrove forest.

Keywords: mangrove forests, mangrove forest leaf, 
nutrient cycle, Sesarma sp. 

Classification number 4.4
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Thí nghiệm xác định hàm lượng C, N, P trong phân 
Ba khía

Thí nghiệm thực hiện có 6 NT, mỗi NT có 3 lần 
lặp lại nhưng cho ăn từng loại lá khác nhau: NT1: Ba 
khía + lá đước vàng; NT2: Ba khía + lá đước xanh; 
NT3: Ba khía + lá mắm vàng; NT4: Ba khía + lá mắm 
xanh; NT5: Ba khía + lá vẹt xanh; NT6: Ba khía + lá 
vẹt vàng.

Thu mẫu phân: sau 48 giờ bố trí thí nghiệm, Ba khía 
ăn các loại lá khác nhau nên thải ra những loại phân 
khác nhau, khối lượng phân trong các NT khoảng 5 
g/NT, tiến hành thu mẫu phân trên miếng gỗ để tiến 
hành phân tích các chỉ tiêu dinh dưỡng C, N, P. Để khô 
trong điều kiện bình thường, sau đó bảo quản trong 
bọc nylong kín. Thí nghiệm có 6 NT x 3 lặp lại = 18 
mẫu phân.

Xác định khối lượng lá được Ba khía ăn

Mẫu lá được cân khối lượng trước và sau khi cho 
Ba khía ăn trong các thí nghiệm. Sau đó, xác định 
trọng lượng lá được Ba khía ăn trong thí nghiệm theo 
công thức: Z = X - Y

X = dwađc - dwbđc (sử dụng cho mẫu đối chứng).

Y = dwaTN - dwbTN (sử dung cho mẫu thí nghiệm).

Trong đó: b là khối lượng trước thí nghiệm của mẫu 
lá; a: khối lượng sau thí nghiệm của mẫu lá; X là khối 
lượng của lá mất đi tự nhiên sau thí nghiệm (mẫu đối 
chứng); Y là khối lượng của lá sau thí nghiệm (mẫu 
lá làm thí nghiệm); Z là khối lượng của mẫu lá do Ba 
khía ăn.

Phân tích mẫu

Thành phần dinh dưỡng trong các mẫu lá: xác định 
tổng lượng chất hữu cơ C theo phương pháp Walkley-
Black. Xác định N tổng số bằng hỗn hợp H2SO4 - 
Salicyllic, H2O2 và sau đó chưng cất theo phương pháp 
Kjeldahl.

Tính tỷ lệ C/N = %C
%N

Phân tích tổng lân (TP) vô cơ bằng hỗn hợp H2SO4 
- Salicyllic, H2O2 và sau đó chưng cất theo phương 
pháp so màu.

Hàm lượng dinh dưỡng trong phân Ba khía: mẫu 
phân mang về chuyển toàn bộ vào khay nhựa sạch, 
để khô trong không khí thoáng mát (không phơi trực 
tiếp ngoài nắng). Các mẫu được đem nghiền mịn trong 

cối sứ bằng chày sứ bọc cao su, thao tác nhẹ nhàng. 
Mẫu sau khi nghiền trộn đều và đựng trong túi nylon, 
ghi nhãn và ký hiệu. Sau đó, tiến hành phân tích hàm 
lượng dinh dưỡng trong mẫu phân.

Xác định tổng lượng N vô cơ với H2SO4dd - CuSO4 - 
Se và chưng cất theo phương pháp Kjeldahl. Xác định 
tổng lượng chất hữu cơ C theo phương pháp Walkley-
Black. Xác định tỷ lệ C/N. Phân tích tổng lân với 
H2SO4dd - HClO4, hiện màu của phosphomolybdate, so 
màu trên máy quang phổ.

Số liệu được xử lý bằng phần mềm MS Excel 2003 
và chương trình SPSS Statistics 20.

Kết quả và thảo luận

Sự chọn lựa các loại lá của Ba khía

Lựa chọn loại lá xanh: kết quả 3 đợt thí nghiệm 
cho thấy, Ba khía ăn cả 3 loại lá (mắm xanh, đước 
xanh và vẹt xanh), chứng tỏ Ba khía ăn có sự chọn 
lọc về 3 loại lá này. Trong đó, lá mắm xanh được Ba 
khía ăn nhiều nhất (198 mg sau 12 giờ, 198 mg sau 
24 giờ và 250 mg sau 48 giờ), kế đến là vẹt xanh 
(99,67 mg sau 12 giờ; 99,7 mg sau 24 giờ và 146 
mg sau 48 giờ) và đước xanh (64,30 mg sau 12 giờ; 
69,7 mg sau 24 giờ và 104,30 mg sau 48 giờ). Kết 
quả phân tích thống kê cho thấy không có sự lựa 
chọn loại thức ăn của 2 loại lá vẹt xanh và đước xanh 
(bảng 1).

Bảng 1: khối lượng 3 loại lá xanh được Ba khía ăn sau 3 lần thí nghiệm

Loại lá
Khối lượng (mg)

12 giờ 24 giờ 48 giờ
Mắm xanh 198 a ± 19,43 198a  ± 33,65 250a ± 17,78
Đước xanh 64,30b ± 6,03 69,7b ± 23,09 104,3b ± 28,54
Vẹt xanh 99,67b ± 2,73 99,7b ± 17,67 146b ± 48,81

Ghi chú: các giá trị ở cùng một cột có cùng chữ cái a, b thì không khác biệt 
có ý nghĩa thống kê theo phương pháp Anova (p>0,05)

Kết quả phân tích tỷ lệ C/N trong các loại lá RNM 
khá cao, các loài cây RNM khác nhau có sự khác biệt 
đáng kể về hàm lượng dinh dưỡng trong lá, tỷ lệ C/N 
cao nhất trong lá vẹt xanh (52,81), tiếp đến là lá đước 
xanh (41,93) và thấp nhất trong lá mắm xanh (35,04). 
Như vậy, lá mắm xanh có tỷ lệ C/N thấp hơn 2 loại lá 
còn lại giúp cho Ba khía hấp thu đủ hàm lượng N và 
năng lượng để thỏa mãn nhu cầu thiết yếu của mình 
nên lá mắm xanh được ăn nhiều hơn và được Ba khía 
lựa chọn đầu tiên. Ngoài ra, theo Camilleri (1989) [3] 
thì lá mắm xanh có hàm lượng tanin thấp hơn hai loại 
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lá còn lại nên có thể hợp với khẩu vị của Ba khía.

Lựa chọn loại lá vàng: kết quả thí nghiệm về 3 loại 
lá vàng cho thấy, lá mắm vàng được Ba khía ăn nhiều 
nhất (392,53 mg sau 12 giờ; 451,5 mg sau 24 giờ và 
307  mg sau 48 giờ), tiếp đến là lá vẹt vàng (206,67 
mg sau 12 giờ; 241 mg sau 24 giờ và 193,67 mg sau 
48 giờ), ít nhất là lá đước vàng (230,33 mg sau 12 giờ; 
99,5 mg sau 24 giờ và 155,33 mg sau 48 giờ) (bảng 2).

Bảng 2: khối lượng 3 loại lá vàng được Ba khía ăn sau 3 lần thí nghiệm

Loại lá
Khối lượng (mg)

12 giờ 24 giờ 48 giờ

Mắm vàng 392,53a ± 79,98 451,5a  ± 0,50 307a ± 39,23

Đước vàng 230,33b ± 55,19 99,5b ± 34,50 155,33b ± 78,99

Vẹt vàng 206,67c  ± 43,92 241c ± 3,0 193,67c ± 42,67
	 Ghi chú: các giá trị ở cùng một cột có cùng chữ cái a, b, c 

thì không khác biệt có ý nghĩa thống kê (p>0,05) theo phương pháp Anova

Thí nghiệm cho thấy, khi phải lựa chọn Ba khía 
thích ăn lá mắm vàng nhiều hơn lá vẹt vàng và lá đước 
vàng, điều này tương tự với nghiên cứu của các tác giả 
Lee (1997) và Boon (2008) [4, 5]. Cũng tương tự như 
ở loại lá xanh, hàm lượng dinh dưỡng của lá mắm vàng 
(68,33) thấp hơn 2 loại lá vẹt vàng (94,49) và đước 
vàng (68,41) nên được Ba khía ăn nhiều hơn. Ngoài ra, 
có thể do hàm lượng tanin có nhiều trong loài cây đước 
nên Ba khía chọn loại lá này là ít nhất [6].

Sự lựa chọn tình trạng lá ưa thích của Ba khía

Lá đước: kết quả thí nghiệm cho thấy, Ba khía thích 
ăn lá đước vàng hơn lá đước xanh (bảng 3). Tỷ lệ C/N 
trong lá đước xanh thấp hơn lá đước vàng nhưng Ba 
khía ăn lá đước vàng nhiều hơn nguyên nhân có thể 
do chất gây khó tiêu như tanin cản trở quá trình tiêu 
hóa của động vật có nhiều trong lá đước xanh và hàm 
lượng tanin giảm dần theo thời gian kể từ khi lá rụng 
khỏi cây, vì vậy trong 2 loại lá thì lá xanh chứa nhiều 
tanin hơn trong lá vàng do pha hòa tan [7]. Đối với 
thức ăn là lá cây rừng, một số nghiên cứu cho thấy sự 
già hóa của lá cây theo thời gian rất quan trọng đối với 
khẩu vị của Ba khía. 

Bảng 3: khối lượng lá đước được Ba khía ăn sau 3 đợt thí nghiệm

Lá đước Khối lượng (mg)
12 giờ 24 giờ 48 giờ

Xanh 76,67a ± 55,08 47,67a  ± 23,97 80,33a ± 5,51
Vàng 400b ± 17,32 250b ± 201,48 169,33b ± 9,02

	 Ghi chú: các giá trị ở cùng một cột có cùng chữ cái a, b 
thì không khác biệt có ý nghĩa thống kê (p>0,05) theo phương pháp T-Test

Lá mắm: kết quả thống kê T-test cho thấy không có 
sự chọn lựa về hai tình trạng lá mắm xanh và lá mắm 
vàng của Ba khía (bảng 4).

Bảng 4: khối lượng lá mắm được Ba khía ăn sau 3 đợt thí nghiệm

Lá mắm
Khối lượng (mg)

12 giờ 24 giờ 48 giờ

Xanh 183,33a ± 35,12 217,33a ± 74,00 212,3a ± 6,81

Vàng 233,33a ± 85,05 243,67a ± 17,95 384,00a ± 21,28
Ghi chú: các giá trị ở cùng một cột có cùng chữ cái a 

thì không khác biệt có ý nghĩa thống kê (p>0,05) theo phương pháp T-Test

Lá vẹt: kết quả thí nghiệm có sự chọn lựa tình trạng 
lá ưa thích trong lá vẹt của Ba khía, chúng ăn lá vẹt vàng 
nhiều hơn lá vẹt xanh (bảng 5), có thể do lá vàng có vị 
thích hợp hơn so với lá xanh từ việc giảm đi đáng kể 
những hợp chất khó tiêu như tanin trong quá trình già 
hóa của lá cây rừng [8].

Bảng 5: khối lượng lá vẹt được Ba khía ăn sau 3 đợt thí nghiệm

Lá vẹt
Khối lượng (mg)

12 giờ 24 giờ 48 giờ
Xanh 86,67a ± 20,82 45,33a ± 12,74 82,67a ± 9,29
Vàng 143,33b ± 40,42 105,33b  ± 7,02 138,33b ± 16,17
Ghi chú: các giá trị ở cùng một cột có cùng chữ cái a, b thì không khác biệt 

có ý nghĩa thống kê (p>0,05) theo phương pháp T-Test

Kết quả về tình trạng của 3 loại lá trên cho thấy, 
ngoại trừ lá mắm không có sự lựa chọn tình trạng lá ưa 
thích thì Ba khía thích ăn lá vàng nhiều hơn lá xanh. Tuy 
nhiên, tỷ lệ C/N trong lá xanh thấp hơn trong lá vàng 
cho thấy hàm lượng dinh dưỡng C, N chỉ ảnh hưởng một 
phần đến tập tính ăn của Ba khía. Ngoài ra, có thể do quá 
trình phân hủy lá do pha hòa tan, điều kiện tự nhiên của 
môi trường như thủy triều, nhiệt độ, độ ẩm… là những 
yếu tố quan trọng để loại bỏ dần các chất khó tiêu như 
tanin, flavologlycan trong lá, giúp tăng khẩu vị của lá 
đối với Ba khía.

Hàm lượng dinh dưỡng trong lá và phân Ba khía

Hàm lượng dinh dưỡng C, N, P trong lá rừng: kết 
quả phân tích cho thấy hàm lượng C trong lá vàng cao 
hơn lá xanh (lá mắm giảm từ 56,64 xuống 51,84%, lá 
vẹt giảm từ 57,13 xuống 53,13%, lá đước giảm từ 55,03 
xuống 54,26%). Lượng C tăng lên có thể do lá vàng rụng 
xuống nền rừng và điều kiện nền rừng ngập, trũng nên 
hàm lượng chất hữu cơ tăng lên do sự phân huỷ chất hữu 
cơ kém và quá trình carbon hóa tự nhiên của lá [9].

Hàm lượng N trong lá xanh cao hơn trong lá vàng (lá 
mắm từ 0,84 đến 1,48%, lá vẹt từ 0,61 đến 1,01% và lá 
đước từ 0,81 đến 1,30%) nguyên nhân có thể là do sự 
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phân hủy N trong quá trình phân hủy trên nền rừng và 
các điều kiện tự nhiên của môi trường [9].

Bảng 6: hàm lượng dinh dưỡng trong lá RNM

Bảng 6 cho thấy, tỷ lệ C/N trong các loại lá RNM khá 
cao, tỷ lệ C/N trong lá vàng cao hơn lá xanh (lá mắm 
68,33 và 35,04, lá vẹt 94,49 và 52,81, lá đước 68,41 và 
41,93%) do hàm lượng N giảm xuống, quá trình rửa trôi 
của thủy triều hay các yếu tố tự nhiên trong môi trường 
như nhiệt độ, độ ẩm… và C tăng lên từ lá xanh và lá 
vàng trong quá trình phân hủy tự nhiên của lá. Kết quả 
này cũng phù hợp với nghiên cứu của Thongtham (2003) 
[10] trên đối tượng Neoepisesarma versicolor cho ăn 2 
dạng lá Rhizophora apiculata (lá xanh, lá vàng) hay kết 
quả nghiên cứu của Nordhaus (2003) [9] trên Ucides 
cordatus. Kết quả cũng cho thấy % hàm lượng C trong lá 
vàng cao hơn so với lá xanh được giải thích do quá trình 
phân hủy tự nhiên của lá trên nền rừng chậm và quá trình 
khoáng hóa tự nhiên làm giảm lượng N trong lá.

Để tăng trưởng và phát triển tốt, tỷ lệ C/N trong thức 
ăn của các loài không xương sống không được vượt quá 
17 [10, 11], tỷ lệ này thấp hơn đáng kể so với tỷ lệ C/N 
của lá cây RNM. Qua kết quả phân tích tỷ lệ C/N của lá 
cây RNM vào khoảng 35-95 tùy theo loài cho thấy thức 
ăn vật rụng là loại thức ăn nghèo dinh dưỡng đối với 
những động vật sử dụng chúng như nguồn thức ăn chính. 
Do đó, Lee (1997) [4] cho rằng Ba khía phải thu nhận 
chất dinh dưỡng thiết yếu như N để bổ sung vào từ các 
nguồn khác chứ không chỉ là từ vật rụng. Ba khía chiếm 
thời gian hoạt động trên bề mặt trầm tích. Hoạt động này 
giúp Ba khía bổ sung N từ những thức ăn nhặt được trên 
bề mặt trầm tích như tảo, nấm hay vi khuẩn [9, 10]. 

Kết quả phân tích P cho thấy, lá xanh có hàm lượng 
P cao hơn lá vàng (lá mắm 0,56 > 0,38%, lá vẹt 0,3 > 
0,27%, lá đước 0,29 > 0,20%). Nguyên nhân là do P là 
chất cần thiết cho nhu cầu năng lượng của vi khuẩn nên 
hoạt động của các loại vi khuẩn trên lá vàng làm giảm 
hàm lượng của P trên lá vàng.

Hàm lượng dinh dưỡng C, N, P trong phân Ba khía: 
khi cho ăn các loại lá khác nhau thì Ba khía thải ra một 
khối lượng phân khác nhau sau 3 đợt. Đối với NT là lá 
đước, Ba khía ăn lá rất ít và hầu như khối lượng phân thải 
ra là không có (bảng 7).

Bảng 7: hàm lượng dinh dưỡng trong phân Ba khía và đất rừng

Khi cho thức ăn là lá vàng, hàm lượng C trong phân 
Ba khía cao hơn hàm lượng C khi cho ăn lá xanh (mắm 
22,31 > 13,34% và vẹt 27,54 > 17,27%). Hàm lượng 
dinh dưỡng trong phân khi cho ăn các loại lá này đều cao 
hơn lượng C trong đất rừng tự nhiên.

Tương tự như C, hàm lượng N trong phân của Ba khía 
khi cho ăn lá vàng cao hơn hàm lượng N khi cho ăn lá 
xanh (mắm 1,12 > 0,58% và lá vẹt 1,15 > 0,82%), hàm 
lượng N trong phân Ba khía cao hơn hàm lượng N trong 
đất trên nền rừng tự nhiên. 

Kết quả phân tích cho thấy, hàm lượng P trong phân 
Ba khía khi cho ăn lá vẹt vàng và mắm vàng là cao nhất 
(1,77%), tiếp đến là mẫu vẹt xanh (0,38%), mắm xanh 
(0,27%) và cuối cùng là mẫu đất rừng (0,11%). Kết quả 
phân tích hàm lượng dinh dưỡng trong phân Ba khía cho 
thấy khi ăn các loại thức ăn khác nhau thì Ba khía sẽ 
thải ra ngoài môi trường các dạng phân có hàm lượng 
dinh dưỡng khác nhau. Tỷ lệ C/N trong lá sau khi qua hệ 
thống tiêu hóa của Ba khía được thải ra môi trường dưới 
dạng phân giảm đi rõ rệt. Điều này cho thấy Ba khía có 
vai trò khá lớn trong chu trình dinh dưỡng của RNM, 
cũng như mạng lưới thức ăn trong nền RNM.

Vai trò chuyển hóa dinh dưỡng (C, N) của Ba khía: 
kết quả phân tích cho thấy, tỷ lệ C/N trong phân Ba khía 
bị giảm rất nhiều sau quá trình tiêu hóa, đặc biệt thức ăn 
là lá vàng. Đối với lá vẹt vàng, tỷ lệ C/N giảm đi 3,96 lần 
trong mẫu phân (94,49) so với mẫu lá (23,88), lá mắm 
vàng giảm 3,43 lần với 68,33 (phân) và 19,94 (lá), còn 
đối với lá xanh tỷ lệ này củng giảm 2,49 lần đối với lá vẹt 
xanh với 52,81 (phân) và 21,2 (lá), lá mắm xanh giảm 1,5 
lần với 35,04 (phân) và 23,02 (lá). Theo kết quả thống 
kê Independent Samples Test thì sự chênh này đều có sự 
khác biệt có ý nghĩa thống kê ở mức ý nghĩa 0,05.

Tên lá C % N tổng % C/N P tổng %
Mắm xanh 51,84 ± 1,19 1,48 ± 0,02 35,04 ± 1,28 0,56 ± 0,04
Mắm vàng 56,64 ± 1,80 0,84 ± 0,08 68,33 ± 8,33 0,38 ± 0,00
Vẹt xanh 53,13 ± 0,70 1,01 ± 0,07 52,81 ± 4,36 0,30 ± 0,02
Vẹt vàng 57,13 ± 1,26 0,61 ± 0,02 94,49 ± 4,42 0,27 ± 0,04
Đước xanh 54,26 ± 0,03 1,30 ± 0,05 41,93 ± 1,44 0,29 ± 0,02
Đước vàng 55,03 ± 0,80 0,81 ± 0,04 68,41 ± 1,99 0,20 ± 0,03

Tên mẫu C % N tổng % C/N P tổng %

Phân Ba khía ăn lá vẹt xanh 17,27 ± 0,65 0,82 ± 0,04 21,20 ± 1,82 0,38 ± 0,00

Phân Ba khía ăn vẹt vàng 27,54 ± 0,00 1,15 ± 0,00 23,88 ± 0,00 1,77 ± 2,31

Phân ba khía ăn mắm xanh 13,34 ± 0,20 0,58 ± 0,01 23,02 ± 0,86 0,27 ± 0,00

Phân ba khía ăn mắm vàng 22,31 ± 0,00 1,12 ± 0,00 19,94 ± 0,02 1,77 ± 0,00

Đất rừng 6,02 ± 0,18 0,24 ± 0,01 24,90 ± 0,37 0,11 ± 0,00

Hình 1: biểu đồ tỷ lệ C/N trong lá và phân Ba khía
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Sự giảm của tỷ lệ C/N trong phân khi thải ra môi 
trường là dấu hiệu cho thấy chất hữu cơ dễ dàng được 
khoáng hóa hơn, đồng thời các sinh vật đất sử dụng phân 
Ba khía để làm nguồn thức ăn, chất nền cũng thuận lợi 
hơn so với chúng trực tiếp sử dụng nguồn thức ăn là lá 
rụng. Sự giảm đi tỷ lệ C/N này cũng phù hợp với những 
kết quả nghiên cứu trước đây của Lee (1997), Nordhaus 
(2003), Thongtham (2005), Đỗ Thị Thu Hường (2011) 
[4, 9, 10, 12]. Việc giảm đi tỷ lệ C/N thông qua hệ thống 
tiêu hóa của Ba khía được giải thích có thể là do mật độ 
vi sinh vật trong bao tử Ba khía cũng như khả năng tiêu 
hóa hàm lượng C trong đường ruột của loài này.

Những nghiên cứu trước đây của Đỗ Thị Thu Hường 
(2011), Micheli (1993), Thong tham và Kristensen 
(2005) cho thấy mật độ vi sinh vật cao hơn trong phân 
so với mật độ vi sinh vật trong lá nên góp phần thúc 
đẩy việc phân hủy chất dinh dưỡng, giúp cho phân sau 
khi thải ra môi trường dễ dàng được phân hủy hơn so 
với nguồn thức ăn ban đầu. Nghiên cứu của Thongtham 
(2005) ghi nhận sự hiện diện của vi sinh vật trong mẫu 
phân của Neoepisesarma versicolor cao hơn 5-10 lần so 
với mật độ vi sinh vật trong mẫu lá cây đước Rhizophora 
apiculata. Hệ thống tiêu hóa của Ba khía đã tạo điều kiện 
thuận lợi cho vi sinh vật sinh trưởng và phát triển.

Kết quả nghiên cứu đã chứng minh Ba khía là một 
trong những mắt xích quan trọng trong dòng dinh dưỡng 
của RNM. Ba khía không chỉ tác động đến cấu trúc cũng 
như tính chất lý hóa của nền rừng thông qua việc đào 
hang làm đất tơi xốp, tăng tính hiếu khí cho đất… mà 
những hoạt động sống của chúng góp phần vào sự sinh 
trưởng và phát triển của cây rừng cũng như những sinh 
vật nhỏ hơn sống trong đất.

Kết luận 

Qua kết quả thí nghiệm về loại lá ưa thích của Ba 
khía cho thấy, đối với lá vàng Ba khía thích ăn lá mắm 
vàng nhiều nhất, tiếp đến là lá vẹt vàng và lá đước vàng; 
đối với tình trạng lá xanh, Ba khía thích ăn lá mắm xanh 
nhiều nhất và không có sự chọn lựa giữa lá vẹt xanh và 
đước xanh. Thí nghiệm về tình trạng lá ưa thích cho thấy, 
đối với lá đước thì Ba khía chọn lựa lá vàng nhiều hơn lá 
xanh; đối với lá mắm không có sự lựa chọn giữa hai tình 
trạng lá vàng và xanh; còn đối với lá vẹt Ba khía chọn lựa 
lá vàng nhiều hơn lá xanh.

Hàm lượng dinh dưỡng, hàm lượng N tổng số trong lá 
xanh cao hơn trong lá vàng, ngược lại, hàm lượng chất hữu 
cơ trong lá xanh thấp hơn lá vàng. Tỷ lệ C/N trong lá RNM 
tương đối cao (35-95) và cao hơn nhu cầu của Ba khía, hàm 
lượng dinh dưỡng của lá chỉ ảnh hưởng một phần đến tập 

tính ăn của Ba khía.

Tỷ lệ C/N khi qua hệ thống tiêu hóa của Ba khía bị 
giảm đi đáng kể đã chứng minh Ba khía có vai trò quan 
trọng trong chu trình chuyển hóa dinh dưỡng của RNM 
và là một trong những mắt xích quan trọng trong mạng 
lưới thức ăn của RNM.

Trong thời gian tới cần tiếp tục khảo sát hàm lượng 
tanin trong lá trước và sau thí nghiệm; ảnh hưởng của 
giới tính, kích thước cơ thể Ba khía đối với khả năng 
tiêu thụ của chúng; thành phần loài và mật độ vi sinh vật 
trong bao tử và phân Ba khía để thấy được vai trò của nó 
trong việc giúp Ba khía tiêu hóa thức ăn.
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Đặt vấn đề

CE là một trong những 
hoạt chất chính của nhiều 
loại thuốc BVTV được bán 
phổ biến trên thị trường. 
Theo thống kê hiện nay, có 
khoảng 95 tên thương mại 
chứa hoạt chất CE như: 
Anboom 40EC, Mondeo 
60EC, Sieu Sao E 500WP...; 
trong đó có khoảng 69 tên 
thương mại chứa hoạt chất 
CE được phối trộn với hoạt 
chất khác ở các mức tỷ lệ 
khác nhau như: Monifos 
250EC, Paragon 555EC, 
Soddy 430EC… (www.
ppd.gov.vn). Hoạt chất CE 
thuộc gốc lân hữu cơ, gây 
hại cho sinh vật chủ yếu là 
tác động lên hệ thần kinh 
thông qua việc ức chế hoạt 
tính của ChE. Khi ChE bị 
ức chế đến 70% sẽ làm 
chết hầu hết các loài thủy 

Ảnh hưởng của thuốc bảo vệ thực vật chứa hoạt chất 
chlorpyrifos ethyl lên cholinesterase ở cá lóc giai đoạn giống  

Nguyễn Anh Tuấn*, Nguyễn Văn Công, Châu Thành Tươi
 Trường Đại học Cần Thơ

Ngày nhận bài 10.3.2015, ngày chuyển phản biện 13.3.2015, ngày nhận phản biện 15.4.2015, ngày chấp nhận đăng 18.4.2015

Nghiên cứu xác định độc cấp tính và ảnh hưởng của thuốc bảo vệ thực vật (BVTV) chứa hoạt chất 
chlorpyrifos ethyl (CE) lên enzyme cholinesterase (ChE) ở cá lóc (Channa striata) cỡ giống đã được thực 
hiện tại Trường Đại học Cần Thơ. Nồng độ gây chết 50% (LC50) cá lóc được thực thiện theo phương pháp 
nước tĩnh, không thay nước. Ảnh hưởng của hoạt chất CE lên ChE khi nồng độ thuốc BVTV thấp hơn 
ngưỡng gây chết cá được bố trí hoàn toàn ngẫu nhiên. Kết quả cho thấy, LC50-96 của CE đối với cá lóc 
cỡ giống là 27,1 ppb. Hoạt tính ChE trong não cá lóc rất nhạy cảm với CE, ở nồng độ 1,36 ppb đã gây ảnh 
hưởng đáng kể đến ChE. Cá bị ức chế cao nhất là 48-60 giờ sau khi tiếp xúc với thuốc, và sẽ phục hồi sau 
2 ngày sống trong nước sạch. Nghiên cứu cho thấy, thuốc BVTV chứa hoạt chất CE rất độc đối với cá lóc. 
Những nghiên cứu thực nghiệm trên ruộng cần được thực hiện để có đánh giá đầy đủ về ảnh hưởng của 
hoạt chất này đến cá lóc sống trong tự nhiên.

Từ khoá: channa striata, chlorpyrifos ethyl, cholinesterase, LC50.

Chỉ số phân loại 4.5

*Tác giả chính: Email: tuants@ctu.edu.vn

Effects of insecticide chlorpyrifos ethyl 
on cholinesterase enzyme in fingerling 

snakehead fish
                                 

Summary

Acute toxicity and effects of insecticide chlorpyrifos ethyl on cholinesterase 
(ChE) enzyme in fingerling snakehead fish (Channa striata) have been 
tested in Can Tho University. Median lethal concentration (LC50) has 
been carried out under the static and non-renewed water system. Effects 
this insecticide on ChE activity in the species were done by exposing fishes 
into sub-acute concentrations and then removing them into clean-water 
for ChE recovery monitoring. The result has shown that LC50-96 of 
Chlorpyrifos Ethyl for big fingerling snakehead fishes is 27.1 ppb. The ChE 
activity in the brain of snakehead fish is very sensitive with this pesticide; 
the significant inhibition has been seen at the concentration of 1.36 ppb. 
The highest ChE inhibition has been seen after 48 to 60 hours of exposure. 
ChE can have quick recovery after 2 days living in clean water. The study 
has shown that Chlorpyrifos Ethyl is very toxic to snakehead fishes. The 
field studies on this species and Chlorpyrifos Ethyl are recommended for 
fully understanding the impacts of using this pesticide in rice cultivation in 
the Mekong river delta on snakehead fishes in nature.

Keywords: channa striata, chlorpyrifos ethyl, cholinesterase, LC50.

Classification number 4.5
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sinh vật [1], và khi 30% bị ức chế được xem như giới 
hạn cho phép tối đa cho hầu hết sinh vật [2]. Khi sử 
dụng, chỉ có 50% thuốc BVTV bám trên cây trồng và 
sinh vật, phần còn lại đi vào đất, nước, không khí, gây 
nhiễm bẩn môi trường và tác hại đến sinh vật khác [3].  

Cá lóc (có nơi gọi cá quả, cá tràu) là loài hô hấp 
khí trời bắt buộc [4], có khả năng thích ứng với những 
biến đổi rộng của điều kiện môi trường [5], phân bố ở 
nhiều loại hình thủy vực khác nhau như sông, ao, hồ, 
kênh, ruộng [6]. Do đó, loài cá này dễ bị phơi nhiễm và 
tác động khi người dân sử dụng hóa chất BVTV trong 
canh tác lúa. 

Nghiên cứu này được thực hiện nhằm xác định 
được độc cấp tính và ảnh hưởng của CE lên ChE ở cá 
lóc để làm cơ sở cho nghiên cứu đánh giá ảnh hưởng 
của việc sử dụng thuốc BVTV chứa hoạt chất CE trên 
đồng ruộng đến loài cá này trong tự nhiên. 

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu

Thuốc Mondeo 60EC chứa 60% hoạt chất CE 
[O, O-diethyl O-(3,5,6-trichloro-2-pyrinidyl) - 
phosphorothioate] do Công ty TNHH Meghmani 
Organic (Ấn Độ) sản xuất được sử dụng như nguồn 
độc chất chứa hoạt chất CE. 

Hóa chất NaH2PO4.2H2O (Merck), Na2HPO4.2H2O 
(Merck), Acetylcholine iodide (Merck) và C14H8N2O8S2 
(Merck) sử dụng để đo cholinesterase. Aceton và nước 
cất dùng để rửa dụng cụ nghiền mẫu trước khi sử dụng 
nghiền mẫu tiếp theo.

Cá lóc được ương nuôi từ cỡ cá lóc con (1,3 cm). 
Cá được ương trong bể composite chứa nước máy, sục 
khí liên tục, mỗi ngày thay 50% nước. Cá được cho 
ăn bằng trùn chỉ với tỷ lệ cho ăn 3-5% trọng lượng cá. 
Khi cá đạt 2,5-3 g/con được chọn để bố trí thí nghiệm. 
Ngừng cho ăn một ngày trước khi bố trí thí nghiệm để 
hạn chế cá bài tiết làm ô nhiễm nước.

Phương pháp bố trí thí nghiệm

Xác định LC50-96: 6 nồng độ hoạt chất CE (16, 
19, 23, 28, 33 và 40 ppb) và lô đối chứng được bố trí 
hoàn toàn ngẫu nhiên trong các bể composite 50 l chứa 
20 l dung dịch, với 5 lần lặp lại; mỗi bể thả 10 cá thể. 
Không cho cá ăn, không sục khí và không thay nước 
trong suốt 96 giờ thí nghiệm. Mondeo 60EC được pha 
loãng 500 lần để tạo dung dịch mẹ. Tính nồng độ hoạt 

chất CE trong dung dịch theo công thức:  

C1 x V1 = C2 x V2 

Trong đó: C1 là nồng độ hoạt chất CE có trong 
thuốc, V1 là thể tích thuốc, C2 là nồng độ CE cần chuẩn 
bị, V2 là thể tích dung dịch cần pha.

Nhiệt độ, pH, DO được đo hàng ngày vào lúc 6-7 
giờ và 14-15 giờ bằng máy đo DO và máy đo pH. Quan 
sát biểu hiện của cá thí nghiệm và ghi nhận số lượng 
cá chết vào các thời điểm 1, 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48, 60, 
72, 84 và 96 giờ sau khi bố trí thí nghiệm. Xác  cá chết 
được vớt ra ngoài để hạn chế sự thối rữa làm giảm oxy 
hòa tan. 

Xác định nhạy cảm của ChE trong não cá lóc đối 
với CE: 5 nồng độ CE (tương ứng với 1, 5, 10, 15 và 
20% giá trị LC50-96 của CE) và lô đối chứng được bố 
trí hoàn toàn ngẫu nhiên trong bể composite 50 l với 3 
lần lặp lại. Mỗi bể chứa 20 l dung dịch, thả 21 cá. Thí 
nghiệm kéo dài 4 ngày. Không thay nước, không sục 
khí và không cho cá ăn trong suốt thời gian thí nghiệm. 
Hàng ngày đo nhiệt độ, oxy hòa tan và pH vào lúc 6-7 
giờ và 14-15 giờ bằng máy đo DO và máy đo pH. Cá 
được thu ở các thời điểm 1, 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 
84 và 96 giờ sau khi bố trí thí nghiệm để đo ChE; mỗi 
nồng độ thu 6 cá. ChE được đo trên máy so màu quang 
phổ ở bước sóng 412 nm theo phương pháp Ellman và 
cs (1961) [7].

Xác định thời gian phục hồi của ChE ở cá lóc sau 
khi tiếp xúc với CE: 5 nồng độ CE (tương ứng với 1, 
5, 10, 15 và 20% của LC50-96) và đối chứng được bố 
tr í  hoàn toàn ngẫu nhiên trong vòng 48 giờ, lặp 
lại 3 lần. Mỗi bể chứa 20 l dung dịch và thả 25 cá. Sau 
48 giờ tiếp xúc, cho cá ra nước sạch (thay 100% nước) 
để theo dõi sự phục hồi ChE. Mẫu cá được thu trước 
khi thay nước và sau 1, 3, 5, 7 ngày sau khi thay nước; 
mỗi nồng độ thu 6 cá để đo ChE.

Giá trị LC50 được ước tính theo phương pháp 
Probit [8] sử dụng phần mềm SPSS. Số liệu ChE được 
tính trung bình, phân tích phương sai và so sánh giữa 
các nghiệm thức bằng kiểm định Duncan. Sai khác có 
ý nghĩa thống kê được tính khi p < 0,05.

Kết quả và thảo luận

Xác định nồng độ CE gây chết 50% cá lóc đồng

Nhiệt độ, oxy hoà tan và pH trong thời gian 
thí nghiệm: nhiệt độ nước buổi sáng dao động 
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từ 27,7±1,290C đến 29,1±0,050C; buổi chiều từ 
29,3±0,550C đến 30,2±0,050C. Chênh lệch nhiệt độ 
trong ngày cũng như sự khác biệt nhiệt độ giữa các bể 
thí nghiệm tương đối thấp và khá ổn định trong suốt 
thời gian thí nghiệm. Theo Lee và Peter (1994), cá lóc 
có thể sống ở nhiệt độ 11-400C, phát triển tốt ở 20-
300C [9]. Khoảng biến động nhiệt độ nước trong các 
bể thí nghiệm thích hợp với sự phát triển bình thường 
của cá. 

Lượng oxy hòa tan vào buổi sáng dao động từ 
4±0,05 mg/l đến 5,4±0,11 mg/l; buổi chiều dao động 
từ 4±0,06 mg/l đến 5,66±0,04 mg/l. Mặc dù lượng oxy 
hòa tan ở các bể thí nghiệm không thấp nhưng cá lóc 
có tập tính hô hấp khí trời bắt buộc [4] nên vẫn sử dụng 
oxy từ khí trời. Khi hàm lượng oxy hòa tan trong nước 
giảm cá sẽ tăng hoạt động hô hấp khí trời, có thể làm 
độc chất xâm nhập vào cơ thể chậm hơn bình thường. 

Giá trị pH trong thí nghiệm biến động rất nhỏ, trong 
khoảng 6,7±0,03 đến 7,1±0,02. Theo Lee và Peter 
(1994), cá lóc có khả năng chịu đựng pH 4,25-9,4; độ 
pH ổn định là điều kiện tốt cho cá lóc sinh sống và phát 
triển [5]. Giá trị pH trong thí nghiệm này  thích hợp 
cho sự phát triển bình thường của cá lóc. 

Nhìn chung các yếu tố môi trường trong thí nghiệm 
này nằm trong giới hạn sinh lý, sinh trưởng bình 
thường của cá lóc. Sự ổn định các yếu tố pH, lượng 
oxy hòa tan và nhiệt độ giữa các nghiệm thức cho thấy 
thí nghiệm có tính đồng nhất cao về mặt môi trường.

Tỷ lệ cá chết theo thời gian và LC50 của CE đối với 
cá lóc: tỷ lệ chết không xuất hiện ở nghiệm thức đối 
chứng trong suốt 96 giờ thí nghiệm. Các nghiệm thức 
chứa thuốc ở nồng độ khác nhau đều có tỷ lệ chết khác 
nhau (bảng 1). 

Bảng 1: tỷ lệ chết (%) của cá ở các nồng độ CE khác nhau 
trong thời gian thí nghiệm

Kết quả bảng 1 cho thấy, ở nồng độ CE càng cao thì 
tỷ lệ cá chết theo thời gian càng lớn. Giữa các nghiệm 
thức, cá chết tập trung trong khoảng thời gian từ 24 giờ 
đến 36 giờ, càng về sau tỷ lệ cá chết giảm dần và rải 
rác ở từng thời điểm. Từ tỷ lệ chết, bằng phương pháp 
Probit, giá trị LC50-96 tính được là 27,1 ppb. Qua đó 
cho thấy hoạt chất CE có độc tính rất cao đối với cá lóc 
vì có LC50-96  < 100 ppb.

Theo chỉ dẫn của nhà sản xuất, liều phun trên ruộng 
của Mondeo 60EC là 0,6-0,8 l/ha. Nếu mực nước trên 
ruộng là 10 cm và có 50% lượng thuốc rơi xuống nước 
sau khi phun, nồng độ CE trong nước trên ruộng dao 
động trong khoảng 180-240 ppb. Nồng độ này bằng 
6,6 đến 8,9 lần giá trị LC50-96, vì vậy khi sử dụng 
thuốc theo liều chỉ dẫn có thể làm chết cá trên ruộng. 

Xác định mức độ nhạy cảm của ChE ở cá lóc với 
CE

Nhiệt độ, oxy hoà tan và pH: nhiệt độ trung bình 
buổi sáng giữa các nghiệm thức trong thời gian thí 
nghiện dao động từ 29±0,1 đến 29,3±0,10C; buổi chiều 
trung bình nhiệt độ giữa các nghiệm thức dao động 
từ 29,9±0,1 đến 30,3±0,10C. Theo Nguyễn Văn Công 
và cs (2006), nhiệt độ từ 23 đến 360C không làm ảnh 
hưởng đến hoạt tính ChE của cá lóc [10]. Trong thí 
nghiệm này, chênh lệch nhiệt độ giữa sáng và chiều 
không quá 30C nên không ảnh hưởng đến hoạt tính của 
ChE ở cá lóc.

Không có sự khác biệt lớn về oxy hòa tan giữa các 
nghiệm thức, buổi sáng lượng oxy hòa tan dao động từ 
3,7±0,01 đến 4,1±0,03 mg/l và buổi chiều từ 3,9±0,06 
đến 4,1±0,12 mg/l. 

Giá trị pH tương đối đồng nhất giữa các nghiệm 
thức, dao động trong khoảng 6,4±0,02 đến 6,8±0,01 
vào buổi sáng và 6,5±0,01 đến 6,7±0,02 vào buổi 
chiều. 

Hoạt tính ChE của cá lóc đồng theo thời gian: 
trước khi tiếp xúc với thuốc, hoạt tính ChE trung bình 
là 6,5±1,4 µM/g/phút và khác biệt không có ý nghĩa 
thống kê giữa các nghiệm thức. 

Tỷ lệ ức chế ở thời điểm 1 giờ của nghiệm thức 1, 
5, 10, 15 và 20% LC50-96 lần lượt là 0,7; 21,1; 19,9; 
46,6 và 26,0% (hình 1). Ở thời điểm 48 giờ, tỷ lệ ức 
chế ở các nghiệm thức 1, 5, 10, 15 và 20% LC50-96 
lần lượt là 5,3; 21,6; 51,5; 69,1 và 80,3%. Ở thời điểm 
60 giờ, tỷ lệ ức chế ở các nghiệm thức 1, 5, 10, 15 

Thời gian

(giờ)

Nồng độ CE (ppb) LC50

(ppb)ĐC 13 16 19 23 28 33 40

0 0 0 0 0 0 0 0 0

6 0 0 0 0 0 0 0 5,46

9 0 0 0 0 0 1,82 10,92 27,28

12 0 0 0 0 1,82 14,56 30,94 56,36

24 0 3,64 5,46 7,28 23,66 49,1 72,7 81,8 29,1

36 0 7,28 12,74 10,92 34,56 56,34 74,52 89,08 27,7

48 0 7,28 12,74 10,92 34,56 56,34 78,16 94,54 27,4

60 0 7,28 14,56 10,92 34,56 58,16 78,16 94,54 27,3

72 0 7,28 14,56 10,92 34,56 59,98 79,98 96,36 27,1

84 0 7,28 14,56 10,92 34,56 59,98 79,98 96,36 27,1

96 0 7,28 14,56 10,92 34,56 59,98 79,98 96,36 27,1
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và 20% LC50-96 lần lượt là 15,5; 26,2; 45,9; 71,4 và 
80,7%. Ở thời điểm kết thúc thí nghiệm (96 giờ), tỷ lệ 
ức chế ở các nghiệm thức 1, 5, 10, 15 và 20% LC50-96 
lần lượt là 7,3; 17,7; 23,4; 51,7 và 56,8%.

Kết quả trên cho thấy, hoạt tính ChE trong não cá 
chịu ảnh hưởng bởi nồng độ và thời gian tiếp xúc với 
hoạt chất CE. Ở cùng thời điểm thu mẫu, nồng độ 
thuốc càng cao thì hoạt tính ChE bị ức chế càng nhiều. 
Tỷ lệ ức chế ChE cao nhất trong khoảng 48-60 giờ tiếp 
xúc, sau đó có khuynh hướng phục hồi dần. Tuy nhiên, 
ngoại trừ ở nồng độ 1% LC50-96, tại thời điểm 96 giờ 
hoạt tính của ChE ở tất cả các nghiệm thức đều chưa 
phục hồi hoàn toàn, với sự khác biệt có ý nghĩa thống 
kê so với đối chứng (p < 0,05).

Kết quả cho thấy, ở mức 5% LC50-96 là nồng độ 
thấp nhất mà hoạt chất CE ảnh hưởng đến ChE có ý 
nghĩa, tương đương 1,36 ppb. Nếu nồng độ CE nhỏ 
hơn hoặc bằng 1% LC50-96, tương đương 0,27 ppb, 
sẽ không tác động đến hoạt tính của ChE (p < 0,05). 
Các nồng độ này thấp hơn rất nhiều so với nồng độ lý 
thuyết tính toán dựa theo liều chỉ dẫn khi phun Mondeo 
60EC cho ruộng lúa. Điều này cho thấy, hoạt tính ChE 
trong não cá lóc rất nhạy cảm với CE, ở nồng độ rất 
thấp (1,36 ppb) cũng thấy sự khác biệt rõ ràng so với 
đối chứng. Do đó, đo hoạt tính ChE trong não cá lóc 
đồng có thể cho thấy cá đã phơi nhiễm môi trường có 
tồn tại hoạt chất CE.

Khi tiếp xúc với CE ở nồng độ ≥ 10% LC50-96 
(2,71 ppb), hoạt tính ChE ít nhất có 1 thời điểm thu 
mẫu bị ức chế cao hơn 30% so với đối chứng. Theo 
Aprea và cs (2002), khi ChE bị ức chế hơn 30% sẽ làm 
cho sinh vật bất bình thường và khi bị ức chế hơn 70% 
sẽ làm đa số sinh vật chết [1, 2]. Như ước tính, nồng độ 

CE trên ruộng sau khi phun dao động 
180-240 ppb, nồng độ này bằng 66 
đến 89 lần giá trị 10% LC50-96. Qua 
đó cho thấy, khi sử dụng thuốc bằng 
liều chỉ dẫn có thể làm ChE bị ức 
chế hơn 70%. Dự đoán này cần được 
kiểm chứng thực tế để có kết luận cụ 
thể hơn.

Khả năng phục hồi ChE ở cá lóc 
đồng sau khi tiếp xúc với CE

Nhiệt độ, oxy hòa tan và pH trong 
thời gian thí nghiệm: trung bình nhiệt 
độ buổi sáng đo được dao động từ 
29,0±0,1 đến 29,3±0,10C. Các giá trị 

này buổi chiều dao động từ 30,0±0,1 đến 30,2±0,10C. 
Chênh lệch nhiệt độ tối đa trong ngày trong thời gian 
thí nghiệm khoảng 10C. 

Trung bình lượng oxy hòa tan vào buổi sáng dao 
động từ 3,6±0,03 đến 4,0±0,05 mg/l; buổi chiều dao 
động từ 4,0±0,01 đến 4,2±0,03 mg/l. 

Giá trị pH nước trong thí nghiệm khá ổn định, dao 
độnng từ 6,5±0,04 đến 6,7±0,03 vào buổi sáng và từ 
6,6±0,00 đến 6,8±0,01 vào buổi chiều. Sự chênh lệch 
giữa các nghiệm thức không quá một đơn vị. 

Nhìn chung, các yếu tố môi trường trong thí nghiệm 
nằm trong giới hạn sinh lý, sinh trưởng của cá lóc đồng. 

Khả năng phục hồi ChE ở cá lóc đồng theo thời 
gian: hoạt tính ChE trong não cá lóc đồng 2 ngày sống 
trong CE ở nghiệm thức 1%, 5%, 10%, 15%, 20% 
LC50-96 lần lượt bằng 94,7%, 78,4%, 48,5%, 30,9% 
và 19,8% so với đối chứng (hình 2). 

Hình 1: tỷ lệ (%) ức chế ChE so với đối chứng (trung bình ± SE) trong não cá lóc đồng 
trong 96 giờ tiếp xúc với CE. Trong cùng thời điểm thu mẫu, hoạt tính ở các nghiệm thức 

có chữ cái giống nhau thì sai khác không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05)

Hình 2: hoạt tính ChE (% so với đối chứng) ở các nghiệm thức 
trong giai đoạn tiếp xúc thuốc và phục hồi trong nước sạch. 

Trong cùng thời điểm thu mẫu, ChE ở các nghiệm thức có cùng chữ cái
 thì khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05)
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Sau 1 ngày (3 ngày sau khi bố trí) sống trong môi 
trường không có thuốc, hoạt tính ChE trong não cá 
lóc đồng đã có dấu hiệu phục hồi so với hoạt tính ChE 
đo được sau khi tiếp xúc với thuốc 48 giờ. Ở 2 nồng 
độ 1%, 5% LC50-96 hầu như đã phục hồi hoàn toàn, 
trong khi 3 nồng độ 10%, 15%, 20% LC50-96 thì tỷ 
lệ ức chế ChE lần lượt là 74,5%, 47,8%, 54,3% so với 
đối chứng.

Sau 3 ngày sống trong nước sạch (5 ngày sau bố 
trí), hoạt tính ChE ở các nghiệm thức phục hồi hoàn 
toàn, riêng nghiệm thức 10% LC50-96 thì ChE phục 
hồi được 96% so với đối chứng. Kể từ ngày thứ 5 trong 
nước sạch (7 ngày sau khi bố trí) trở về sau, hoạt tính 
ChE trong não cá lóc đồng ở tất cả các nghiệm thức dù 
có dao động nhưng luôn khác biệt không có ý nghĩa 
thống kê (p > 0,05) so với đối chứng. 

Ảnh hưởng của diazinon lên hoạt tính ChE trên cá 
lóc sau 2 lần tiếp xúc trong 4 ngày rồi cho cá ra môi 
trường nước sạch thì hoạt tính ChE được phục hồi dần 
nhưng vẫn thấp hơn so với đối chứng (p < 0,05) dù cá 
đã sống trong nước sạch 36 ngày [10]. Qua đó cho thấy 
hoạt chất CE không gây ảnh hưởng lâu dài đến ChE 
như diazinon. 

Aprea và cs (2002) cho rằng, hoạt tính ChE bị ức 
chế 30% là ngưỡng giới hạn sinh học, khi bị ức chế 
vượt ngưỡng sinh vật có thể bị ảnh hưởng bất lợi đến 
các hoạt động sống và sức khỏe, và chết khi tỷ lệ ức 
chế hơn 70% [2]. Khi kết thúc thí nghiệm trong 7 ngày 
(kể từ khi cho cá ra nước sạch), hoạt tính ChE trong 
não cá phục hồi > 80%. Như vậy, ChE ở cá gần như đã 
phục hồi hoàn toàn, không còn ở mức có nguy cơ ảnh 
hưởng bất lợi cho sức khỏe cá lóc thí nghiệm.

Kết luận và kiến nghị

Thuốc Mondeo 60EC chứa 60% hoạt chất CE rất 
độc đối với cá lóc đồng, giá trị LC50-96 của hoạt chất 
CE là 27,1 ppb.

ChE ở cá lóc rất nhạy cảm với hoạt chất CE, nồng 
độ thấp có ảnh hưởng đến ChE là 1,36 ppb; tỷ lệ ức chế 

cao nhất trong khoảng 48-60 giờ sau tiếp xúc và sau 2 
ngày cho ra nước sạch đã phục hồi đến mức khác biệt 
không có ý nghĩa thống kê so với đối chứng.

Mặc dù ChE phục hồi khá nhanh nhưng thuốc 
Mondeo 60EC là loại thuốc rất độc đối với cá lóc đồng, 
nên cần sử dụng hợp lý Mondeo 60EC trong canh tác 
lúa.

Cần tiếp tục kiểm tra ảnh hưởng của sử dụng 
Mondeo 60EC trên ruộng đến cá lóc.
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Mở đầu

Cây ngô (Zea mays L.) là một trong năm loài cây 
lương thực chính của thế giới. Ở Việt Nam, ngô là cây 
trồng quan trọng thứ hai sau lúa. Hạt ngô chứa gần 
như đầy đủ các chất dinh dưỡng cho người và gia súc. 
Trong những năm gần đây, sản xuất ngô ở Việt Nam 
tăng nhanh nhờ sự phát triển mạnh của ngành chăn 
nuôi và công nghiệp chế biến. Đặc biệt từ những năm 
90 trở lại đây, diện tích, năng suất và sản lượng ngô 
tăng liên tục nhờ các giống ngô lai mới được đưa vào 
sản xuất trên diện rộng.

Hạt ngô cũng như các loại ngũ cốc khác dễ bị mọt 
xâm hại. Mọt ngô (Sitophilus zeamais Motsch.) là loại 
đa thực, chúng có thể ăn được hầu hết các loại ngũ 
cốc, đậu, hạt có dầu và nhiều sản phẩm thực vật khác. 
Thức ăn thích hợp nhất với mọt là hạt ngô và gạo. Mọt 
trưởng thành dùng vòi khoét một lỗ sâu vào hạt, rồi đẻ 
trứng ở đó và tiết ra một thứ dịch nhầy để bít kín lỗ đó 
lại. Khi sâu non nở ra trong hạt ngô, nó thường ăn phôi 
trước, sau đó mới đến nội nhũ và các bộ phận khác, 
làm cho hạt chỉ còn lại một lớp vỏ mỏng. Khi đẫy sức, 

sâu non đục những lỗ nhỏ lộ rõ trên hạt để vũ hóa bay 
ra ngoài [1, 2].

Defensin thực vật là peptide cation và thuộc về một 
siêu họ lớn của các peptide kháng khuẩn được tìm thấy 
trong các sinh vật gọi chung là defensin. Khi gen mã 
hóa defensin thực vật hoạt động sẽ tổng hợp protein ức 
chế, ảnh hưởng đến chức năng kênh protein màng, làm 
suy yếu vi sinh vật, tăng cường khả năng chống chịu, 
làm thay đổi trạng thái oxy hoá khử axit ascorbic và đặc 
biệt ức chế hoạt động của α-amylase ở côn trùng. Liu 
và cs (2006) đã phân lập defensin1 từ cây đậu xanh và 
chứng minh được vai trò chống côn trùng, kháng mọt 
của protein defensin1 (VrD1) [3]. VrD1 ức chế hoạt 
động của α-amylase cho nên kìm hãm sự tiêu hóa tinh 
bột trong ruột mọt. Pelegrini và cs (2008) đã nghiên 
cứu chức năng của defensin trong sự ức chế hoạt động 
của α-amylase ở ấu trùng mọt khi phân lập defensin1 
từ cây đậu đũa (VuD1) [4], tuy nhiên, sự ức chế đối với 
α-amylase của động vật có vú là rất thấp [5]. 

Các giống ngô lai ở Việt Nam cho năng suất cao 
nhưng sản lượng, giá thành, chất lượng bị giảm nhiều 
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Defensin thực vật là protein hình cầu nhỏ, giàu cystein (Cys), có tác dụng chống lại nấm, vi khuẩn và đặc 
biệt là mọt. Defensin liên kết với trung tâm hoạt động của α-amylase trong ruột mọt, do đó ức chế quá 
trình tiêu hóa tinh bột của mọt. Trong nghiên cứu này, các tác giả trình bày kết quả đánh giá khả năng 
kháng mọt, tách dòng và xác định trình tự nucleotide của gen ZmDEF1 từ mARN của các mẫu ngô địa 
phương Maison, Laocai, Simacai, Luthan và giống ngô lai CP888. Trong đó, giống ngô lai CP888 có khả 
năng kháng mọt thấp nhất, cao nhất là mẫu Maison. Gen ZmDEF1 phân lập được có kích thước 243 
nucleotide, mã hoá protein defensin gồm 80 amino axit. Trình tự gen ZmDEF1 của các mẫu nghiên cứu có 
sự sai khác ở 5 vị trí nucleotide. Trình tự amino axit suy diễn từ gen ZmDEF1 của các mẫu ngô địa phương 
chứa 8 Cys tạo nên 4 cầu nối disunfide, giống ngô lai CP888 có 7 Cys. Gen ZmDEF1 phân lập từ ADN có 
chiều dài 345 bp, gồm 2 exon và 1 intron. Gen ZmDEF1 được sử dụng để tạo vector chuyển gen nhằm nâng 
cao khả năng kháng mọt của cây ngô.

Từ khóa: Cys, defensin, kháng mọt, mọt ngô, Zea mays, ZmDEF1.

Chỉ số phân loại 4.6
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do hạt của các giống ngô này rất dễ bị mọt xâm hại. 
Các giống ngô địa phương miền núi phía Bắc nước 
ta tuy có năng suất thấp, hạt nhỏ nhưng có khả năng 
kháng mọt cao. Hiện nay, nhiều biện pháp bảo quản 
hạt ngô sau thu hoạch đã được áp dụng, nhưng tốn 
thời gian, hiệu quả thấp và tổn thất sau thu hoạch vẫn 
rất lớn. Do vậy, nghiên cứu ứng dụng công nghệ tạo 
giống ngô kháng mọt đang được nhiều nhà khoa học 
quan tâm, trong đó có chiến lược tạo cây ngô chuyển 

gen kháng mọt. Trong bài báo này, chúng tôi trình bày 
kết quả đánh giá khả năng kháng mọt và xác định trình 
tự nucleotide của gen defensin1 (cADN) của các mẫu 
ngô nhằm phát triển vector chuyển gen mang cấu trúc 
defensin1 phục vụ tạo dòng ngô chuyển gen có khả 
năng kháng mọt cao.

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Nghiên cứu này sử dụng 4 mẫu ngô địa phương thu 
thập ở các tỉnh Sơn La (VN1), Lào Cai (VN2, VN3, 
VN4) và giống ngô lai CP888 do Trung tâm Giống cây 
trồng Sơn La cung cấp (bảng 1).

Bảng 1: các mẫu/giống ngô sử dụng nghiên cứu

Đánh giá khả năng kháng mọt của các mẫu ngô 
bằng cách xác định các chỉ tiêu: khối lượng ngô hao 
hụt, hệ số gia tăng quần thể, chỉ số mẫn cảm với mọt. 

Khối lượng ngô hao hụt ở lô thí nghiệm được tính 
theo công thức:

	   	    P = X - Pt - P0 (g)     

Trong đó: P là khối lượng thức ăn hao hụt ở công 
thức thí nghiệm (g); Pt là khối lượng thức ăn cân được 
sau thời gian thí nghiệm; P0 là khối lượng thức ăn hao 
hụt ở công thức đối chứng; X là khối lượng thức ăn 
đưa vào thí nghiệm (g) [6].

Hệ số gia tăng quần thể (r) được xác định theo công 
thức: Nt = N0 x ert

Trong đó: Nt là số lượng cá thể mọt ở thời điểm t; 
N0 là số lượng cá thể mọt đưa vào thí nghiệm ban đầu; 
r là hệ số gia tăng quần thể [6].

Tỷ lệ nhiễm mọt = (Số hạt bị nhiễm mọt/tổng số hạt 
thí nghiệm) x 100%

Chỉ số mẫn cảm với mọt tương đối (S) được tính 
theo công thức: 

1S sin  (an.bn+bn.cn+ cn.dn +dn.en+...+ kn.an)
2

= α (an.bn + bn.cn + cn.dn + dn.en + ... + kn.an)

Trong đó: S là chỉ số mẫn cảm mọt tương đối; a là 
góc tạo bởi hai trục mang trị số liền nhau a = 3600/12; 
a, b, c, d… k là các chỉ tiêu theo dõi; n là ký hiệu các 
mẫu/giống nghiên cứu.

Molecular characteristics 
of defensin1 gene isolated 

from some corn samples 
with difference in resistant 

levels to weevils
                                 

Summary

Plant defensins are small cysteine​​-rich globular 
proteins, and resist well against fungi, bacteria 
and weevils. Defensins bind to the active site 
of α-amylase in the weevil gut, thus inhibiting 
starch digestion in weevils. In this report, the 
authors  present the results on  the ability to 
resist the weevils, cloning and determining the 
ZmDEF1 gene sequence of four local maize 
samples Maison, Laocai, Simacai, Luthan and 
a hybrid maize CP888. The CP888 performed 
lowest resistant ability to weevils, while Maison 
had highest one. The coding region of ZmDEF1 
gene isolated from some maize samples had the 
size of 243 nucleotides, encoding 80 amino acids. 
The nucleotide sequences of ZmDEF1 gene of the 
samples have 5 positions that were different in 
nucleotide order. Deduced amino acid sequences 
of defensins of the local maize samples have 8 
cysteines that made 4 disulfide bridges; hybrid 
maize CP888 had 7 cysteines. ZmDEF1 gene 
isolated from DNA had the size of 345 bp and 
consistsed of two exons and one in tron. The 
mRNA sequences of ZmDEF1 gene could be 
used to create a transformation vector for gene 
transfer to improve the ability to resist weevils 
in maize.

Keywords: Cys, defensin, maize weevil, resistant to 
weevils, Zea mays, ZmDEF1.

Classification number 4.6

STT Tên mẫu Ký hiệu mẫu Địa điểm thu mẫu Khối lượng 1.000 hạt (g) Màu sắc hạt

1 Maison VN1 Mai Sơn - Sơn La 220,82±0,63 Tím

2 Laocai VN2 Si Ma Cai - Lào Cai 220,38±0,84 Trắng

3 Simacai VN3 Si Ma Cai - Lào Cai 340,38±0,68 Trắng vàng

4 Luthan VN4 Si Ma Cai - Lào Cai 350,02±0,78 Vàng đỏ

5 CP888 CP888 Giống ngô lai CP888 310,92±1,16 Đỏ
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ARN tổng số được tách chiết bằng Trizol Reagent 
KIT; cADN được tổng hợp theo quy trình Maxima® 
First Strand cADN Synthesis KIT; gen defensin1 phân 
lập từ ngô (ZmDEF1) được khuếch đại bằng kỹ thuật 
PCR với cặp mồi đặc hiệu được tổng hợp tại hãng 
Macrogen (Hàn Quốc) với trình tự như sau:

ZmDEF-F: 5’ACGCGTCGACATGGCGCCGTCTCGACGCA 3’

ZmDEF-R: 5’ CCCAAGCTTGCAGATCTTCTTGCAGAAGCAC 3’

Chu kỳ nhiệt của PCR là: 94oC/4 phút, lặp lại 30 chu 
kỳ, mỗi chu kỳ: 94oC/45 giây - 58oC/30 giây - 72oC/60 
giây; 72oC/10 phút. Sản phẩm PCR được kiểm tra bằng 
điện di trên gel agarose 0,8%; tinh sạch sản phẩm PCR 
theo GeneJET PCR Purification KIT và gắn vào vector 
tách dòng pBT rồi biến nạp vào tế bào khả biến E. 
coli DH5α bằng sốc nhiệt (42oC trong 1 phút 30 giây). 
Vi khuẩn mang vector tái tổ hợp được chọn lọc trên 
môi trường LB đặc bổ sung X-gal, IPTG, kháng sinh 
carbenicilin và bằng colony-PCR với cặp mồi M13. 
Plasmid tái tổ hợp được thu nhận bằng cách tách chiết 
theo phương pháp tách dòng phân tử của Sambrook và 
Russell (2001) [7]. 

Trình tự gen ZmDEF1 được xác định bằng thiết 
bị giải trình tự gen tự động ABI Prism 3130 - USA/
Japan. Số liệu được xử lý bằng phần mềm BioEdit và 
DNAStar.

Kết quả và thảo luận 

Đánh giá khả năng kháng mọt của các mẫu ngô 
nghiên cứu

Để xác định được khả năng kháng mọt của các 
mẫu ngô nghiên cứu, khối lượng hao hụt, hệ số gia 
tăng quần thể mọt và tỷ lệ nhiễm mọt của các mẫu ngô 
nghiên cứu đã được xác định ở các thời điểm 15, 30, 
45 và 60 ngày lây nhiễm mọt nhân tạo với 10 cặp mọt 
được thả, kết quả được trình bày ở bảng 2. 

Bảng 2: khối lượng ngô hao hụt, hệ số gia tăng quần thể mọt và tỷ lệ 

nhiễm mọt của các mẫu ngô nghiên cứu

Ghi chú: P(g): khối lượng ngô hao hụt ở lô thí nghiệm; r: hệ số gia tăng 
quần thể mọt; N(%): tỷ lệ nhiễm mọt của các mẫu ngô

Kết quả ở bảng 2 cho thấy, trọng lượng hao hụt của 
các mẫu ngô nghiên cứu tăng dần từ ngày nhiễm mọt 

thứ 15 đến 60. Ở ngày nhiễm mọt thứ 60, khối lượng 
hao hụt của giống ngô lai CP888 là cao nhất (11,87 
g), tiếp đến là mẫu Laocai (10,88 g), Simacai (9,38 g), 
Luthan (8,93 g) và thấp nhất là mẫu Maison (5,78 g). 
Cùng với khối lượng thức ăn hao hụt ở lô thí nghiệm, 
hệ số gia tăng quần thể mọt ở các thời điểm 15, 30, 
45 và 60 ngày nhiễm mọt nhân tạo đã được xác định. 
Hệ số gia tăng quần thể là đại lượng biểu thị số lượng 
cá thể mọt gia tăng trong đơn vị thời gian và trên một 
cá thể. Hệ số gia tăng quần thể mọt của các mẫu ngô 
nghiên cứu tăng dần từ 15 đến 45 ngày nhiễm mọt, 
ngày thứ 60 thì hệ số này bắt đầu giảm do lúc này 
lượng thức ăn còn ít, hơn nữa số lượng cá thể mọt tăng 
lên, nên không đủ thức ăn cho quần thể, vì thế hệ số tử 
vong tăng lên. Ở ngày nhiễm mọt thứ 45, hệ số gia tăng 
quần thể của các mẫu nghiên cứu là cao nhất, trong 
đó ở mẫu Maison hệ số đạt 0,066 (thấp nhất trong các 
mẫu nghiên cứu) và giống ngô lai CP888 có hệ số cao 
nhất, đạt 0,098.

Mỗi bình thí nghiệm có số hạt ngô của các mẫu 
nghiên cứu bằng nhau và được thả 10 cặp mọt, sau 
cùng thời gian lây nhiễm mọt xác định tỷ lệ số hạt 
bị nhiễm mọt. Kết quả bảng 2 cho thấy, các mẫu ngô 
nghiên cứu có tỷ lệ nhiễm mọt tăng dần và đến 60 ngày 
thì các mẫu CP888 và Laocai đã nhiễm mọt 100%, 
còn mẫu Simacai nhiễm 96,26%, mẫu Luthan nhiễm 
89,14% và thấp nhất là mẫu Maison nhiễm 88,03%. 
Từ các chỉ tiêu phân tích trên, đã xác định được chỉ số 
mẫn cảm mọt tương đối của các mẫu ngô nghiên cứu 
(bảng 3).
Bảng 3: chỉ số tương đối về sự mẫn cảm mọt (S) của các mẫu ngô nghiên cứu

Mẫu Maison Laocai Simacai Luthan CP888

S 836,036 1.408,678 1.022,977 845,979 1.528,041

Kết quả ở bảng 3 cho thấy, giống ngô lai CP888 
mẫn cảm nhất với mọt, chỉ số mẫm cảm với mọt tương 
đối là 1.528,041, tiếp đến là mẫu Laocai, Simacai, 
Luthan và thấp nhất là mẫu Maison (chỉ số mẫm cảm 
với mọt tương đối là 836,036). Như vậy, trong các mẫu 
ngô nghiên cứu, mẫu Maison có khả năng kháng mọt 
cao nhất. Chúng tôi tiếp tục phân tích đặc điểm của gen 
ZmDEF1 của các mẫu ngô nhằm tìm mối liên hệ với 
đặc tính kháng mọt của cây ngô.

Tách dòng và xác định trình tự gen ZmDEF1 từ 
các mẫu ngô nghiên cứu

Dựa vào trình tự có mã số JF797205 trên Ngân 
hàng gen quốc tế, cặp mồi đặc hiệu ZmDEF1-F/

Mẫu
15 ngày nhiễm mọt 30 ngày nhiễm mọt 45 ngày nhiễm mọt 60 ngày nhiễm mọt

P(g) r N P(g) r N(%) P(g) r % P(g) r N(%)
Maison 0,67 0,023 4,34 1,83 0,048 10,23 2,41 0,066 32,76 5,78 0,061 88,03
Laocai 1,12 0,036 6,22 3,12 0,071 15,88 4,62 0,093 46,21 10,88 0,087 100
Simacai 1,10 0,034 2,43 2,43 0,067 11,86 4,49 0,086 36,08 9,38 0,081 96,26
Luthan 0,86 0,031 4,22 2,14 0,062 9,53 3,62 0,076 32,68 8,93 0,072 89,14
CP888 1,72 0,042 7,86 3,96 0,079 17,38 5,52 0,098 48,63 11,87 0,083 100
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ZmDEF1-R đã được thiết kế để khuếch đại đoạn mã 
hoá của gen ZmDEF1 với kích thước ước tính khoảng 
0,25 kb.	

Ở ngô, ZmDEF1 chỉ được phiên mã ở hạt non và 
hạt trưởng thành, còn các mô khác thì không hoạt động 
và hoạt động dưới sự cảm ứng của meja hoặc ABA 
[8]. Do đó, hạt các mẫu ngô được xử lý ABA, ngâm 
ủ cho nảy mầm và thu lá sau 5-7 ngày tuổi để tách 
ARN tổng số. ARN được sử dụng làm khuôn cho phản 
ứng phiên mã ngược tạo cADN. Phản ứng PCR nhân 
bản đoạn mã hóa của gen ZmDEF1 với cặp mồi đặc 
hiệu, kết quả kiểm tra sản phẩm PCR bằng điện di trên 
gel agarose cùng thang ADN chuẩn 1 kb plus được thể 
hiện ở hình 1. 

Hình 1: hình ảnh điện di sản phẩm RT-PCR nhân gen ZmDEF1 
của các mẫu ngô nghiên cứu (M: thang ADN chuẩn 1 kb plus; 

VN1, VN2, VN3, VN4: các mẫu ngô địa phương; CP888: giống ngô lai)

Kết quả thu được ở hình 1 cho thấy, cả 5 mẫu ngô 
đều cho sản phẩm PCR với một băng ADN với kích 
thước ước tính khoảng 0,25 kb, kích thước này phù 
hợp theo tính toán lý thuyết và tương ứng với kích 
thước của đoạn mã hoá của gen ZmDEF1 ở ngô mang 
mã số JF797205 trên Ngân hàng gen quốc tế. Tuy 
nhiên, để khẳng định chính xác sản phẩm thu được 
là gen ZmDEF1, chúng tôi tiến hành tách dòng, xác 
định trình tự nucleotide và so sánh với trình tự gen 
ZmDEF1 được công bố trên cơ sở dữ liệu NCBI. 

Sản phẩm PCR được tinh sạch và gắn vào vector 
tách dòng pBT, sau đó biến nạp vào tế bào khả biến E. 
coli DH5α và chọn lọc khuẩn lạc trắng bằng phản ứng 
colony-PCR với cặp mồi M13. Những khuẩn lạc trắng 
dương tính với colony-PCR có khả năng mang vector 
tái tổ hợp pBT_ZmDEF1. Sau khi tách plasmid từ sinh 
khối vi khuẩn, chúng tôi thực hiện kiểm tra sự có mặt 
của gen ZmDEF1 bằng cách sử dụng enzyme giới hạn 
BamHI để cắt plasmid tái tổ hợp (hình 2).

Hình 2: kết quả điện di kiểm tra plasmid tái tổ hợp cắt bằng BamHI

(M: thang ADN chuẩn 1 kb plus; VN1, VN2, VN3, VN4, CP888:
 plasmid tái tổ hợp pBT_ZmDEF1 cắt bởi BamHI; 

ĐC: plasmid tái tổ hợp pBT_ZmDEF1 không cắt bởi BamHI)

Theo tính toán lý thuyết, vector pBT có kích thước 
2,7 kb, sản phẩm PCR gen đích 0,25 kb thì plasmid tái 
tổ hợp có kích thước khoảng 2,95 kb. Kết quả điện di 
kiểm tra (hình 2) cho thấy, các dòng khuẩn lạc trắng 
dương tính với colony - PCR đều mang plasmid tái tổ 
hợp (pBT_ZmDEF1). Các plasmid tái tổ hợp được sử 
dụng để xác định trình tự nucleotide.

Xác định trình tự gen ZmDEF1 từ mARN các 
mẫu ngô nghiên cứu

Kết quả xác định trình tự nucleotide của gen 
ZmDEF1 phân lập từ mẫu ngô nghiên cứu cho thấy các 
trình tự gen thu được có kích thước 243 bp (hình 3). 

Hình 3: trình tự gen ZmDEF1 của các mẫu ngô nghiên cứu 
và JF797205 trên Ngân hàng gen quốc tế

Kết quả so sánh trình tự nucleotide của gen 
ZmDEF1 ở 5 mẫu nghiên cứu với trình tự nucleotide 
của gen ZmDEF1 công bố trên Ngân hàng gen quốc 
tế (mã số JF797205) có độ tương đồng của các trình 
tự gen này là 98,8 đến 99,6%, như vậy đã phân lập và 
tách dòng thành công gen ZmDEF1 (mARN) từ các 
mẫu ngô nghiên cứu. Giữa các trình tự gen defensin1 
có 5 vị trí nucleotide sai khác ở các vị trí nucleotide 
thứ 43, 53, 101, 161 và 195 (hình 3). Trong đó, mẫu 
Maison và CP888 khác nhau ở vị trí nucleotide thứ 53, 
101 và 161. Đặc biệt ở vị trí thứ 101, thuộc bộ ba quy 
định amino axit thứ 34 của chuỗi polypeptide, ở mẫu 
Maison là G còn CP888 là A nên rất có thể dẫn đến 
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sự sai khác amino axit giữa hai trình tự, do đó tiếp tục 
phân tích trình tự amino axit suy diễn từ gen ZmDEF1 
của các mẫu nghiên cứu. Các trình tự gen ZmDEF1 
của các mẫu Maison, Laocai, Simacai, Luthan và 
Cp888 đã được đăng trên Ngân hàng gen quốc tế với 
mã số LN650982, LN650980, LN650983, LN650981, 
LN650979. Trong đó, trình tự gen của mẫu Maison 
được sử dụng để phát triển vector chuyển gen với mục 
đích tăng cường khả năng kháng mọt ở ngô. 

Trình tự amino axit suy diễn từ gen ZmDEF1 của 
các mẫu ngô nghiên cứu và JF797205 đều có 80 amino 
axit (hình 4). Kết quả này cũng phù hợp với nghiên cứu 
của Baosheng và cs (2011) khi phân lập gen ZmDEF1 
từ giống ngô NongDa108 phục vụ chuyển gen với mục 
đích kháng nấm [8]. Hình 4 cho thấy, giữa các trình tự 
nghiên cứu có 4 vị trí amino axit khác nhau ở các vị trí 
thứ 15, 18, 34, 54 của protein defensin. 

Hình 4: trình tự amino axit của defensin1 ở các mẫu nghiên cứu 
và JF797205 trên Ngân hàng gen quốc tế

Cấu trúc của defensin thực vật gồm vùng tín hiệu 
dẫn ở đầu N và vùng chức năng nằm ở đầu C. Vùng 
chức năng thường chứa từ 45-55 amino axit. Ở ngô, 
vùng tín hiệu dẫn gồm 31 amino axit, vùng chức năng 
gồm 49 amino axit. Trong vùng chức năng có chứa 8 
phân tử Cys ở các vị trí amino axit thứ 3, 14, 20, 24, 
34, 43, 45 và 49, chúng tạo nên 4 cầu disulfide giữa 
các cặp Cys3 - Cys49, Cys14 - Cys34, Cys20 - Cys43, 
Cys24 - Cys45 giúp cho sự ổn định cấu trúc không 
gian của defensin [8]. Cầu nối disunfide giữa các Cys 
trong vùng chức năng của defeinsin giữ vai trò quan 
trọng trong quyết định ức chế α-amylase ở ruột mọt. 
Hình 4 cho thấy, trong vùng chức năng của protein suy 
diễn của các mẫu ngô nghiên cứu có 2 vị trí amino axit 
sai khác nhau là vị trí 3 và 23. Đặc biệt ở vị trí amino 
axit thứ 3, các mẫu ngô địa phương Maison, Laocai, 
Simacai, Luthan và JF797205 đều là Cys để tạo cầu 
nối disunfide với Cys thứ 49, còn giống ngô lai CP888 
thì vị trí thứ 3 này là tyrorine (Y). Vì vậy, trong cấu 
trúc protein defensin1 của giống ngô lai CP888 sẽ chỉ 

có 3 cầu nối disunfide, đặc điểm này có thể liên quan 
đến tính ổn định của protein và rất có thể làm giảm 
hoạt tính ức chế α-amylase, tăng tính mẫn cảm với mọt 
của giống ngô này.

Về không gian ba chiều, defensin gồm 3 phiến gấp 
β và một chuỗi xoắn α. Trong đó giữa nếp gấp β thứ 2 
và thứ 3 có vùng Loop 3, vùng này có chức năng quan 
trọng trong ức chế hoạt động của α-amylase của mọt. 
Do có sự liên kết giữa Loop 3 với trung tâm hoạt động 
(3 Loop: Loop A, Loop B, Loop C) của α-amylase ở 
mọt, đã ngăn cản cơ chất tinh bột đi vào [9]. Sự ức 
chế này biểu hiện thấp đối với α-amylase của động 
vật có vú, vì có sự sai khác về độ dài của 3 Loop trung 
tâm hoạt động của α-amylase của động vật rút ngắn và 
mở rộng hơn nên Loop 3 của defensin1 không liên kết 
vào được. Như vậy, có thể ứng dụng biện pháp nâng 
cao hàm lượng defensin1 trong hạt thực vật nhằm tăng 
cường khả năng kháng lại côn trùng gây hại ở ngô, lúa 
gạo và đậu xanh.

So sánh trình tự gen ZmDEF1 phân lập từ ADN 
và cADN

Việc so sánh trình tự gen ZmDEF1 phân lập từ ADN 
và phân lập từ cADN cho phép tìm ra đặc điểm cấu 
trúc của gen, đồng thời làm căn cứ để phân tích sự 
có mặt của gen chuyển trong hệ gen cây ngô chuyển 
gen. Chúng tôi tiến hành phân lập và giải trình tự gen 
ZmDEF1 từ ADN tổng số của mẫu ngô Maison có khả 
năng kháng mọt cao nhất, kết quả thu được đoạn ADN 
có kích thước 345 bp. Trình tự gen ZmDEF1 phân lập 
từ ADN của mẫu Maison đã được đăng ký trên Ngân 
hàng gen quốc tế với mã số LN809934. So sánh trình 
tự gen ZmDEF1 tách dòng từ cADN với ADN của mẫu 
ngô Maison, gen có tổng chiều dài 345 bp, cấu tạo gồm 
2 exon xen kẽ bởi intron có chiều dài là 102 bp (hình 5).

Hình 5: cấu trúc của gen ZmDEF1 của mẫu ngô VN1

Phân lập thành công gen ZmDEF1 từ ADN cho thấy, 
cặp mồi đặc hiệu ZmDEF1-F/ZmDEF1-R có thể dùng 
để phân biệt cây ngô mang gen chuyển với cây không 
mang gen chuyển ZmDEF1 bằng phản ứng PCR. Đối 
với ngô mang gen chuyển, cặp mồi này có thể khuếch 
đại ZmDEF1 nội tại cho kích thước đoạn ADN là 345 
bp, đồng thời khuếch đại cả ZmDEF1 ngoại lai cho 
kích thước đoạn ADN là 243 bp. Cây không mang gen 
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chuyển chỉ khuếch đại được một sản phẩm là ZmDEF1 
nội tại cho kích thước đoạn ADN là 345 bp.

Sự đa dạng về trình tự vùng mã hoá của gen 
ZmDEF1 ở cây ngô

Để xác định mức độ đa dạng trong trình tự nucleotide 
của gen ZmDEF1, chúng tôi thực hiện so sánh vùng 
mã hoá của gen ZmDEF1 phân lập từ các giống ngô có 
mã số trên Ngân hàng gen quốc tế (bảng 4). 

Bảng 4: thống kê một số trình tự gen ZmDEF1 để phân tích đa dạng di truyền

Kết quả đánh giá sự đa dạng của trình tự gen 
ZmDEF1 của các trình tự nghiên cứu được thể hiện 
trên sơ đồ hình cây ở hình 6.

Hình 6: sơ đồ hình cây thể hiện sự khác biệt di truyền về trình tự nucleotide 
đoạn mã hoá của gen ZmDEF1

Kết quả hình 6 cho thấy, 14 trình tự vùng mã hóa của 
gen ZmDEF1 chia thành 2 nhóm lớn với khoảng cách 
di truyền là 2,8%. Nhóm lớn thứ nhất gồm 13 trình tự 
gen và chia thành 4 nhóm nhỏ (nhóm nhỏ thứ nhất gồm 
các trình gen có quan hệ gần gũi với nhau: LN650982, 
LN650980, LN650983, LN650981, LN650979 phân 
lập ở Việt Nam). Nhóm lớn thứ hai chỉ bao gồm duy 
nhất một trình tự gen mang mã EU531731 (Italia).

Kết luận 

Trong các mẫu ngô nghiên cứu, mẫu Maison có khả 
năng kháng mọt cao nhất, thấp nhất là giống ngô lai 
CP888. Gen ZmDEF1 phân lập từ mARN của các mẫu 
ngô địa phương và giống ngô lai CP888 có kích thước 
là 243 bp mã hóa chuỗi polypeptide dài 80 amino axit. 
Trình tự nucleotide của gen ZmDEF1 của các mẫu 
nghiên cứu có sự sai khác ở 5 vị trí nucleotide. Trình 
tự amino axit suy diễn của defensin các mẫu ngô địa 
phương chứa 8 Cys tạo nên 4 cầu nối disunfide, giống 
ngô lai CP888 có 7 Cys. Trình tự nucleotide của gen 
ZmDEF1 từ ADN có chiều dài 345 bp gồm 2 exon và 
1 intron. Trình tự gen ZmDEF1 thu nhận được từ các 
mẫu ngô nghiên cứu là cơ sở để tạo vector phục vụ 
chuyển gen nhằm cải thiện khả năng kháng mọt ở cây 
ngô.
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Đặt vấn đề

Ở thực vật, các yếu tố điều hòa cis 
dạng DRE đóng một vai trò quan trọng 
trong việc hoạt hóa các gen tham gia 
trong cơ chế cảm ứng chống hạn và 
lạnh. Sự biểu hiện của gen DREB1A 
và hai trình tự tương đồng của nó được 
cảm ứng bởi điều kiện nhiệt độ thấp, 
trong khi sự biểu hiện của gen DREB2A 
và các trình tự tương đồng của nó được 
cảm ứng bởi điều kiện khô hạn. Gen 
DREB2A được phân lập ở Arabidopsis 
là gen mã hóa cho protein bám trình tự 
DRE/CRT và được cảm ứng hoạt động 
bởi các stress áp suất thẩm thấu và điều 
kiện hạn [1]. Trong nghiên cứu gần đây, 
Sato và cộng sự đã công bố khả năng 
tương tác của protein AtDREB2A với 
tiểu đơn vị B3-1 của ADN polmerase II 
(DPB3-1) và các yếu tố nhân (NF-YA, 
NF-YB) để tạo nên phức hợp có thể 
hoạt hóa sự biểu hiện các gen đích của 

Thiết kế vector biểu hiện thực vật mang gen ZmDREB2A-S 
tổng hợp nhân tạo và biến nạp vào Agrobacterium tumefaciens  
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DREB2A (dehydration responsive element binding protein 2A) là một yếu tố phiên mã quan trọng tham 
gia vào phản ứng chịu hạn của thực vật nhờ khả năng tương tác với các tiểu đơn vị của ADN polymerase 
cũng như khả năng gắn bám đặc hiệu các yếu tố điều hòa dạng cis là DRE/CRT. Ở ngô, các biến đổi sau 
phiên mã sẽ tạo thành mARN ZmDREB2A dạng S, từ đó dịch mã tạo thành dạng protein có chức năng 
hoạt hóa các gen chống chịu hạn. Trong nghiên cứu này, đoạn gen tổng hợp nhân tạo ZmDREB2A dạng S 
có chứa vùng mang mã cho một protein đầy đủ gồm 318 axit amin đã được gắn vào vector pCAMBIA1300 
để tạo vector chuyển gen có cấu trúc ubi:: ZmDREB2A-S:: 35S terminator nhằm mục đích biểu hiện gen 
liên tục trong cây, toàn bộ vector đã được biến nạp vào tế bào vi khuẩn A. tumefaciens tạo nguyên liệu cho 
các nghiên cứu chuyển gen nhằm nâng cao tính chịu hạn ở thực vật. 

Từ khóa: A. tumefaciens, gen ZmDREB2A-S, kháng hạn, ngô, pCAMBIA1300.

Chỉ số phân loại 4.6

*Tác giả chính: Email: hthue@igr.ac.vn; Tel: 0984630757

CONSTRUCTION OF BINARY VECTOR
CONTAINED ARTIFICIAL ZmDREB2A-S GENE 

AND TRANSFORMATION INTO
AGROBACTERIUM TUMEFACIENS

                                 
Summary

DREB2A (dehydration responsive element binding protein 
2A) is an important transcription factor involved in drought-
inducible gene expression in plant. DREB2A proteins are 
able to bind regulatory elements DRE/CRT specifically 
as well as interact with the DNA polymerase subunits to 
form transcriptional complex. In Zea mays, the mRNA 
splicing process will create ZmDREB2A-S mRNA form, thus 
induce drought tolerance genes. In this study, the artificial  
ZmDREB2A-S gene which contains complete coding region 
for a functional protein consisting of 318 amino acids has 
been designed. The expression cassette ubi:: ZmDREB2A-
S::35S ter was cloned into the pCAMBIA1300 vector and then 
introduced into A. tumefaciens cells to produce materials for 
further plant drought tolerance researches.

Keywords: A. tumefaciens, drought tolerance, pCAMBIA1300, 
Zea mays L., ZmDREB2A-S gene.

Classification number 4.6



4557(9) 9.2015

AtDREB2A tham gia vào quá trình chịu hạn [2].

Nghiên cứu DREB2 ở cây Arabidopsis cho thấy, 
vùng trung tâm của DREB2 có mang một vùng điều 
hòa âm tính và sự cắt bỏ vùng đó tạo nên protein 
DREB2A có hoạt tính (DREB2A-CA). Sự biểu hiện 
của DREB2A-CA ở cây Arabidopsis chuyển gen khi bị 
gây hạn cho thấy biểu hiện một loạt các gen chống hạn 
và chống stress nhưng cây có kiểu hình còi cọc. Khi 
DREB2A-CA được biểu hiện dung hợp với các protein 
phát huỳnh quang, chúng được quan sát thấy xuất hiện 
nhiều trong nhân [3]. Một số gen đích được hoạt hóa 
sau khi có sự hoạt động của DREB2A rất khác so với 
DREB1A, nguyên nhân là do sự khác nhau ở trình tự 
bám đặc hiệu của DREB2A so với DREB1A. Trình tự 
bám đặc hiệu của DREB1A là A/GCCGACNT trong 
khi DREB2A ưu tiên bám trình tự ACCGAC. Sự biểu 
hiện DREB2A-CA cũng cảm ứng biểu hiện một loạt các 
gen sốc nhiệt và làm tăng khả năng chống hạn của các 
cây chuyển gen [4]. Trong thập kỷ qua, các nghiên cứu 
chuyển gen DREB2A đã được nhiều nhóm nghiên cứu 
trên thế giới thực hiện trên nhiều đối tượng, với mục 
đích và quy mô khác nhau. Các nghiên cứu chuyển gen 
ZmDREB2A vào cây mô hình Arabidopsis đều mang 
lại kết quả nâng cao sức chịu hạn trên cây chuyển gen 
[5]. Năm 2014, Sadhukhan và cộng sự đã phân lập gen 
VuDREB2A trên đậu đũa (Vigna unguiculata L. Walp), 
tiến hành chuyển gen lên Arabidopsis và thu được các 
dòng cây chịu hạn [6].  

Ở Việt Nam, trong thời gian qua đã có một số 
nghiên cứu chuyển gen nhằm nâng cao tính chịu hạn 
cho cây trồng như ngô, lúa, đậu tương. Nhóm nghiên 
cứu của chúng tôi đã thiết kế, tổng hợp và cải biến 
gen CspB có nguồn gốc từ vi khuẩn Bacillus subtillis, 
mã hóa cho protein ARN chaperone có chức năng giúp 
cho các sợi mARN tồn tại bền vững ở dạng sợi đơn 
trong điều kiện môi trường khắc nghiệt và chuyển gen 
vào 3 dòng ngô Việt Nam V152N, C436 và C7N. Qua 
kết quả phân tích và đánh giá khả năng hữu thụ của cây 
chuyển gen cho thấy, đã chuyển thành công gen chịu 
hạn modiCspB với tần số chuyển gen vào các nguồn 
vật liệu đạt tỷ lệ trung bình là 0,56% [7]. Ngoài ra, năm 
2009, Phạm Xuân Hội và cộng sự đã tiến hành phân 

lập và giải trình tự yếu tố phiên mã OsRAP2.4A trên 
cây lúa, có trình tự tương đồng với ZmDBF trên ngô 
[8]. Đồng thời, Cao Lệ Quyên và cộng sự cũng phân 
lập được gen OsDREB2A trên cây lúa Mộc Tuyền 
(MtOsDREB2A), chuyển gen này vào cây lúa Chành 
Trụi dưới sự điều khiển của Ubiquitin promoter và đã 
thu được 16 dòng chuyển gen có gen đích trong hệ 
gen [9]. Nguyễn Văn Đồng và cộng sự đã biến nạp 
thành công gen GmMyb một yếu tố điều hòa phiên mã 
liên quan đến tính chịu hạn vào giống đậu tương DT22 
[10].

Ở cây ngô, tồn tại hai dạng mARN là ZmDREB2A-L 
và ZmDREB2A-S. Dạng ZmDREB2A-L có chiều dài 
1.336 bp, chỉ mã hóa cho đoạn peptide có chiều dài 
89 axit amin, chuỗi peptide không có domain ERF/
AP2 gắn với ADN và dẫn đến hình thành dạng không 
có chức năng. ZmDREB2A-S có chiều dài 1.283 bp, 
mã hóa cho protein gồm 318 axit amin có các domain 
ERF/AP2 điển hình của các loại DREB nên là dạng có 
chức năng. Dạng S ngắn hơn dạng L 53 bp (hình 1), khi 
cây chịu stress thì xảy ra quá trình xử lý sau phiên mã 
mARN dạng ZmDREB2A-L bị cắt đi 53 bp để thành 
dạng ZmDREB2A-S có hoạt tính và khi bình thường thì 
đa phần mARN ZmDREB2A không bị cắt 53 bp và ở 
dạng ZmDREB2A-L [5]. Do vậy, dạng ZmDREB2A-S 
mới có vai trò trong việc chống chịu hạn cho cây ngô 
và chỉ được xuất hiện khi điều kiện môi trường hạn 
hán. Tuy nhiên, trong điều kiện hạn hán sự xuất hiện 
và duy trì của mARN ZmDREB2A dạng S diễn ra rất 
nhanh nên việc phân lập đoạn gen này trên các mẫu bị 
hạn gặp nhiều khó khăn, do vậy, việc tổng hợp nhân 
tạo đoạn gen ZmDREB2A dạng S sẽ khắc phục được 
khó khăn trên. 

Hình 1: sự khác biệt giữa ZmDREB2A-L và ZmDREB2A-S [5]

Trong nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành thiết kế 
vector pCAMBIA1300 mang gen ZmDREB2A dạng S 
tổng hợp nhân tạo trong cấu trúc biểu hiện có promoter 
ubiquitin và 35S terminator. Sau đó, vector tái tổ hợp 
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được biến nạp vào vi khuẩn A. tumefaciens để phục vụ 
cho mục đích chuyển gen. 

Nguyên liệu và phương pháp nghiên cứu

Nguyên liệu

Các vector được sử dụng gồm: vector pUC57 mang 
gen ZmDREB2A-S được tổng hợp từ hãng Genscript 
(Hồng Kông), vector tách dòng trung gian pRTRA 
mang ubiquitin promoter đã được thiết kế dựa trên 
vector gốc pRTRA7/3 tại Phòng Đa dạng sinh học hệ 
gen (Viện Nghiên cứu hệ gen), vector pCAMBIA1300, 
chủng A. tumefaciens LBA4404 đã được lưu trữ tại 
Phòng Đa dạng sinh học hệ gen.

Cặp mồi để nhân đoạn gen ZmDREB2A-S 
được chúng tôi thiết kế dựa trên trình tự đoạn gen 
ZmDREB2A-S mã số NM 001112406 và được tổng 
hợp từ hãng Genscript có trình tự như sau:

ZmDREB2AF1: 5’ ACGGATCCATGACGCTGGATCAG  3’

ZmDREB2AR1: 5’ ACTAGCGGCCGCGTTTAGCCGCTCC 3’

Phương pháp

Các phương pháp sinh học phân tử như PCR, xử 
lý ADN plasmid với enzyme hạn chế, ghép nối gen 
với vector, biến nạp vector vào tế bào vi khuẩn được 
thực hiện theo hướng dẫn của sách Cẩm nang phòng 
thí nghiệm theo Sambrook và Russell (2001).

Kết quả và thảo luận 

Đoạn gen ZmDREB2A dạng S được tổng hợp và 
tách dòng trong vector pUC57 tại hãng Genscript 
dựa theo công bố trên ngân hàng Genbank về gen 
ZmDREB2A dạng S với mã số NM 001112406. Đoạn 
gen tổng hợp có chứa đầy đủ nucleotide vùng CDS 
mã hóa cho 316 axit amin (hình 2) của protein chức 
năng ZmDREB2A. Trình tự amino axit suy diễn từ 
trình tự gen ZmDREB2A tổng hợp đã được so sánh với 
trình tự amino axit của ZmDREB2A trong Genbank 
(BAE9601) cho thấy, không có sự sai khác amino axit 
nào (hình 3) và đã tổng hợp được chính xác đoạn gen 
ZmDREB2A dạng S. Từ đó, chúng tôi tiến hành các 
thí nghiệm lắp ghép gen ZmDREB2A-S vào các vector 
trung gian (pRTRA chứa ubiquitin promoter) và vector 
biểu hiện thực vật (pCAMBIA1300). Hình 2: trình tự nucleotide và amino axit suy diễn của gen ZmDREB2A
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Hình 3: so sánh trình tự amino axit suy diễn của gen ZmDREB2A tổng hợp 
với trình tự amino axit của ZmDREB2A trong Genbank (BAE9601)

Với cặp mồi ZmDREB2AF1 và ZmDREB2AR1, 
đoạn gen ZmDREB2A-S có kích thước 954 bp được 
nhân bằng phản ứng PCR sử dụng khuôn ADN là 
pUC57 tái tổ hợp mang gen ZmDREB2A-S. Sau đó, 
đoạn gen ZmDREB2A-S được tạo đầu so le nhờ cắt 
với enzyme BamHI và NotI để thích hợp cho việc 
chèn vào vector trung gian pRTRA có kích thước 
khoảng 5 kb đã có chứa ubiquitin promoter cũng được 
mở vòng với BamHI và NotI. Hình điện di kiểm tra 
ADN trên gel agarose cho thấy, với kích thước đoạn 
gen ZmDREB2A-S là khoảng trên 900 bp (hình 4, 
đường chạy 1) và vector pRTRA đã có chứa ubiquitin 
promoter và 35S terminator là khoảng 5 kb (hình 4, 
đường chạy 2), vector pRTRA tái tổ hợp nếu được gắn 
thêm gen ZmDREB2A-S sẽ có kích thước khoảng 6 kb 
(hình 4, đường chạy 3) hiển thị sản phẩm được cắt mở 
vòng với BamHI của vector pRTRA ubi:: ZmDREB2A-
S::35S là phù hợp với tính toán lý thuyết. Điều này 
cho thấy, chúng tôi đã thiết kế được cấu trúc ubi:: 
ZmDREB2A-S:: 35S trong vector trung gian pRTRA. 
Toàn bộ cấu trúc ubi:: ZmDREB2A-S:: 35S đã được 
xác định trình tự và so sánh với các trình tự gốc của 
ubi promoter, gen ZmDREB2A-S và 35S terminator, 
kết quả cho thấy các đoạn đã được ghép đúng trật tự 
và không có sự sai khác về nucleotide so với các trình 
tự gốc. 

Hình 4: kiểm tra đoạn gen ZmDREB2A-S trong vector pRTRA7/3
Ghi chú: M: marker 1 kb; 1: sản phẩm PCR nhân ZmDREB2A-S; 2: pRTRA 

chứa ubiquitin promoter mở vòng với BamHI và NotI; 3: vector pRTRA 
ubi:: ZmDREB2A-S:: 35S mở vòng với BamHI; 4: vector pRTRA ubi:: 

ZmDREB2A-S:: 35S

Để tạo vector biểu hiện thực vật mang gen 
ZmDREB2A-S, toàn bộ cấu trúc ubi:: ZmDREB2A-S:: 
35S được cắt từ vector trung gian bằng HindIII có kích 
thước 3,2 kb và lai với vector pCAMBIA1300 cũng 
được mở vòng với HindIII có kích thước gần 9 kb (hình 
5A). Sau khi biến nạp sản phẩm lai vào tế bào E. coli, 
chúng tôi thu được hai dòng plasmid số 2 và 5 cao hơn 
vector pCAMBIA1300 chưa tái tổ hợp. Hai dòng này 
được kiểm tra bằng cắt với HindIII, kết quả là dòng số 
5 có đoạn chèn kích thước 3,2 kb tương ứng với tính 
toán về kích thước của cấu trúc ubi:: ZmDREB2A-S:: 
35S (hình 5B). Sau đó, plasmid này được biến nạp vào 
tế bào A. tumefaciens để chọn tế bào tái tổ hợp với 
pCAMBIA1300 ubi:: ZmDREB2A-S:: 35S. Kết quả 
PCR nhân đoạn gen ZmDREB2A-S từ khuôn plasmid 
được tách từ 3 dòng A. tumefaciens sau biến nạp sử 
dụng cặp mồi ZmDREB2AF1 và ZmDREB2AR1 
(hình 6) đã cho thấy, cả 3 dòng tế bào A. tumefaciens 
đều có chứa gen ZmDREB2A-S với kích thước khoảng 
1 kb đúng theo tính toán lý thuyết. 

Như vậy, gen ZmDREB2A dạng S đã được gắn vào 
trong cấu trúc có ubiquitin promoter và 35S terminator 
trong vùng T-ADN của vector pCAMBIA1300, vector 
chứa gen chỉ thị chọn lọc thực vật là hygromycin. Sơ đồ 
cấu trúc vector pCAMBIA1300 ubi:: ZmDREB2A-S:: 
35S thể hiện ở hình 7.

                 10        20        30        40        50        60        70             

         ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

BAE9601  TLDQNHAMPMQPPALQPGRKKRPRRSRDGPTSVAAVIQRWAERNKHLEYEESEEAKRPRKAPAKGSKKGC 

ZmDREB2A ...................................................................... 

                 80        90       100       110       120       130       140        

         ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

BAE9601  MKGKGGPDNTQCGYRGVRQRTWGKWVAEIREPNRVDRLWLGTFPTAEDAARAYDEAARAMYGDLARTNFP 

ZmDREB2A ...................................................................... 

                150       160       170       180       190       200       210      

         ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

BAE9601  GQDATTSAQAALASTSAQAAPTAVEALQTGTSCESTTTSNYSDIASTSHKPEASDISSSLKAKCPAGSCG 

ZmDREB2A ...................................................................... 

               220       230       240       250       260       270       280      

        ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

BAE9601 IQEGTPSVADKEVFGPLEPITNLPDGGDGFDIGEMLRMMESDPHNAGGADAGMGQPWCLDELDSSVLESM 

ZmDREB2A...................................................................... 

                 290       300       310        

         ....|....|....|....|....|....|....|.

BAE9601  LQPQPEPEPFLMSEEPDMFLAGFESAGFVEGLERLN 

ZmDREB2A .................................... 

A) M: marker 1 kb; 1: đoạn 
ubi:: ZmDREB2A-S:: 35S được tạo đầu sole với 
HindIII; vector pCAMBIA1300 cắt với HindIII

B) M: marker 1 kb;1-2: hai dòng plasmid 
2 và 5 được cắt với HindIII; 3: vector 

pCAMBIA1300 cắt với HindIII
Hình 5: kiểm tra cấu trúc ubi:: ZmDREB2A-S :: 35S trong vector pCAMBIA1300
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Kết luận

Trong nghiên cứu này, đoạn gen tổng hợp nhân tạo 
ZmDREB2A dạng S có chứa đầy đủ vùng mang mã 
cho một protein gồm 318 axit amin đã được thiết kế 
trong vector pCAMBIA1300 nằm trong cấu trúc ubi:: 
ZmDREB2A-S:: 35S, vector này đã được biến nạp 
vào trong tế bào vi khuẩn A. tumefaciens phục vụ các 
nghiên cứu chuyển gen tiếp theo.
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Hình 7: sơ đồ vector pCAMBIA1300 mang gen ZmDREB2A-S

M: marker 1 kb;1-3: sản phẩm PCR từ plasmid; 4: đối chứng dương

Hình 6: PCR kiểm tra sự có mặt của gen ZmDREB2A-S trong vi khuẩn A. tumefaciens 



4957(9) 9.2015

Đặt vấn đề

Cây bưởi (Citrus maxima Merr.) 
có nguồn gốc ở vùng nhiệt đới, cận 
nhiệt đới thuộc châu Á và được trồng 
ở Trung Quốc cách nay hơn 2000 
năm [1, 2]. Theo Barrett và Rhodes 
(1976) [3], cây bưởi là 1 trong 3 loài 
cây có múi không do quá trình lai 
tạo trong tự nhiên tạo ra và hầu hết 
các nghiên cứu sau này đều đồng ý 
với kết luận này [4-7]. Ngoài ra, cây 
bưởi còn là cây bố mẹ của nhiều loài 
cây có múi như: chanh, cam và bưởi 
chùm. 

Ở nước ta, cây bưởi được trồng 
phổ biến từ Bắc tới Nam và giữ vị trí 
quan trọng trong nhóm cây trồng cho 
quả phục vụ xuất khẩu vì chất lượng 
quả ngon, vỏ dày, dễ dàng xử lý sau 
thu hoạch và vận chuyển. Các tỉnh 
phía Nam có nguồn gen cây bưởi rất 

Sử dụng chỉ thị phân tử SSRs để phân tích đa dạng di truyền 
các dòng/giống bưởi thu thập ở các vùng sinh thái khác nhau của Việt Nam  

Nguyễn Phương Thúy1*, Đỗ Thị Ngọc Hà2, Trần Thị Oanh Yến1, Đào Thị Bé Bảy1

1Viện Cây ăn quả miền Nam
2Trung tâm Nghiên cứu thực nghiệm lâm nghiệp Đông Nam Bộ

Ngày nhận bài 12.1.2015, ngày chuyển phản biện 22.1.2015, ngày nhận phản biện 2.3.2015, ngày chấp nhận đăng 16.3.2015

Phân tích mối quan hệ di truyền 15 giống/dòng bưởi thu thập ở các vùng khác nhau của Việt Nam bằng 
chỉ thị phân tử SSR cho thấy, có 18 mồi cho sản phẩm khuếch đại phân đoạn ADN, trong đó có 3 mồi xuất 
hiện phân đoạn ADN nhưng thể hiện trạng thái đơn hình và 15 mồi còn lại thể hiện trạng thái đa hình 
(chiếm tỷ lệ 83,33%). Giá trị PIC dao động từ 0,31 đến 0,74 và giá trị PIC trung bình là 0,44. Tỷ lệ các 
alen dị hợp (H%) của các mẫu phân tích cao, trung bình là 38,46%. Kết quả phân tích đa dạng di truyền 
theo phương pháp UPGMA dựa vào chỉ số tương đồng giản đơn SM thu được hệ số tương đồng di truyền 
của 15 giống/dòng bưởi dao động từ 0,46 đến 0,87. Dựa trên giản đồ phân nhóm cho thấy, nếu xét mức độ 
tương đồng di truyền của 15 giống/dòng bưởi phân tích sẽ chia chúng thành 4 nhóm chính. Kết quả phân 
tích mối quan hệ di truyền trong nghiên cứu này là cơ sở cho việc lựa chọn các giống/dòng bưởi bố mẹ 
trong chương trình lai tạo giống.

Từ khóa: chỉ thị sinh học phân tử SSRs, giống/dòng bưởi, phân tích đa dạng di truyền, sơ đồ phả hệ hình cây.

Chỉ số phân loại 4.6

*Tác giả chính: Email: npthuy130583@gmail.com

ASSESSMENT OF GENETIC DIVERSITY IN 
PUMMELO (CITRUS MAXIMA (BURM.) MERR.) 

ACCESSIONS IN VIETNAM BY UTILIZING 
SIMPLE SEQUENCE REPEAT (SSR) MARKERS

                                 
Summary

Genetic relationships among 15 pummelo (Citrus maxima (Burm.) 
Merr.) accessions collected from different areas of Vietnam 
have been investigated by using ADN-based simple sequence 
repeat (SSR) markers. A total of 18 SSR primers have been 
individually amplified to allow the differentiation of materials. 
The polymorphisms (83.33%) were obtained by simple sequence 
repeats (SSRs). The mean polymorphic information content 
(PIC) for each of these marker systems has been 0.44, which 
has suggested that all the marker systems have been effective in 
determining polymorphisms. The UPGMA dendrogram which 
has been constructed by using data of tow marker systems has 
separated the genotypes into four main clusters. These results have 
supported that germplasm studies have indicated a considerable 
genetic diversity.

Keywords: citrus maxima (Burm.) Merr, genealogy dendrogram 
genetic diversity, Pummelo accessions, SSR marker.

Classification number 4.6



5057(9) 9.2015

đa dạng, trong đó có một số giống bưởi thương phẩm 
được ưa chuộng trên thị trường trong và ngoài nước 
như: bưởi Năm roi, bưởi Da xanh, bưởi Lông cổ cò, 
bưởi Đường lá cam, bưởi Đường da láng... Bên cạnh 
đó, có những giống bưởi không được ưa chuộng trên 
thị trường do vị chua, chất lượng quả kém, nhiều hạt 
nhưng có hàm lượng lycopen cao là bưởi Huyết, bưởi 
Đỏ (Năm dù)… được dùng làm nguồn vật liệu ban đầu 
cho công tác lai tạo, nhằm tạo ra giống bưởi phẩm chất 
ngon và hàm lượng lycopen cao. Việc phân loại về sự 
phát sinh loài cây có múi nói chung và cây bưởi nói 
riêng rất phức tạp, gây nhiều tranh cãi và dễ nhầm lẫn, 
chủ yếu là do quá trình lai tạo tự nhiên giữa các giống 
cùng loài hoặc khác loài, tần số cao của đột biến chồi, 
lịch sử canh tác lâu đời và phân bố rộng [5]. 

Sử dụng chỉ thị phân tử trong phân tích đa dạng di 
truyền có lợi thế hơn so với phân tích hình thái dựa 
vào đặc điểm kiểu hình, bởi vì chỉ thị phân tử nói 
chung không bị ảnh hưởng bởi tác động bên ngoài. Sử 
dụng chỉ thị phân tử có thể so sánh giống/dòng nguồn 
gen thu thập tại bất kỳ thời gian nào trong năm, trong 
khi đặc điểm kiểu hình có thể bị ảnh hưởng bởi môi 
trường, kỹ thuật canh tác (The citrus and date crop 
germplasm committee, USA, CDCGC, 2004). Một 
trong những chỉ thị phân tử có độ chính xác cao là 
SSRs (microsatellites hoặc simple sequence repeats), 
mức độ đa hình cao, nhiều alen, đồng trội, phân bố 
ngẫu nhiên trên bộ gen thực vật và được ứng dụng 
trong nghiên cứu di truyền của cây có múi [6, 8-16]. 
Yong và ctv (2006) sử dụng chỉ thị phần tử SSRs phân 
loại bưởi và kết luận loài bưởi là cây đơn phôi và có 
tính đa hình cao [2]. Ngoài chỉ thị phân tử SSRs thì 
RAPD (random amplified polymorphic DNA) cũng 
được chọn trong phân tích đa dạng di truyền trên cây 
bưởi [1, 17].

Giải thích mối quan hệ di truyền, phân loại di truyền 
và đa dạng di truyền có vai trò quan trọng trong chiến 
lược chọn tạo giống, bảo tồn đa dạng sinh học và nâng 
cao hiệu quả chọn giống [6, 18] và là mục tiêu nghiên 
cứu quan trọng cần được đặt ra. Trong nghiên cứu này, 
chúng tôi sử dụng chỉ thị phân tử SSRs đánh giá đa 
dạng di truyền tập đoàn giống bưởi thu thập có thịt quả 

màu vàng đến đỏ để có cơ sở khoa học và tạo đột phá 
mới trong chọn tạo giống bưởi.

Nguyên liệu và phương pháp nghiên cứu

Nguyên liệu

Tập đoàn 15 giống/dòng bưởi do Viện Cây ăn quả 
miền Nam sưu tập (bảng 1).

23 cặp mồi SSRs được sử dụng cho phân tích đa 
dạng di truyền. Trình tự chuỗi nucleotide của các đoạn 
mồi được trình bày ở bảng 2.

STT Tên giống Nguồn gốc 
thu thập STT Tên giống Nguồn gốc 

thu thập
1 Bưởi Da xanh Tiền Giang 9 Bưởi Lông hồng Tiền Giang
2 Bưởi Da xanh Bến Tre 10 Bưởi Lông cổ cò Tiền Giang
3 Bưởi Tứ quý Bến Tre 11 Bưởi Năm roi đỏ Tiền Giang
4 Bưởi Đỏ năm dù Tiền Giang 12 Bưởi Hà Nội gốc ghép bưởi Lông cổ cò Hà Nội
5 Bưởi Huyết Bến Tre 13 Bưởi Hà Nội trồng từ hạt 1 Hà Nội
6 Bưởi Đường lá cam Đồng Nai 14 Bưởi Hà Nội trồng từ hạt 2 Hà Nội
7 Bưởi Đường hồng Vũng Tàu 15 Bưởi Hà Nội trồng từ hạt 3 Hà Nội
8 Bưởi Năm roi Vĩnh Long

Stt Các đoạn mồi Trình tự nucleotidic (5’-3’) Sản phẩm 
khuếch đại Tài liệu tham khảo

1 TAA15 F: GAAAGGGTTACTTGACCAGGC
R: CTTCCCAGCTGCACAAGC + Jannati M và ctv, 2009

2 TAA27 F: GGATGAAAAATGCTCAAAATG
R: TAGTACCCACAGGGAAGAGAGC - Jannati M và ctv, 2009

3 TAA41 F: AGGTCTACATTGGCATTGTC
R: ACATGCAGTGCTATAATGAATG + Jannati M và ctv, 2009

4 mCrCIR02A09 F: ACAGAAGGTAGTATTTTAGGG
R: TTGTTTGGATGGGAAG - Snoussi H và ctv, 2012

5 mCrCIR03C08 F: CAGAGACAGCCAAGAGA
R: GCTTCTTACATTCCTCAAA + Snoussi H và ctv, 2012

6 mCrCIR03G05 F: CCACACAGGCAGACA
R: CCTTGGAGGAGCTTTAC + Snoussi H và ctv., 2012

7 CAT01 F: GCTTTCGATCCCTCCACATA
R: GATCCCTACAATCCTTGGTCC + Jannati M và ctv., 2009

8 ATC09 F: TTCCTTATGTAATTGCTCTTTG
R: TGTGAGTGTTTGTGCGTGTG + Jannati M và ctv, 2009

9 AG14 F: AAAGGGAAAGCCCTAATCTCA
R: CTTCCTCTTGCGGAGTGTTC + Jannati M và ctv, 2009

10 CAC15 F: TAA ATC TCC ACT CTG CAA AAG C
R: GAT AGG AAG CGT CGT AGA CCG  + Jannati M và ctv, 2009

11 CAC33 F: GGT GAT GCT GCT ACT GAT GC
R:CAA TTG TGA ATT TGT GAT TCC G  + Jannati M và ctv, 2009

12 CT19 F: CGC CAA GCT TAC CAC TCA CTA C
F: GCC ACG ATT TGT AGG GGG ATA G  + Jannati M và ctv, 2009

13 CT21 F: CGA ACT CAT TAA AAG CCG AAA C
R: CAA CAA CCA CCA CTC TCA CG  + Jannati M. và ctv., 2009

14 TAA3 F: AGA GAA GAA ACA TTT GCG GAG C
R: GAG ATG GGA CTT GGT TCA CAC G + Golein B và ctv, 2005

15 TAA45 F: GCA CCT TTT ATA CCT GAC TCG G
R: TTC AGC ATT TGA GTT GGT TAC G  + Golein B và ctv, 2005

16 TAA52 F: GAT CTT GAC TGA ACT TAA AG
R: ATG TAT TGT GTT GAT AAC G  - Golein B và ctv, 2005

17 mCrCIR01C06a F: GGA CCA CAA CAA AGA CAG
R: TGG AGA CAC AAA GAA GAA  + Snoussi H và ctv, 2012

18 mCrCIR01F04a F: AAG CAT TTA GGG AGG GTC ACT
R: TGC TGC TGC TGT TGT TGT TCT  + Snoussi H và ctv, 2012

19 mCrCIR01D06a F: GAT CAA AAC ATT ATT CCA A
R: TTT TTC ATC AAC AAG ACT G  - Snoussi H và ctv, 2012

20 CMS-23 F: CTA TGT GAC AGC ACT GAT GG
R: TTT CCT ATC TCT CTT GAG ACA T  - Ahmad R và ctv, 2003

21 CMS-26 F: TGA TGT CTT GAT CCA CAC TTC C
R: ACT CAA AGC TCC GCT ACA GTG  + Ahmad R và ctv, 2003

22 AMB5 F: CCC TGC ACA AAA ACT CAC AC
R: TGG GGG TGT TGA ATG GTA AT  + Golein B và ctv, 2006

23 GT03 F: GCC TTC TTG ATT TAC CGG AC
R: TGC TCC GAA CTT CAT CAT TG  + Khuất Hữu Trung và ctv, 

2009

Bảng 1: 15 giống/dòng bưởi được sử dụng phân tích đa dạng di truyền

Bảng 2: các đoạn mồi SSRs được sử dụng cho phân tích đa dạng di truyền
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Phương pháp

Mẫu lá non của 15 giống/dòng bưởi được thu vào 
buổi sáng từ 8 đến 9 giờ, rửa sạch bằng nước cất vô 
trùng và làm khô bằng giấy thấm. Lá được nghiền 
thành bột mịn trong dung dịch nitơ lỏng, sau đó tồn trữ 
ngay ở -200C và dùng cho ly trích ADN.

Trích ADN: bằng bộ kit DNeasy Plant Mini của 
QIAGEN. Các bước trong quá trình ly trích ADN được 
thực hiện theo quy trình có sẵn trong bộ Kit DNeasy 
Plant Mini của QIAGEN.

Kiểm tra ADN sau khi ly trích: ADN sau khi ly trích 
được kiểm tra trên gel agarose 0,8%, điện di ở hiệu 
điện thế 50 V trong 45 phút.

Phân tích tính đa hình dựa vào chỉ thị phân tử 
SSRs: kỹ thuật SSRs được thực hiện theo Golein và 
đồng tác giả (2012) có hiệu chỉnh cho phù hợp: khuếch 
đại những đoạn SSRs từ bộ gen ADN được thực hiện 
trong phản ứng PCR (25 µl) gồm: 1 x PCR buffer, 0,2 
mM dNTP, 0,3 µM primer, 2 mM MgCl2, 1 unit Taq 
DNA polymerase và 50 ng ADN mẫu. Chu kỳ khuếch 
đại gồm các bước: tách sợi đôi ở 950C trong 12 phút, 
theo sau là 35 chu kỳ 950C trong 1 phút, 57-580C trong 
1 phút, 720C trong 1,5 phút và giai đoạn kết thúc ở 
720C trong 15 phút.  

Kiểm tra sản phẩm PCR: sản phẩm PCR được kiểm 
tra bằng cách điện di trên gel agarose 2%. Các sản 
phẩm PCR khuếch đại sau khi điện di được ghi nhận 
bằng cách có sự hiện diện của đoạn ADN khuếch đại 
trên gel là 1 và không có sự hiện diện là 0. 

Phân tích thống kê: phân tích, đánh giá đa dạng di 
truyền các giống/dòng bưởi dựa trên hệ số tương đồng 
Jaccard và phương pháp UPGMA bằng phần mềm 
NTSYSpc 2.1. Hàm lượng thông tin tính đa hình PIC 
(polymorphic information content) của mỗi cặp mồi 
SSRs được xác định theo công thức:

PICi = 1- ∑Pi
2

Trong đó: Pi là tần số xuất hiện của allen thứ i. 
Phạm vi giá trị PIC từ 0 (không đa hình) tới 1 (đa hình 
hoàn toàn).

Tỷ lệ dị hợp tử (H%) của mỗi mẫu được tính theo 
công thức: 

H% = X/(M-Y)

Trong đó: X là tổng số mồi có xuất hiện 2 alen/
locus SSRs; M là tổng số mồi được sử dụng trong 

nghiên cứu; Y là tổng số mồi không xuất hiện phân 
đoạn ADN.

Kết quả và thảo luận

Phân tích tính đa hình giống bưởi dựa vào chỉ thị 
phân tử SSRs

Kết quả phân tích tính đa hình ADN trong tập đoàn 
15 giống/dòng bưởi sử dụng chỉ thị phân tử SSRs cho 
đa hình được trình bày ở bảng 3.

Bảng 3: kết quả sử dụng mồi trong phương pháp SSRs

23 cặp mồi SSRs sử dụng trong thí nghiệm 
cho thấy: 5 mồi TAA27, mCrCIR02A09, TAA52, 
mCrCIR01D06a và CMS-23 không xuất hiện phân 
đoạn ADN (allen). 18 mồi cho sản phẩm khuếch đại 
phân đoạn ADN, trong đó có 3 mồi ATC09, TAA15 và 
CMS-26 có xuất hiện phân đoạn ADN nhưng thể hiện 
trạng thái đơn hình (monomorphism) và 15 mồi còn 
lại thể hiện trạng thái đa hình (polymorphism), chiếm 
tỷ lệ 83,33%.

STT Mồi
Số mẫu cho 
sản phẩm 

khuếch đại

Tổng 
số phân 

đoạn
Kích thước  phân 

đoạn (bp)
Số  phân đoạn 
đa hình (%) PIC

1 CAT01 13 2 160-175 100 0,48
2 ATC09 14 1 180 100 0,00
3 AG14 13 3 140-190 100 0,59
4 TAA3 15 3 150-190 66,67 0,35
5 TAA15 14 1 160 100 0,00
6 TAA41 14 5 130-160 100 0,68
7 TAA45 9 3 85-140 100 0,31
8 CAC15 15 2 160-180 50 0,45
9 CAC33 14 3 175-210 100 0,63
10 CT19 14 3 150-180 100 0,63
11 CT21 14 3 140-190 100 0,64
12 GT03 15 2 175-200 50 0,37
13 AMB5 15 3 130-160 100 0,65
14 CMS-26 14 1 175 100 0,00
15 mCrCIR01C06a 14 4 160-200 100 0,74
16 mCrCIR01F04a 14 2 200-240 100 0,49
17 mCrCIR03G05 15 2 230-245 50 0,37
18 mCrCIR03C08 13 3 195-220 100 0,52

Hệ số PIC trung bình 0,44

Ghi chú: M: thang ADN 50 bp; 1: bưởi Da xanh dòng 1 (Bến Tre); 
2: bưởi Da xanh dòng 2 (Tiền Giang); 3: bưởi Tứ quý; 4: bưởi Đỏ; 

5: bưởi Huyết; 6: bưởi Đường lá cam; 7: bưởi Đường hồng; 8: bưởi Năm roi; 
9: bưởi Lông hồng; 10: bưởi Lông cổ cò; 11: bưởi Đỏ Hà Nội;

12: bưởi Năm roi ruột đỏ; 13: bưởi Đỏ Hà Nội trồng từ hạt (cây số 1); 
14: bưởi Đỏ Hà Nội trồng từ hạt (cây số 2); 15: bưởi Đỏ Hà Nội trồng từ hạt (cây số 3)
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Mỗi mồi đa hình biểu 
hiện số lượng alen khác 
nhau giữa các locus. 
Trong thí nghiệm này, thu 
được tổng số là 43 alen 
từ 15 mồi đa hình, trung 
bình có 2,87 alen trên một 
mồi SSRs. Trong đó, mồi 
có tính đa hình cao nhất 
là TAA41 (5 alen), kết 
quả này thấp hơn so với 
kết quả nghiên cứu của 
Trần Thị Oanh Yến và 
ctv (2003) [19] khi phân 
tích tính đa dạng di truyền 
nguồn gen cây có múi ở 
Việt Nam bằng chỉ thị 
Microsatelites cho 18 alen. Tổng số 344 alen đã được 
khuếch đại từ 18 mồi SSRs, với kích thước của alen 
khuếch đại trong khoảng từ 85 bp đến 245 bp (hình 
1a, 1b).

Mức độ đa dạng di truyền kiểu gen các giống/dòng 
bưởi phân tích được đánh giá thông qua giá trị PIC mỗi 
mồi. Giá trị PIC dao động từ 0,31 (mồi TAA45) đến 
0,74 (mồi mCrCIR01C06a), với giá trị PIC trung bình 
là 0,44. Tám mồi (mCrCIR03C08, AG14, CAC33, 
CT19, CT21, AMB5, TTA41, mCrCIR01C06a) cho 
tính đa hình cao, với giá trị PIC > 0,5 (chiếm 53,3%) 
(bảng 3). Giá trị PIC = 0 là tại vị trí locus chỉ có 1 alen 
đơn hình. Theo DeWoody và ctv (1995), các mồi SSRs 
có giá trị PIC lớn hơn hoặc bằng 0,5 sẽ cho sự phân 
biệt cao về tỷ lệ đa hình của mồi đó.

Tỷ lệ các alen dị hợp (H%) của các mẫu phân tích 
cao, tỷ lệ dị hợp trung bình là 38,46%. Tỷ lệ alen dị 
hợp cao nhất là 52,9% ở mẫu bưởi Da xanh Bến Tre 
và thấp nhất là 27,78% ở mẫu bưởi Đỏ Hà Nội trồng 
từ hạt (cây số 3). Khuất Hữu Trung và ctv (2009) cũng 
ghi nhận được tỷ lệ dị hợp cao nhất thuộc giống bưởi 
Da xanh (51,66%) và tỷ lệ dị hợp trung bình trên 11 
giống bưởi là 41,19% [20].

Qua kết quả nghiên cứu, chúng tôi nhận thấy cặp 
mồi TAA41 có thể sử dụng để phân biệt giống bưởi 
Năm roi, bưởi Đường hồng với các giống bưởi khác, 
cặp mồi TAA45 có thể phân biệt được bưởi Da xanh 
Tiền Giang, bưởi Đường lá cam với các giống bưởi 
khác (hình 2a, 2b).

Mối quan hệ di truyền của 15 giống/dòng bưởi

Kết quả phân tích đa dạng di truyền theo phương 
pháp UPGMA dựa vào chỉ số tương đồng giản đơn 
SM (simple matching coefficient) thu được mối tương 
quan di truyền giữa 15 giống/dòng bưởi thể hiện qua 
hệ số tương đồng di truyền (bảng 4) và biểu đồ hình 
cây (hình 3). 

  BDXTG BDXBT BTQ BD BH BDLC BDH BNR BLH BLCC BDHNG BNRD BDHN1 BDHN2 BDHN3

BDXTG 1                            

BDXBT 0,87 1                          

BTQ 0,70 0,74 1                        

BD 0,65 0,61 0,57 1                      

BH 0,61 0,65 0,70 0,65 1                    

BDLC 0,59 0,63 0,72 0,54 0,67 1                  

BDH 0,67 0,67 0,67 0,63 0,72 0,65 1                

BNR 0,57 0,57 0,65 0,61 0,70 0,59 0,67 1              

BLH 0,46 0,50 0,63 0,72 0,76 0,70 0,65 0,67 1            

BLCC 0,54 0,50 0,63 0,76 0,63 0,70 0,57 0,54 0,78 1          

BDHNG 0,59 0,54 0,67 0,63 0,67 0,57 0,65 0,63 0,70 0,70 1        

BNRD 0,70 0,65 0,61 0,65 0,61 0,67 0,50 0,57 0,67 0,80 0,72 1      

BDHN1 0,59 0,63 0,76 0,63 0,63 0,70 0,57 0,63 0,70 0,65 0,65 0,67 1    

BDHN2 0,67 0,67 0,63 0,63 0,63 0,65 0,65 0,54 0,65 0,61 0,74 0,67 0,74 1  

BDHN3 0,63 0,63 0,63 0,63 0,59 0,65 0,57 0,59 0,65 0,57 0,70 0,63 0,74 0,83 1

Bảng 4: hệ số tương đồng di truyền của 15 giống/dòng bưởi phân tích SSRs

Ghi chú: M: thang ADN 50 bp; 1: bưởi Da xanh dòng 1 (Bến Tre); 2: bưởi Da xanh dòng 2 (Tiền Giang); 
3: bưởi Tứ quý; 4: bưởi Đỏ; 5: bưởi Huyết; 6: bưởi Đường lá cam; 7: bưởi Đường hồng; 8: bưởi Năm roi; 

9: bưởi Lông hồng; 10: bưởi Lông cổ cò; 11: bưởi Đỏ Hà Nội; 12: bưởi Năm roi ruột đỏ; 
13: bưởi Đỏ Hà Nội trồng từ hạt (cây số 1); 14: bưởi Đỏ Hà Nội trồng từ hạt (cây số 2); 15: bưởi Đỏ Hà Nội trồng từ hạt (cây số 3)
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Hệ số tương đồng di truyền của 15 giống/dòng bưởi 
dao động từ 0,46 đến 0,87. Trong đó, cặp giống/dòng 
có hệ số tương đồng di truyền cao nhất (0,87) là bưởi 
Da xanh Tiền Giang và bưởi Da xanh Bến Tre, cặp 
giống/dòng có hệ số tương đồng di truyền thấp nhất 
(0,46) là bưởi Da xanh Tiền Giang và bưởi Lông hồng.

  Dựa trên giản đồ phân nhóm cho thấy, nếu xét mức 
độ tương đồng di truyền của 15 giống/dòng bưởi phân 
tích ở 0,64 sẽ chia chúng thành 4 nhóm chính, gồm: 

Nhóm I: bao gồm 3 giống: bưởi Năm roi đỏ, bưởi 
Lông Cổ cò, bưởi Đỏ (Năm dù) với mức tương đồng 
di truyền dao động từ 0,65 đến 0,80. Tất cả các giống 
trong nhóm I được thu thập tại tỉnh Tiền Giang.

Nhóm II: lá các giống bưởi Đường hồng, bưởi Năm 
roi, bưởi Lông hồng, bưởi Huyết, có hệ số tương đồng 
di truyền dao động từ 0,65-0,76. 

Nhóm III: gồm các giống: bưởi Đỏ Hà Nội trồng 
từ hạt (cây số 3), bưởi Đỏ Hà Nội trồng từ hạt (cây số 
2), bưởi Đỏ Hà Nội ghép trên gốc ghép bưởi Lông cổ 
cò, bưởi Đường Da láng, bưởi Đỏ Hà Nội trồng từ hạt 
(cây số 1), bưởi Tứ quý và ghi nhận hệ số tương đồng 
di truyền dao động từ 0,57-0,83. Từ kết quả trên đã 
chứng minh rằng, nếu bưởi được trồng từ hạt thì đời 
con sẽ phân ly tính trạng. 

Nhóm IV: gồm 2 giống còn lại là bưởi Da xanh thu 
thập tại Bến Tre và bưởi Da xanh thu thập tại Tiền 
Giang giống nhau hoàn toàn và có hệ số tương đồng 
di truyền cao nhất là 0,87. Điều này chứng minh rằng, 
bưởi Da xanh Tiền Giang và bưởi Da xanh Bến Tre có 
cùng nguồn gốc.

Kết luận

Mối quan hệ di truyền của 15 giống/dòng bưởi được 
thu thập đã được xác định. Các giống/dòng phân tích 
được phân thành 4 nhóm chính.

Các giống/dòng bưởi trong nhóm III (0,57-0,83) có 
sự khác biệt về di truyền cao hơn các giống/dòng trong 
nhóm I (0,65-0,80), II (0,65-0,76), IV (0,87). Nếu sử 
dụng các giống/dòng bưởi trong nhóm III lai tạo với 
các nhóm còn lại thì sẽ thu được ưu thế lai, vì khoảng 
cách di truyền càng xa thì khả năng cho ưu thế lai càng 
cao. 

Kết quả phân tích mối quan hệ di truyền trong 
nghiên cứu này có thể ứng dụng làm cơ sở cho việc 
lựa chọn các giống/dòng bưởi bố mẹ sử dụng trong 
chương trình lai tạo giống. 
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Mở đầu

Đảng sâm (Codonopsis 
javanica (Blume)) thuộc 
họ Campanulaceae, là một 
loại thảo dược quý trong y 
học cổ truyền của các nước 
châu Á như: Trung Quốc, 
Mianma, Ấn Độ, Lào, Nhật 
Bản, Việt Nam. Ở nước ta, 
Đảng sâm thường phân 
bố ở Lai Châu, Lào Cai, 
Hà Giang, Hòa Bình, Lâm 
Đồng.

Theo y học cổ truyền, 
Đảng sâm có tác dụng 
chữa tỳ vị suy kém, phế 
khí hư nhược, kém ăn, 
mệt mỏi, sa tử cung, tăng 
bạch cầu, viêm họng, dạ 
dày... [1]; kháng u, kháng 
khuẩn và tăng cường miễn 
dịch.... [2, 3]. Theo các 
tác giả Zhu E và cs (2001) 
[4] và Li C.Y và cs (2009) 

Nghiên cứu ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng thực vật 
lên sự phát sinh hình thái của cây Đảng sâm trong điều kiện in vitro  

Phạm Hương Sơn*, Nguyễn Thị Lài 
Trung tâm Sinh học Thực nghiệm, Viện Ứng dụng Công nghệ, Bộ Khoa học và Công nghệ

Ngày nhận bài 9.3.2015, ngày chuyển phản biện 13.3.2015, ngày nhận phản biện 18.4.2015, ngày chấp nhận đăng 24.4.2015

Đảng sâm (Codonopsis javanica (Blume)) thuộc họ Campanulaceae, là một loại thảo dược quý. Tuy nhiên, 
số lượng cây ngoài tự nhiên đang giảm nhanh do vùng phân bố bị thu hẹp cùng với sự gia tăng về nhu cầu 
khai thác và tỷ lệ hạt nảy mầm thấp. Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng thực 
vật lên khả năng tạo chồi và rễ của Đảng sâm trong điều kiện in vitro cho thấy: khử trùng bằng dung dịch 
3% NaOCl trong 10 phút rồi cấy trên môi trường SH có bổ sung 3% đường + 0,8% thạch + 10% nước dừa 
cho tỷ lệ mẫu sống và vô trùng cao nhất, đạt 66,5% sau 2 tuần. Khả năng nhân nhanh chồi sau 6 tuần đạt 
cao nhất (19,28 chồi/mẫu, chiều cao chồi 4,67 cm) trên môi trường SH bổ sung 3% đường + 0,8% thạch + 
10% nước dừa + 1,0 mg/l TDZ + 0,5 mg/l αNAA. Sau 4 tuần nuôi cấy chồi in vitro tạo rễ bất định và tăng 
trưởng tốt nhất (chiều cao 7,36 cm/chồi; 7,03 lá/chồi; 11,17 rễ/chồi) trên môi trường SH bổ sung 3% đường 
+ 0,8% thạch + 10% nước dừa + 0,5 mg/l IBA. 

Từ khóa: cây thuốc, chất điều hòa sinh trưởng, Đảng sâm, nuôi cấy in vitro.

Chỉ số phân loại 4.6 

* Tác giả chính, Email: phson2008@gmail.com

Effects of plant growth regulators on 
the morphogenesis of Codonopsis javanica 

(Blume) under in vitro conditions
                                 

Summary

Codonopsis javanica (Blume) belongs to the Campanulaceae family and 
is an important medicinal plant. However, the number of this plant in the 
nature has been decreasing dramatically because of its narrow distribution, 
overexploitation and low germination of seeds. The results of studying the 
effects of plant growth regulators on the formation of shoots and roots of 
this species under in vitro conditions showed that: the explants sterilized 
with 3% NaOCl for 10 min and then cultured in SH medium supplemented 
with 3% saccharose + 0.8% agar + 10% coconut water (CW) yielded the 
highest survival and clean explants (66.5%) after 2 weeks of culture. After 
6 weeks, the capability of in vitro shoot multiplication was the highest (19.28 
shoots/explant, length of 4.67 cm/shoot) in SH medium supplemented with 
3% saccharose + 0.8% agar + 10% CW + 1.0 mg/l TDZ + 0.5 mg/l αNAA. 
After 4 weeks of culture, in vitro shoots produced adventitious roots and 
grew best (length of 7.36 cm/shoot, 7.03 leaves/shoot and 11.17 roots/shoot) 
when being grown in SH medium supplemented with 3% saccharose + 
0.8% agar + 10% CW + 0.5 mg/l IBA. 

Keywords: Codonopsis javanica (Blume), growth regulators, in vitro, 
medicinal plant.

Classification number 4.6
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[5], trong rễ cây Đảng sâm có chứa polysaccharides, 
saponins, alkaloids và phytosteroids... 

Hiện nay, Đảng sâm đang bị tàn phá nghiêm trọng, 
mặt khác, tỷ lệ nảy mầm từ hạt trong tự nhiên rất thấp 
nên loài cây này lâm vào tình trạng gần như tuyệt chủng 
và được đưa vào “Sách Đỏ Việt Nam” cần được bảo 
vệ. Nghiên cứu này được tiến hành nhằm tìm ra môi 
trường nuôi cấy thích hợp để có hệ số nhân chồi cao 
và tạo cây hoàn chỉnh trong thời gian ngắn, góp phần 
sản xuất giống cây dược liệu quý này với quy mô lớn.

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 

Vật liệu nghiên cứu 

	- Vật liệu nghiên cứu là đoạn thân cây Đảng sâm 
có mầm sinh trưởng được thu hái từ Hòa Bình. 

	- Chất khử trùng dùng trong thí nghiệm: NaOCl.

	- Môi trường nuôi cấy: SH (Schenk and Hildebrandt, 
1972) [6].

	- Chất kích thích sinh trưởng được bổ sung vào 
môi trường là: KIN, TDZ, IBA, αNAA.

Phương pháp nghiên cứu 

Nghiên cứu khử trùng mẫu: xác định nồng độ và 
thời gian khử trùng mẫu bằng NaOCl. Thí nghiệm bố 
trí ngẫu nhiên, 3 lần nhắc lại với nồng độ NaOCl (1%; 
2%; 3%; 4%) và thời gian tương ứng (5; 10; 15; 20 
phút).

Các bước tiến hành: mẫu được rửa dưới vòi nước 
chảy, sau đó cắt đoạn thân mang chồi ngủ có kích thước 
1,5-2,0 ± 0,2 cm được khử trùng bằng 1-4% NaOCl 
trong 5-20 phút, rửa sạch lại bằng nước cất vô trùng 
khoảng 3 lần. Sau đó cấy trên môi trường SH, bổ sung 
3% đường, 0,8% thạch, 10% nước dừa.

Nghiên cứu nhân nhanh chồi in vitro: nghiên cứu 
ảnh hưởng KIN, TDZ, αNAA đến quá trình nhân 
nhanh chồi. Thí nghiệm bố trí ngẫu nhiên, 3 lần nhắc 
lại với nồng độ KIN [0 (Đ/C); 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg/l] 
và TDZ với nồng độ [0 (Đ/C); 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg/l] 
bổ sung vào môi trường SH. 

Thí nghiệm nghiên cứu ảnh hưởng αNAA đến quá 
trình nhân nhanh chồi: từ kết quả của thí nghiệm KIN, 
TDZ bổ sung nêu trên, thí nghiệm bổ sung αNAA với 
các nồng độ [0 (Đ/C); 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 mg/l] kết 
hợp với KIN và bổ sung αNAA với các nồng độ [0 

(Đ/C); 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 mg/l] kết hợp với 
TDZ bổ sung vào môi trường SH. Các thí nghiệm được 
bố trí ngẫu nhiên, 3 lần nhắc lại.

Các bước tiến hành: cây Đảng sâm in vitro được cắt 
thành từng đoạn mang chồi ngủ có kích thước 1,5-2,0 
± 0,2 cm. Sau đó, mẫu được cấy trên môi trường SH có 
bổ sung KIN, TDZ, KIN + αNAA, TDZ + αNAA, 3% 
đường, 0,8% thạch, 10% nước dừa. 

 Nghiên cứu môi trường tạo in vitro cây hoàn chỉnh: 
nghiên cứu tạo rễ cây Đảng sâm in vitro. Thí nghiệm 
bổ sung αNAA hoặc IBA với nồng độ (0,5; 1,0; 1,5; 
2,0 mg/l) vào môi trường SH bổ sung 3% đường, 
0,8% thạch, 10% nước dừa. Đối chứng: không bổ sung 
αNAA hoặc IBA. 

Các bước tiến hành: các chồi in vitro của cây Đảng 
sâm có kích thước 4,0 ± 0,2 cm được tách ra từ cụm 
chồi trên môi trường nhân nhanh được cấy trên môi 
trường SH bổ sung 3% đường, 0,8% thạch, 10% nước 
dừa, với các nồng độ từ 0,5-2,0 mg/l αNAA và 0,5-2,0 
mg/l IBA để khảo sát khả năng hình thành rễ in vitro. 
Các thí nghiệm được bố trí ngẫu nhiên, 3 lần nhắc lại. 
Ở tất cả các thí nghiệm trên, mỗi công thức là 30 mẫu. 

Chỉ tiêu theo dõi và xử lý số liệu thí nghiệm: nghiên 
cứu tiến hành theo dõi định kỳ 1 tuần/lần. Theo dõi 
các chỉ tiêu: tỷ lệ mẫu sống (%), mẫu nhiễm (%), khả 
năng sinh trưởng của chồi, số chồi/mẫu, chiều cao chồi 
(cm), số lá (lá/chồi), số rễ (rễ/chồi)... Các thí nghiệm 
được đặt trong phòng thí nghiệm có cường độ chiếu 
sáng 2.400 lux, thời gian chiếu sáng là 12 giờ/ngày, 
nhiệt độ phòng 24 ± 20C, độ ẩm phòng 55 ± 5%. Các số 
liệu thu thập được phân tích thống kê bằng phần mềm 
IRRISTAT 5.0 và ANOVA.

Kết quả và thảo luận 

Tạo vật liệu khởi đầu

Vật liệu nghiên cứu là các đoạn thân của cây Đảng 
sâm. Trước khi đưa vào nuôi cấy, mẫu được xử lý khử 
trùng bằng NaOCl với các nồng độ và thời gian khác 
nhau. Khử trùng đoạn thân của cây  Đảng sâm bằng 
dung dịch 3% NaOCl trong thời gian 10 phút tỷ lệ sống 
đạt cao nhất (66,5%). Khi tăng nồng độ và thời gian 
khử trùng lên, tỷ lệ mẫu sống giảm dần. Tỷ lệ sống 
thấp nhất khi xử lý ở nồng độ 4% NaOCl trong 20 
phút, chỉ là 24,5% (bảng 1).
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Như vậy, khử trùng đoạn thân của cây Đảng sâm 
bằng dung dịch 3% NaOCl trong thời gian xử lý 10 
phút là thích hợp nhất.

Giai đoạn nhân nhanh

Ảnh hưởng của KIN đến quá trình nhân nhanh 
chồi: KIN thuộc nhóm cytokinin, chúng được bổ sung 
vào môi trường chủ yếu để kích thích sự phân chia tế 
bào và phân hóa chồi bất định, tăng cường khả năng 
tổng hợp chất diệp lục của cây. Để đánh giá ảnh hưởng 
của KIN lên quá trình hình thành cụm chồi, chúng tôi 
bổ sung KIN với nồng độ từ 0,5 đến 2,0 mg/l vào môi 
trường và kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của KIN được 
trình bày ở bảng 2. Kết quả ở bảng 2 cho thấy, KIN có 

tác dụng không rõ rệt về làm gia tăng số chồi của Đảng 
sâm. Như vậy, nếu bổ sung đơn lẻ KIN sẽ có tác dụng 
thấp đến quá trình nhân nhanh chồi Đảng sâm.

Ảnh hưởng của TDZ đến quá trình nhân nhanh 
chồi: TDZ có tác động rất hiệu quả đến nhân chồi của 
nhiều loài cây. Để tìm hiểu ảnh hưởng của TDZ đến 
khả năng nhân chồi in vitro của Đảng sâm, chúng tôi 
bổ sung TDZ với nồng độ từ 0,5 đến 2,0 mg/l vào môi 
trường và kết quả được trình bày ở bảng 2. 

Bảng 2: ảnh hưởng của TDZ, KIN đến quá trình nhân nhanh chồi

Các chữ cái khác nhau trong cùng 1 cột chỉ sự sai khác có ý nghĩa 
thống kê ở p < 0,05

Bảng 2 cho thấy, TDZ có tác dụng kích thích mạnh 
đến quá trình nhân nhanh chồi ở cây Đảng sâm. Ở nồng 
độ 1,0 mg/l TDZ bổ sung vào môi trường, số chồi trên 
mẫu đã tăng lên 6,55 chồi/mẫu và chiều cao chồi đạt 
3,54 cm, sai khác ở mức đáng tin cậy so với đối chứng 
và các nồng độ khác. Tuy nhiên, khi tăng nồng độ TDZ 
lớn hơn 1,0 mg/l, số chồi/mẫu, chiều cao chồi lại có xu 
hướng giảm dần và chồi có hiện tượng vàng.

Ảnh hưởng của tổ hợp KIN + αNAA, TDZ + αNAA 
đến quá trình nhân nhanh chồi: khi kết hợp auxin với 
cytokinin sẽ giúp sự tăng trưởng chồi non và khởi phát 
sự tạo mới mô phân sinh ngọn chồi từ nhu mô. Gaspar 
và cs (2003) [7] cho rằng, các thí nghiệm tạo chồi bất 
định thường cho kết quả cao khi sử dụng cytokinin 
nồng độ cao và auxin nồng độ từ thấp đến trung bình. 
Do đó, các auxin trong thí nghiệm này được sử dụng ở 
nồng độ thấp nhằm khảo sát tác động của sự phối hợp 
giữa auxin (αNAA) với KIN, TDZ lên sự tạo chồi cây 
Đảng sâm.

Thời 
gian 

(phút)

Tỷ lệ % mẫu

Nồng độ 1% Nồng độ 2% Nồng độ 3% Nồng độ 4%

Sống Nhiễm Chết Sống Nhiễm Chết Sống Nhiễm Chết Sống Nhiễm Chết

5 26,5 66,2 7,3 29,1 58,6 12,3 36,9 54,6 8,5 26,5 46,2 27,3

10 35,2 50,4 14,4 52,1 31,9 16,0 66,5 20,5 13,0 40,1 21,8 38,1

15 40,3 39,6 20,2 50,0 20,6 29,4 52,0 21,5 26,5 32,3 15,7 52,0

20 35,6 34,2 30,2 42,0 22,8 35,2 48,0 33,8 19,0 24,5 12,8 62,7

Chất kích thích sinh trưởng 
(mg/l) Số chồi/mẫu Chiều cao chồi 

(cm)
KIN TDZ

0 (Đ/C) - 1,72 c 2,92 d
0,5 - 3,36 a 3,24 a
1,0 - 2,86 ab 3,18 ab
1,5 - 2,50 b 3,06 bc 
2,0 - 2,47 b 3,01cd

LSD 0,05 0,52 0,13
CV(%) 3,2 3,4

- 0 (Đ/C) 1,73 e 1,90 d
- 0,5 6,16 b 3,27 b
- 1,0 6,55 a 3,54 a
- 1,5 5,11 c 3,08 bc

2,0 4,04 d 2,93 c
LSD 0,05 0,13 0,21

CV(%) 3,0 4,8

Bảng 1: ảnh hưởng của thời gian và nồng độ NaOCl đến mẫu Đảng sâm

A B

C D

 Hình 1: Đảng sâm và các giai đoạn nhân giống 
A- Đảng sâm (Codonopsis javanica); B- Giai đoạn nhân nhanh; 

C, D- Giai đoạn tạo cây hoàn chỉnh
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Kết quả nghiên cứu sau 6 tuần nuôi cấy được trình 
bày ở bảng 3 cho thấy: trên môi trường bổ sung tổ hợp 
KIN ở nồng độ 0,5 mg/l và αNAA nồng độ từ (0,2-1,0 
mg/l) có tác dụng tích cực tới sự phát sinh cụm chồi, 
nhưng thích hợp nhất cho việc tăng hệ số nhân chồi, 
chiều cao chồi là môi trường bổ sung 0,5 mg/l KIN kết 
hợp với 0,2 mg/l αNAA so với công thức khác ở mức 
có ý nghĩa thống kê. Ở môi trường này, số lượng chồi 
đạt 12,10 chồi/mẫu, chiều cao chồi đạt 4,56 cm. Khi 
tăng nồng độ αNAA cao hơn 0,2 mg/l có xu hướng làm 
giảm khả năng tạo chồi của mẫu cấy. Như vậy, việc bổ 
sung αNAA vào môi trường kết hợp với KIN làm tăng 
hiệu quả tạo chồi, tuy nhiên số chồi vẫn còn thấp, chất 
lượng chồi chưa cao.

Khi kết hợp TDZ với αNAA ở nồng độ và tỷ lệ thích 
hợp có thể nâng cao hệ số nhân chồi và chất lượng chồi 
đối với một số cây trồng như cây Cymbidium faberi 
Rolfe (Jun Tao và cs (2011) [8]. Do vậy, TDZ ở nồng 
độ 1,0 mg/l (nồng độ cho hiệu quả nhân nhanh chồi tốt 
nhất) đã được sử dụng phối hợp với αNAA nồng độ từ 
0,5-3,0 mg/l nhằm tăng hiệu quả nhân nhanh chồi Đảng 
sâm. Trên môi trường có 0,5 mg/l αNAA và 1,0 mg/l 
TDZ sau 6 tuần nuôi cấy, số chồi đạt cao nhất là 19,28 
chồi/mẫu, chiều cao chồi đạt 4,67 cm, chất lượng chồi 
rất tốt, chồi xanh và mập. Tuy nhiên, khi tăng nồng độ 
αNAA lớn hơn 0,5 mg/l thì số chồi có xu hướng giảm 
dần. Ở nồng độ 3,0 mg/l đã thể hiện ức chế sự phát sinh 
chồi in vitro (chỉ đạt 6,52 chồi/mẫu), chiều cao chồi đạt 
3,83 cm, chồi có hiện tượng vàng úa.

Bảng 3: ảnh hưởng của tổ hợp KIN + αNAA, TDZ + αNAA đến quá trình 
nhân nhanh chồi

Các chữ cái khác nhau trong cùng 1 cột chỉ sự sai khác 
có ý nghĩa thống kê ở p < 0,05

Giai đoạn tạo cây hoàn chỉnh

Auxin được bổ sung vào môi trường để tăng cường 
khả năng tạo rễ (Tiwari và cs, 2000) [9]. Tuy nhiên, 
với các loài cây khác nhau thì loại auxin và nồng độ là 
khác nhau. Ở đây chúng tôi tiến hành nghiên cứu thí 
nghiệm với αNAA và IBA. Trong nghiên cứu này, IBA 
tỏ ra thích hợp hơn trong việc kích thích chồi Đảng 
sâm tạo rễ so với αNAA. Mặc dù bổ sung αNAA vào 
môi trường nuôi cấy đã cải thiện được chất lượng bộ rễ 
Đảng sâm so với đối chứng nhưng chiều cao cây, số lá, 
tỷ lệ chồi ra rễ vẫn còn thấp. 

 Trên môi trường có chứa IBA, thời gian xuất hiện 
rễ và chất lượng bộ rễ Đảng sâm đã được cải thiện rõ 
rệt. Kết quả nghiên cứu ở bảng 4 cho thấy: sau 4 tuần 
nuôi cấy, môi trường có bổ sung IBA đã thúc đẩy quá 
trình hình thành và phát triển rễ từ chồi in vitro; số 
chồi ra rễ đạt từ 5,90 đến 11,17 rễ so với môi trường 
không bổ sung IBA. Tuy nhiên, ở các mức nồng độ 
khác nhau thì khả năng cảm ứng tạo rễ in vitro cũng 
khác nhau. Đặc biệt, ở môi trường bổ sung IBA nồng 
độ 0,5 mg/l, chiều cao chồi, số lá và khả năng hình 
thành rễ là tốt nhất: chiều cao chồi đạt 7,36 cm, số lá 
7,03, số rễ 11,17. Khi tăng nồng độ IBA lớn hơn 0,5 
mg/l thì chiều cao chồi, số lá và khả năng hình thành 
rễ in vitro giảm dần. 

Bảng 4: ảnh hưởng của αNAA, IBA đến khả năng ra rễ của chồi

Các chữ cái khác nhau trong cùng 1 cột chỉ sự sai khác có ý nghĩa 
thống kê ở p < 0,05

Trong nghiên cứu này, IBA ở nồng độ 0,5 mg/l 
được chứng minh là có hiệu quả nhất cho rễ, dẫn đến 
rễ dài và khỏe mạnh. Tác dụng kích thích khả năng 

KIN (mg/l) TDZ (mg/l) αNAA (mg/l) Số chồi/mẫu Chiều cao chồi 
(cm)

0,5 - 0 (Đ/C) 3,38 e 3,91 d
0,5 - 0,2 12,10 a 4,56 a
0,5 - 0,4 7,79 b 4,16 b
0,5 - 0,6 6,15 c 3,81c 
0,5 - 0,8 6,10 c 3,52 d
0,5 - 1,0  5,41 cd 3,20 e

LSD 0,05 0,34 0,2
CV(%) 3,1 4,2

- 1,0 0 (Đ/C) 6,54 d 3,96 de
- 1,0 0,5 19,28 a 4,67 a
- 1,0 1,0 14,03 b 4,45 b
- 1,0 1,5 10,15 c 4,22 c
- 1,0 2,0 9,08 c 4,05 d
- 1,0 2,5 7,02 d 3,98 de
- 1,0 3,0 6,52 d 3,83 e

LSD 0,05 2,0 0,16
CV(%) 4,5 2,3

αNAA (mg/l) IBA (mg/l) Chiều cao chồi (cm) Số lá/chồi Số rễ/chồi

0 (Đ/C) - 3,11 c 4,9 c 2,48 d
0,5 - 3,51 c 5,5 a 4,23 c
1,0 - 5,30 a 5,57 a 7,26 a
1,5 - 4,56 ab 5,25 b 6,28 b
2,0 - 4,42 b 4,13 d 6,10 b

LSD 0,05 0,25 0,19 0,23
CV(%) 2,7 3,1 4,0

- 0 (Đ/C) 3,21 d 4,70 d 3,42 e
- 0,5 7,36 a 7,03 a 11,17 a
- 1,0 6,50 b 6,84 a 9,55 b
- 1,5 6,42 b 6,58 b 6,50 c
- 2,0 5,58 c 5,51 c 5,90 d

LSD 0,05 0,22 0,24 0,15
CV(%) 2,1 3,2 2,3
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hình thành rễ in vitro của IBA cũng đã được báo cáo 
ở nhiều loài cây thuốc khác như: Ocimum basilicum 
(Sahoo và cs, 1997) [10], Tylophora indica (Faisal and 
Anis, 2003) [11].

Kết luận

1. Chế độ khử trùng mẫu thích hợp cho Đảng sâm 
được xác định là 3% NaOCl trong thời gian xử lý 10 
phút. Công thức này cho tỷ lệ mẫu sống và vô trùng 
cao, đạt 66,5% sau 2 tuần theo dõi.

2. Môi trường tốt nhất cho nhân nhanh chồi Đảng 
sâm là bổ sung 1,0 mg/l TDZ + 0,5 mg/l αNAA bổ 
sung vào môi trường SH + 3% đường + 0,8% thạch + 
10% nước dừa. Trên môi trường này sau 6 tuần nuôi 
cấy cho hệ số nhân chồi cao (19,28 chồi/mẫu), chiều 
cao chồi (4,67 cm), chất lượng chồi tốt, chồi xanh và 
mập.

3. Môi trường tạo cây in vitro hoàn chỉnh thích 
hợp là bổ sung 0,5 mg/l IBA vào môi trường SH + 3% 
đường + 0,8% thạch + 10% nước dừa. Trên môi trường 
này sau 4 tuần nuôi cấy, chiều cao chồi đạt 7,36 cm; 
số lá: 7,03; số rễ: 11,17, chất lượng chồi cao và xanh.
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Đặt vấn đề

Chuyển gen nhờ vi khuẩn Agrobacterium 
được nghiên cứu từ những năm 60-70 của thế 
kỷ trước. Việc phát hiện A. tumefaciens có khả 
năng chuyển gen vào thực vật vào đầu những 
năm 80 đã biến loài này trở thành một trong 
những công cụ quan trọng nhất của công nghệ 
chuyển gen thực vật với những ưu điểm nổi 
trội như số bản sao của gen biến nạp được 
chuyển vào tế bào thấp (khoảng 1-2 bản sao), 
trong khi sử dụng súng bắn gen là nhiều hơn, 
do vậy giảm thiểu sự không biểu hiện của gen 
được chuyển, tăng khả năng chuyển gen bền 
vững, hiệu quả chuyển gen cao; tránh được sự 
hình thành cây chuyển gen thể khảm. Ngoài ra, 
phương pháp chuyển gen nhờ A. tumefaciens 
có kỹ thuật đơn giản, dễ thực hiện, không đòi 
hỏi thiết bị đắt tiền.

Ở thực vật, các gen liên quan đến nhân tố 
phiên mã (transcription factor genes) có chức 
năng kiểm soát quá trình biểu hiện các gen 
mã hoá cho các enzyme trong con đường sinh 
tổng hợp thành tế bào. Đây là các gen chìa 
khoá có tác dụng tăng cường hoặc kìm hãm 
các hoạt động của các gen khác [1]. 

Protein HD-Zip là nhân tố phiên mã có 

Chuyển gen tăng chiều dài sợi gỗ (EcHB1) 
vào cây thuốc lá và đánh giá biểu hiện gen  

Đỗ Thị Thục*, Đỗ Thị Thu, Trần Thị Thu Hà, Trần Hồ Quang
Viện Nghiên cứu giống và Công nghệ sinh học lâm nghiệp

Ngày nhận bài 2.3.2015, ngày chuyển phản biện 6.3.2015, ngày nhận phản biện 11.5.2015, ngày chấp nhận đăng 14.5.2015

Trong nghiên cứu này, các tác giả sử dụng cây thuốc lá như là cây mô hình để phục vụ các nghiên cứu cho 
chuyển gen tăng chiều dài sợi gỗ và làm cơ sở cho các nghiên cứu chuyển gen vào các loài cây trồng rừng 
quan trọng như bạch đàn và keo. Biến nạp gen tăng chiều dài sợi gỗ EcHB1 vào cây thuốc lá thông qua A. 
tumefaciens chủng GV3101 mang vector nhị thể pGWB2/35S/EcHB1/NOS. Kết quả đã tạo được 69 dòng 
thuốc lá chuyển gen và kiểm tra ngẫu nhiên 8 dòng cây chuyển gen bằng phương pháp PCR đều cho kết 
quả dương tính. Sau 3 tháng trồng cây tại vườn ươm trong khu vực cách ly, 32 dòng cây thuốc lá chuyển 
gen có chiều cao trung bình (31,88 cm) lớn hơn 87,5% so với dòng thuốc lá đối chứng (17 cm) và chiều dài 
sợi gỗ của cây chuyển gen lớn hơn so với cây đối chứng 12%.

Từ khoá: A. tumefaciens, chiều dài sợi gỗ, chuyển gen, gen EcHB1, thuốc lá.

Chỉ số phân loại 4.6
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STUDY ON GENETIC 
TRANSFORMATION OF FIBER LENGTH 

GENE (EcHB1) INTO TOBACCO AND 
EVALUATION OF GENE EXPRESSION 

                                 
Summary

In this study, the authors have used tobacco as model 
plant for studying the expression of fiber length 
gene (EcHB1), and the results of this study are the 
fundamental basis for transfering genes into some 
important forest trees such as Eucalyptus and Acacia 
so far. The EcHB1 gene has been transferred into 
Tobacco by Agrobacterium tumefaciens strain GV3101 
with binary vector pGWB2/35S/EcHB1/NOS. Sixty-
nine Tobacco transgenic lines have been produced, 
and PCR tests for 8 randomized transgenic lines have 
shown positive. After three months in nursery, thirty-
two transgenic lines have reached the average height 
of 31.88 cm, while the control is only 17 cm in height. 
The fiber length of transgenic clones is also 12% higher 
than that of the control.

Keywords: Agrobacterium tumefaciens, EcHB1 gene, 
fiber length, tobacco, transgenic.

Classification number 4.6
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trong thực vật. HD-Zip có cấu tạo gồm miền ADN có 
chức năng liên kết chặt chẽ với motif khóa kéo leucine 
(leucine zipper motif) trong việc hình thành dimmer. 
Hai chuỗi polypeptide ở khóa kéo leucine được giữ với 
nhau bởi tương tác kỵ nước giữa axit amin leucine và sự 
lồng vào của 2 vòng xoắn α. Đây là loại homeodomain 
(miền đồng hình) chỉ có mặt trong thực vật và được coi 
là gen HD-Zip có nguồn gốc từ thực vật bằng cách trao 
đổi giữa một gen exon của miền đồng hình với một 
chuỗi khóa kéo leucine [2].

Protein HD-Zip bao gồm 4 phân nhóm (từ I đến IV) 
dựa trên 4 đặc điểm: (1) sự bảo thủ của domain HD-
Zip mà xác định vị trí ADN gắn kết, (2) cấu trúc gen, 
(3) các motif bảo thủ phụ thêm (additional conserved 
motif) và (4) chức năng [3]. 

Mỗi nhân tố phiên mã kiểm soát sự hoạt động và 
phát triển của một vùng thực vật đặc biệt. Nhân tố 
phiên mã ATHB5 thuộc HD-Zip phân nhóm I có chức 
năng kiểm soát sự hình thành trụ dưới lá mầm và kéo 
dài rễ sơ cấp [4], ATHB2 thuộc HD-ZIP phân nhóm II 
có chức năng kiểm soát việc kéo dài tế bào liên quan 
đến chất lượng ánh sáng [5], ATHB8 thuộc phân nhóm 
III có chức năng kiểm soát sự phát triển của tượng tầng 
trong quá trình biệt hóa tế bào [6], ATHB10/GLABRA 
2 thuộc phân nhóm IV có chức năng kiểm soát sự biệt 
hóa các dạng khác nhau của tế bào trichomes trên lá và 
thân, và tế bào lông rễ [7]. 

Gen EcHB1 có chức năng chính trong việc hình 
thành và phát triển sợi gỗ và có ảnh hưởng đến quá 
trình hình thành xylem ở cây. Gen EcHB1 thuộc nhóm 
nhân tố phiên mã HD-zip nhóm 2 (homeodomain 
leucine zipper) và có chức năng chính trong việc hình 
thành và phát triển sợi gỗ [8]. 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành biến nạp 
gen EcHB1 vào cây thuốc lá thông qua A. tumefaciens 
với mục đích đánh giá biểu hiện của gen EcHB1 trong 
cây. Kết quả nghiên cứu về biểu hiện của gen này 
trong cây thuốc lá là cơ sở để tiến hành các nghiên cứu 
chuyển gen tiếp theo cho các loài cây trồng rừng hiện 
nay như bạch đàn và keo để nâng cao chất lượng gỗ 
phục vụ ngành công nghiệp chế biến giấy và sản xuất 
đồ mộc...

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu nghiên cứu

Chủng A. tumefaciens (GV3101) có chứa vector 

nhị thể (pGWB2) mang gen làm tăng chiều dài sợi gỗ 
(EcHB1) được phân lập từ bạch đàn trắng (Eucalyptus 
camaldulensis) và được thiết kế cấu trúc vector chuyển 
gen pGWB2/35S/EcHB1/NOS tại phòng thí nghiệm 
của Viện Nghiên cứu RIKEN (Nhật Bản). 

Hình 1: sơ đồ cấu trúc đoạn T-ADN trong vector pGWB2/35S/EcHB1/NOS

Ghi chú: RB: right T-ADN border, LB: left T-ADN border, 
NPT: gen kháng kanamycin, NOSP: promoter nopaline synthase gene là vị trí 

khởi động phiên mã gen nptII, NOST: terminator nopaline synthase gene là vị trí 
kết thúc phiên mã gen, 35S: promoter CaMV 35S, EcHB1: gen liên quan 

đến tăng chiều dài sợi gỗ, HPT: gen kháng hygromicin

Dòng thuốc lá (Nicotiana tabacum) SNN do Phòng 
Công nghệ tế bào thực vật - Viện Công nghệ sinh học 
cung cấp. 

Cặp mồi đặc hiệu để xác định sự có mặt của gen 
EcHB1 trong cây chuyển gen được mua của Công ty 
Biosystems [9]. 

Ký hiệu mồi Trình tự nucleotide của mồi (5’-3’)
EcHB1-F ATGTGCCCTATCGATTCGG
EcHB1-R TTAACAAGCGGCTGATGGATGAGC

Phương pháp nghiên cứu

Phương pháp chuyển gen vào cây thuốc lá nhờ A. 
tumefaciens: dùng lá có kích thước vừa phải ở các cây 
con khỏe mạnh 2 tuần tuổi. Dùng dao cắt 4 cạnh mép 
lá để gây tổn thương, tạo thành các mảnh lá có kích 
thước khoảng 1 cm2. Các mảnh lá được sử dụng để 
lây nhiễm và đồng nuôi cấy với A. tumefaciens được 
bổ sung thêm Acetosyringone (AS) với nồng độ 200 
µM. Đồng nuôi cấy ở nhiệt độ 25oC, trong buồng tối 
với thời gian 48 giờ theo phương pháp của Topping có 
cải tiến [10]. 

Các mẫu sau khi đồng nuôi cấy tiến hành rửa khuẩn 
bằng dung dịch 1/2 MS bổ sung 500 mg/l cefotaxime 
trong 10 phút và được cấy sang môi trường tái sinh 
gồm MS + 1 mg BAP. Sau 4 tuần thu được các cụm 
chồi, tiến hành tách các cụm chồi cấy chuyển sang 
môi trường chọn lọc (MS + 1 mg BAP + 50 mg/l 
kanamycin). Các chồi chọn lọc thu được tiến hành cấy 
chuyển sang môi trường ra rễ chọn lọc (MS + 0,1 mg 
NAA + 50 mg/l kanamycin).
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Phương pháp xác định sự có mặt của gen EcHB1 
bằng PCR:

Tiến hành phản ứng nhân gen EcHB1 theo bộ kit 
Kapa 3G Plant PCR (Kapa biosystems). Cắt mảnh lá 
mới sau 3 tháng trồng tại nhà lưới của 8 dòng thuốc lá 
chuyển gen và dòng đối chứng (không chuyển gen) cho 
vào ống PCR có thành phần như sau: 25 µl Kapa 2x; 
0,5 µl MgCl2; 1,5 µl EcHB1-F 10 pM; 1,5 µl EcHB1-R 
10 pM; 0,5 µl Enhancer; 0,5 µl Taq ADN polymerase 
thêm nước khử ion đến thể tích 50 µl. Chu trình nhiệt: 
95oC 10 phút; 35 chu kỳ (95oC 30 giây, 56oC 30 giây, 
72oC 1 phút), 72oC trong 7 phút và sau đó duy trì ở 
120C. 

Sản phẩm PCR được điện di trong gel agarose 1%, 
sau đó nhuộm bằng Ethidium bromide và phát hiện các 
băng ADN dưới tia sáng của đèn cực tím. 

Phương pháp đánh giá biểu hiện của gen EcHB1:

Đánh giá biểu hiện của gen dựa vào tốc độ sinh 
trưởng của cây thuốc lá: sau khi chuyển ra bầu đất cây 
được chăm sóc, theo dõi tại vườn ươm trong khu vực 
cách ly rồi tiến hành đo chiều cao của các dòng thuốc 
lá đối chứng và dòng chuyển gen bằng thước sau 1, 2 
và 3 tháng.

Đánh giá biểu hiện của gen dựa vào tiêu bản sợi gỗ: 
sau 3 tháng, cây thuốc lá đã hình thành 1 lớp gỗ mỏng. 
Chọn 7 dòng thuốc lá và đánh dấu theo số thứ tự. Trong 
đó có 6 dòng thuốc lá chuyển gen (gồm 3 dòng sinh 
trưởng tốt, 3 dòng sinh trưởng kém) và 1 cây đối chứng, 
ở mỗi dòng cắt 1 đoạn nhỏ dài 1,5 cm  và cách gốc 5 
cm. Sau đó tước lớp vỏ và chẻ làm 4 phần bằng nhau 
theo chiều dọc. Mẫu được phân tích chiều dài sợi gỗ 
theo phương pháp FUJI 2003. Chiều dài sợi gỗ được đo 
bằng phần mềm Optika Vision pro 1.5.

Số liệu phân tích được thống kê và xử lý bằng phần 
mềm SPSS: phân tích phương sai một nhân tố, vẽ biểu 
đồ.

Kết quả và thảo luận

Kết quả tạo dòng thuốc lá chuyển gen

Sau 4 tuần chuyển gen, từ những khối mô viền 
quanh mép lá đã tạo ra một số lượng lớn cụm chồi. 
Lần biến nạp đầu tiên thu được 76 cụm chồi, lần 2 thu 
được 69 cụm chồi và lần 3 thu được 81 cụm chồi. Kết 
quả thí nghiệm cho thấy, số cụm chồi phát sinh trên 
mẫu dao động từ 2 đến 3, tuy nhiên, không phải tất cả 
các chồi này có mang gen cần chuyển. Để loại bỏ các 
chồi không được chuyển gen, trong cấu trúc vector đã 

sử dụng gen chọn lọc là kanamycin và hygromycin. 
Trong nghiên cứu này, để loại bỏ các chồi không được 
chuyển gen, tiến hành tách các cụm chồi và nuôi cấy 
trên môi trường chọn lọc (MS + 1 mg BAP + 50 mg/l 
kanamycin), quá trình chọn lọc này được thực hiện 3 
lần. Kết quả đã thu được tất cả 226 cụm chồi. 

Sau 3 tuần, các chồi trên cụm chồi của các mẫu 
chuyển gen sống sót sau chọn lọc được tách ra và nuôi 
cấy trên môi trường kéo dài chồi, ra rễ... Với tổng số 
181 chồi cấy trên môi trường chọn lọc, chỉ thu được 
106 chồi ra rễ. Như vậy có thể đánh giá bước đầu rằng, 
một trong những nguyên nhân chính của việc gây 
chết và không ra rễ là các chồi không mang gen được 
chuyển hoặc ở dạng thể khảm. Kết quả cho thấy, hiệu 
quả biến nạp gen EcHB1 vào giống thuốc lá SNN khá 
tốt (đạt 58,56%).

Bảng 1: kết quả theo dõi khả năng tái sinh, chọn lọc 
của quá trình chuyển gen EcHB1

Hình 2: chồi thuốc lá chuyển gen tái sinh và ra rễ trên môi trường chọn lọc

Ghi chú: mũi tên màu đỏ chỉ cây chuyển gen, vòng tròn màu vàng 
chỉ cây không chuyển gen; mẫu biến nạp (a); chồi phát sinh 

sau biến nạp (b); chồi trên môi trường chọn lọc (c); chồi trên môi trường ra rễ (d)

Kết quả kiểm tra sự có mặt của gen bằng PCR

PCR là kỹ thuật được sử dụng để xác định sự có mặt 
của gen chuyển trong cây chuyển gen. Trong nghiên 
cứu này, 8 dòng cây thuốc lá chuyển gen EcHB1 đã 
được phân tích PCR nhân gen EcHB1 với cặp mồi đặc 

Lần thí 
nghiệm

Số mảnh lá 
biến nạp

Số cụm chồi thu 
được

Số chồi cấy trên môi 
trường chọn lọc Số chồi ra rễ Tỷ lệ (%)

1 30 76 68 41 60,29
2 30 69 50 28        56
3 30 81 63 37 58,73

Tổng số 90 226 181 106 58,56
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hiệu. Lá mới của 8 dòng này được thu và sau đó được 
nhân gen EcHB1 bằng bộ kit Kapa 3G Plant PCR của 
hãng Biosystems và được điện di kiểm tra trên gel 
agarose 1% để xác định sự có mặt của gen EcHB1. 

Hình 3: sản phẩm PCR nhân gen EcHB1 điện di trên gel agarose 1%
Ghi chú: giếng M: maker ADN 1 kb; giếng 1-8: sản phẩm PCR nhân gen 

EcHB1 từ 8 dòng chuyển gen; giếng ĐC: sản phẩm PCR nhân gen EcHB1
từ dòng đối chứng

Kết quả điện di trên hình 3 cho thấy, cả 8 dòng 
chuyển gen đều xuất hiện một băng ADN duy nhất với 
kích thước khoảng 750 bp tương ứng với kích thước 
lý thuyết về thiết kế cặp mồi nhân gen EcHB1, còn 
dòng đối chứng không xuất hiện băng ADN. Điều này 
chứng tỏ sự có mặt của gen EcHB1 trong 8 dòng cây 
thuốc lá chuyển gen. 

Kết quả về sinh trưởng của cây thuốc lá chuyển gen

32 dòng thuốc lá chuyển gen và 30 cây đối chứng 
được trồng và theo dõi sinh trưởng tại vườn ươm. Sinh 
trưởng của các dòng thuốc lá chuyển gen và đối chứng 
được theo dõi sau 1, 2 và 3 tháng trồng. Kết quả sinh 
trưởng được trình bày trong hình 4.

Hình 4: sinh trưởng của dòng thuốc lá đối chứng và chuyển gen sau 3 tháng
Ghi chú: cột mầu trắng là các cây đối chứng 

không mang gen chuyển, cột màu xanh là cây mang gen chuyển EcHB1

Kết quả ở hình 4 cho thấy, chiều cao của dòng đối 
chứng thấp hơn so với dòng chuyển gen và có sự sai 
khác về tốc độ sinh trưởng giữa dòng thuốc lá đối 
chứng và chuyển gen. Sau 3 tháng, chiều cao trung 
bình của dòng thuốc lá chuyển gen là 31,88 cm, lớn 
hơn 87,5% so với dòng thuốc lá đối chứng (17 cm). 

Phân tích phương sai một nhân tố cho kết quả F1= 
299,01; F2= 122,23; F3= 143,06 > Fcrit = 4,001 chứng 
tỏ có sự sai khác về sinh trưởng giữa dòng thuốc lá 
đối chứng và dòng chuyển gen. Điều này cho thấy gen 
EcHB1 đã biểu hiện rất rõ rệt trong quá trình biệt hóa 
xylem làm tăng chiều dài sợi gỗ. 

Nghiên cứu về ảnh hưởng của các gen thuộc nhân 
tố phiên mã (transcription factors) đến quá trình tổng 
hợp thành tế bào của cây và ảnh hưởng đến sinh trưởng 
của cây đã được chứng minh trên cây ngô [11], cây 
Arabidopsis [12]. Các nghiên cứu này cho thấy, khi 
các gen thuộc nhóm nhân tố phiên mã hoạt động mạnh 
thì mức độ tổng hợp thành tế bào tăng lên, số lượng tế 
bào được hình thành nhiều hơn... và sinh trưởng của 
cây cũng tăng lên. 

Kết quả về phân tích chiều dài sợi gỗ 

Sau 3 tháng, cây thuốc lá đã hình thành 1 lớp gỗ 
mỏng. Chọn 7 dòng thuốc lá, gồm 6 dòng thuốc lá 
chuyển gen (3 dòng sinh trưởng tốt, 3 dòng sinh trưởng 
kém) và 1 cây đối chứng, lấy mẫu đo chiều dài sợi gỗ 
trên kính hiển vi. Số liệu thu được được thể hiện trên 
hình 5.

Hình 5: chiều dài sợi gỗ của dòng thuốc lá đối chứng và chuyển gen

Qua số liệu thu được cho thấy, chiều dài trung bình 
sợi gỗ của cây đối chứng là 631,25 µm và cây chuyển 
gen là 707,53 µm. Chiều dài sợi gỗ của dòng thuốc lá 
chuyển gen dài hơn 12% so dòng đối chứng. Phân tích 
phương sai một nhân tố cho kết quả F = 7,77 > Fcrit= 
3,9 chứng tỏ sai khác có ý nghĩa. Như vậy, gen EcHB1 
sau khi chuyển vào cây thuốc lá đã có biểu hiện khá tốt 
trong việc biệt hóa các tế bào xylem làm tăng chiều dài 
sợi gỗ. Kết quả này cũng phù hợp với kết quả nghiên 
cứu của Sonoda và CTV [9]. Các tác giả này khi phân 
tích chiều dài sợi gỗ của dòng thuốc lá chuyển gen 
EcHb1 thấy dài hơn các dòng đối chứng 1,2 lần. 



6457(9) 9.2015

Kết quả nghiên cứu trên khẳng định cấu trúc vector 
chuyển gen pGWB2/35S/EcHB1/NOS thiết kế hoạt 
động tốt và cấu trúc này là nguồn vật liệu di truyền 
để chuyển vào các đối tượng cây lâm nghiệp như keo, 
bạch đàn... tạo giống sinh trưởng nhanh, chất lượng 
gỗ tốt.

Hình 6: tiêu bản chiều dài sợi gỗ của dòng thuốc lá đối chứng 
và chuyển dưới độ phóng đại 40x

Kết luận

1) Đã chuyển thành công cấu trúc gen tăng chiều 
dài sợi gỗ (gen EcHB1) vào dòng thuốc lá SNN thông 
qua A. tumefaciens và thu được 69 dòng chuyển gen ra 
rễ trên môi trường chọn lọc.

2) Đã kiểm tra sự có mặt gen EcHB1 ở đại diện 
ngẫu nhiên 8 dòng thuốc lá chuyển gen bằng PCR, kết 
quả cả 8 dòng đều dương tính với gen EcHB1.

3) Các dòng thuốc lá chuyển gen EcHB1 sinh trưởng 
cao hơn 87,5% so với cây đối chứng sau 3 tháng tuổi.

4) Các dòng thuốc lá chuyển gen có chiều dài sợi gỗ 
lớn hơn 12% so với dòng đối chứng sau 3 tháng tuổi.
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3. Khoa hoïc y - döôïc

3.1.   Y hoïc cô sôû
3.2.   Y hoïc laâm saøng
3.3.   Y hoïc döï phoøng
3.4.   Döôïc hoïc
3.5.   Caùc lónh vöïc khaùc cuûa Y - döôïc hoïc

phaân loaïi lónh vöïc khoa hoïc

2. Khoa hoïc kyõ thuaät vaø coâng ngheä
2.1. 	 Kyõ thuaät daân duïng: kyõ thuaät kieán 

truùc; kyõ thuaät xaây döïng; kyõ thuaät 
keát caáu vaø ñoâ thò; kyõ thuaät giao 
thoâng vaän taûi; kyõ thuaät thuyû lôïi; kyõ 
thuaät ñòa chaát coâng trình

2.2. 	 Kyõ thuaät ñieän, kyõ thuaät ñieän töû, kyõ 
thuaät thoâng tin

2.3. 	 Kyõ thuaät cô khí, cheá taïo maùy
2.4. 	 Kyõ thuaät hoùa hoïc 
2.5. 	 Kyõ thuaät vaät lieäu vaø luyeän kim
2.6. 	 Kyõ thuaät y hoïc
2.7. 	 Kyõ thuaät moâi tröôøng
2.8. 	 Coâng ngheä sinh hoïc coâng nghieäp
2.9. 	 Coâng ngheä nano
2.10. Kyõ thuaät thöïc phaåm vaø ñoà uoáng
2.11. Caùc lónh vöïc khaùc cuûa khoa hoïc   

kyõ thuaät vaø coâng ngheä

1. Khoa hoïc töï nhieân
1.1.   Toaùn hoïc vaø thoáng keâ
1.2.   Khoa hoïc maùy tính vaø thoâng tin
1.3.   Vaät lyù
1.4.   Hoùa hoïc
1.5.   Khoa hoïc traùi ñaát vaø moâi tröôøng
1.6.   Khoa hoïc söï soáng
1.7.   Khoa hoïc nano 
1.8.   Khoa hoïc tính toaùn
1.9.  Caùc lónh vöïc khaùc cuûa khoa hoïc töï 

nhieân

4. Khoa hoïc noâng nghieäp
4.1.   Troàng troït
4.2.   Chaên nuoâi
4.3.   Thuù y
4.4.   Laâm nghieäp 
4.5.   Thuûy saûn
4.6.   Coâng ngheä sinh hoïc trong noâng   		
	      nghieäp, thuûy saûn
4.7.   Caùc lónh vöïc khaùc cuûa khoa hoïc             	
	      noâng nghieäp 

5. Khoa học xã hội và nhân văn 
5.1. 	 Tâm lý học
5.2. 	 Kinh tế và kinh doanh
5.3. 	 Khoa học giáo dục
5.4. 	 Xã hội học
5.5. 	 Pháp luật
5.6. 	 Khoa học chính trị
5.7. 	 Địa lý kinh tế và xã hội
5.8. 	 Thông tin đại chúng và truyền thông
5.9. 	 Lịch sử và khảo cổ học
5.10. Ngôn ngữ học và văn học
5.11. Triết học, đạo đức và tôn giáo
5.12. Nghiên cứu về khu vực và quốc tế 
5.13. Các lĩnh vực khác của khoa học xã 

hội và nhân văn 
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