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TÓM TẮT 
Chỉ thị SSR (single sequence repeat-SSR) có nguồn gốc từ cDNA/EST có ưu điểm giảm chi phí và 

thời gian xây dựng chỉ thị do các đoạn cDNA/EST liên quan trực tiếp đến các gen chức năng 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành phân lập, xác định và phân tích trình tự nucleotide chỉ 

thị SSR của gen mã hóa sucrose synthase - enzyme tham gia vào quá trình tổng hợp sucrose làm 

cơ sở nghiên cứu chỉ thị phân tử ứng dụng trong chọn tạo giống chè. Motif TTGTT thuộc đầu 

3’UTR (Untranslated region) của gen mã hóa sucrose synthase được lặp lại trong hai mẫu nghiên 

cứu thuộc nhóm gián đoạn bởi một vài base không thuộc cấu trúc motif, trình tự motif thu được 

tương ứng ở chè Trung du xanh và Trung du tím lần lượt là: (TTGTT)4 GTT (TTGTT)4; 

(TTGTT)6 GTT (TTGTT)3; (TTGTT)5 GTT (TTGTT). So sánh trình tự motif TTGTT của gen mã 

hóa sucrose synthase với các trình tự đã công bố cho thấy, mottif TTGTT có thể có tính bảo thủ 

trong giống và tính đa hình cao giữa các giống chè phân tích. 
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ABSTRACT 
cDNA/EST - derived SSR markers (single sequence repeat-SSR) has the advantage of reducing the 

cost and time of directing the marker because cDNA/EST fragments are directly related to 

functional genes. In this study, we conducted an analysis of the nucleotide sequence of SSR 

marker of the gene encoding sucrose synthase - the enzyme involved in sucrose synthesis as a 

basis for molecular markers applied in tea breeding. Motif TTGTT belongs to 3’ UTR 

(untranslated region) of the gene encoding sucrose synthase was repeated in two samples of the 

interrupted group by a few bases that are not motif structure, the motif sequence obtained in green 

and purple Trung du tea, respectively: (TTGTT) 4 GTT (TTGTT) 4; (TTGTT) 6 GTT (TTGTT) 3; 

(TTGTT) 5 GTT (TTGTT). Comparing the TTGTT sequence of the sucrose synthase encoding 

gene with the published sequences shows that the TTGTT mottif has a conservative in varieties 

and a high polymorphism among the analyzed tea varieties. 
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1. Mở đầu 

SSR (single sequence repeat-SSR) là những 

đoạn trình tự DNA được lặp lại liên tiếp với 

những nucleotide motif ngắn (1-6 bp), tùy 

từng loài mà số lượng nucleotide trong mỗi 

đơn vị lại có thể thay đổi từ một đến hàng 

chục và số lượng đơn vị lặp lại có thể biến 

động từ 2 đến hàng nghìn. Trình tự SSR được 

xác định từ trình tự DNA genome và 

cDNA/EST (EST-Expression Sequence Tag). 

Chỉ thị SSR có nguồn gốc từ cDNA/EST có 

ưu điểm giảm chi phí và thời gian xây dựng 

chỉ thị do các đoạn cDNA/EST liên quan trực 

tiếp đến các gen chức năng, vì vậy chỉ thị 

SSR phát triển từ nguồn dữ liệu này có ích 

hơn [1]. Khi so sánh các đoạn EST ở chè với 

các gen đã biết chức năng từ các loài khác 

cho thấy hầu hết các chỉ thị SSR-EST liên 

quan đến các quá trình sinh học, thành phần 

cấu tạo tế bào và chức năng phân tử của gen ở 

chè [1]-[5]. Tuy nhiên, mối liên quan của các 

chỉ thị SSR-EST với các gen thực hiện các 

chức năng này ở chè vẫn chưa được nghiên 

cứu. Các nghiên cứu chỉ thị SSR ở chè trồng 

tại Việt Nam còn hạn chế. Năm 2009, Trần 

Đức Trung và đồng tác giả (đtg) đã nghiên 

cứu đánh giá sự đa dạng di truyền 96 

giống/dòng chè trồng ở Việt Nam bằng kỹ 

thuật PCR-SSR [6]. Trong nghiên cứu trước 

đây, chúng tôi đã nghiên cứu đánh giá đa 

dạng hệ gen của 18 giống chè trồng tại Thái 

Nguyên dựa vào 14 chỉ thị SSR và phân tích 

trình tự nucleotide đoạn SSR mã hóa cho 

protein chức năng ở một số giống chè dựa 

trên khuôn DNA hệ gen [7]. 

Sucrose là sản phẩm chính của quá trình 

quang hợp, có vai trò bổ sung năng lượng cho 

sự sinh trưởng và phát triển của thực vật cũng 

như các sinh vật sống. Sucrose tích lũy phần 

lớn ở các mô thực vật, giúp cho thực vật thích 

nghi tốt với các điều kiện bất lợi của môi 

trường như: hạn, lạnh, mặn, và cường độ ánh 

sáng mạnh,... Sucrose được chuyển hóa nhờ 

invertase hoặc sucrose synthase (EC 

2.4.1.13). Trong khi invertase xúc tác quá 

trình thủy phân sucrose không thể đảo ngược 

thành các glucose và fructose, sucrose 

synthase xúc tác sự phân cắt thuận nghịch của 

sucrose bằng cách sử dụng uridine 

diphosphate (UDP) để tạo ra fructose và UDP 

- glucose (UDP-G) [8]. Hàm lượng sucrose 

trong lá chè chiếm không quá 1% khối lượng 

chất khô và có ảnh hưởng tới chất lượng sản 

phẩm chè như hương thơm, độ ngậy [9]; [10]. 

Ở chè, đoạn SSR của gen mã hóa cho enzyme 

tổng hợp sucrose đã được nghiên cứu bởi Ma 

và đtg (2010) [2], trình tự mRNA mã hóa cho 

sucrose synthase chứa đoạn SSR đã được 

công bố trên Genbank với mã số KF921302 

và XM_028214197.  

Hiện nay, Việt Nam là một trong 10 quốc gia 

đứng đầu thế giới về diện tích và sản lượng 

chè. Các giống chè được trồng chủ yếu là chè 

Trung du, chè Shan và các giống chè mới, có 

nhiều giống chè được nhập nội từ các nước 

như Trung Quốc, Nhật Bản, Sri Lanka… 

Giống chè Trung du gồm Trung du búp xanh 

và Trung du búp tím (Trung du xanh và 

Trung du tím), từ lâu đã được coi là khởi thủy 

của cây chè Việt Nam. Chè Trung du được 

biết đến có vị thơm, ngọt hậu, nhiều người ưa 

chuộng. Ngoài ra, chè Trung du có khả năng 

chống chịu sâu bệnh cũng như chịu hạn, chịu 

rét tốt ở vụ đông, chè có giá trị kinh tế cao; 

khả năng sinh trưởng mạnh, độ che phủ lớn, 

có thể chống xói mòn và rửa trôi, bảo vệ môi 

trường sinh thái. Tuy nhiên, do được trồng đã 

nhiều năm, nên chè Trung du dần bị thoái 

hóa, năng suất và chất lượng thấp [9]; [10]. 

Đã có nhiều công trình nghiên cứu cải tạo, 

bảo tồn và phát triển giống chè Trung du, đặc 

biệt là giống chè Trung du tím được cho là 

chè đặc sản, quý hiếm, có khả năng chữa 

bệnh rất cao [11]-[13]. Trên cơ sở chè Trung 

du được đánh giá cảm quan để lại vị ngọt hơn 

so với các giống khác sau khi uống và để góp 

phần tìm kiếm chỉ thị phân tử có tiềm năng 

ứng dụng trong chọn tạo giống chè, chúng tôi 

tiến hành nghiên cứu trình tự nucleotide chỉ 

thị SSR của gen mã hóa sucrose synthase ở 

chè Trung du xanh và chè Trung du tím. 
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2. Nguyên liệu và phương pháp 

2.1. Nguyên liệu 

Sử dụng lá của giống chè Trung du xanh và 

Trung du tím được cung cấp bởi TS. Dương 

Trung Dũng, Trường Đại học Nông Lâm, Đại 

học Thái Nguyên. 

2.2. Phương pháp 

2.2.1. Tách chiết RNA tổng số và tổng hợp cDNA 

Phương pháp tách chiết RNA tổng số và tổng 

hợp cDNA được thực hiện theo mô tả của 

Hoàng Thị Thu Yến và đtg [14]. 

2.2.2. Kỹ thuật PCR  

Cặp mồi sử dụng trong kỹ thuật PCR khuếch 

đại đoạn SSR của gen mã hóa sucrose 

synthase dựa trên cơ sở dữ liệu mồi đã công 

bố của Ma và đtg (2010) [2] (F: 

AGTTGGCTGAATCAGTCCCTT; R: 

GCTTAAATCACAATTCAAAGC). Kỹ 

thuật PCR được thực hiện trong 50 l thể tích 

với các thành phần: 25 l master mix 

(Qiagen), 2,0 l mồi F (10 mM), 2,0 l mồi F 

(10 mM), 4 l cDNA (40 ng/l); 17 l H2O. 

Chu trình nhiệt của phản ứng là: 94oC trong 3 

phút, (94oC trong 30 giây, 48oC trong 45 giây, 

72oC trong 45 giây) lặp lại 32 chu kỳ, 72oC 

trong 10 phút và lưu giữ ở 4oC. Sản phẩm 

PCR được kiểm tra trên gel agarose 2%. 

2.2.3. Xác định và phân tích trình tự đoạn SSR 

Sản phẩm PCR-SSR tinh sạch được xác định 

trên máy ABI PRISM® 3100 Avant Genetic 

Anlalyzer (Applied Biosystems). Kết quả 

trình tự gen được phân tích, so sánh bằng 

phần mềm sinh học chuyên dụng (BLAST, 

Bioedit). 

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. Khuếch đại đoạn SSR của gen mã hóa 

sucrose synthase ở chè Trung du xanh và 

Trung du tím 

Motif lặp TTGTT của đoạn SSR thuộc đầu 3’ 

UTR (untranslated region - UTR) của gen mã 

hóa sucrose synthase được khuếch đại sử 

dụng khuôn cDNA từ RNA tổng số mẫu chè 

Trung Du xanh và Trung Du tím với cặp mồi 

dựa trên trình tự đã công bố (KF921302, 

XM_028214197) [2]. Sản phẩm của phản ứng 

PCR được điện di kiểm tra trên gel agarose 

2%, kết quả thu được thể hiện trên hình 1A.
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B                   B 

Hình 1. Hình ảnh điện di kết quả PCR khuếch đại đoạn SSR của gen mã hóa sucrose synthase từ chè 

Trung Du xanh và Trung Du tím 

A - Hình ảnh điện di kết quả PCR khuếch đại đoạn SSR của gen mã hóa sucrose synthase (M: Marker DNA 

100bp (Thermo Scientific); 1: sản phẩm PCR khuếch đại đoạn SSR từ mẫu chè Trung du tím 2: sản phẩm 

PCR khuếch đại đoạn SSR từ mẫu chè Trung du xanh. B - Hình ảnh kiểm tra tinh sạch sản phẩm PCR 

khuếch đại đoạn SSR của gen mã hóa sucrose synthase (M: Marker DNA 1 kb (Thermo Scientific); 1.1; 1.2 

và 2: sản phẩm PCR tương ứng ở giống chè Trung Du tím và Trung du xanh 

Kết quả ở hình 1A cho thấy, sản phẩm PCR đoạn SSR của gen mã hóa sucrose synthase thu được 

ở cả 2 mẫu nghiên cứu đều có kích thước khoảng ~300 bp, kích thước này phù hợp theo tính toán 

lý thuyết và tương tự với nghiên cứu đã công bố trước đây, khoảng 260-275 bp (KF921302, 

 

M      1.1      1.2       2

250 bp
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XM_028214197) [2]. Sản phẩm PCR từ chè Trung du xanh thu được một băng đặc hiệu, trong 

khi sản phẩn PCR từ mẫu chè Trung du tím có 2 băng DNA. Chúng tôi, ký hiệu đoạn SSR mã 

hóa sucrose synthase từ chè Trung Du xanh là Suc1_xanh; còn đoạn SSR từ chè Trung Du tím 

tương ứng là Suc1_tim và Suc2_tim. Tiếp theo, sản phẩm PCR được tinh sạch phục vụ mục đích 

xác định và phân tích trình tự, kết quả tinh sạch được thể hiện trên hình 1B.  

 
Hình 2. Motif lặp (TTGTT) của  Suc1_xanh (I) và của đoạn Suc1_tim (II) và Suc2_tim (III) 

 
Hình 3. Sự sai khác trình tự nucleotide đoạn SSR của gen mã hóa sucrose synthase giữa mẫu nghiên cứu 

và các trình tự đã công bố, phần trình tự nền xám là trình tự motif TTGTT 

3.2. Xác định trình tự nucleotide đoạn SSR 

của gen mã hóa sucrose synthase ở chè 

Trung du xanh và Trung du tím 

Từ kết quả xác định trình tự trực tiếp đoạn 

SSR của sản phẩm PCR, chúng tôi sử dụng 

phần mềm Blast để nhận diện và BioEdit để 

thu nhận đoạn trình tự SSR mã hóa sucrose 

synthase từ 2 mẫu chè nghiên cứu. Kết quả 

cho thấy, đoạn Suc1_xanh và Suc2_tim có 

kích thước 196 bp, đoạn Suc1_tim có kích 

thước 201 bp. Sự khác biệt về kích thước giữa 

các đoạn SSR thu được từ 2 mẫu chè nghiên 

cứu là do sự khác biệt đoạn trình tự lặp lại 

TTGTT. Motif TTGTT của gen mã hóa sucrose 

synthase được lặp lại trong hai mẫu nghiên cứu 

thuộc nhóm gián đoạn bởi một vài base không 

thuộc cấu trúc motif, đoạn Suc1_xanh có motif 

lặp ở là (TTGTT)4 GTT (TTGTT)4; motif lặp ở 

đoạn Suc1_tim và Suc2_tim lần lượt là: 

(TTGTT)6 GTT (TTGTT)3; (TTGTT)5 GTT 

(TTGTT)3 (Hình 2). 

3.3. Phân tích trình tự nucleotide đoạn SSR 

mã hóa sucrose synthase ở chè Trung du 

xanh và Trung du tím 

Để chỉ ra sự sai khác trình tự nucleotide đoạn 

SSR giữa các mẫu nghiên cứu với các trình tự 

đã công bố [2], chúng tôi đã tiến hành so sánh 

trình tự motif lặp TTGTT của đoạn SSR mã 

hóa sucrose synthase từ 2 mẫu chè nghiên cứu 

với các trình tự đã công bố bằng cách sử dụng 

phần mềm sinh học phân tử BioEdit. Kết quả 

so sánh được thể hiện ở hình 3. 

Kết quả từ hình 3 cho thấy, sự khác nhau về 

motif TTGTT lặp lại giữa các mẫu chè phân 

tích, các vùng trình tự hai bên motif lặp 

không có sự sai khác. So sánh motif lặp 

TTGTT của mẫu chè nghiên cứu với các mẫu 

chè đã công bố cho thấy, motif tồn tại ở cả hai 

dạng, lặp lại gián đoạn và liên tục. Motif 

TTGTT được lặp lại liên tục ở mẫu chè 

TRI777 – giống chè có nguồn gốc từ chè shan 

(Suc_TRI7770 và chè Bát tiên (Suc_battien) 

một giống nhập nội từ Trung Quốc, tương 

ứng là (TTGTT)5 và (TTGTT)7. Hai mẫu chè 

nghiên cứu và tất cả các mẫu chè Việt Nam 

đã công bố đều có motif TTGTT bị gián đoạn 

bởi nucleotide GTT, chè Trung du xanh dòng 

17 và Suc1_tim: (TTGTT)6(GTT)(TTGTT)3, 

chè Trung du  xanh dòng 18 và Suc2_tim: 

(TTGTT)5GTT(TTGTT)3, Suc1_xanh: 

(TTGTT)4(GTT)(TTGTT)4. Motif TTGTT ở 

mẫu chè của Trung Quốc công bố trên 

Genbank (GE651667) là: 

(TTGTT)4TCGTT(TTGTT)1GTT(TTGTT)3. 
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Tuy nhiên, ở vị trí nucleotide 42, 2 mẫu chè 

Việt Nam có cấu trúc motif lặp lại tương tự 

đều là T thay thế C có trong trình tự đoạn 

SSR được công bố (GE651667). Như vậy, 

motif lặp lại TTGTT thuộc vùng 3’ UTR của 

gen mã hóa sucrose synthase có tính đa hình 

giữa các giống chè phân tích, nhưng có thể có 

sự bảo thủ trong cùng một giống. Để xác định 

motif TTGTT lặp lại có ảnh hưởng đến quá 

trình biểu hiện gen mã hóa sucrose synthase 

như thế nào và có ảnh hưởng đến hàm lượng 

sucrose hay không rõ ràng cần có những 

nghiên cứu bổ sung khác. 

4. Kết luận 

Trình tự đoạn SSR của gen mã hóa sucrose 

synthase từ chè Trung du xanh và Trung du 

tím có các vùng trình tự hai bên bảo thủ và có 

motif lặp thuộc dạng gián đoạn bởi nucleotide 

GTT không thuộc cấu trúc motif. Mottif 

TTGTT của gen mã hóa sucrose synthase có 

thể có tính bảo thủ trong giống và tính đa hình 

cao giữa các giống chè nghiên cứu. 
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