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  T V        

           ồn gene giúp t o, chọ                      ố         ồ                   ệt.        ó, cây          
(Evolvulus alsinoides) (2n = 26)      ò    ợ                        ấ                          ọ 
Convolvulaceae,               ợc nhiề     ờ             ì  ặc tính dễ                               .      
        ề    ố                                        ờ          ố                   ì              ng của 
h t Thanh Tú kéo dài trong vài tháng (Naikawadi et al., 2012) gây bất lợi trọng việc chọn t o giống m  .          
  ợ          ố    ợ                                         ố           ặ                   ủ       ,     
gồ       ặ     m của hoa (màu sắ ,           ,  ù       ,   ổi thọ),      ặ     m của lá (hình d ng, kích 
    c, hình thành sắc tố, sự khác biệ ),      ặ              ọ    ề  ặ              ó       ọn qua việc xử lý 
  t bi n (Datta et al., 2020). Hiệ     ,                    t bi n bao gồm vật lý (tia gamma và X, và neutron 
nhanh) và hóa học (colchicine, dimethyl sulfate, diethyl sulfate, ethyl methanesulfonate, 1-methyl-1-nitrosourea, 
           z   )        ó sodium azide    )   ợc nhiều nghiên c u sử dụ    ã    ng minh vai trò của hóa 
chất này trong c i bi n di truyền   thực vật. Nghiên c u của Singh và  ồng tác gi  (2020) cho thấy SA có hiệu 
qu  trong việc t o ra sự bi    ổi di truyền về      ặc tính góp phầ             ất    ậu Hà Lan và có th    ợc 
sử dụ      chọn ra các th  hệ      ệt trong quần th  hoặ    ợc sử dụn                     ì         o khác nhau.  

Ngày nay, các chỉ thị phân tử  ã   ợc sử dụng m t cách hiệu qu  trong nhân giố         t bi      phát hiện 
                t bi n thực sự       lo i bỏ các cây không bị   t bi n trong nhữ         ầu của thí nghiệm. 
          ó,     chỉ thị phân tử có th       ịnh mối quan hệ di truyền giữ                       ẹ      ầu 
(Kang et al., 2013) thông qua khác biệt về ki u gene. Chỉ thị phân tử ISSR dựa trên kỹ thuậ       ó    tin cậy 
cao, không yêu cầu thông tin về trình tự       ũ                    u di truyề      c (Holton et al., 2002). Các 
chỉ thị phân tử phân tử       ã   ợc sử dụ                            ự      ng di truyền trên nhiều lo i cây 
trồ        ậu nành, cà phê, lúa... Nghiên c u này k t hợp việc xử lý hóa chất SA k t hợp chỉ thị phân tử ISSR 
nhằm tuy n chọn các dòng Thanh Tú có khác biệt về hình thái hoa và lá, t o nguồn vật liệu cho các nghiên c u 
chọn t o giống hoa Thanh Tú.  

V T    U V               

Vật liệu  

           ó    ề         5-6 cm mang mầ    ủ   ợc cắt t  cây Thanh Tú (Evolvulus alsinoides) 1       ổi 
trồng t i phòng thí nghiệm Nuôi cấy mô thực vật thu c Viện Công nghệ Sinh học và Thực phẩm,    ờ        ọ  
 ầ     . 

                       

                             ầm ngủ   ợ   ử lý v    ó    ấ       5 m    ồ       ầ    ợ    ppm, 200 ppm, 
400 ppm, 600 ppm, 800 ppm trong 4 kho      ờ       3 , 6 , 9     12      .             ,           ợ    ồ   
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       ấ           ồ        ủ                    -   ệ     .         ệ            ố                     ,  ặ  
    5  ầ ,      ầ        ậ ,       ậ  7             ợc bố trí thí nghiệm               ờng Nông Nghiệp, 
   ờ     i học Cầ     .   ỉ tiêu theo dõi: tỷ lệ sống (%) thờ     m 30 ngày; số   ợng hoa/chậu thờ     m 60 
ngày. Sự khác biệt về  ì           ,      ợc mô t . 

                            ổ    ố:            có khác biệt về  ì          ,       ợc chọ     ly trích DNA 
tổng số                             b i Rogers và Bendich (1988) có c i ti n (Trầ        ũ   et al., 2011). 
               ợc b o qu n   -2 °     sử dụng cho các ph n  ng PCR-ISSR.  

                          -ISSR 

S n phẩm củ        ì                  ợc sử dụ      phân tích khác biệt di truyền các m         ợc bằng kỹ 
thuật ISSR v i 6 mồi (B ng 1). Mồ         ợc tổng hợp t i Công ty sinh hóa Phù Sa, Cầ     .    n  ng PCR 
  ợc thực hiện trong th       15 μL.         ần m t ph n  ng PCR: 8,65 µL H2O, 3 µL Buffer 5 , 1,2 3  L  ồ  
10 pmoL, 0,15 µL DNA polymerase 5 unit/µL, 2 µL DNA khuôn 30 µg/ µL.  Ph n           ợc ti n hành trên 
máy PCR v            ì          ệ : 94  - 5     ; 94  - 45     ;    ệ      ắn mồi 47℃–52℃ (B ng 1) –1 phút; 

kéo dài 72℃ trong 2 phút; thực hiện 40 chu kỳ, ổ   ịnh m u   72℃ trong 10 phút. Sử dụ                      
8800 (Agilent, Mỹ). S n phẩ        ợ    ện di trong gel agarose 2%   hiệ    ện th  120 Volt, trong 80 phút sử 
dụng dung dị    ệm TBE (Tris-Borate-EDTA), v i thang chuẩn 1000 bp của Fermentas.  

Bảng 1. Danh sách mồ   SSR đ ợc sử dụng 

STT Tên mồi Trình tự (5’-3’)    ệ  đ       ồ  (
o
C) TLTK 

1 UBC 808 AGAGAGAGAGAGAGAGC 47 Oumer et al., 2020 

2 UBC 813 CTCTCTCTCTCTCTCTT 50 Oumer et al., 2020 

3 UBC 881 GGGTGGGGTGGGGTG 47 Oumer et al., 2020 

4 UBC 818 CAC ACA CAC ACA CAC AG 50 Hassel và Gunnarsson, 2003 

5 UBC 830 TGTGTGTGTGTGTGTGG 52 Saki et al., 2016 

6 ISSR 4 CTCTCTCTCTCTCTCTGG 50 Abbasi and Afsharzadeh, 2016 

*UBC: Primer set 9. University of British Columbia, Vancouver, Canada. 

                          

                        ống kê các số liệ        ợc t  các thí nghiệ    ợc nhập, xử lý bằng phần mềm Excel 
2 19,                                ố (two-way ANOVA) và so sánh sự khác biệt (sự khác nhau giữa các k t 
qu  trung bình của các nghiệm th c) bằng ki    ịnh Tukey có trong phần mềm Minitab 16   m        ĩ  1%. 
Xây dựng gi    ồ ph  hệ theo thuật toán UPGMA của (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) 
(Sneath and Sokal, 1973)   ợc thực hiện bằ            ì      Y  2.1           f w   ,  ỹ) dựa trên hệ số 
       ồng di truyền Jaccard (1908). 

  T  U  V  T     U   

Kết quả ả              ử    S       ỷ  ệ              ợ       T     T  

K t qu  về tỷ lệ sống và số   ợng hoa ghi nhận   Hình 1 cho thấ                ồ      và thời gian xử lý SA thì 
kh        ống củ     n thân cây Thanh Tú gi m t  82,85%  2      ; 3      )   ố   5,71%  8      ; 12  
    )      i các nghiệm th    ối ch ng (có tỷ lệ sống 100%) khác biệ   ó      ĩ    ống kê   m   1%   ều này 
cho thấ             t bi       ã       ng m nh mẽ lên s c sống củ     n thân cây Thanh Tú. Theo Salim và 
 ồng tác gi  (2009) SA        ng lên hầu h            ặc tính sinh lý của thực vậ ,        ó          ng m nh 
mẽ   n sự hô hấp của t  bào bằ               ặn m t số ion hoá trị 2 d     n  c ch  hình thành các enzyme 
hô hấp gây ch t t     ,   ề                ỷ lệ ch t khi xử lý SA. Thanh Tú là d ng cây c nh vì th  số   ợng hoa 
là tiêu chí rất quan trọng. Thanh Tú bắ   ầ               ng   thờ     m t       36   n ngày 54 (tính t  thời 
   m bắ   ầu xử lý SA), các nghiệm th    ối ch ng ra hoa s m nhất   36 ngày. Nghiệm th c 800 ppm trong 30 
phút ra hoa s m   ngày 37 và nghiệm th c ra hoa trễ nhất   nồ      400 ppm trong 90 phút (ngày th  54). Số 
  ợng hoa   các nghiệm th c ghi nhận   thờ       6         ợc trình bày trong b ng 2. Có sự             ữa 
nồ      SA và thời gian xử lý giữa các nghiệm th c. K t qu  cho thấy số   ợng hoa của các m      n thân 
             6        ó       ng gi m dần theo c  nồ      và thời gian xử lý SA (khác biệ   ó      ĩ    ống 
kê m   1%).         ,     ệ        ử               ời gian và nồ      cao nhấ     8      , 12             
  ấ    ệ     .  ố        cao nhất 8,85 hoa/chậu   nghiệm th c là 200 ppm v i thời gian xử       3      ,       
     ó         ệm th    ối ch ng không xử lý SA cho số           ng t  8,90-8,99 hoa/chậu. Trong nghiên c u 
này, nồ      SA càng cao k t hợp thời gian xử         ã   n ch  sự ra hoa của Thanh Tú. 
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Quan sát các nghiệm th         ậ    ợ  12        Thanh Tú xử lý SA t     ợc ki u hình khác biệt so v    ối 
ch           ó  ó 4        ệt       ề  ự   ấ    ệ       ỏ        ị                        ề  ặ .  ố           ó 8 
khác biệ   ề      ắ ,   ầ                  ó  ự   ấ    ệ   ủ        ắ      ị       ề             ặ           
 ó    ắ                 ề  ặ          ,               ố         ó                ặ   ậ              ố  
        ợ                        3.        xử lý 800 ppm, 90 phút có tri n vọng trong việc phát tri n giống 
Thanh Tú m i vì ghi nhậ    ợc màu xanh, tím và trắng trên bề mặt cánh hoa, khác biệt so v    ối ch      ì   1). 
 ũ                 u của Singh và  ồng tác gi  (2 2 )                   ằ    ó    ấ           ấy,   m c nồng 
   củ          ã           ự      ng củ    t bi n sắc tố chlorophyll trong tất c  các ki u gene, quang phổ tổng 
th  củ    t bi n c m  ng chlorophyll củ   ậu hà lan nằm theo th  tự xanh lục > màu xanh lục nh t > màu vàng 
chanh > b ch t   ,   ều này cho thấy nồ      xử lý             n m        t bi n lên ki u gen.  

 ả      Tỷ  ệ              ợ                   ệ        ử    S  

 Tỷ  ệ      ( ) S    ợ       (       ậ ) 

 ồ   đ  
SA (ppm) 

T          ử    S  (    ) T          ử    S  (    ) 

30 60 90 120 30 60 90 120 

0 100,00a 100,00a 100,00a 100,00a 8,9
ab 

8,99
 a
 8,95

 a
 8,92

 ab
 

200 82,85ab 62,85cd 57,14c-e 28,57h-j 8,85
 ab

 8,30
 c
 6,59

 f
 5,84

 g
 

400 74,28bc 51,42d-f 37,14f-i 22,85i-k 8,54
 bc

 7,67
 d
 5,30

 hi
 5,15

 i
 

600 57,14c-e 48,57d-g 31,42g-j 17,14jk 8,37
 c
 7,05

 e
 4,33

 j
 4,23

 j
 

800 51,42d-f 42,85e-h 28,57h-j 5,71k 7,78
 d
 5,58

 gh
 3,6

 k
 0

 l
 

CV%                                          54,5 35,2 

 ả   3      ả        ệ                                    T     T  

        ồ   đ  S  
(ppm) 

Th i gian  
xử lý (phút) 

    ả        ệ                      

TT2-60-A   200 60           ó           ậ                  ố        

TT2-60-B 200 60 Vị trí cuố            ó           ậ              ối ch ng và mép cánh hoa 
có viền màu trắng  

TT4-60-A 400 60           ó                               ố         

TT4-120-A 400 120           ó           ậ                  ố         

TT2-120-A 200 120           ó          

TT8-30-A 800 30 Viề            ó           ậm  

TT6-90-A 600 90         ó      ỏ s m ch y dọc t  gân chính của phi        n các gân phụ  

TT6-120-A 600 120   ấ    ệ       ố    ắ         ề  ặ            

TT6-120-C 600 120         ó      ỏ s m ch y dọc t  gân chính của phi        n các gân phụ   

TT6-120-B 600 120         ó      ỏ s m ch y dọc t  gân chính của phi        n các gân phụ  

TT6-120-D 600 120   ầ      ó      ỏ          ề      ầ                  ầ   ề        ố     

TT8-90-A 800 90      ó           ậm   mép cánh hoa và viền trắng    ầ              , 
  ấ    ệ        ầ                ố  ề                     
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        Sự        ệ                                    
T     T  

          ả  đồ   ả  ệ 

 

Chú thích: DC: cá thể đối chứng, TT2-60-A: Cá thể A đ ợc xử lý SA nồ   độ 200 ppm trong 60 phút, TT2-60-B: Cá thể B đ ợc 
xử lý SA nồ   độ 200 ppm trong 60 phút, TT2-120-A: Cá thể A đ ợc xử lý SA nồ   độ 200 ppm trong 120 phút, TT4-60-A: Cá 

thể A đ ợc xử lý SA nồ   độ 400 ppm trong 60 phút, TT4-120-A: Cá thể A đ ợc xử lý SA nồ   độ 400 ppm trong 120 phút, 
TT6-120-A:Cá thể A đ ợc xử lý SA nồ   độ 600 ppm trong 120 phút, TT8-30-A: Cá thể A đ ợc xử lý SA nồ   độ 800 ppm 

trong 30 phút, TT8-90-A: Cá thể A đ ợc xử lý SA nồ   độ 800 ppm trong 90 phút, TT6-120-B: Cá thể B đ ợc xử lý SA nồ   độ 
600 ppm trong 120 phút, TT6-120-D: Cá thể D đ ợc xử lý SA nồ   độ 600 ppm trong 120 phút, TT6-120-C: Cá thể C đ ợc “xử 

lý SA nồ   độ 600 ppm trong 120 phút, TT6-90-A: Cá thể A đ ợc xử lý SA nồ   độ 600 ppm trong 90 phút. 

          đ                  ự                     ử   R-ISSR 

      6  ồ                 ậ  6 6  ồ   ó           ắ   ặ                      ẩ                      ổ    ố 
        136,        ì         ợ  22,67        ồ .  ố           ì          ì         ợ  1,5        ồ ,       
26,4%,  ố          ì          ì         ợ  6,17        ồ ,       73, 6%       4).               ì    ủ      
               ợ            ự                  ấ        ủ   ệ     .   ỉ  ố           ợ         ì       ,26, 
      ấ   ,43    ồ      818,   ấ    ấ   , 4    ồ      813.            ấ   ó                   1         
 ồ      813     ồ      818  ó              ỏ   ấ         18    .  

 ả       ồ   SSR đ ợc sử dụ   đ  phân tích sự đ    ng di truy        T     T  

STT  ồ  
S        
    đ ợ  

S       
đ        

Tỷ  ệ      
đ        

S       
đ       

Tỷ  ệ      
đ       

       
    

        ớ       
(  ) 

1     818 14    ,  % 14 1  ,  %  ,43 18 -1    

2     881 36 2 33,33% 4 66,67%  ,14 22 -29  

3      4 11    ,  % 11 1  ,  %  ,35 3  -91  

4     813 66 5 83,33% 1 16,67%  , 4 5  -1    

5     83  4 1 25,  % 3 75,  %  ,28 4  -49  

6     8 8 5 1 2 ,  % 4 8 ,  %  ,33 28 -7   

 Tổ       36 9  37    

 T             67   5  6    6  7 73 06  0  6  

 ệ  ố                   ề           ồ      ệ       ệ   ố        ệ        ề    ữ                              5, 
 ì   2).  ệ  ố                   ề                         ,46      ,97.           ồ          ỏ   ì  ự      
  ệ   ề  ậ    ấ         ề                                      .  ự            ữ   ệ   ề                    ề  
 ủ  12            ố       ,       ồ      ệ   ợ             5   ó .        ó,   ó  1  ồ   ố                  
TT2-60-A (200 ppm; 60     )        ệ          ố         ,87,   ó  2  ồ  2          2-60-B (200 ppm; 60 phút) 
     4-60-A (400 ppm; 60 phút)  ó  ệ  ố        ồ    ,85,   ó  3  ồ    4-120-A (400 ppm; 120 phút), TT2-
120-A (200 ppm; 120 phút),      8-30-A (800 ppm; 30 phút)  ó  ệ  ố   ờ    ồ           ố                 
 ,64 -  ,77,   ó  4  ồ    6-90-A (600 ppm; 90 phút), TT6-120-A (600 ppm; 120 phút), TT6-120-C (600 ppm; 
120 phút), TT6-120-B (600 ppm; 120 phút)      6-120-D (600 ppm; 120 phút)  ó  ệ  ố        ồ           ố  
                    ,49 -  ,74,   ó  5   ỉ  ó          8-9 -       ệ  ố        ồ           ố         ,74. 
                   ó         ề        ấ   ồ           ờ        ử        ó               ậ    ấ         ề      
          ằ     ỉ   ị    -    .  ó                 ự        ệ                     t bi      m trên DNA, theo 
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nghiên c u của Olsen và  ồng tác gi   1993)  ã      ị     ợ    t bi n thay th  A-  →  -     86%          ấp 
ba lầ    t bi n thay th  G-  →  -T là 14% và không tìm thấ    t bi n mất nucleotide.  

 ả   5   ệ                                       T     T  

    
TT - 
60-  

TT -
60-  

TT -
60-  

TT -
  0-  

TT -
  0-  

TT8-
30-  

TT6-
90-  

TT6-
  0-  

TT6-
  0-  

TT6-
  0-  

TT6-
  0-D 

TT8-
90-  

   1,               

TT -60-   ,87 1,              

TT -60-   ,87  ,79 1,             

TT -60-   ,77  ,64  ,85 1,            

TT -  0-   ,77  ,8   ,8   ,85 1,           

TT -  0-   ,67  ,64  ,74  ,74  ,9  1,          

TT8-30-   ,64  ,7   ,71  ,77  ,88  ,92 1,         

TT6-90-   ,51  ,64  ,49  ,53  ,59  ,59  ,62 1,        

TT6-  0-   ,49  ,67  ,46  ,56  ,56  ,56  ,59  ,82 1,       

TT6-  0-   ,49  ,49  ,51  ,62  ,56  ,56  ,59  ,82  ,95 1,      

TT6-  0-   ,52  ,46  ,48  ,59  ,59  ,59  ,62  ,85  ,97  ,97 1,     

TT6-  0-D  ,54  ,46  ,51  ,62  ,62  ,62  ,64  ,82  ,95  ,95  ,97 1,    

TT8-90-   ,74  ,49  ,67  ,67  ,62  ,62  ,64  ,71  ,69  ,69  ,72  ,74 1,   

  T  U   

          ồ      và thời gian xử lý sodium azide thì kh        ống của    n thân cây Thanh Tú gi m t  82,85% 
 2      ; 3      )   ố   5,71%  8      ; 12      ).     ó       ng làm bi n dị ki u hình về màu sắc hoa và lá 
  12 nghiệm th c so v    ối ch   .     ó            n ki u gene d     n có sự khác biệt giữa 12 cá th    ợc 
kh                       ồ      ệ       ệ   ố        ệ        ề    ữ                      5   ó .        TT8-
90-A xử lý 800 ppm SA trong 90 phút có sắc tố            ồng nhấ       ự xuất hiện của màu xanh, tím và trắng 
trên cùng m      .   y là nguồn vật liệu tiề                        u ti p theo. Bên c     ó,  ần thêm thời 
        theo dõi sự bi u hiện các tính tr      ợc ghi nhận và kh                ng và phát tri n của các cá th  
  t bi  .   ì       ,   t bi                      ấ      là m t công cụ  ầy h a hẹ     h  trợ              ì   
chọn t o các giố              i.  
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SODIUM AZIDE  
ON MUTATION INDUCTION IN THANH TU (EVOLVULUS ALSINOIDES) 

Tran Le Nguyen, Le Thanh Nhan, Le Thi Anh Thu, Nguyen Thi Pha
*
 

Institute of Biotechnology and Food, Can Tho University 

SUMMARY 

Induced mutation is a viable and established method for crop improvement and the creation of genetic diversity 

to develop new plant varieties. This study aims to induce mutations in Evolvulus alsinoides using sodium azide 

(SA) at concentrations of 0, 200, 400, 600 and 800 ppm for durations of 30, 60, 90, and 120 minutes on stem 

segments containing dormant buds under greenhouse conditions. The survival rate and the number of flowers of 

Sodium azide-treated samples decreased with increasing chemical concentrations. The lowest survival rate was 

recorded in the treatment with 800 ppm SA for 120 minutes at 5.71%, with no flowers observed in this 

treatment, while the highest survival rate was 82.85% with 8.75 flowers per pot in the treatment with 200 ppm 

for 30 minutes. Twelve individuals of Evolvulus alsinoides treated with Sodium azide exhibited phenotypic 

differences compared to the control, with 4 differing in leaf characteristics and 8 in flower characteristics, which 

were genetically analyzed using 6 ISSR primers. The results recorded a genetic variation level of 37% for the 12 

surveyed individuals compared to the control, with the individual TT8-90-A having a similarity coefficient of 

0.74 with the control, being the most potential individual among the mutants due to its unique flower phenotype 

with the most diverse coloration. 

Keywords: Evolvulus alsinoides, ISSR, mutations, sodium azide, Thanh Tu. 
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