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TÓM TẮT 

Bệnh khảm lá khoai mì (CMD) hiện đang gây hại nghiêm trọng trên các giống khoai mì ở Việt Nam. Gen kháng 

bệnh đã đƣợc nghiên cứu và ứng dụng cho việc phát triển giống khoai mì kháng bệnh trên thế giới, tuy nhiên hiện 

vẫn chƣa đƣợc áp dụng ở Việt Nam. Nghiên cứu này xác định sự hiện diện của các chỉ thị liên kết với gen kháng 

CMD (SSRY28, SSRY106, NS158, NS169, NS198 và RME-1) trong các giống khoai mì ở miền Nam Việt Nam bằng 

kỹ thuật PCR. Phản ứng PCR đƣợc thiết lập với từng chỉ thị trƣớc khi áp dụng cho việc nhận diện. Kết quả cho thấy 

đã thiết lập đƣợc phản ứng PCR cho việc nhận diện các chỉ thị. Trong 72 mẫu giống khoai mì đƣợc kiểm tra, có 

21 mẫu mang 6 chỉ thị, 32 mẫu mang 5 chỉ thị, 19 mẫu mang 4 chỉ thị, và 1 mẫu mang 3 chỉ thị. Các mẫu khoai mì 

đƣợc kiểm tra khác biệt so với mẫu đối chứng (kháng bệnh) ở 3 chỉ thị (NS158, NS169 và RME-1) cho thấy 3 chỉ 

thị này có thể có vai trò quan trọng đối với khả năng kháng bệnh khảm lá của các mẫu giống khoai mì ở Việt Nam. 

Từ khóa: Khoai mì, bệnh khảm lá, chỉ thị phân tử, gen kháng bệnh khảm lá  
 

1 Trung tâm Công nghệ Sinh học thành phố Hồ Chí Minh 
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I. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Bệnh khảm lá khoai mì là một trong những dịch 

hại gây tổn thất nghiêm trọng đối với ngành sản xuất 

khoai mì trên thế giới. Trƣớc đây, bệnh chỉ gây hại 

chủ yếu ở các nƣớc châu Phi và hai nƣớc thuộc khu 

vực châu Á, đó là Ấn Độ và Sri Lanka (Alabi et al, 

2011). Tuy nhiên, đến tháng 5/2015, bệnh đã đƣợc 

phát hiện ở Campuchia và nhanh chóng lan truyền 

sang Việt Nam (Cục Bảo vệ thực vật, 2018). Hiện 

nay, bệnh đã xuất hiện và gây hại trên nhiều vùng 

trồng khoai mì ở Việt Nam, bao gồm Tây Ninh, Bình 

Dƣơng, Bà Rịa - Vũng Tàu, Đồng Nai, Đăk Lăk, Bình 

Phƣớc, Bình Thuận, Ninh Thuận và Thành phố Hồ 

Chí Minh. 

Tác nhân gây bệnh khảm lá  khoai  mì  đƣợc 

xác định là các virus thuộc chi Begomovirus, họ 

Germiniviridae (Pita et al., 2001). Hiện tại có 11 loài 

virus gây bệnh khảm lá khoai mì đã đƣợc mô tả trên 

thế giới, bao gồm 9 loài ở châu Phi (African cassava 

mosaic virus- ACMV, African cassava mosaic Burkina 

Faso virus (ACMBFV), Cassava mosaic Madagascar 

virus (CMMGV), East African cassava mosaic virus 

- EACMV, East African cassava mosaic Cameroon 

virus - EACMCV, East African cassava mosaic 

Kenya virus - EACMKV, East African cassava mosaic 

Malawi virus - EACMMV, East African cassava 

mosaic Zanzibar virus - EACMZV, South African 

cassava mosaic - SACMV) và hai loài ở tiểu lục địa 

Ấn Độ (Indian cassava mosaic virus - ICMV, Sri 

Lankan cassava mosaic virus - SLCMV) (Fongdong, 

2017). Ngoài các loài này, một chủng virus mới có 

tên là EACMV-UG (East African cassava mosaic 

virus - Uganda) cũng đã ghi nhận. Chủng virus này 

đƣợc tạo ra từ sự tái tổ hợp tự nhiên giữa hai loài 

ACMV và EACMMV và xuất hiện trong đại dịch 

khảm lá khoai mì xảy ra ở Uganda vào những năm 

1990 (Deng et al., 1997; Zhou et al., 1997). 

Chủng virus hiện đang gây hại trên khoai mì ở 

Việt Nam đã đƣợc xác định là Sri Lanka Cassava 

Mosaic Virus, là một trong hai virus phân bố ở Châu 

Á (Viện Bảo vệ thực vật, 2018). Bất chấp các nỗ lực 

đƣợc thực hiện nhằm kiểm soát bệnh, đến nay bệnh 

khảm lá vẫn đang tiếp tục lây lan và gây hại nghiêm 

trọng trên các vùng trồng khoai mì ở Việt Nam cũng 

nhƣ trên thế giới. Nghiên cứu phát triển giống khoai 

mì có khả năng kháng virus đƣợc xem là một giải 

pháp then chốt cho vấn đề kiểm soát bệnh. Giống 

kháng có thể đƣợc phát triển bằng công nghệ gen 

(công nghệ RNAi, công nghệ chỉnh sửa gen) hay sử 

dụng nguồn gen kháng tự nhiên. Trong đó, sử dụng 

nguồn gen kháng tự nhiên đƣợc xem là giải pháp 

triển vọng nhất. 

Đã có nhiều nghiên cứu đƣợc thực hiện để tìm 

ra các chỉ thị phân tử liên kết với gen kháng CMD 

trên thế giới. Akano và công tác viên (2002) đã xác 

định đƣợc hai chỉ thị liên kết với gen kháng bệnh 

khảm lá (CMD), bao gồm một chỉ thị SSR (SSRY28) 

và một chỉ thị AFLP (GY1) nằm ở khoảng cách 9 và 

8 cM tƣơng ứng so với locus gen. Sau đó, nhiều chỉ 

thị khác liên kết với gen kháng bệnh khảm lá cũng 

đã đƣợc phát hiện và sử dụng trong các nghiên cứu 

khác nhau, bao gồm bốn chỉ thị SSR: NS158, NS169 

(Okogbenin et al., 2007), NS198 (Okogbenin et al., 

2012), SSRY106 (Lokko et al., 2005); một chỉ thị 

SCAR: RME-1 (Okogbenin et al., 2007); và hai chỉ 

thị SNP: S5214 30911 (Rabbi et al., 2014a), S5214 

780931 (Rabbi et al., 2014b). Trong đó, các chỉ thị 

SSRY28, SSRY106, NS158, NS169, NS198 và RME-1 

đã đƣợc sử dụng trong nghiên cứu phát triển giống 

khoai mì kháng bệnh khảm lá (Okobening et al., 

2012). 

Ở Việt Nam, hiện vẫn chƣa tìm thấy các công 

bố liên quan đến chỉ thị phân tử liên kết với gen 

kháng CMD, trong khi tình trạng nhiễm bệnh này 

trên khoai mì vẫn đang diễn ra và nhu cầu phát 

triển giống khoai mì kháng bệnh đang rất cấp bách. 

Nghiên cứu này đƣợc thực hiện nhằm xác định các 

chỉ thị phân tử liên kết với gen kháng CMD trong 

các giống khoai mì phục vụ cho việc chọn lọc các 

giống khoai mì có khả năng kháng bệnh khảm lá ở 

Việt Nam. 

II. VẬT LIỆU VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu nghiên cứu 

- Mẫu lá khoai mì kháng bệnh khảm lá đƣợc cung 

cấp bởi Trung tâm Nghiên cứu Thực nghiệm Nông 

nghiệp Hƣng Lộc. 

- Mẫu lá khoai mì thu thập từ các vùng trồng 

khoai mì ở các tỉnh phía Nam Việt Nam (Bảng 1). 

- Trình tự mồi (chỉ thị) tƣơng ứng cho các chỉ thị 

phân tử (tham khảo từ các bài báo công bố trên cây 

khoai mì) sử dụng trong nghiên cứu (Bảng 2) đƣợc 

tổng hợp và cung cấp bởi công ty Integrated ADN 

Technologies (Mỹ). 
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Bảng 1. Thông tin các mẫu khoai mì thu thập từ các tỉnh phía Nam Việt Nam 
 

STT Mẫu Số lƣợng Địa điểm 

1 ĐL 01 - 37 37 Huyện Ea Hleo, tỉnh Đăk Lăk 

2 VT 01 - 13 13 Xã Láng Dài, huyện Đất Đỏ, tỉnh Bà Rịa Vũng Tàu 

3 VT 14 - 21 8 Xã Đá Bạc, huyện Châu Đức, tỉnh Bà Rịa Vũng Tàu 

4 VT 22- 25 4 Xã Long Tân, huyện Đất Đỏ, tỉnh Bà Rịa Vũng Tàu 

5 BT 01 - 04 4 Xã Trà Tân, huyện Đức Linh, tỉnh Bình Thuận 

6 BT 05 - 08 4 Xã Đức Tài, huyện Đức Linh, tỉnh Bình Thuận 

7 LA 01 - 03 3 Xã Mỹ Lạc, huyện Thủ Thừa, tỉnh Long An 

8 Đối chứng kháng bệnh 1 Trung tâm Nghiên cứu Thực nghiệm Nông nghiệp Hƣng Lộc 

Bảng 2. Trình tự các mồi ISSR đƣợc sử dụng trong nghiên cứu 
 

Tên 

chỉ thị 

Loại 

chỉ thị 
Trình tự 

Sản phẩm 

(bp) 

Nhiệt độ 

Tm (oC) 
Tham khảo 

SSRY28 SSR 
F:TTGACATGAGTGATATTTTCTTGAG 

R:GCTGCGTGCAAAACTAAAAT 
180 55 Akano et al., 2002 

SSRY106 SSR 
F:GGAAACTGCTTGCACAAAGA 

R:CAGCAAGACCATCACCAGTTT 
270 58 Lokko et al., 2005 

NS158 SSR 
F:GTGCGAAATGGAAATCAATG 

R:TGAAATAGTGATACATGCAAAAGGA 
166 55 Okogbenin et al., 2007 

NS169 SSR 
F:GTGCGAAATGGAAATCAATG 

R:GCCTTCTCAGCATATGGAGC 
319 55 Okogbenin et al., 2007 

RME-1 SCAR 
F:ATGTTAATGTAATGAAAGAGC 

R:AGAAGAGGGTAGGAGTTATGT 
700, 740 50 Okogbenin et al., 2007 

NS198 SSR 
F:TGCAGCATATCAGGCATTTC 

R:TGGAAGCATGCATCAAATGT 
196 55 Okogbenin et al., 2012 

 

2.2. Phƣơng pháp nghiên cứu 

2.2.1. Tách chiết ADN 

Các mẫu lá khoai mì sau khi thu thập  đƣợc  

tách chiết ADN tổng số bằng phƣơng pháp CTAB 

(Healey et al., 2014). ADN thu đƣợc sau tách chiết 

đƣợc kiểm tra độ tinh sạch (đo nồng độ bằng máy 

quang phổ Nanodrop) và chất lƣợng (điện di trên gel 

agarose 1%), sau đó pha loãng đến nồng độ 50 ng/µL 

và bảo quản ở –20oC để sử dụng cho phản ứng PCR. 

2.2.2. Thiết lập phản ứng PCR nhận diện chỉ thị 

phân tử liên kết với gen kháng 

Thực hiện phản ứng PCR với ADN tách chiết từ 

lá của mẫu khoai mì kháng bệnh khảm lá với 6 chỉ 

thị phân tử liên kết với gen kháng (Bảng 2), trong đó 

mỗi chỉ thị sẽ đƣợc sử dụng cho một phản ứng. Phản 

ứng PCR đƣợc thực hiện với thể tích 25 µL bao gồm: 

10,5 µL H20; 12,5 µL PCR master mix (DreamTaq 

ADN polymerase, 2X DreamTaq Green buffer, 

0,1 mM  mỗi  loại  (dATP,  dCTP,  dGTP,  dTTP) và 

4 mM MgCl
2
); 1 µL mồi (10 ρmol), 1 µL ADN khuôn 

(50 ng/µl). Chƣơng trình nhiệt đƣợc thiết lập với 

1 chu kỳ 95oC/10 phút; 35 chu kỳ (95oC/30 giây, 

Ta/45 giây, 72oC/45 giây); và 1 chu kỳ 72oC/10 phút, 

trong đó, Ta là nhiệt độ gắn kết cho từng chỉ thị. 

Sản phẩm PCR đƣợc kiểm tra bằng điện di trên gel 

agarose (1,5%), sau đó nhuộm với ethidium bromide 

(0,4 µg/mL) và quan sát sự xuất hiện của các băng 

ADN trên máy chụp gel (Geldoc). 

2.2.3. Kiểm tra sự hiện diện của chỉ thị phân tử liên 

kết với gen kháng trong các giống khoai mì thu thập 

Kết quả PCR đƣợc kiểm tra và phân tích sự hiện 

diện của chỉ thị liên kết với gen kháng dựa trên sự 

phù hợp về vị trí và kích thƣớc của các băng ADN 

thu đƣợc so với sản phẩm ADN đã đƣợc công bố liên 

quan đến chỉ thị đƣợc nghiên cứu. 
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2.3. Thời gian và địa điểm nghiên cứu 

Nghiên cứu đƣợc thực hiện từ 06/2019 - 06/2020 

tại Phòng Công nghệ sinh học Thực vật, Trung tâm 

Công nghệ sinh học thành phố Hồ Chí Minh. 

III. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Tách chiết ADN 

Kết quả tách chiết mẫu lá khoai mì cho thấy ADN 

tổng số thu đƣợc từ các nhóm mẫu có nồng độ trung 

bình dao động trong khoảng từ 420,0 - 887,88 ng/μL. 

Tỷ lệ OD260/280 của các mẫu dao động trong 

khoảng từ 1,78 đến 1,84 (Bảng 3). ADN có nồng độ 

tƣơng đối cao, ít bị đứt gãy và lẫn tạp chất (Hình 1). 

Điều này cho thấy ADN thu đƣợc đủ điều kiện để 

thực hiện phản ứng PCR. 

Bảng 3. Kết quả tách chiết ADN tổng số từ lá khoai mì 
 

 
STT 

 
Mẫu 

Nồng độ ADN 

trung bình 

(ng/µL) 

OD 
260/280 

trung bình 

1 ĐL 01 - 37 636,36 1,80 

2 VT 01 - 13 573,81 1,80 

3 VT14 - 21 661,46 1,81 

4 VT22 - 25 808,40 1,79 

5 BT 01 - 04 887,88 1,78 

6 BT 05 - 08 705,35 1,78 

7 LA 01- 03 420,87 1,84 

8 
Đối chứng 

kháng bệnh 
506,3 1,83 

 

 

Hình 1. Kết quả điện di ADN tổng số tách chiết từ mẫu khoai mì thu thập tại Vũng Tàu 

L: thang ADN chuẩn; 38 - 62: mẫu ADN tách chiết từ lá khoai mì 
 

3.2. Thiết lập phản ứng PCR nhận diện chỉ thị 

phân tử liên kết với gen kháng 

Các phản ứng PCR nhận diện chỉ thị liên kết với 

gen kháng đƣợc thiết lập trên ADN của mẫu khoai mì 

kháng bệnh đều thu đƣợc băng ADN có kích thƣớc 

phù hợp với sản phẩm đã đƣợc công bố cho các chỉ 

thị SSRY28 (Akano et al., 2002), SSRY106 (Lokko 

et al., 2005), NS158, NS169, RME-1 (Okogbenin 

et al., 2007) và NS198 (Okogbenin et al., 2012) 

(Bảng 4, Hình 2). Việc thu đƣợc các sản phẩm phù 

hợp với những kết quả nghiên cứu đã đƣợc công bố 

cho thấy phản ứng PCR đƣợc thiết lập trong nghiên 

cứu này có khả năng nhận diện các chỉ thị liên kết 

với gen kháng; do đó có thể sử dụng cho mục đích 

kiểm tra sự hiện diện của các chỉ thị này ở các mẫu 

khoai mì thu thập. 

 

 

Hình 2. Kết quả điện di sản phẩm PCR khuếch đại ADN lá khoai mì 

với các mồi tƣơng ứng cho các chỉ thị SSRY28, SSRY106, NS158, NS169, RME-1, NS198. 

(-): chứng âm; (C): mồi control; (L): thang ADN; 1,2,3: chứng dƣơng. 
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Bảng 4. Sản phẩm thu đƣợc từ phản ứng PCR 

khuếch đại ADN lá khoai mì với các mồi 

tƣơng ứng cho các chỉ thị 

3.3. Kiểm tra sự hiện diện của các chỉ thị liên kết 

với gen kháng trong các mẫu khoai mì 

Kết quả kiểm tra sự hiện diện của 6 chỉ thị 

(SSRY28, SSRY106, NS158, NS169, RME1 và NS198) 

liên kết với gen kháng bệnh khảm lá trên 74 mẫu 

khoai mì (bao gồm mẫu đối chứng kháng bệnh) cho 

thấy tất cả các mẫu kiểm tra đều có  mang ít nhất   

3 chỉ thị.  Trong  đó,  có  21  mẫu  (28,77%) mang 

6 chỉ thị, 32 mẫu (43,84%) mang  5 chỉ thị, 19 mẫu 

(26,03%) mang 4 chỉ thị, và 1 mẫu (1,37%) mang 

3 chỉ thị (Bảng 5). 
 

Bảng 5. Kết quả kiểm tra gen kháng bằng chỉ thị phân tử 
 

Mẫu 
Chỉ thị liên kết gen kháng  

NS158 NS169 NS198 SSRY28 SSRY106 RME-1 (*) 

ĐL-01 + + + + +  5 

ĐL-02   + + + + 4 

ĐL-03   + + + + 4 

ĐL-04   + + + + 4 

ĐL-05 + + + + +  5 

ĐL-06   + + + + 4 

ĐL-07 + + + + +  5 

ĐL-08   + + + + 4 

ĐL-09   + + +  3 

ĐL-10   + + + + 4 

ĐL-11 + + + + +  5 

ĐL-12   + + + + 4 

ĐL-13   + + + + 4 

ĐL-14   + + + + 4 

ĐL-15   + + + + 4 

ĐL-16   + + + + 4 

ĐL-17 + + + + + + 6 

ĐL-18 + + + + + + 6 

ĐL-19 + + + + + + 6 

ĐL-20 + + + + + + 6 

ĐL-21 + + + + + + 6 

ĐL-22 + + + + + + 6 

ĐL-23 + + + + + + 6 

ĐL-24 + + + + + + 6 

ĐL-25 + + + + + + 6 

ĐL-26 +  + + + + 5 

ĐL-27 + + + + + + 6 

ĐL-28 +  + + + + 4 

ĐL-29 +  + + + + 4 

ĐL-30   + + + + 4 

ĐL-31 + + + + + + 6 

ĐL-32 +  + + + + 5 

Tên chỉ thị 
Sản phẩm thu 

đƣợc (bp) 

Sản phẩm đã 

công bố (bp) 

SSRY28 180, 250 180 

SSRY106 270, 320 270 

NS158 166, 250 166 

NS169 319, 400 319 

RME-1 450, 740 700, 740 

NS198 196, 280 196 
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Bảng 5. Kết quả kiểm tra gen kháng bằng chỉ thị phân tử (Tiếp) 
 

Mẫu 
Chỉ thị liên kết gen kháng  

NS158 NS169 NS198 SSRY28 SSRY106 RME-1 (*) 

ĐL-33 + + + + + + 6 

ĐL-34 + + + + + + 6 

ĐL-35 +  + + + + 5 

ĐL-36 +  + + + + 5 

ĐL-37 +  + + + + 5 

VT-01 + + + + +  5 

VT-02 + + + + +  5 

VT-03 + + + + +  5 

VT-04 + + + + +  5 

VT-05 + + + + +  5 

VT-06 + + + + +  5 

VT-07 + + + + +  5 

VT-08 + + + + +  5 

VT-09 + + + + +  5 

VT-10 + + + + +  5 

VT-11 + + + + +  5 

VT-12 + + + + +  5 

VT-13 + + + + +  5 

VT-14 + + + + +  5 

VT-15 + + + + +  5 

VT-16 + + + + +  5 

VT-17 + + + + +  5 

VT-18 + + + + +  5 

VT-19 + + + + +  5 

VT-20 + + + + + + 6 

VT-21 + + + + + + 6 

VT-22 + + + + + + 6 

VT-23 + + + + + + 6 

VT-24 + + + + + + 6 

VT-25 + + + + +  5 

BT-01  + + + +  4 

BT-02  + + + + + 5 

BT-03 +  + + + + 5 

BT-04 +  + + + + 5 

BT-05  + + + +  4 

BT-06  + + + +  4 

BT-07  + + + +  4 

BT-08  + + + +  4 

LA-01 + + + + + + 6 

LA-02 + + + + + + 6 

LA-03 + + + + + + 6 

ĐCKB + + + + + + 6 

(**) 54 51 73 73 73 44  

Ghi chú: (+): Có sự xuất hiện băng ADN mục tiêu; (*): Số chỉ thị có băng ADN phù hợp với mẫu; (**): Số mẫu 

có băng ADN phù hợp với một chỉ thị. 
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Kết quả kiểm tra cũng cho thấy tất cả các mẫu 

khoai mì thu thập đều có sự hiện diện của 3 chỉ thị 

(NS198, SSR28, SSRY106) tƣơng tự mẫu đối chứng 

kháng bệnh. Sự khác biệt giữa các mẫu khoai mì thu 

thập so với mẫu đối chứng kháng bệnh chỉ xuất hiện 

ở trƣờng hợp của 3 chỉ thị NS158, NS169 và RME-1. 

Điều này cho thấy bộ 3 chỉ thị NS158, NS169 và 

RME-1 có vai trò rất quan trọng trong việc xác định 

khả năng kháng bệnh khảm lá của giống khoai mì. 

Kết quả này cũng gợi ý về khả năng chỉ cần sử dụng 

3 chỉ này cho việc nhận diện các giống khoai mì có 

khả năng kháng kháng bệnh ở Việt Nam. 

IV. KẾT LUẬN 

Đã thiết lập đƣợc phản ứng PCR nhận diện đƣợc 

6 chỉ thị SSRY28, SSRY106, NS158, NS169, RME-1 

và NS198 liên kết với gen kháng bệnh khảm lá khoai 

mì. Kết quả kiểm tra trên 74 mẫu khoai mì cho thấy 

tất cả các mẫu kiểm tra đều có mang từ 3 đến 6 chỉ 

thị. Trong đó, 3 chỉ thị (NS158, NS169 và RME-1) có 

sự hiện diện khác giữa các mẫu khoai mì thu thập so 

với mẫu đối chứng kháng bệnh. Điều này cho thấy 

bộ 3 chỉ thị này có vai trò rất quan trọng trong việc 

xác định khả năng kháng bệnh khảm lá của giống 

khoai mì. 
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Identification of molecular markers linked to mosaic disease-resistant genes 

in cassava varieties in Southern Vietnam 

Nguyen Thi Kim Thoa, Huynh Nguyen Minh Nghia, 

Nguyen Thi Thanh Thao, Duong Hoa Xo, Nguyen Xuan Dung 

Abstract 

Cassava mosaic disease (CMD) is currently causing serious damage on cassava in Vietnam. CMD resistant genes 

have been investigated and applied to develop CMD resistant cassava varieties over the world but have not yet been 

applied in Vietnam. This study aimed to identify the present of the molecular markers linked to CMD resistant gene 

(SSRY106, NS158, NS169, NS198 and RME-1) in cassava varieties in Southern Vietnam by using PCR. PCR reaction 

was established to each marker before applying for identification. The results showed that the PCR reaction was 

established for identifying the markers. Of the 72 tested samples of cassava varieties, there were 21 samples with six 

markers, 32 samples with five markers, 19 samples with four markers and one samples with three markers. The tested 

cassava samples differed from the control (with CMD resistance) in three markers (NS158, NS169 and RME-1) 

suggesting that those markers may play an important role in CMD resistance of cassava varieties in Vietnam. 

Keywords: Cassava (Manihot esculenta Crantz), cassava mosaic disease, molecular marker, CMD resistant gene 
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