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TÓM TẮT: Từ thập kỷ 80 của thế kỷ trước, các kỹ thuật chỉ thị DNA được bắt đầu và phát triển 
nhanh chóng trở thành lĩnh vực quan trọng trong sinh học phân tử. Các chỉ thị DNA được sử dụng 
rộng rãi trong nghiên cứu và chọn lọc. Các kỹ thuật chỉ thị DNA được xây dựng để phát triển các chỉ 
thị DNA cho nghiên cứu đa dạng di truyền, phát sinh loài, phân loại, đánh dấu và xác định gen; cho 
chọn lọc nguồn gen và chọn giống nhờ chỉ thị phân tử. Sự phát triển của hàng loạt các chỉ thị DNA 
khác nhau cùng với các nguyên lý, phương pháp và ứng dụng của chúng dẫn đến việc cần thiết xem 
xét một cách cẩn thận trong việc lựa chọn kỹ thuật phù hợp cho mục đích nghiên cứu. Không có chỉ 
thị DNA nào hiện biết có thể đáp ứng đầy đủ tất cả các yêu cầu của nhà nghiên cứu. Phụ thuộc vào 
vấn đề nghiên cứu, có thể chọn trong các kỹ thuật chỉ thị DNA khác nhau mà mỗi kỹ thuật có thể có 
một số đặc tính cần thiết. Ở Việt Nam, một số kỹ thuật chỉ DNA được bắt đầu sử dụng từ cuối những 
năm 90 của thế kỷ XX. Tuy nhiên, việc sử dụng còn hạn chế vì mới chủ yếu sử dụng các kỹ thuật như 
đa hình DNA nhân bản ngẫu nhiên, kỹ thuật các chuỗi lặp lại đơn giản hay tiểu vệ tinh, kỹ thuật đa 
hình độ dài các đoạn nhân bản chọn lọc trong các nghiên cứu: đa dạng di truyền, lập bản đồ liên kết 
phân tử và chọn giống nhờ chỉ thị phân tử ở thực vật. Bài tổng quan này sẽ giới thiệu tổng quát về hầu 
hết các kỹ thuật chỉ thị DNA hiện có và ứng dụng của chúng trong nghiên cứu và chọn lọc ở thực vật 
nhằm cung cấp thông tin cần thiết và cập nhật cho các nhà nghiên cứu phân loại, bảo tồn và chọn 
giống trong việc lựa chọn kỹ thuật chỉ thị DNA phù hợp. 
Từ khóa: Chọn giống nhờ chỉ thị phân tử, chọn lọc nguồn gen, đa dạng di truyền, kỹ thuật chỉ thị 
DNA, xác định gen.  

 
MỞ ĐẦU 

Kể từ khi chỉ thị DNA đầu tiên được phát 
triển và ứng dụng cho đến cuối những năm 90 
của thế kỷ XX, hàng loạt chỉ thị DNA hay còn 
gọi là chỉ thị phân tử được ra đời đó là các chỉ 
thị: chỉ thị đa hình độ dài các đoạn cắt hạn chế 
(RFLP-restriction fragment length 
polymorphism [20], chuỗi lặp ngắn liền kề 
(STR-short tandem repeats [64], số lượng thay 
đổi các chuỗi lặp lại liền kề (VNTR-variable 
number tandem repeat [127], chỉ thị nhân bản 
allen đặc biệt (AS-PCR-allele specific 
polymerase chain reaction [97], các oligo allen 
đặc biệt (ASO-allele specific oligo [15], đa hình 
cấu tạo sợi đơn (SSCP-single stranded 
conformation polymorphism [136], vị trí chuỗi 
đánh dấu (STS-sequence tagged site [134], đa 
hình DNA nhân bản ngẫu nhiên (RAPD-random 
amplified polymorphic DNA [197], chỉ thị tạo 
ra do phản ứng PCR với các mồi tùy tiện (AP-
PCR-arbitrarily primed PCR [195], vị trí trình 
tự tiểu vệ tinh được đánh dấu (STMS-sequence 
tagged microsatellite site [16], dấu DNA nhân 

bản (DAF-DNA amplification fingerprinting 
[28], chỉ thị trình tự biểu hiện (EST-expressed 
sequence tags [2], đa hình độ dài các chuỗi đơn 
giản (SSLP-simple sequence length 
polymorphism [38], chuỗi đa hình nhân bản 
được cắt hạn chế (CAPS-cleaved amplified 
polymorphic sequence [6], chỉ thị tạo ra do phản 
ứng PCR với mồi thoái hóa-mồi có vị trí mà ở 
đó có thể thay thế các oligo khác nhau (DOP-
PCR-degenerate oligonucleotide primed PCR 
[170], chỉ thị nhân bản sợi thay thế (SDA-strand 
displacement amplification [190], chuỗi lặp lại 
đơn giản (SSR-simple sequence repeat [5], vùng 
nhân bản chuỗi DNA được mô tả (SCAR-
sequence characterized amplified regions [137], 
đa hình nucleotide đơn (SNP-single nucleotide 
polymorphism [78], chỉ thị phản ứng nhân bản 
bằng mồi đơn (single primer amplification 
reactions [60], đa hình các locus tiểu vệ tinh 
nhân bản chọn lọc (SAMPL-selective 
amplification of microsatellite polymorphic loci 
[122], tiểu vệ tinh neo nhân bản (AMP-PCR-
anchored microsatellite primed PCR [212], đa 
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hình tiểu vệ tinh nhân bản ngẫu nhiên (RAMP-
random amplified microsatellite polymorphism 
[201], chuỗi lặp lại đơn giản giữa (ISSR-inter-
simple sequence repeat [212]), các mồi liên 
quan đến allen đặc biệt (ASAP-allele specific 
associated primers [57], đa hình độ dài đoạn 
nhân chọn lọc (AFLP-amplified fragment length 
polymorphism [200], chỉ thị PCR lồng vị trí 
chọn lọc (SSI-site-selected insertion PCR [92], 
tiểu vệ tinh nhân bản ngẫu nhiên (RAM-random 
amplified microsatellites [66], đa hình nhân bản 
chuỗi đặc biệt (S-SAP-sequence specific 
amplification polymorphism [193], các trình tự 
lặp lại đơn giảm neo (ASSR-anchored simple 
sequence repeats [191] và chỉ thị PCR đảo 
(IPCR-inverse PCR [187]. Các kỹ thuật chỉ thị 
DNA tương ứng được xây dựng để phát triển 
chỉ thị DNA cho nghiên cứu đa dạng di truyền, 
phát sinh loài, phân loại, đánh dấu và xác định 
gen; cho chon lọc nguồn gen và chọn giống nhờ 
chỉ thị phân tử. Không có chỉ thị DNA nào hiện 
có có thể đáp ứng đầy đủ tất cả các yêu cầu của 
nhà nghiên cứu. Phụ thuộc vào vấn đề nghiên 
cứu, ta có thể chọn trong các kỹ thuật chỉ thị 
DNA khác nhau mà mỗi kỹ thuật có thể có một 
số đặc tính cần thiết. Ở Việt Nam, một số kỹ 
thuật chỉ DNA được bắt đầu sử dụng từ cuối 
những năm 90 của thế kỷ XX. Tuy nhiên, việc 
sử dụng còn hạn chế vì mới chủ yếu sử dụng 
các kỹ thuật như đa hình DNA nhân bản ngẫu 
nhiên, kỹ thuật các chuỗi lặp lại đơn giản hay 
tiểu vệ tinh, kỹ thuật đa hình độ dài các đoạn 
nhân bản chọn lọc trong các nghiên cứu: đa 
dạng di truyền và đánh giá nguồn gen [22, 37, 
171, 172], lập bản đồ liên kết phân tử [98, 173] 
và chọn giống nhờ chỉ thị phân tử ở thực vật 
[99, 104]. Bài tổng quan này sẽ giới thiệu tổng 
quát về hầu hết các kỹ thuật chỉ thị DNA hiện 
có và ứng dụng của chúng trong nghiên cứu và 
chọn lọc ở thực vật nhằm cung cấp thông tin 
cần thiết và cập nhật cho các nhà nghiên cứu và 
chọn giống trong việc lựa chọn kỹ thuật chỉ thị 
DNA phù hợp cho nghiên cứu và chọn lọc ở 
thực vật. 
Chỉ thị di truyền, chỉ thị phân tử và chỉ thị 
DNA 

Các chỉ thị di truyền là các chỉ thị thể hiện 
sự khác biệt giữa các cơ thể hoặc các loài khác 
nhau. Các chỉ thị này không thể hiện cho các 

gen mục tiêu mà chỉ là dấu hiệu hoặc như là “cờ 
đánh dấu”. Chỉ thị di truyền bao gồm cả chỉ thị 
hình thái và chỉ thị phân tử (isozyme, protein, 
DNA). Tất cả chỉ thị di truyền đều chiếm một vị 
trí đặc biệt trong nhiễm sắc thể (NST) và được 
gọi là locus. Các chỉ thị di truyền thường liên 
kết với gen và được di truyền theo qui luật di 
truyền. Chỉ thị phân tử thường được hiểu là chỉ 
thị DNA, các chỉ thị này chỉ nằm gần hay liên 
kết với gen và không có hoặc ít ảnh hưởng đến 
kiểu hình. 

Chỉ thị di truyền có thể chia thành hai loại: 
chỉ thị truyền thống và chỉ thị DNA. Chỉ thị 
truyền thống gồm chỉ thị hình thái (đây là 
những tính trạng hoặc đặc điểm hình thái như 
mầu hoa, kiểu hình hạt, đặc điểm sinh trưởng, 
sự biến đổi sắc tố v.v.), chỉ thị tế bào (đặc trưng 
cấu trúc của nhiễm sắc thể) và chỉ thị sinh hóa 
(các isozyme, protein và các chất trao đổi chất). 
Chỉ thị DNA là những thay đổi trong phân tử 
DNA và được chia thành nhiều loại dựa trên sự 
khác nhau về phương pháp và kỹ thuật xác định 
sự đa hình. 

Các chỉ thị DNA được sử dụng rộng rãi nhất 
do số lượng chỉ thị không hạn chế. Chỉ thị DNA 
được hình thành từ các loại đột biến DNA khác 
nhau như thay thế (đột biến điểm), sắp xếp lại 
(thêm vào hoặc bớt đi nucleotide) hoặc các sai 
sót trong sao chép các đoạn DNA lặp lại liền kề. 
Các chỉ thị DNA thường nằm ở các vùng không 
phiên mã. Khác với các chỉ thị hình thái và sinh 
hóa, chỉ thị DNA không giới hạn về số lượng, 
không ảnh hưởng bởi yếu tố môi trường và giai 
đoạn phát triển của cây. Chỉ thị DNA được sử 
dụng nhiều trong nghiên cứu quan hệ di truyền, 
phát sinh chủng loại và phân loại phân tử; trong 
lập bản đồ liên kết di truyền, nhận biết gen; và 
trong chọn giống bao gồm đánh giá đa dạng di 
truyền, nhận biết giống, chọn lọc các tính trạng 
kháng bệnh, chống chịu các điều kiện bất lợi 
của môi trường, năng suất và phẩm chất giống. 
Các kỹ thuật chỉ thị DNA  

Mỗi loại chỉ thị DNA được phát triển bằng 
một kỹ thuật tương ứng. Kỹ thuật chỉ thị DNA lý 
tưởng cần phải có các tiêu chí sau: cho đa hình 
cao và phân bố đều trong genome; cho sự phân 
biệt rõ sự khác nhau về di truyền, tạo nhiều chỉ 
thị độc lập và chính xác; đơn giản, nhanh và ít 
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tốn kém; cần ít mẫu và DNA; liên kết với kiểu 
hình nhất định; có thể lặp lại trong các nghiên 
cứu, mức độ sai sót thấp nhất, ghi số liệu dễ và 
chính xác, có nhiều allen (hàm lượng thông tin 
cao), không cần biết trước thông tin về genome 

và cơ thể. Trong bảng 1 là các các kỹ thuật chỉ 
thị DNA hiện có. Trong bài này tác giả chỉ giới 
thiệu khái quát về cơ sở, nguyên lý, một số bước 
cơ bản, những ưu nhược điểm và ứng dụng của 
một số kỹ thuật phổ biến. 

 
Bảng 1. Các kỹ thuật chỉ thị DNA 

Ký hiệu Tên tiếng Anh Tên tiếng Việt 
Kỹ thuật không sử dụng PCR 
RFLP  Restriction Fragment Length Polymorphism  Đa hình độ dài đoạn cắt hạn chế 
REF  Restriction Endonuclease Fingerprinting  Lấy dấu cắt hạn chế 
Kỹ thuật sử dụng PCR 
AFLP  Amplified Fragment Length Polymorphism  Đa hình độ dài nhân bản chọn lọc 
RAPD  Randomly Amplified Polymorphic DNA  DNA đa hình được nhân bản ngẫu nhiên 
AP-PCR  Arbitrarily primed PCR  PCR với mồi ngẫu nhiên 
ARMS  Amplification Refractory Mutation System  Hệ thống đột biến chịu nhiệt nhân bản 
ASAP  Arbitrary Signatures from Amplification  Các dấu hiệu ngẫu nhiên từ nhân bản 
SPAR  Single Primer Amplification Reaction  Phản ứng nhân bản với mồi đơn 
SPLAT  Single Polymorphic Amplification Test  Phép thử nhân bản đa hình đơn 
S-SAP  Sequence-Specific Amplification Polymorphisms  Đa hình nhân bản chuỗi đặc trưng 
ASLP  Amplified Sequence Length Polymorphism  Đa hình độ dài chuỗi nhân bản 
CAPS  Cleaved Amplification Polymorphic Sequence  Chuỗi đa hình nhân bản được cắt hạn chế 
CAS  Coupled Amplification and Sequencing  Giải trình tự và nhân bản kết hợp 
DAF  DNA Amplification Fingerprint  Dấu nhân bản DNA 
SAMPL  Selective Amplification of Polymorphic Loci  Nhân bản chọn lọc các locus đa hình 
Kỹ thuật chỉ thị dựa trên các tiểu vệ tinh 
ISSR  Inter-Simple Sequence Repeats  Chuỗi lặp lại đơn giản giữa 
ISTR  Inverse Sequence-Tagged Repeats  Chuỗi lặp lại ngược được đánh dấu  
MP-PCR  Microsatellite-Primed PCR  PCR với mồi tiểu vệ tinh 
RAHM  Randomly Amplified Hybridizing Microsatellites  Tiểu vệ tinh lai được nhân bản ngẫu 

nhiên 
RAMPs  Randomly Amplified Microsatellite 

Polymorphisms  
Đa hình tiểu vệ tinh được nhân bản ngẫu 
nhiên 

VNTR  Variable Number Tandem Repeats  Số lượng thay đổi các chuỗi lặp lại liền kề 
Các kỹ thuật chỉ thị PCR các chuỗi đặc trưng 
STS  Sequence-Tagged-Site  Vị trí chuỗi đánh dấu 
SCAR  Sequence Characterised Amplification Regions  Vùng nhân bản chuỗi được mô tả 
SSLP  Single Sequence Length Polymorphism  Đa hình độ dài chuỗi đơn giản 
SSR  Simple Sequence Repeats  Các chuỗi lặp lại đơn giản 
STMS  Sequence-Tagged Microsatellite Site  Vị trí chuỗi tiểu vệ tinh đánh dấu 
Các kỹ thuật chỉ thị gen nhảy 
REMAP  Retrotrasposon-Microsatellite Amplified 

Polymorphism  
Đa hình tiểu vệ tinh gen nhảy ngược 
được nhân bản 

RBIP  Retrotrasposon-Based Insertion Polymorphism  Đa hình sự gắn dựa trên gen nhảy ngược 
IRAP Inter- Retrotrasposon Amplified Polymorphism Đa hình gen nhảy ngược giữa được nhân bản 
TD Transposable Display Biểu lộ gen nhảy 
Các kỹ thuật chỉ thị nhân khác 
ITS Internal Transcribed Spacer Vùng đệm trong được sao mã  
SNP  Single Nucleotide Polymorphism  Đa hình nucleotide đơn 
OLA  Oligonucleotide Ligation Assay  Phân tích gắn Oligonucleotide 
SSCP  Single Stranded Conformation Polymorphism  Đa hình cấu tạo sợi đơn 
ASO  Allele Specific Oligonucleotide  Oligonucleotide đặc trưng allen 
ASH  Allele-Specific Hybridization  Lai allen đặc trưng 
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Các kỹ thuật chỉ thị lục lạp 
cpSSR Chloroplast Simple Sequence Repeats Chuỗi lặp lại đơn giản lục lạp 
RFLPA 
cpDNA 

Restriction Fragment Length Polymorphism 
Analysis cpDNA 

Phân tích đa hình độ dài đoạn cất giới 
hạn DNA lục lạp 

tRNAs Chloroplast Transfer RNAs Các RNA vận chuyển lục lạp 
Công nghệ hỗ trợ hiện đại 
DarT Diversity array Technology Công nghệ sắp xếp đa dạng 
NGS Next-geneation sequencing Giải trình tự thế hệ thứ hai 

  
Các kỹ thuật chỉ thị DNA được chia thành 

các nhóm chính là: các kỹ thuật không sử dụng 
phản ứng PCR và các kỹ thuật sử dụng PCR. 
Ngoài ra, cần phải kể đến một số công nghệ hỗ 
trợ hết sức hiệu quả cho phát triển chỉ thị và 
nhận biết đa hình chỉ thị DNA như công nghệ 
sắp xếp đa dạng (Diversity array Technology) 
và công nghệ giải trình tự thế hệ thứ hai (Next-
generation sequencing). 
Các kỹ thuật chỉ thị DNA không sử dụng PCR 
Kỹ thuật đa hình độ dài đoạn cắt hạn chế 
(RFLP) 

Trong kỹ thuật đa hình độ dài đoạn cắt hạn 
chế (Restriction Fragment Length 
Polymorphism-RFLP), đa hình DNA được xác 
định bằng cách lai đoạn dò DNA (DNA probe) 

đánh dấu với DNA sau khi cắt hạn chế bằng 
enzyme cắt hạn chế và được thấm truyền lên 
màng lai bằng phương pháp Southern. Kết quả là 
tạo ra hình ảnh các phân đoạn DNA khác nhau. 
Các hình ảnh phân đoạn DNA khác nhau này 
được tạo nên do sự thay thế, thêm vào hay bớt đi 
của các nucleotide hoặc do đa hình nucleotide 
đơn. Kỹ thuật RFLP được tiến hành theo các 
bước: cắt DNA bằng một hoặc vài enzyme cắt 
hạn chế; các phân đoạn DNA sau đó được phân 
tách trên gel agarose và thấm truyền lên màng 
lai. Việc xác định các phân đoạn DNA được tiến 
hành bằng lai các phân đoạn DNA này với đoạn 
dò được đánh dấu huỳnh quang hoặc phóng xạ 
để có thể phát hiện bằng phản ứng huỳnh quang 
hoặc phim chụp phóng xạ (hình 1). 

 

 
Hình 1. Các bước tiến hành kỹ thuật RFLP: Sau khi tách chiết, DNA genome được cắt bằng enzyme 
cắt hạn chế, các phân đoạn DNA sau đó được phân tách bằng điện di trên gel agarose, rồi được 
thấm truyền bằng phương pháp Southern lên màng nylon và được lai với các đoạn dò được đánh 
dấu bằng phóng xạ hoặc huỳnh quang, cuối cùng là hiện trên phim hoặc nhuộm bằng chất hiện mầu 
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Các chỉ thị RFLP có mức đa hình cao, đồng 
trội (nên có thể phân biệt được các cá thể dị hợp 
tử và đồng hợp tử) và khả năng lặp lại cao. Kỹ 
thuất RFLP cũng cho phép phân tích đồng thời 
nhiều mẫu. Tuy nhiên kỹ thuật này không được 
dùng rộng rãi vì một số hạn chế như: cần nhiều 
DNA chất lượng cao, phải phát triển thư viện 
đoạn dò cho từng loài, cần thông tin về trình tự 
để tạo đoạn dò, không thuận tiện cho việc tự 
động hóa, mức độ đa hình và số lượng locus 
trên lần phân tích thấp, đòi hỏi nhiều thời gian, 
tốn kém. Trong những thập niên 80 và 90 của 
thế kỷ trước, kỹ thuật RFLP được sử dụng trong 
lập bản đồ genome [54, 96], xác định giống 
[82]. RFLP được dùng trong nghiên cứu quan 
hệ giữa các nhóm phân loại gần [119], đa dạng 
di truyền [42], trong lai tạo và chuyển gen vào 
cá thể khác (introgression) bao gồm cả trôi gen 
giữa cây trồng và cỏ dại [36]. 
Các kỹ thuật dựa trên phản ứng PCR 

Với sự phát triển kỹ thuật phản ứng chuỗi 
trùng hợp (polymerase chain reaction-PCR) đã 
dẫn đến những tiến bộ vượt bậc trong việc cải 
tiến các kỹ thuật xây dựng các chỉ thị DNA dựa 
trên phản ứng PCR [123]. Các kỹ thuật chỉ thị 
DNA dựa trên phản ứng PCR, ngoài hai kỹ 
thuật sử dụng rộng rãi là RAPD và AFLP, dựa 
vào sự nhân bản các chuỗi hoặc vùng DNA 
khác nhau có thể chia ra một số nhóm như: kỹ 
thuật chỉ thị các chuỗi đặc trưng, kỹ thuật chỉ thị 
tiểu vệ tinh, kỹ thuật chỉ thị gen nhảy.  
Kỹ thuật đa hình DNA nhân ngẫu nhiên (RAPD) 

Cơ sở của kỹ thuật RAPD là sự nhân bản 
DNA genome bằng phản ứng PCR với các mồi 
ngẫu nhiên để tạo ra sự đa hình DNA do sự tái 
sắp xếp hoặc mất nucleotide ở vị trí bắt mồi 
[197].  

Mồi sử dụng cho kỹ thuật RAPD là các mồi 
ngẫu nhiên, thường là 10 nucleotide và có nhiệt 
độ kéo dài mồi thấp (34-37oC). Mặc dù trình tự 
mồi RAPD là ngẫu nhiên nhưng phải đạt được 
hai tiêu chí là: tỷ lệ GC tối thiểu phải là 40% 
(thường là 50-80%) và không có trình tự bazơ 
đầu xuôi và ngược giống nhau. Sản phẩm PCR-
RAPD thường được phân tách trên gel agarose 
1,5-2,0%. 

Kỹ thuật RAPD không cần thông tin về 
genome của đối tượng nghiên cứu và có thể ứng 

dụng cho các loài khác nhau với các mồi chung. 
Hơn nữa, kỹ thuật RAPD đơn giản và dễ thực 
hiện. Nhưng kỹ thuật RADP có hạn chế là sản 
phẩm PCR không ổn định do mồi ngắn, nhiệt độ 
bắt mồi thấp; ngoài ra, kỹ thuật này tạo ra các 
chỉ thị trội do đó không phân biệt được các cá 
thể dị hợp tử với các cá thể đồng hợp tử. RADP 
sử dụng nhiều trong nghiên cứu đa dạng di 
truyền giữa các loài thực vật [84, 85, 176, 177, 
179, 180, 185], trong nghiên cứu đặc điểm của 
giống và đánh giá biến đổi di truyền [114], 
trong xác định loài [52, 153] và xác định con lai 
[10, 152].  

Kỹ thuật PCR với các mồi ngẫu nhiên 
(Arbitarily Primed PCR-AP-PCR) và lấy dấu 
bằng nhân bản DNA (DNA amplification 
fingerprinting-DAF) là hai kỹ thuật được phát 
triển độc lập và là hai dạng biến thể của kỹ thuật 
RAPD. Đối với AP-PCR chỉ dùng một mồi đơn 
có độ dài 10 đến 15 nucleotide. Kỹ thuật được 
thực hiện khác với PCR bình thường là hai chu 
kỳ đầu được tiến hành ở điều kiện không chặt 
chẽ (nhiệt độ bắt mồi thấp) sau đó ở các chu kỳ 
sau PCR được tiến hành trong điều kiện chặt 
chẽ bằng việc tăng nhiệt độ bắt mồi. Trong 
trường hợp DAF thì chỉ sự dụng một mồi ngẫu 
nhiên ngắn hơn 10 nucleotide và sản phẩm PCR 
được phân tích bằng gel polyacrylamide. Với 
DAF, mồi sử dụng ngắn nhưng nồng độ mồi cần 
cao, phản ứng PCR gồm hai chu kỳ nhiệt chứ 
không phải ba chu kỳ như RAPD. Kỹ thuật AP-
PCR khác với RAPD và DAF là: phản ứng PCR 
chia thành ba bước, mỗi bước có độ chặt chẽ và 
nồng độ của các thành phần phản ứng khác 
nhau. Nồng độ mồi ở những chu kỳ đầu cao, 
mồi dài 20 nucleotide hoặc hơn. 
Kỹ thuật đa hình độ dài đoạn nhân chọn lọc 
(Amplified Fragment Length Polymorphism-
AFLP) 

Kỹ thuật AFLP được sử dụng để phát hiện 
đa hình DNA. Phân tích AFLP được kết hợp cả 
RFLP và PCR bằng việc gắn các chuỗi nhận 
biết vào mồi hay còn gọi là chuỗi tiếp hợp 
(adapter) để nhân chọn lọc các phân đoạn DNA 
được cắt hạn chế. Các cặp mồi thường tạo được 
từ 50 đến 100 băng trong một phân tích. Số 
lượng băng phụ thuộc vào số nucleotide chọn 
lọc trong tổ hợp mồi. Kỹ thuật AFLP cho phép 
lấy dấu DNA từ bất kỳ nguồn gốc nào.  
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Kỹ thuật AFLP được tiến hành theo một số 
bước như trong hình 2: đầu tiên DNA genome 
được cắt bởi enzyme cắt hạn chế cắt không 
thường xuyên (EcoRI hoặc PstI) và cắt thường 
xuyên (MseI hoặc TaqI). Các phân đoạn tạo ra 
sau khi cắt hạn chế được gắn với các đoạn kết 
nối ở cả hai đầu. Các đoạn kết hợp này được 
thiết kế sao cho vị trí nhận biết ban đầu của 
enzyme cắt hạn chế không khôi phục lại sau khi 
gắn. Phản ứng PCR chỉ xảy ra khi các mồi có 
thể gắn với các phân đoạn có trình tự kết nối 
cùng với các cặp bazơ bổ sung với các 
nucleotide chọn lọc. Việc nhân bản được thực 
hiện hai lần trong điều kiện chặt chẽ với các 
mồi bổ trợ với các đoạn tiếp hợp và 1 đến 3 
nucleotide chọn lọc ở đầu 3’. Phản ứng PCR lần 
đầu (tiền nhân) được tiến hành với tổ hợp mồi 
chứa một nucleotide chọn lọc. Phản ứng PCR 
lần hai (nhân chọn lọc) được tiến hành với các 
cặp mồi có 1 đến 3 nucleotide chọn lọc. Do mức 
độ chọn lọc cao, các mồi khác nhau chỉ một 
nucleotide sẽ cho các bộ phân đoạn nhân bản 
khác nhau. Các mồi với 1, 2 và 3 nucleotide 
chọn lọc sẽ giảm số phân đoạn được nhân bản 
tương ứng là 4, 16 và 64. Số nucleotide chọn 
lọc phù hợp thay đổi theo kích thước genome 
của loài. Các phân đoạn AFLP được phân tách 
bằng gel polyacrylamide kết hợp nhuộm bạc 
(AgNO3) hoặc bằng máy giải trình tự tự động. 

Phân tích AFLP không dễ như RAPD 
nhưng hiệu quả hơn RFLP. Kỹ thuật này có một 
số ưu điểm như: có độ tin cậy và lặp lại cao; 
không cần thông tin về trình tự DNA của cơ thể 
nghiên cứu; cho nhiều thông tin do có khả năng 
phân tích số lượng lớn locus đa hình với một tổ 
hợp mồi trên một gel và có thể cho thấy các 
locus đặc thù; các số liệu có thể lưu giữ trong cơ 
sở dữ liệu để so sánh. 

Bên cạnh các ưu điểm, AFLP có một số 
nhược điểm như: phải qua nhiều bước mới có 
kết quả; DNA cần phải sạch, không có các chất 
ức chế hoạt động của enzyme cắt hạn chế; đòi 
hỏi công sức và giá thành cao. Kỹ thuật tạo ra 
chỉ thị trội, không phân biệt được đồng hợp tử 
và dị hợp tử. 

AFLP được sử dụng trong nghiên cứu lập 
bản đồ genome [14, 173], đa dạng di truyền [53, 
103, 176, 178] và quan hệ chủng loại giữa các 

kiểu gen có mối quan hệ gần [69, 159], nghiên 
cứu cấu trúc di truyền nguồn gen [8, 68] và 
đánh giá phân hóa di truyền trong quần thể 
[186, 196]. 

 
 

Hình 2. Các bước tiến hành kỹ thuật AFLP: 
DNA genome được cắt bằng enzyme EcoRI và 
MseI để tạo ra các đoạn cắt hạn chế, các đoạn 
cắt được gắn với đoạn kết nối EcoRI và MseI, 
tiếp theo các đoạn cắt giới hạn có gắn đoạn kết 
nối được nhân bản bằng PCR với các mồi 
EcoRI và MseI tương ứng có thêm một 
nucleotide (tiền nhân), sản phẩm PCR nhận 
được được nhân với tổ hợp các mồi EcoRI và 
MseI có thêm 1 đến 3 nucleotide (nhân chọn 
lọc), sản phẩm PCR chọn lọc được phân tách 
trên gel polyacrylamide và nhuộm bạc để quan 
sát các băng. 
Kỹ thuật chỉ thị dựa trên các tiểu vệ tinh 
(microsatellite) hay chuỗi lặp lại đơn giản 
(simple sequence reapeats). 

Đây là nhóm kỹ thuật sử dụng các cặp mồi 
đặc trưng để nhân các vùng genome có các 
nucleotides lặp lại ở các vị trí khác nhau bao 
gồm: kỹ thuật chuỗi lặp lại đơn giản hay còn gọi 
là kỹ thuật đa hình độ dài các chuỗi đơn giản 
(Single Sequence Length Polymorphism-SSLP), 
kỹ thuật vị trí chuỗi tiểu vệ tinh đánh dấu 
(Sequence-Tagged Microsatellite Site-STMS), 
kỹ thuật chuỗi lặp lại giữa (Inter-Simple 
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Sequence Repeat-ISSR) và kỹ thuật đa hình các 
tiểu vệ tinh được nhân bản ngẫu nhiên 
(Randomly Amplified Microsatellite 
Polymorphisms-RAMP). Chúng ta sẽ xem xét 
lần lượt các kỹ thuật này trong các phần sau. 
Kỹ thuật chuỗi lặp lại đơn giản (Simple 
Sequence Repeats-SSR) 

Chuỗi lặp lại đơn giản (Simple Sequence 
Repeats-SSR) [169], tiểu vệ tinh (microsatellite) 
[107], chuỗi lặp lại trước sau ngắn (Short 
Tandem Repeats-STRs) hay đa hình độ dài chỗi 
đơn giản (simple sequence length 
polymorphisms-SSLPs) [115] là sự lặp lại các 
chuỗi nucleotide ngắn từ 2-6 nucleotide [30].  

SSR (SSLP, STMS) trở thành kỹ thuật chỉ 
thị phân tử quan trọng trong cả động vật và thực 
vật. SSR rất đa hình do đột biến tác động lên số 
đơn vị lặp lại. Sự thay đổi hay sự đa hình của 
SSR là kết quả của sự khác nhau về độ dài các 
đoạn lặp lại trong genome do quá trình trao đổi 
chéo không cân hoặc do sự giảm nucleotide 
trong quá trình sao chép. SSR không những phổ 
biến mà còn biến động mạnh về số lượng kiểu 
lặp lại trong genome sinh vật nhân thực. Sự 
khác nhau allele của SSR là kết quả của sự thay 
đổi số lượng đơn vị lặp lại trong cấu trúc tiểu vệ 
tinh. Các chuỗi lặp lại thường đơn giản và cấu 
tạo bởi 2, 3 hoặc 4 nucleotide. 

Kỹ thuật SSR được thực hiện bằng phản 
ứng PCR với mồi SSR xuôi và ngược. Sản 
phẩm PCR được phân tách trên gel 
polyacrylamide kết hợp nhuộm bạc (AgNO3) 
hoặc bằng máy giải trình tự tự động. 

Việc phát triển chỉ thị SSR được tiến hành 
theo một số bước như: xây dựng thư viện SSR, 
xác định locus SSR, xác định vùng phù hợp để 
thiết kế mồi, PCR với các mồi được thiết kế, 
đánh giá và phân tích mẫu băng, đánh giá đa 
hình của sản phẩm PCR. 

Kỹ thuật SSR có một số ưu việt hơn các chỉ 
thị khác như: i. Cho nhiều allen trong một locus; 
ii. Phân bố đều trong genome; iii. SSR cho 
thông tin cụ thể hơn so với di truyền ty thể theo 
đường mẹ (vì có mức đột biến cao) và di truyền 
theo cả bố và mẹ; iv. Là chỉ thị đồng trội; v. Có 
tính đa hình và đặc thù cao; vi. Có thể lặp lại ở 
các thí nghiệm, sử dụng ít DNA, rẻ và dễ tiến 

hành, có thể phân tích bán tự động, không sử 
dụng phóng xạ, có thể sử dụng các DNA cổ 
(ancient DNA-aDNA). SSR có thể phân biệt các 
cá thể có mối quan hệ gần. Điểm hạn chế quan 
trọng của kỹ thuật chỉ thị SSR là cần phải đọc 
trình tự genome để dựa vào đó có thể thiết kế 
các cặp mồi đặc thù và tối ưu hóa điều kiện các 
mồi cho từng loài trước khi sử dụng. Hiện nay, 
SSR là chỉ thị được chọn cho các nghiên cứu hồ 
sơ pháp lý, di truyền quần thể và nghiên cứu 
động vật hoang dã. Ở thực vật SSR được sử 
dụng trong nghiên cứu đa dạng di truyền [53, 
71,109,117, 121, 171, 172, 175, 183, 210,], 
trong chọn cặp lai (43, 71], trong xác định con 
lai [1] và trong lập bản đồ liên kết phân tử [39, 
110, 173]. 

Kỹ thuật đa hình độ dài các chuỗi đơn giản 
(Single Sequence Length Polymorphism-SSLP) 
là kỹ thuật chỉ thị tạo các chuỗi lặp lại với độ 
dài khác nhau nằm giữa hai gen. Các chuỗi có 
độ dài khác nhau là do số lượng trình tự lặp lại 
trong chuỗi khác nhau do quá trình trao đổi 
chéo không cân hoặc do sự giảm nucleotide 
trong quá trình sao chép. Cả hai quá trình này 
đều có thể dẫn đến giảm hoặc tăng số lượng đơn 
vị lặp lại trong genome. Sự khác nhau về độ dài 
của SSLP được sử dụng để đánh giá sự thay đổi 
di truyền giữa các cá thể trong loài. 

Kỹ thuật SSLP giống như kỹ thuật SSR, 
cũng được tiến hành bằng các cặp mồi đặc hiệu 
nhân bản các chuỗi đơn giản nằm giữa hai gen, 
sản phẩm PCR được phân tách trên gel 
polyacrylamide. 

SSLP đã được sử dụng trong nghiên cứu đa 
dạng di truyền [12], xác định giống [67], xác 
định dị hợp tử [135] và lập bản đồ di truyền [5, 
202]. 

Kỹ thuật vị trí chuỗi tiểu vệ tinh đánh dấu 
(Sequence-Tagged Microsatellite Site-STMS) 
[21, 181, 182] là kỹ thuật chỉ thị nhân bản các 
chuỗi lặp lại ở vị trí được đánh dấu bằng các 
cặp mồi đặc hiệu. Kỹ thuật này cũng được sử 
dụng nhiều trong nghiên cứu đa dạng di truyền, 
phân tích genome [86], lập bản đồ di truyền [51, 
198] và nhận biết giống [47]. 

Ưu điểm nổi bật của SSR, SSLP và STMS 
là các chỉ thị này có thể sử dụng chung cho một 
số loài cây. Chẳng hạn STMS của cây đậu đồng 
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(Pisum sativum L.) có thể dùng cho cây đậu 
châu Á (Cicer arietinum L.) và STMS của đậu 
châu Á có thể dùng cho đậu lăng (Lens culinaris 
L.) và đậu tằm thuộc chi Vicia [7], STMS của 
cây họ đậu có thể dùng cho lạc [22]. 

Kỹ thuật chuỗi lặp lại đơn giản giữa (Inter-
Simple Sequence Repeat-ISSR) 

ISSR là những chỉ thị được nhân bản bằng 
PCR với một mồi bổ trợ với tiểu vệ tinh 
(microsatellite) đích. Mỗi băng tương ứng với 
chuỗi DNA được giới hạn bởi các tiểu vệ tinh 
đảo ngược. Kết quả dẫn đến đa locus, có sự đa 
hình cao và tạo ra các chỉ thị trội. ISSR-PCR là 
kỹ thuật đánh giá kiểu gen nhanh, không đắt; sự 
đa hình dựa trên sự thay đổi trong các vùng nằm 
giữa các tiểu vệ tinh. Kỹ thuật này không cần 
thông tin về trình tự, tạo được nhiều locus, có 
tính đa hình cao và tạo ra chỉ thị trội [120]. Kỹ 
thuật ISSR là kỹ thuật nhân bản đoạn DNA nằm 
giữa hai vùng lặp lại giống hệt và ngược chiều 
nhau (hình 3). Kỹ thuật này sử dụng các tiểu vệ 
tinh như các mồi trong phản ứng PCR với một 
mồi cho nhiều locus đích để nhân bản chủ yếu 
các chuỗi lặp lại đơn giản với độ dài khác nhau. 
Các tiểu vệ tinh sử dụng như mồi trong kỹ thuật 
ISSR có thể là 2, 3, 4, hoặc 5 nucleotide. Các 
mồi sử dụng có thể không phải mồi neo hoặc là 
mồi neo ở đầu 3’ hoặc 5’ với 1 đến 4 nucleotide 
thoái hóa kéo đến các chuỗi bên cạnh. Kỹ thuật 
ISSR sử dụng mồi dài (15 đến 30 nucleotide) vì 
vậy nhiệt độ bắt mồi cao dẫn đến độ ổn định cao 
của phản ứng. Sản phẩm có độ dài 200-2000 bp 
nên có thể phân tách trên cả gel agarose và 
polyacrylamide. 

Kỹ thuật ISSR được sử dụng rất rộng rãi 
trong nghiên cứu đa dạng di truyền [58, 149], 
nghiên cứu đặc điểm di truyền trong quần thể 
[145], lấy dấu di truyền [18, 29], đánh dấu gen 
[147], xác định cây trồng [47, 108], phân tích 
nguồn gốc [48], xác định sự thay đổi genome 
[101] và đánh giá con lai [105]. Kỹ thuật ISSR 
có một số lợi thế so với các kỹ thuật khác là có 
thể phân biệt được các kiểu gen gần và không 
cần thông tin về trình tự gen của cây nghiên 
cứu. Giống như RAPD, ISSR là kỹ thuật nhanh, 
dễ tiến hành. Nó ưu việt hơn RAPD là cho 
nhiều thông tin và có thể lặp lại ở các thí 
nghiệm do mồi dài hơn. Nhược điểm chủ yếu 

của ISSR là tạo ra các chỉ thị trội [60, 191] và 
sự dị đồng nhất của các sản phẩn nhân bản do 
sự di chuyển đồng thời. 

 

 
 

Hình 3. Nhân bản chuỗi lặp lại nằm giữa hai 
chuỗi (CT)n ngược chiều nhau bằng mồi đơn 
(GA)n: A. Mồi đơn (GA)n không neo có thể bắt 
cặp bất kỳ ở vị trí nào trong vùng (CT)n của 
DNA khuôn nên việc nhân bản không được 
chuẩn, B. Mồi đơn (GA)n có hai nucleotide 
(NN) neo ở đầu 3’ bắt cặp vào vùng đặc thù trên 
DNA khuôn và tạo băng rõ ràng, C. (GA)n có 
hai nucleotide (NN) neo ở đầu 5’ bắt cặp vào 
vùng đặc thù trên DNA khuôn nhân bản được 
một phần vùng lặp lại tạo ra các băng lớn. 

 
ISSR được dùng trong nghiên cứu đa dạng 

di truyền nhiều loài cây trồng khác nhau như lúa 
[79, 149], lúa mì [124], kê [156], nho [3], khoai 
lang [70], mã đề [199], táo ta [131] v.v. 
Kỹ thuật đa hình tiểu vệ tinh được nhân bản 
ngẫu nhiên (Randomly Amplified Microsatellite 
Polymorphisms-RAMP) 

Các kỹ thuật chỉ thị dựa vào tiểu vệ tinh cho 
mức độ đa hình allele cao nhưng lại tốn nhiều 
công sức. Kỹ thuật RAPD không tốn kém 
nhưng mức độ đa hình thấp. Để dung hoàn yếu 
điểm của hai kỹ thuật này, kỹ thuật RAMP được 
xây dựng [201]. Kỹ thuật này sử dụng mồi được 
đánh dấu chứa đầu 5’ neo và đầu 3’ lặp lại để 
nhân DNA genome với sự có mặt hoặc vắng 
mặt các mồi RAPD. Sản phẩm nhận được phân 
tách trên gel polyacrylamide biến tính. Do mồi 
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lặp lại được đánh dấu nên chỉ có sản phẩm của 
mồi neo được xác định. Nhiệt độ bắt cặp của 
mồi neo thường cao hơn mồi RAPD 10-15oC. 
Vì vậy, ở nhiệt độ bắt mồi cao chỉ có mồi neo 
được kéo dài hiệu quả. Ỏ các chu kỳ PCR với 
nhiệt độ bắt mồi thấp, cả hai mồi neo và mồi 
RAPD đều kéo dài. Do đó chương trình PCR 
được thiết lập sao cho có sự chuyển giữa nhiệt 
độ bắt mồi cao xuống thấp trong quá trình phản 
ứng. Hầu hết các phân đoạn nhận được chỉ với 
các mồi RAMP sẽ biến mất khi có các mồi 
RAPD và các mẫu băng khác nhau nhận được 
bởi cùng một mồi RAMP và các mồi RAPD 
khác nhau cho thấy các mồi RAPD cạnh tranh 
với mồi RAMP trong chu kỳ với nhiệt độ bắt 
mồi thấp. RAMP được sử dụng trong nghiên 
cứu đa dạng di truyền ở một số loài cây như lúa 
mạch [157, 201] và đào [33]. 
Các kỹ thuật chỉ thị phân tử dựa vào gen nhảy 
(Transposable element-based molecular 
markers) 

Gen nhảy là các yếu tố di truyền có khả 
năng thay đổi vị trí của chúng trong hệ gen. Gen 
nhảy được phát hiện đầu tiên ở ngô [111]. Có 
hai loại gen nhảy. Loại I là gen nhảy ngược 
(retrotransposon), đây là yếu tố ngắn và dài nằm 
rải rắc trong nhân, là yếu tố mã hóa mRNA và 
có mức thay đổi vị trí trung bình. Hiện tượng 
gen nhảy loại I tạo ra các bản sao mới trong khi 
bản gốc vẫn giữ nguyên ở vị trí ban đầu. Các 
bản sao được tạo ra theo hai giai đoạn: đầu tiên 
là phiên mã từ DNA thành RNA và tiếp theo là 
RNA tạo thành được phiên mã ngược thành 
DNA. Bản sao mới được gắn vào vị trí mới 
trong genome. Gen nhảy loại II (gen nhảy 
DNA) cấu tạo bởi gen nhảy DNA, loại này thay 
đổi vị trí bằng cơ chế “cắt và gắn” [56]. Chúng 
tự rời khỏi vị trí ban đầu gắn vào vị trí tiếp 
nhận. Dựa vào đặc điểm cấu trúc, gen nhảy còn 
phân chia thành dưới nhóm, trên họ, họ và dưới 
họ dựa trên sự định hướng của các khung đọc 
mở; vào sự có mặt, định hướng, độ dài và trình 
tự lặp lại bên trong và vào độ dài và trình tự 
nhân đôi ở vị trí đích tạo nên do sự thêm 
nucleotide [56]. 

Gen nhảy ngược (retrotransposons) hay gen 
nhảy loại I chia thành hai nhóm phụ khác nhau 
ở cấu trúc và chu kỳ chuyển vị đó là gen nhảy 

có đầu lặp lại dài (Long Terminal Repeat (LTR) 
retrotransposon) và gen nhảy không có đầu lặp 
lại dài (non-LTR retrotransposon) bao gồm yếu 
tố LINE (Long INterspersed repetitive Element) 
và SINE (Short INterspersed repetitive 
Element). Hai nhóm phụ này được phân biệt 
bằng sự có mặt và vắng mặt đầu lặp lại dài 
(LTR) ở đầu. Tất cả các nhóm đều được bổ 
sung các dạng không phụ thuộc tương ứng thiếu 
một hoặc nhiều gen quan trọng cho sự chuyển 
vị như: các yếu tố có đầu lặp lại ngược nhỏ 
(Miniature Inverted repeat Terminal Elements-
MITEs) cho nhóm II, SINEs cho non-LTR 
retrotransposons và gen nhảy ngược có đầu lặp 
lại nhỏ (Terminal-Repeat retrotransposons In 
Miniature-TRIMs) và phiên bản gen nhảy lùi 
lớn (large retrotransposon derivatives-LARDs) 
cho LTR retrotransposons. 

Gen nhảy ngược (retrotransposons) cho 
phép tạo ra hệ chỉ thị phân tử tuyệt vời bởi 
chúng có chuỗi dài và bảo thủ, đa hình thêm 
nucleotide được tạo ra bởi hoạt động sao chép. 
Việc bổ sung nucleotide mới giúp cho việc tổ 
chức các hiện tượng bổ sung tạm thời trong 
dòng giống và như vậy có thể sử dụng để xác 
định phả hệ và phát sinh loài [63]. Phân tích 
phân tử dựa vào gen nhảy ngược được thực hiện 
với việc nhân bản bằng mồi tương ứng với gen 
nhảy và mồi phù hợp với vùng gen bên cạnh. 
Đa hình gen nhảy có một số kỹ thuật sau: Kỹ 
thuật đa hình chuỗi đặc thù được nhân bản 
(Sequence-Specific Amplified Polymorphism-
S-SAP) là nhân bản DNA nằm giữa vị trí gắn 
của gen nhảy và vị trí cắt hạn chế cùng với 
chuỗi tiếp hợp [193]; kỹ thuật đa hình gen nhảy 
ngược giữa được nhân bản (Inter-Retransposon 
Amplified Polymorphysm-IRAP) là nhân bản 
chuỗi DNA nằm giữa hai gen nhảy gần nhau 
hoặc chuỗi lặp lại cuối trực tiếp dài (Long 
Terminal Direct Repeats-LTR) được nhân bản; 
kỹ thuật đa hình tiểu vệ tinh gen nhảy ngược 
được nhân bản (Retrotransposon-microsatellite 
Amplified Polymorphism-REMAP) được tiến 
hành bằng việc nhân bản phân đoạn nằm giữa vị 
trí gắn của gen nhảy và vị trí tiểu vệ tinh; kỹ 
thuật đa hình về vị trí gắn (insersion) dựa vào 
gen nhảy ngược (Retrotransposon-based 
Insersion Polymorphism-RBIP) được sử dụng 
để xác định các locus bị gen nhảy chiếm hoặc 
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locus rỗng; kỹ thuật biểu lộ gen nhảy 
(Transposable Display-TD). 

Kỹ thuật S-SAP được sử dụng đầu tiên 
trong nghiên cứu vị trí của gen nhảy BARE1 
(barley retrotransposable element 1) trong lúa 
miến [93]. Về cơ bản, đây là dạng đơn giản của 
kỹ thật AFLP. Việc nhân bản được thực hiện 
với mồi đặc hiệu cho gen nhảy và mồi đặc hiệu 
cho đoạn tiếp hợp MseI (MseI-adaptor). S-SAP 
được sử dụng trong nghiên cứu đa dạng di 
truyền và lập bản đồ [138, 144]. 

Trong kỹ thuật IRAP và REMAP đa hình 
được xác định bằng sự có mặt hoặc vắng mặt 
của gen nhảy ngược tại locus riêng biệt. Một 
phản ứng PCR có thể tạo được khoảng 30 băng. 
Các chỉ thị này có độ đa hình cao và có thể sử 
dụng trong đánh giá quan hệ trong loài. IRAP 
được sử dụng nghiên cứu đặc điểm hệ gen 
[126]. IRAP và REMAP được sử dụng để phát 
hiện sự giống nhau giữa các giống lúa [22]. 

Kỹ thuật RBIP được phát triển nhờ sử dụng 
gen nhảy PDR1 của Pisium sativum [50]. Trong 
kỹ thuật này, cần phải có thông tin về trình tự 
đầu 5’ và 3’ của các vùng kề bên gen nhảy. Khi 
sử dụng mồi đặc thù cho gen nhảy cùng với mồi 
thiết kế để kéo dài tới vùng kề bên sẽ cho sản 
phẩm từ DNA khuôn có chứa nucleotide bổ 
sung. Mặt khác, các mồi đặc thù cho cả hai 
vùng kề bên sẽ tạo sản phẩm nếu không có bổ 
sung nucleotide. Sự đa hình được xác định trên 
gel agarose hoặc lai với phân đoạn PCR tham 
khảo (tham chiếu). Đây là kỹ thuật khá tốn kém 
và phức tạp so với các kỹ thuật gen nhảy khác. 
RBIP được sử dụng trong nghiên cứu đa dạng di 
truyền và tiến hóa đậu đồng (Pisum) [77]. 

Kỹ thuật TD là dạng cải tiến của kỹ thuật 
AFLP, kỹ thuật này cho phép xác định đồng 
thời nhiều yếu tố phiên mã (TEs) từ các dòng có 
số lượng bản sao cao. Trong kỹ thuật này, sản 
phẩm PCR được tạo ra nhờ các mồi neo ở vị trí 
cắt hạn chế của hai enzyme BfaI và MseI và yếu 
tố gen nhảy. Các gen nhảy được xác định bằng 
PCR gắn (ligation-mediated PCR) bắt đầu trong 
phạm vi gen nhảy và nhân bản từ phần chuỗi kề 
bên đến vị trí cắt hạn chế đặc thù. Sản phẩm 
PCR có thể phân tích trên gel polyacrylamide. 
TD được sử dụng đầu tiên để khám phá số bản 
sao của nhóm gen nhảy dTph1 (TIRs) ở Petunia

và các sự kiện bổ sung nucleotide [189]. 
Các kỹ thuật chỉ thị PCR các chuỗi đặc trưng 
Kỹ thuật vùng nhân bản chuỗi được mô tả 
(Sequence Characterized Amplified Regions-
SCAR) 

Để có thể sử dụng các chỉ thị xác định được 
bằng các mồi ngẫu nhiên (như RAPD, AFLP 
v.v.) và khắc phục nhược điểm mẫn cảm với 
điều kiện phản ứng của các phản ứng với mồi 
ngẫu nhiên, kỹ thuật chỉ thị SCAR được phát 
triển và sử dụng. Kỹ thuật SCAR là kỹ thuật chỉ 
thị dựa vào PCR tạo ra các phân đoạn DNA tại 
các locus xác định bằng sử dụng các mồi 
nucleotide đặc thù [137]. SCAR được tiến hành 
bằng cách tách dòng sản phẩm PCR với các mồi 
ngẫu nhiên sau đó đọc trình tự hai đầu đoạn tách 
dòng. Dựa vào trình tự hai đầu này để thiết kế 
cặp mồi với độ dài 15 đến 30 bp để nhân băng 
đơn với kích thước tương tự như phân đoạn 
được nhân dòng. Sự đa hình được xác định bằng 
sự có mặt hay vắng mặt của băng được nhân 
bản hoặc sự suất hiện đa hình về chiều dài đồng 
thời chuyển chỉ thị trội thành chỉ thị SCAR 
đồng trội. Kỹ thuật SCAR được dùng để phân 
tích thư viện genome [31], xác định các locus 
đặc thù [137], chọn giống nhờ chỉ thị phân tử 
[95]. 
Kỹ thuật vị trí chuỗi đánh dấu (Sequence-
tagged Sites-STS) 

Chuỗi vị trí đánh dấu (STS) là vùng ngắn 
trong genome (có độ dài 200-300 cặp bazơ) mà 
trình tự của nó không thể có ở bất cứ nơi nào 
khác trong genome. Chuỗi trình tự duy nhất này 
có thể nhân bản được bằng PCR. Trình tự DNA 
của STS có thể có các yếu tố lặp lại, và các trình 
tự xuất hiện bất cứ ở đâu trong genome, nhưng 
trình tự ở hai đầu của STS là duy nhất. Chúng ta 
có thể tổng hợp các mồi duy nhất bổ sung với 
trình tự ở hai đầu STS và nhân đoạn STS bằng 
PCR. Với nghĩa rộng, STS bao gồm các chỉ thị 
như microsatellites (SSRs, STMS or SSRPs), 
SCARs, CAPs và ISSRs. 

Kỹ thuật STS là sử dụng PCR để nhân chọn 
lọc vị trí đánh dấu (STS) bằng cặp mồi đặc hiệu 
gắn với hai đầu của chuỗi STS với điều kiện của 
phản ứng sao cho chỉ nhân được chuỗi STS đích 
mà không phải chuỗi nào khác trong genome. 
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Sản phẩm PCR được phân tách trên gel agorose 
hoặc polyacrylamide. Ưu điểm của kỹ thuật 
STS là tạo ra các chỉ thị đồng trội, có thể phân 
biệt được dị hợp tử và có tính lặp lại cao vì các 
mồi sử dụng dài. Nhược điểm của kỹ thuật này 
là cần biết về trình tự vùng STS và cần đầu tư 
cho việc phát triển mồi đặc hiệu. 

STS được sử dụng cho nghiên cứu đa dạng 
di truyền [139], nhận biết gen [89], so sánh bản 
đồ [25], xác định gen liên kết [125], xác định độ 
thuần hạt lai [206] và đánh giá tính kháng bệnh 
[13]. 
Các kỹ thuật chỉ thị dựa trên phản ứng PCR 
khác 
Kỹ thuật các chuỗi đa hình nhân bản được cắt 
(Cleaved Amplified Polymorphic Sequences-
CAPS) 

Kỹ thuật chỉ thị CAPS là giải pháp sử dụng 
các chuỗi DNA của chỉ thị RFLP đã được lập 
bản đồ để phát triển chỉ thị PCR nhằm tránh 
bước lai Southern phức tạp. Vì thế, kỹ thuật 
CAPS còn được gọi là kỹ thuật PCR-RFLP 
[93]. Kỹ thuật CAPS được tiến hành bằng cắt 
hạn chế sản phẩm PCR của các locus đặc thù 
với một hoặc nhiều enzyme cắt hạn chế và phân 
tách các đoạn DNA được cắt trên gel agarose 
hoặc polyacrylamide. Các cặp mồi được thiết kế 
dựa trên thông tin về trình tự của DNA hoặc 
cDNA trên ngân hàng gen hoặc trình tự các 
băng RAPD được tách dòng. Chỉ thi CAPS là 
chỉ thị đồng trội và là các locus đặc thù được 
dùng để phân biệt đồng hợp tử và dị hợp tử ở 
các loài thực vật [93]. Kỹ thuật CAPS có hạn 
chế vì sự đột biến có thể làm mất hoặc tạo thêm 
các vị trí nhận biết của các enzyme cắt hạn chế. 
Để khắc phục hạn chế này, Michae & Amasino 
(1998) [118] đưa ra kỹ thuật biến thể khác gọi là 
dCAPS. Trong phân tích dCAPS, vị trí nhận 
biết của enzyme cắt hạn chế có SNP được đưa 
vào sản phẩm PCR bằng mồi chứa một hoặc 
nhiều điểm bất hợp (mis-match) với khuôn 
DNA. Sản phẩm PCR cải tiến này sau đó được 
cắt bằng enzyme cắt hạn chế và sự có mặt hay 
vắng mặt của SNP được xác định bằng mẫu cắt 
hạn chế tạo ra. CAPS và dCAPS là phương 
pháp xác định SNP cắt sản phẩm PCR đặc biệt 
bằng các enzyme cắt hạn chế. Đây là kỹ thuật rễ 
thực hiện, ít tốn kém so với bất kỳ phương pháp 

nào. Kỹ thuật này rất hữu ích cho việc theo dõi 
các đột biến đã biết trong quần thể phân ly 
[128] và để phát triển chỉ thị, đặc biệt là chỉ thị 
SNP liên kết với gen/QTL phục vụ cho chọn 
giống [40, 100]. 
Kỹ thuật đa hình các chuỗi liên quan được nhân 
bản (Sequence-Related Amplified 
Polymorphism-SRAP) 

Kỹ thuật SRAP [102] là kỹ thuật nhân bản 
các khung đọc mở (ORFs). Trong kỹ thuật này 
dùng hai mồi ngẫu nhiên có độ dài 17 đến 21 
nucleotide và giàu AT hoặc GC để nhân phân 
đoạn bên trong gen cho đa hình đã được xác 
định. Các mồi cấu tạo bởi các thành phần: các 
chuỗi lõi (core primers) với 13-14 nucleotide, 
trong đó 10 -11 nucleotide đầu bắt đầu từ đầu 5’ 
là trình tự không đặc thù (hay còn gọi là chuỗi 
rời) tiếp theo là các trình tự CCGG cho mồi 
xuôi và AATT cho mồi ngược. Các mồi lõi 
được gắn với ba nucleotide chọn lọc ở đầu 3’. 
Chuỗi rời của mồi ngược và xuôi phải khác 
nhau và có thể dài 10-11 nucleotide. Năm chu 
kỳ đầu với nhiệt độ kéo dài mồi là 35oC, 35 chu 
kỳ thiếp theo nhiệt độ kéo dài mồi là 50oC. Các 
phân đoạn DNA nhân bản được phân tích bằng 
gel acrylamide biến tính. Kỹ thuật SRAP kết 
hợp sự đơn giản, độ tin cậy và dể dàng đọc trình 
tự các băng chọn lọc. SRAP hướng tới chuỗi mã 
hóa trong hệ gen tạo ra các chỉ thị đồng trội. Đa 
hình các chuỗi nhân bản tạo nên do hai sự kiện 
là sự thay đổi độ dài phân đoạn DNA do bổ 
sung hoặc mất nucleotide tạo ra chỉ thị đồng trội 
và sự thay đổi nucleotide tạo ra chỉ thị trội. 
SRAP được dùng để lập bản đồ [34, 106, 166] 
và nghiên cứu đa dạng di truyền [59, 163]. 
Kỹ thuật đa hình cấu tạo sợi đơn (Single Strand 
Conformation Polymorphism-SSCP) 

Đa hình cấu tạo sợi đơn là kỹ thuật cải tiến 
phân tích sự thay đổi vị trí của các chuỗi DNA 
đơn trên điện di gel polyacrylamide trung tính 
để xác định đa hình tạo nên bởi sự cuốn khác 
nhau của sợi đơn DNA do các thay đổi khó thấy 
trong chuỗi nucleotide [136]. Phân tích SSCP là 
công cụ mạnh cho việc đánh giá sản phẩm PCR 
phức tạp khi hai sợi DNA từ cùng sản phẩm 
PCR thường chạy tách rời trên SSCP gel, vì thế, 
có hai khả năng ghi nhận đa hình và giải quyết 
vấn đề đa hình bên trong chuỗi của sản phẩm 
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PCR từ vùng giống hệt nhau trong hệ gen của 
các cá thể nghiên cứu. Nguyên lý của phương 
pháp phân tích SSCP là dựa trên thực tế: sợi 
đơn DNA có cấu tạo nhất định. Thay đổi cấu 
tạo bằng sự thay đổi một nucleotide sẽ làm cho 
sợi đơn DNA chuyển động khác đi trong điều 
kiện điện di trên gel không biến tính. Vì thế, 
mẫu nguyên thủy và mẫu đột biến sẽ có mẫu 
điện di đồ khác nhau. Phân tích SSCP được tiến 
hành theo các bước: i. nhân bản PCR chuỗi 
DNA quan tâm, ii. biến tính sản phẩm PCR, iii. 
làm lạnh chuỗi DNA biến tính để tạo sợi đơn, 
iiii. xác định sự di chuyển khác nhau giữa các 
sợi đơn trong điều kiện điện di trên gel không 
biến tính. Có thể quan sát sự khác nhau bằng 
đánh dấu phóng xạ, nhuộm bạc, bằng các mồi 
PCR được đánh dấu bằng mầu huỳnh quang và 
điện di mao quản. PCR-SSCP là kỹ thuật nhanh, 
đơn giản, nhạy dùng cho xác định các đột biến 
bổ sung, thêm vào và bớt đi nucleotide trong 
phân đoạn DNA được nhân bản. Đây là công cụ 
quan trọng cho phân tích gen đặc biệt là xác 
định đột biến điểm. Kỹ thuật này giống kỹ thuật 
RFLP vì nó có thể giải đoán những thay đổi 
allen của các tính trạng di truyền. Khác với 
RFLP là SSCP có thể xác định được đa hình 
DNA và đột biến ở nhiều chỗ trong phân đoạn 
DNA. PCR-SSCP huỳnh quang là dạng kỹ thuật 
thích ứng của SSCP trong đó sự nhân bản chuỗi 
DNA đích được tiến hành với mồi đánh dấu 
huỳnh quang. Sự hạn chế của kỹ thuật SSCP là 
việc xây dựng chỉ thị SSCP mất nhiều công sức, 
đắt và không tự động hóa được. Kỹ thuật SSCP 
được xây dựng để xác định đột biến [136] sau 
đó được sử dụng để xác định biến đổi của chuỗi 
DNA [162] và nhân dòng gen [204]. 
Kỹ thuật đa hình nucleotide đơn (Single 
Nucleotide Polymorphism-SNP) 

Những thay đổi một nucleotide trong trình 
tự genome của các cá thể trong quần thể được 
gọi là đa hình nucleotide đơn (SNP). Các vị trí 
thể hiện SNP trong genome là nơi mà ở đó 
chuỗi DNA được phân biệt bởi một bazơ duy 
nhất khi hai hoặc nhiều cá thể được so sánh. Sự 
khác nhau về nucleotide này có thể dẫn đến thay 
đổi tính trạng đặc biệt hay kiểu hình, hoặc có 
thể là sự thay đổi trung tính có thể được sử dụng 
để đánh giá sự đa dạng trong tiến hóa. SNP là 
dạng thay đổi trình tự trong genome phổ biến 

nhất cho tới nay. Ở ngô cứ 60 đến 100 bp có 
một SNP [35], ở người 90% thay đổi trình tự là 
thay đổi nucleotide đơn và cứ 1000 bp có một 
SNP [155]. 

Ở thực vật, SNP đang được thay thế cho 
SSR như chỉ thị cho các ứng dụng trong di 
truyền và chọn giống. SNP có số lượng lớn, ổn 
định, hiệu quả, cho phép tự động hóa, và ngày 
càng kinh tế hơn [44, 46]. Hơn nữa, SNP xảy ra 
cả ở các vùng mã và không mã của DNA nhân 
và lục lạp. Nguồn SNP hiện đang được phát 
triển và thông tin rộng rãi cho nhiều ứng dụng ở 
lúa. Các nguồn này bao gồm cơ sở dữ liệu SNP, 
phương tiện để xác định các SNP mang nhiều 
thông tin cho các mục đích ứng dụng và bộ SNP 
cho đánh giá được thiết kế theo đặt hàng phục 
vụ mục đích chọn lọc nhờ chỉ thị phân tử. 

Mặc dù SNP có các ưu việt hơn các kỹ thuật 
khác, nó vẫn có một số nhược điểm như: sự hạn 
chế khám phá các SNP trong các cơ thể không 
phải hình mẫu do sự tốn kém và khó khăn trong 
các công nghệ đang được sử dụng để phát hiện 
SNP. 

Có rất nhiều phương pháp để phát hiện SNP 
bao gồm các phương pháp lai (lai allele đặc 
biệt, SNP microarray), các phương pháp sử 
dụng các emzyme (RFLP, PCR, phương pháp 
kéo dài mồi, sử dụng 5’-nuclease v.v.), các 
phương pháp dựa trên tính chất vật lý của DNA 
đối với các sản phẩm PCR (SSCP, điện di 
gradient nhiệt độ, sắc ký lỏng cao áp biến tính 
v.v.) và phương pháp giải trình tự. Độc giả có 
thể tìm hiểu sâu hơn về các phương pháp phát 
hiện SNP trong công bố của Kwork & Chen 
(2003) [94] và tổng quan của Jehan & 
Lakhanpaul (2006) [76]. 

Chiến lược trực tiếp điển hình cho khám 
phá các SNP là giải trình tự các sản phẩm nhân 
bản các locus đặc thù (locus specific 
amplification-LSA) từ nhiều cá thể hoặc xác 
định trình tự các chuỗi thể hiện được đánh dấu 
(giải trình tự các EST) [165, 188]. Các chiến 
lược trực tiếp khác có thể kể đến như: giải trình 
tự toàn bộ hệ gen hoặc giải trình tự các vùng đại 
diện. Nếu có các dữ liệu về các chuỗi cần so 
sánh trên mạng thông tin đại chúng hoặc các cơ 
sỏ dữ liệu khác thì có thể tiến hành các so sánh 
để phát hiện ra SNP [61]. Phân tích trực tiếp sự 
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khác nhau trong trình tự giữa nhiều cá thể với 
số lượng lớn các locus có thể đạt được bởi công 
nghệ giải trình tự thế hệ thứ hai (next-
generation sequencing). Giải trình tự lại hay tái 
giải trình tự (re-sequencing) được sử dụng để 
xác định sự thay đổi ở các cá thể có thể cho các 
chỉ thị di truyền phân tử và thấy được vai trò 
của gen. Quá trình tái giải giải trình toàn bộ 
genome (whole-genome re-sequencing) sử dụng 
công nghệ đọc ngắn (short-read technology) bao 
gồm sự so sánh những bộ hàng triệu chuỗi đọc 
lần lượt từng nucleotide với chuỗi genome so 
sánh. Bằng kỹ thuật này có thể xác định được sự 
biến đổi trong chuỗi nucleotide của mẫu nghiên 
cứu và đối chứng. 

SNP được sử dụng trong lập bản đồ di 
truyền [88, 146, 203], trong nghiên cứu đa dạng 
di truyền [53, 83], trong nhận biết giống [74] và 
trong chọn giống [62]. 
Kỹ thuật phân tích vùng đệm trong trong được 
sao mã (Internal Transcribed Spacer-ITS) 

Các gen RNA ribosome (hay ribosome 
DNA-rDNA) là các phần của các đơn vị lặp lại 
được sắp xếp theo thứ tự. Chúng được tìm thấy 
ở các vị trí nhiễm sắc thể được gọi là các vùng 
tổ chức nhân (nucleolar organizing regions-
NORs). DNA ribosome nhân có hai vùng sao 
mã: ITS-1 nằm giữa tiểu phần nhỏ (16S-18S) và 
5,8S của gen và ITS-2 nằm giữa 5,8S và tiểu 
phần lớn (23S-28S) của gen. Hai vùng này và 
tiểu phần 5,8S được gọi chung là vùng sao mã 
bên trong (ITS). 

Các vùng ITS có độ dài 600 đến 700 bp là 
các vùng tiến hóa nhanh nên có thể thay đổi về 
trình tự cũng như độ dài. Các vùng bên cạnh 
ITS lại rất bảo thủ nên được sử dụng để thiết kế 
các mồi chung cho nhân bản vùng ITS. 

Số bản sao các đoạn lặp lại của rDNA lên 
tới 30 000 trong một tế bào. Điều này làm cho 
ITS trở thành đối tượng lý thú cho nghiên cứu 
tiến hóa, phát sinh loài [11] và đa dạng di truyền 
[140]. ITS là kỹ thuật quan trọng cho phân loại 
phân tử các nhóm phân loại (taxon) có mối liên 
kết gần, bởi vì ITS có tính bảo thủ cao trong 
loài nhưng lại thay đổi ở các loài khác nhau 
[26]. Các nghiên cứu về phát sinh loài dựa vào 
nrDNA hay các chuỗi ITS cho phép hiểu biết 
sâu về tiến hóa và sự lai tạo ở các loài thực vật

khác nhau. 
Nghiên cứu đa dạng di truyền sử dụng ITS 

có thể tiến hành bằng việc giải trình tự trực tiếp 
vùng quan tâm từ các cá thể khác nhau sau đó 
tiến hành xây dựng cây phân loại dựa vào số 
liệu so sánh các trình tự. Cũng có thể xác định 
sự thay đổi của các chuỗi bằng cắt hạn chế vùng 
ITS bằng các enzyme cắt hạn chế và phân tách 
các phân đoạn bằng gel agarose hoặc 
polyacrylamide. Những thay đổi về các chuỗi 
tạo ra bằng kỹ thuật cắt hạn chế vùng ITS hay 
còn gọi là đa hình độ dài đoạn cắt giới hạn 
(PCR-RFLP) có thể dùng trong phân loại. 

Do sự bảo thủ trong cấu tạo bậc hai, ITS 
được xem như công cụ sắc bén cho việc so sánh 
tiến hóa của cơ thể nhân thực [184]. Sở dĩ vậy là 
do vùng ITS bảo thủ cao trong loài nhưng lại 
thay đổi ở các loài khác nhau. Đối với nhiều cơ 
thể, ITS2 trong rRNA được tổ chức xung quanh 
trung tâm bảo thủ chung của cấu trúc bậc hai từ 
đó bốn vòng xoắn được tạo ra. Cơ sở dữ liệu về 
cấu trúc của ITS2 chứa hơn 288.000 cấu trúc 
tiên đoán cho các chuỗi ITS2 đã biết hiện nay. 
Các trình tự này của ITS2 mở ra một khả năng 
mới là kết hợp các thông tin về cấu trúc trong 
nghiên cứu tiến hóa. 

ITS được sử dụng trong nghiên cứu quan hệ 
di truyền và phân loại [151, [211], trong xác 
định con lai [148, 192], trong nghiên cứu nguồn 
gốc, phát sinh loài [90] và trong nghiên cứu mã 
vạch thực vật [207]. 
Các kỹ thuật chỉ thị DNA lục lạp 

DNA tế bào chất gồm DNA lục lạp và DNA 
ty thể. Các chỉ thị DNA lục lạp cũng như ty thể 
trở nên rất hiệu quả trong nghiên cứu đa dạng di 
truyền và phân loại. Phân tích DNA lục lạp 
cung cấp những thông tin về đa dạng di truyền 
thực vật tương đồng với các DNA nhân. Hệ gen 
lục lạp có tính bảo thủ cao và mức đột biến thấp 
hơn so với hệ gen nhân. Vì vậy, chỉ thị lục lạp 
được sử dụng rộng rãi trong nghiên cứu đa dạng 
di truyền. Các kỹ thuật chỉ thị DNA lục lạp 
được sử dụng bao gồm: phân tích vị trí cắt hạn 
chế của DNA lục lạp (cpDNA), phân tích các 
RNA vận chuyển (tRNA) lục lạp, phân tích SSR 
lục lạp (cpSSR) và phân tích trình tự cpDNA.  
Kỹ thuật phân tích vị trí cắt hạn chế DNA lục 
lạp (RFLP cpDNA) 
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Phân tích cắt hạn chế DNA lục lạp (cpDNA) 
được sử dụng rộng rãi trong nghiên cứu các loài 
và các biến đổi trong loài. Phân tích sự thay đổi 
độ dài các đoạn cắt hạn chế cpDNA là phương 
pháp đầu tiên trong phân tích cpDNA cho mục 
đích nghiên cứu phát sinh loài. Phương pháp 
phân tích cắt hạn chế cpDNA bao gồm phương 
pháp đơn giản như so sánh toàn bộ các đoạn cắt 
hạn chế genome lục lạp trên gel agarose đến lập 
bản đồ so sánh trực tiếp các vị trí cắt hạn chế 
bằng lai Southern. Phân tích điểm cắt hạn chế 
cpDNA có nhiều ưu việt trong nghiên cứu phát 
sinh loài: i- kỹ thuật đơn giản so với nhiều kỹ 
thuật phân tử khác; ii- hệ gen lục lạp đủ lớn để 
có thể có được nhiều vị trí cắt cho một enzyme; 
iii- các vị trí cắt hạn chế thể hiện gần như mẫu 
ngẫu nhiên của cpDNA; iv- các thay đổi mang 
thông tin phả hệ xảy ra ở các vị trí nằm trên 
vùng không mã; v- phân tích điểm cắt hạn chế 
không bị ảnh hưởng bởi sự nhiễm như đối với 
giải mã sản phẩm PCR. Tuy nhiên, do tính bảo 
thủ của cpDNA nên các loài gần nhau thường 
khó có đa hình. Phân tích vị trí cắt giới hạn 
cpDNA cũng được thực hiện trên các chuỗi gen 
(matK, atpB, ndhF, rbcL), các vùng không mã 
(ndhF và trnL intron) và các vùng đệm giữa các 
gen lục lạp (trnH-trnK, psbC-trnS, trnD-trnS, 
trnT-trnF, trnL-trnF v.v.) bằng việc cắt sản 
phẩm PCR nhân bản các gen và các vùng này 
bằng các enzyme cắt hạn chế. Phương pháp này 
còn được biết đến là phương pháp PCR-RFLP 
cpDNA. Phân tích vị trí cắt hạn chế là phương 
pháp so sánh gián tiếp sự thay đổi trong 
genome. Để so sánh trực tiếp cần tiến hành đọc 
trình tự gen sau đó so sánh.  

Phân tích cắt hạn chế cpDNA được sử dung 
trong nghiên cứu tiến hóa, phân loại, địa sinh 
học [133], nghiên cứu đa dạng di truyền và biến 
đổi cpDNA [141, 174, 176, 177, 180]. 
Kỹ thuật phân tích các RNA vận chuyển lục lạp 

Các RNA vận chuyển (tRNAs) lục lạp là 
các đại phân tử cổ đã tiến hóa dưới các áp lực 
môi trường như các yếu tố thích ứng trong sự 
chuyển đổi ở tất cả các dạng sống, nhưng cũng 
dẫn tới các thay đổi cấu trúc và chức năng. Nói 
cách khác tRNAs rất đa dạng về vai trò (tổng 
hợp thành tế bào, tổng hợp porphyrin cho 
chlorophyll, biến đổi đầu N của protein, khởi 

động phiên mã ngược, tái mô hình hóa lipid 
trong sự bổ sung vào tổng hợp protein phụ 
thuộc ribosome) và cấu trúc. Một đặc điểm của 
các vùng tRNA là rất bảo thủ và vì thế cho phép 
những thay đổi cấu trúc dưới dạng thay thế, 
thêm bớt nucleotide (indel-insertion and 
deletion) và chuỗi lặp lại. Những thay đổi này 
cung cấp những thông tin quan trọng về sự tiến 
hóa.  

Trong phân tích các RNA vận chuyển, các 
công trình nghiên cứu thường sử dụng các vùng 
đệm giữa các gen, đặc biệt là giữa hai gen trnL-
trnF. Vùng đệm giữa hai gen trnL-trnF có độ 
dài nhỏ hơn 500 bp. Từ vùng bảo thủ, hai mồi 
đã được thiết kế để nhân vùng đệm này ở các 
loài [167]. Với các mồi chung này và mức độ đa 
hình cao trong vùng đệm trnL-trnF làm cho 
vùng này trở thành chỉ thị tốt cho nghiên cứu 
phân tích ở nhiều loài thực vật [32]. Các trình tự 
khác nhau giữa các loài trong vùng đệm này có 
thể xác định bằng điện di trên gel 
polyacrylamide, phản ứng PCR-SSCP hoặc 
thậm trí điện di trên gel agarose. Ngoài vùng 
đệm giữa gen trnL-trnF, một số vùng đệm khác 
như các vùng đệm giữa các gen trnH-trnK, 
psbC-trnS, trnD-trnS, trnT-trnF cũng được sử 
dụng [129]. Các vùng không mã (intron) của 
gen trnL (UAA) cũng được sử dụng nhiều cho 
phân tích tiến hóa thực vật và cho phát triển chỉ 
thị để xác định thực vật cho gen là mẹ ở cơ thể 
đa bội cùng với khả năng khám phá quan hệ tiến 
hóa của các loài liên quan [205]. 
Kỹ thuật Simple sequence repeats lục lạp 
(cpSSR) 

SSR lục lạp (cpSSR) hay tiểu vệ tinh lục lạp 
(chloroplast microsatelitte) được tìm thấy trong 
tất cả các hệ gen lục lạp đã được giải trình tự 
hoàn toàn và hàng trăm trình tự lục lạp chưa 
được giải trình tự hết. Việc nhân bản bằng PCR 
các cpSSR này bằng các mồi đặc thù với các 
vùng nằm bên đầu 5’ và đầu 3’ đã tạo ra các sản 
phẩm có độ dài khác nhau tương ứng với vùng 
cpSSR. SSR lục lạp (cpSSR) khác với SSR 
nhân (nSSR) ở chỗ cpSSR cấu tạo bởi kiểu 
nucleotide đơn lặp lại từ 8 đến 15 lần. cpSSR 
tiến hóa nhanh hơn các vùng gen khác trong hệ 
gen lục lạp [75] và được xác định ở nhiều loài 
cây. Cho đến nay, các nghiên cứu cho thấy 
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cpSSR cho mức độ đa hình cao hơn phân tích 
cắt hạn chế cpDNA (RFLP-cpDNA) [142]. 

Hệ gen lục lạp được di truyền với nhiều bản 
sao trong phân chia mitos và meios, vì vậy, nó 
trở thành đối tượng nghiên cứu phân hóa do trôi 
gen trong cấu trúc di truyền và trôi gen ngoài tự 
nhiên [65] và để xác định sự suy giảm đa dạng 
di truyền [116]. Di truyền theo mẹ, đơn bội, và 
bản chất không tái tổ hợp của hệ gen lục lạp làm 
nó trở thành phương tiện hữu hiệu trong nghiên 
cứu tiến hóa. cpSSR đã được sử dụng trong 
nghiên cứu nhiều loài cây như lúa, lúa mạch, 
thông, gõ đỏ v.v. [45, 142,143, 180]. 
Kỹ thuật phân tích trình tự cpDNA  

Trình tự DNA cung cấp công cụ cho phân 
tích so sánh trực tiếp. Tiêu chí chọn trình tự 
DNA cho phân tích bao gồm: i. trình tự phải đủ 
dài để có đủ thông tin về tiến hóa di truyền các 
vị trí nucleotide, ii. mức độ đa dạng phù hợp với 
vấn đề tiến hóa di truyền được đặt ra, theo 
Ritland và Clegg [151] mức độ đa dạng từ 5 đến 
15% là phù hợp, mức độ này cung cấp đủ số 

lượng đặc điểm cần thiết. Phân tích trình tự 
cpDNA có ưu điểm là cần rất ít cpDNA khuôn. 
Để phân tích trình tự cpDNA, cũng giống như 
phân tích trình tự DNA nói chung, trước hết là 
nhân các gen, vùng gen hay vùng đệm các gen 
lục lạp bằng các mồi đặc hiệu, sau đó có thể 
nhân dòng trước khi đọc trình tự hoặc đọc trình 
tự trực tiếp sản phẩm PCR. Cuối cùng là so 
sánh trình tự bằng các phần mềm chuyên dụng. 

Nhiều nghiên cứu đã sử dụng trình tự gen 
rbcL cho nghiên cứu phân loại và tiến hóa loài 
[132] một số khác sử dụng trình tự gen ndhF 
[55] và gen matK [91]. Trình tự các chuỗi vùng 
đệm giữa các gen hay trình tự các chuỗi không 
mã của các gen hoặc giữa hai gen (trnL (UAA), 
rbcL-atpB cũng được sử dụng [130, 208]. Trình 
tự các vùng gen rbcL, matK, atpF-atpH IGS, 
psbK-psbI IGS và trnH-psbA IGS còn được 
dùng cho mã vạch (barcode) ở các loài lan [87]. 

Công nghệ thể hiện đa dạng (Diversity Arrays 
Technology-DArT) 

 

 

Hình 4. Sơ đồ các bước tiến 
hành DArT 
 
A. Pa-nen đa dạng. Genomic 
DNA của các mẫu nghiên cứu 
được gộp với nhau. Sau đó 
DNA được cắt bằng các 
enzyme cắt hạn chế được chọn 
và gắn với các tiếp hợp. Mức 
độ phức tạp của genome được 
giảm thiểu bằng PCR với các 
mồi có nucleotide chọn lọc. 
Các phân đoạn đại diện được 
nhân bản bằng các mồi đặc 
hiệu cho vector và nhân dòng, 
sản phẩm PCR được tinh sạch 
và gắn lên slide.  

B. Sự khác nhau giữa hai mẫu thể hiện bằng DArT. Hai mẫu genome được chuẩn bị theo phương 
pháp mô tả ở (A). Một mẫu được đánh dấu huỳnh quang mầu xanh, một mẫu được đánh dấu mầu 
đỏ, trộn với nhau và lai với pa-nen đa dạng. Tỷ lệ mức độ tín hiệu xanh/đỏ được đo ở mỗi lần và sự 
khác nhau về tỷ lệ tín hiệu cho thấy sự thể hiện khác nhau của các phân đoạn DNA [73]. 
 

Công nghệ thể hiện đa dạng (DArT) là công 
nghệ phân tích kiểu gen có tính phù hợp rộng và 
hiệu quả về kinh tế. Công nghệ này được phát 

triển để khắc phục một số nhược điểm của các 
công nghệ chỉ thị phân tử khác như RFLP, 
AFLP và SSR [4]. Đây là công nghệ khắc phục 
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nhược điểm tốn kém về thời gian của các kỹ 
thuật dựa trên việc lai DNA và có thể phân tích 
hàng ngàn locus trong một lần thí nghiệm. 
DArT đặc biệt phù hợp cho phân tích kiểu gen 
các loài đa bội với hệ gen lớn. Công nghệ này 
có thể lấy dấu (fingerprint) toàn bộ hệ gen bằng 
việc ghi nhận sự có mặt hoặc vắng mặt các phân 
đoạn DNA trong hệ gen đại diện được hình 
thành từ các mẫu DNA genome. Công nghệ 
DArT gồm nhiều bước như: giảm thiểu sự phức 
tạp của mẫu DNA (bằng gộp DNA của các mẫu, 
cắt DNA bằng enzyme giới hạn và PCR với các 
mồi có nucleotide chọn lọc), tạo thư viện DNA, 
đưa các thư viện lên bản kính, lai với các DNA 
được đánh dấu huỳnh quang trên bản kính, quét 
bản kính để xác định tín hiệu lai, ghi chép số 
liệu và phân tích (hình 4). 

DArT giảm thiểu sự phức tạp của mẫu DNA 
để nhận đại diện của mẫu. Sự giảm thiểu này 
dựa trên việc kết hợp cắt hạn chế và gắn chuỗi 
tiếp hợp và kèm theo sự nhân bản bằng PCR. 
Chỉ thị DArT cho loài mới được khám phá bằng 
việc sàng lọc thư viện hàng ngàn phân đoạn 
DNA từ genome đại diện được chuẩn bị từ việc 
gộp các mẫu DNA chứa đựng sự đa dạng của 
loài. Hệ thống phân tích chip vi điểm 
(microarray platform) làm cho quá trình khám 
phá hiệu quả vì tất cả các chỉ thị trên một phân 
tích DArT cụ thể được ghi nhận đồng thời. Đối 
với mỗi phương pháp giảm thiểu phức tạp có 
một bộ chỉ thị DArT riêng phù hợp cho phân 
tích DArT riêng rẽ. Do đó, số lượng các chỉ thị 
cho mỗi loài nhất định chỉ phụ thuộc vào mức 
độ biến đổi trong loài và số phương pháp giảm 
thiểu phức tạp được sàng lọc. 

Công nghệ giải trình tự thế hệ thứ hai (Next-
Generation of Sequencing Technology) 

Sự phát triển các công nghệ giải trình tự số 
lượng lớn (high throughput sequencing) đã làm 
cho việc giải trình tự DNA trở nên đặc biệt quan 
trọng cho các nghiên cứu về đa dạng di truyền, 
tiến hóa, bảo tồn sinh học và chọn giống. Các 
công nghệ này có tiềm năng loại bỏ một trong 
các trở ngại đối với thực hiện tiếp cận hệ gen 
trong các cơ thể không phải là mô hình bao gồm 
các cơ thể thiếu thông tin về trình tự genome. 
Các công nghệ này tránh được sự tốn kém, phức 
tạp và sai lệch ở phương pháp giải trình tự dựa 

vào nhân dòng bằng nhân bản trực tiếp từ DNA 
khuôn [17, 113].  

Công nghệ giải trình tự thế hệ thứ hai (hay 
còn được coi là công nghệ giải trình tự số lượng 
lớn) gồm ba nhóm chính là giải trình tự bằng 
phương pháp tổng hợp, giải trình tự bằng 
phương pháp gắn và giải trình tự phân tử đơn. 

Giải trình tự bằng phương pháp tổng hợp 
giống như kỹ thuật giải trình tự của Sanger tức 
là xác định thành phần nucleotide bằng phát 
hiện tín hiệu quang hóa trong quá trình gắn các 
nucleotide vào sợi DNA bổ trợ bằng enzyme 
DNA polymerase. Trong kỹ thuật Sanger, sự kết 
thúc chuỗi dideoxynucleotide được dùng để xác 
định trình tự, còn trong giải trình tự bằng 
phương pháp tổng hợp thì DNA được cắt thành 
nhiều phân đoạn rồi gắn với chuỗi tiếp hợp sau 
đó nhân dòng để tăng tín hiệu huỳnh quang 
hoặc tín hiệu hóa học. Có ba hệ thống giải trình 
tự bằng phương pháp tổng hợp. Ba hệ thống này 
khác nhau về độ dài đọc, về phương pháp nhân 
dòng và cố định, bao gồm: hệ thống 454 của 
Roche, Solexa của Illumia và SOLiD của 
Applied Biosystem.  

Hệ thống Roche 454 giải trình tự bằng 
phương pháp dựa trên nguyên tắc tổng hợp cao 
nhiệt (pyrosequencing), sợi đơn DNA khuôn 
được gắn vào hạt siêu nhỏ (microbead) và nhân 
bản bằng PCR nhũ tương (emulsion PCR) 
[112]. PCR nhũ tương là phản ứng PCR sử 
dụng hỗn hợp phản ứng PCR thông thường và 
hỗn hợp phản ứng PCR dạng nhũ tương nước 
trong dầu [158]. Hệ thống Roche 454 đầu tiên 
chỉ đọc được đoạn 100 bp, hiện nay do cải tiến 
có thể đọc đoạn đến 800 bp. 

Hệ thống Illumina của Solexa giải trình tự 
dựa vào việc đơn giản hóa phương pháp xây 
dựng thư viện và đảo đầu bằng phương pháp 
huỳnh quang dẫn đến việc tạo ra các đoạn đọc 
có độ dài 35 bp [17]. Hệ thống này sử dụng việc 
nhân bản cầu pha cứng (solid-phase bridge 
amplification), trong đó các đoạn tiếp hợp đầu 
5’ và 3’ được gắn với mỗi đầu của khuôn DNA. 
Một đầu của khuôn sau đó được đính với cơ 
chất. Các đoạn tiếp hợp được lai với các mồi 
xuôi hoặc ngược cố định tạo thành cầu nối, tạo 
thuận lợi cho việc nhân bản để tạo ra các sản 
phẩm nhân bản được đính với cơ chất và tạo 
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thành các nhóm khuôn giống nhau do đó làm 
tăng cường sự phát hiện bằng quang hóa. Với hệ 
thống HiSeq 2000 có thể tạo khoảng 6 tỷ đoạn 
đọc cho 540 đến 600 Gb trong 11 ngày 
(http://www.illumina.com). 

Hệ thống Ion Torrent 
(http://www.iontorrent.com) là hệ thống giải 
trình tự thế hệ thứ hai duy nhất xác định trình tự 
không dựa vào các chất huỳnh quang mà dựa 
vào việc đo sự thay đổi pH do việc giải phóng 
H+ khi gắn nucleotide bằng công nghệ bán dẫn 
(semiconductor) [154]. Bằng việc bổ sung liên 
tục các nucleotide, máy có thể nhận biết 
nucleotide nào được gắn vào sợi đang kéo dài. 

Giải trình tự bằng phương pháp gắn là giải 
trình tự bằng tổng hợp có sử dụng DNA 
polymerase làm phương tiện kéo dài trong quá 
trình xác định trình tự DNA. Giải tự bằng 
phương pháp gắn khai thác sự mẫn cảm của 
DNA ligase với sự bắt cặp sai (mismatch) để 
xác định trình tự DNA. Phương pháp này sử 
dụng các oligonucleotide dò có kích thước khác 
nhau và được đánh dấu bằng chất huỳnh quang 
ở nucleotide cần xác định, các phân đoạn DNA 
khuôn được mồi với các chuỗi neo ngắn đã biết 
để tạo điều kiện cho sự lai với các đoạn dò. 
DNA ligase được bổ sung vào phản ứng để nối 
các đoạn dò được đánh dấu huỳnh quang với 
mồi và khuôn. Hình ảnh huỳnh quang được thiết 
lập để xác định đoạn dò nào được gắn. Quá 
trình này được lặp lại với việc sử dụng các bộ 
dò khác nhau cho các DNA khuôn nghiên cứu 
để xác định trình tự nucleotide. Hệ thống giải 
trình tự hỗ trợ gắn và phát hiện oligonucleotide 
(Supported Oligonucleotide Ligation and 
Detection-SOLiD) của Life 
Technologies/Applied Biosystems (http:// 
www.appliedbiosystems.com) giải trình tự bằng 
phương pháp gắn có thể tạo ra chuỗi DNA 0,1 
đến 4 Gb trong một đến bảy ngày với giá thành 
trong khoảng 3400 đến 8500 Đô-la Mỹ.  

Giải trình tự phân tử đơn còn gọi là giải 
trình tự thế hệ thứ ba (third-generation 
sequencing). Phương pháp này tạo ra các tín 
hiệu nhận biết sự gắn nucleotide bằng quang 
hóa trong quá trình giải trình tự từ phân tử 
nucleic acid đơn. Vì thế có thể loại bỏ việc nhân 
bản khuôn. Điều này làm cho giải trình tự phân 

tử đơn có nhiều lợi thế so với giải trình tự thế hệ 
thứ hai. Đặc biệt là việc đơn giản hóa sự chuẩn 
bị mẫu và có thể sử dụng DNA kém chất lượng 
hoặc có nồng độ thấp, đồng thời tránh được các 
lỗi trong quá trình nhân bản khuôn bằng PCR. 
Phương pháp này cũng sử dụng việc giải trình 
tự trực tiếp RNA nên loại bỏ được các sai lệch 
trong nhân bản cDNA. Hiện nay, đã có hai thiết 
bị giải trình tự theo phương pháp giải trình tự 
phân tử đơn đó là Helicos - Helicos Genetic 
Analysis System (http://www.helicosbio.com) 
và PacBio RS SMS của Pacific BioSciences 
(http://www.pacificbiosciences.com). 

Do sự khác nhau về độ dài đoạn đọc, mục 
đích của từng công nghệ giải trình tự là khác 
nhau. Với đoạn đọc ngắn và giá thành thấp của 
Solexa và SOliD thì hai công nghệ này phù hợp 
cho giải trình tự toàn bộ hệ gen, trong đó trình 
tự genome mới có thể lắp ráp và so sánh với 
trình tự tham chiếu (trình tự genome của loài 
đang tồn tại). Công nghệ giải trình tự Roche 
454 với chuỗi đọc dài (có thể tới 800 bp) cũng 
có thể sử dụng để nhìn được tổng thể bước đầu 
về hệ gen và hệ sao chép của loài. 

Công nghệ giải trình tự thế hệ mới được sử 
dụng trong nghiên cứu mã vạch DNA thế hệ 
mới-next-geneation DNA bacoding [81, 161], 
trong xác định đột biến [19], trong nghiên cứu 
phân loại và phát sinh loài [41, 164], trong 
nghiên cứu biến đổi hệ gen và phiên mã ở cơ 
thể đa bội [72] và trong phát triển chỉ thị DNA 
như SNP và SSR [9, 209]. 

 
KẾT LUẬN VÀ KHUYẾN CÁO 

Cho đến nay, đã có rất nhiều kỹ thuật được 
sử dụng để phát triển chỉ thị DNA phục vụ cho 
nghiên cứu và chọn lọc ở thực vật. Mỗi kỹ thuật 
đều có những điểm mạnh và điểm yếu. Việc lựa 
chọn kỹ thuật chỉ thị DNA phù hợp và hiệu quả 
cần dựa vào các đặc điểm: về mức độ cho đa 
hình của các chỉ thị sử dụng cao hay thấp, số 
lượng locus có thể nhận được trên lần phân tích 
nhiều hay ít, kiểu di truyền của chỉ thị trội hay 
đồng trội, mức độ ổn định của kỹ thuật xây 
dựng chỉ thị để có thể lặp lại được, về mức độ 
đơn giản hay phức tạp của kỹ thuật, số lượng và 
chất lượng DNA cần thiết cho phân tích, mức 
độ khó dễ trong sử dụng chỉ thị, mức độ tự động 
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hóa và giá thành đầu tư ban đầu và giá thành 
mỗi lần phân tích. Ngoài ra, cần lưu ý một số 
đặc điểm khác như: có cần thông tin về trình tự 
nucleotide không, loại mồi sử dụng, có phải sử 
dụng phóng xạ không và cần nhiều thời gian 
hay ít. Tuy nhiên, không phải mục đích sử dụng 
nào cũng cần các kỹ thuật chỉ thị với đầy đủ các 
đặc điểm đã nêu và cũng không có kỹ thuật chỉ 
thị nào có đầy đủ các đặc điểm mong muốn. 
Với mỗi mục đích sử dụng cần một số đặc điểm 
quan trọng của chỉ thị DNA. Chẳng hạn đối với 
nghiên cứu đa dạng di truyền, các chỉ thị cần có 
một số đặc điểm như: phải là chỉ thị đơn giản và 
nhanh về mặt kỹ thuật, giá thành rẻ, cần lượng 
mẫu và DNA ít, cho nhiều thông tin, có thể lặp 
lại trong các nghiên cứu, mức độ sai sót thấp 
nhất, ghi số liệu dễ và chính xác, có nhiều allen 
(hàm lượng thông tin cao), không cần biết trước 
thông tin về genome và cơ thể; còn đối với chọn 
giống nhờ trợ giúp của chỉ thị phân tử, thì các 
chỉ thị cần có các đặc điểm là dễ sử dụng, giá 
thành thấp, cần ít DNA, ổn định về kỹ thuật và 
có thể lặp lại, cho mức độ đa hình cao, đồng trội 
và rải đều trong genome. Các tính chất của chỉ 
thị DNA, những đặc điểm của kỹ thuật phát 
triển chỉ thị DNA và các đặc tính của genome 
nghiên cứu là những vấn đề tối quan trọng được 
khuyến cáo cho việc xem xét và lựa chọn một 
hay một số kỹ thuật phù hợp cho một nghiên 
cứu cụ thể và cũng là cơ sở quan trọng để mang 
lại hiệu quả cao trong việc sử dụng chỉ thị DNA 
cho nghiên cứu và chọn lọc ở thực vật. 
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SUMMARY 
 

Since the 1980s, DNA marker techniques have been invented and developed quickly to become the most 
significant development in the field of molecular biology. The DNA markers have been widely used in study 
and selection of plants. The DNA techniques have been developed for DNA markers used in studies of 
genetic diversity, phylogeny, classification, gene tagging and identification; in germplasm and marker-
assisted selection. The presence of various types of DNA markers, and differences in their principles, 
methodologies, and applications require careful consideration in choosing one or more of such methods. No 
DNA markers are available that fulfill all requirements needed by researchers. Depending on the nature of 
each study, one can choose among the variety of DNA marker techniques, each of which combines at least 
some desirable properties. In Vietnam, the use of DNA marker techniques began at the end of 1990s. 
However, the application was limited with only few techniques such as random amplified DNA 
polymorphism, microsatellites or simple sequence repeats and amplified fragment length polymorphism. 
Those techniques were used in the studies of plant genetic diversity, molecular mapping and marker-assisted 
selection. This review provides an overview on most of the available DNA marker techniques and their 
utilities in the study and selection of plants with the aim to provide researchers and breeders necessary 
information for choosing appropriate DNA marker techniques. 

Keywords: DNA marker techniques, gene identification, genetic diversity, germplasm selection, marker-
assisted selection. 
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