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Ph©n tÝch di truyÒn tÕ bµo vµ di truyÒn tÕ bµo ph©n tö ®Ó  
X¸c ®Þnh nguån gèc thÓ nhiÔm s¾c cña c©y lai tù  nhiªn gi÷a 

c¸c loµi trong chi khoai m«n Colocasia (Araceae)   
 

NguyÔn Xu©n ViÕt 

Tr−êng ®¹i häc S− ph¹m Hµ Néi 

 
HiÖn t−îng lai tù nhiªn gi÷a loµi khoai m«n 

vµ loµi däc mïng trong chi Khoai m«n 
Colocasia ®, ®−îc chóng t«i ph¸t hiÖn dùa trªn 
c¸c nghiªn cøu biÕn dÞ ®iÖn di is«zym [5]. Tuy 
nhiªn, nguån gèc cña thÓ nhiÔm s¾c (TNS) trong 
tÕ bµo c©y lai nµy vÉn ch−a ®−îc x¸c ®Þnh. 

Lai t¹i chç bé gien nh©n (genomic in situ 
hybridization, GISH) lµ mét kü thuËt x¸c ®Þnh vÞ 
trÝ trªn TNS tr×nh tù ADN bæ sung víi tr×nh tù 
cña mÉu dß ADN ®, ®−îc ®¸nh dÊu. Kü thuËt 
GISH ®, ®−îc øng dông thµnh c«ng trong nhiÒu 
nghiªn cøu ®Ó x¸c ®Þnh nguån gèc cña TNS 
trong c¸c c©y lai kh¸c loµi, kiÓm tra nguån gèc 
cña c¸c thÓ nhÞ béi tù nhiªn hoÆc kiÓm tra sù 
xuÊt hiÖn nh÷ng biÕn dÞ trong c¸c gen«m v.v.. 
[1, 4, 10]. 

Trong bµi b¸o nµy, chóng t«i b¸o c¸o kÕt 
qu¶ ph©n tÝch di truyÒn tÕ bµo vµ di truyÒn tÕ 
bµo ph©n tö cã thÓ gióp x¸c ®Þnh nguån gèc cña 
TNS cña c©y lai tù nhiªn kh¸c loµi trong chi 
Colocasia.  C¸c c©y lai tù nhiªn nµy ®, ®−îc 
chóng t«i ph¸t hiÖn qua nghiªn cøu biÕn dÞ ®iÖn 
di is«zym vµ ®, c«ng bè trong bµi b¸o tr−íc [5].      

I. ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

1. VËt liÖu 

C©y khoai m«n Colocasia esculenta (L.) 
Schott vµ c©y däc mïng Colocasia gigantea 
(Bl.) Hook f. thuéc chi Khoai m«n (Colocasia), 
hä R¸y (Araceae) ®, ®−îc dïng ®Ó chiÕt t¸ch 
ADN tæng sè. Lai t¹i chç ADN bé gien ®−îc 
tiÕn hµnh trªn tiªu b¶n TNS lµm tõ ®Ønh rÔ cña 
c©y C81126 vµ c©y C81114-nh÷ng c©y ®−îc gi¶ 
®Þnh lµ c©y lai tù nhiªn gi÷a khoai m«n vµ däc 
mïng bëi chóng mang ®Æc tr−ng phæ ®iÖn di 
is«zym cña c¶ khoai m«n vµ däc mïng [5].   

2. Ph−¬ng ph¸p 

Quan s¸t h×nh th¸i vµ ®Õm sè l−îng TNS 
trong kú gi÷a cña tÕ bµo ®Ønh rÔ tiÕn hµnh nh− 
m« t¶ trong b¸o c¸o tr−íc [3]. Quan s¸t TNS 
trong gi¶m ph©n ®−îc tiÕn hµnh trªn c¸c tÕ bµo 
mÑ cña h¹t phÊn lÊy tõ hoa cßn non vµ ®−îc 
nhuém b»ng 2% oxªin axªtic trong 5 phót. §é 
h÷u thô cña h¹t phÊn ®, ®−îc tÝnh to¸n dùa trªn 
tiªu b¶n nhuém h¹t phÊn b»ng cacmin axªtÝc. 
H¹t phÊn h÷u thô cã d¹ng h×nh cÇu vµ nhuém 
mµu ®á ®Ëm. 

Tiªu b¶n TNS sö dông ®Ó tiÕn hµnh lai ADN 
®−îc chuÈn bÞ theo ph−¬ng ph¸p tiªu b¶n kÝnh 
phÕt. RÔ cè ®Þnh sau khi ®, ng©m röa kho¶ng 10 
phót trong n−íc cÊt ®−îc thñy ph©n b»ng ñ trong 
dung dÞch enzym (2% (w/v) xenlulaza (Onozuka 
R-10) vµ 2% (w/v) pectinaza (Sigma) hoµ tan 
trong ®Öm 0,1 M natri xitrat, pH 4,9) kho¶ng 
mét giê t¹i nhiÖt ®é 37oC. Lo¹i bá v¸ch tÕ bµo 
b»ng ly t©m vµ röa b»ng dung dÞch cè ®Þnh míi 
(3 cån : 1 axªtic). DÞch huyÒn phï tÕ bµo ®−îc 
nhá lªn lam kÝnh s¹ch vµ lµm kh« tù nhiªn. C¸c 
tiªu b¶n ®−îc gi÷ trong tñ -20oC cho ®Õn khi 
tiÕn hµnh lai. 

ADN tæng sè cña khoai m«n vµ däc mïng 
®−îc chiÕt t¸ch tõ l¸ t−¬i trong ®Öm CTAB [9] 
cã thay ®æi nhá. MÉu dß ADN ®−îc ®¸nh dÊu 
b»ng digoxigenin-high prime (DIG-High 
Prime). Ph¸t hiÖn ADN ®¸nh dÊu DIG b»ng 
anti-digoxigenin-AP.  

GISH ®, ®−îc tiÕn hµnh theo Murata (1992) 
[3] cã c¶i tiÕn. Xö lý tiªu b¶n TNS trong 2 × 
SSC chøa 100 µg/ml RNaza t¹i 37oC trong 1 giê. 
Röa tiªu b¶n 2 lÇn b»ng 2 x SSC t¹i  nhiÖt ®é 
phßng. Khö n−íc b»ng ng©m lÇn l−ît qua c¸c 
dung dÞch cån (700, 850, 99,50) trong 5 phót ®èi 
víi mçi lo¹i. Hçn hîp dung dÞch lai chøa 
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50%(v/v) phãcmamit, 10% (v/v) dextran sunfat, 
2 × SSC, 20 ng/µl ADN cña khoai m«n hoÆc däc 
mïng ®, ®¸nh dÊu b»ng digoxigenin vµ 400 
ng/µl ADN kh«ng ®¸nh dÊu cña däc mïng hoÆc 
khoai m«n. 

30 µl hçn hîp dung dÞch lai ®, ®−îc nhá lªn 
trªn mçi tiªu b¶n TNS, ®Ëy lamen vµ g¾n kÝn 
b»ng keo. Tiªu b¶n sau ®ã ®−îc ®Æt trªn ®Üa 
nãng 92~94oC trong 3 phót ®Ó lµm biÕn tÝnh 
ADN. ñ tiªu b¶n trong hép gi÷ Èm t¹i 37oC 
trong 16~18 giê ®Ó thùc hiÖn lai ADN-ADN. Gì 
bá lamen b»ng 2 × SSC vµ röa tiªu b¶n trong 
dung dÞch 2 x SSC 50% phãcmamit t¹i 37oC 
trong 10 phót, 2 × SSC t¹i 37oC trong 10 phót vµ 
2 lÇn trong 2 × SSC t¹i nhiÖt ®é phßng. 

ADN ®¸nh dÊu DIG ®−îc ph¸t hiÖn b»ng ñ 
tiªu b¶n trong anti-digoxigenin-AP mét giê 
trong hép gi÷ Èm 37oC. Röa tiªu b¶n 4 lÇn (5 
phót/lÇn) trong dung dÞch 2 × SSC/0,05% Tween 
20 t¹i nhiÖt ®é phßng. C¸c vÞ trÝ lai víi mÉu dß 
®¸nh dÊu DIG ®−îc ph¸t hiÖn sau khi ñ tiªu b¶n 
trong dung dÞch chøa NBT/X-phètph¸t mét giê 
t¹i 37oC. 

TNS ®−îc nhuém phô b»ng 4',6 diamidino-
2-phenyliodol (DAPI, 2µg/ml). C¸c TNS nhuém 
DAPI hoÆc NBT/X-phètph¸t sÏ ®−îc chôp ¶nh 
b»ng phim 400 ASA/ISO (Fuji super HG) d−íi 
kÝnh hiÓn vi quang häc vµ kÝnh hiÓn vi huúnh 
quang cã kÝnh läc UV. C¸c nghiªn cøu ®−îc 
tiÕn hµnh t¹i phßng Di truyÒn tÕ bµo vµ chän 
gièng thùc vËt, khoa N«ng nghiÖp, tr−êng ®¹i 
häc Tæng hîp Okayama, NhËt B¶n. 

II.  KÕt qu¶ vµ th¶o luËn 

C¸c c©y C81126 vµ C81114 ®−îc gi¶ ®Þnh lµ 
nh÷ng c©y lai tù nhiªn gi÷a loµi khoai m«n C. 
esculenta vµ loµi däc mïng C. gigantea dùa trªn 
kÕt qu¶ ph©n tÝch ®iÖn di is«zym [5].  

VÒ h×nh th¸i, c©y lai cã th©n vµ l¸ gièng víi 
c¸c c©y m«n kh¸c ®, sö dông trong nghiªn cøu 
biÕn dÞ is«zym [4], h×nh 1A. 

Sè l−îng TNS cña c¶ hai loµi khoai m«n vµ 
däc mïng ®, ®−îc b¸o c¸o trong nhiÒu c«ng 
tr×nh [ 2, 7]. Theo c¸c b¸o c¸o nµy th× c¶ hai loµi 
®Òu cã c¸c d¹ng béi TNS 2n = 28 vµ 42 TNS. 
Trong nghiªn cøu nµy, sè l−îng TNS cña c¸c 
c©y ®, dïng lµm vËt liÖu nghiªn cøu ®Òu cã sè

l−îng TNS 2n = 28 (h×nh 1C, 1D vµ 1E). 

Ph©n tÝch kiÓu nh©n cho thÊy c¸c TNS trong 
nh©n tÕ bµo cña khoai m«n cã kÝch th−íc lín h¬n 
TNS cña däc mïng. ChiÒu dµi TNS n»m trong 
kho¶ng 1,92 µm~3,75 µm ®èi víi khoai m«n vµ 
1,72 µm~3,27 µm ë däc mïng. C¶ hai loµi ®Òu cã 
mét cÆp TNS cã thÓ kÌm, nh−ng cÆp TNS nµy ë 
khoai m«n lµ cÆp TNS cã t©m lÖch gi÷a cßn ë däc 
mïng lµ cÆp NST cã t©m lÖch mót (r > 3,0, h×nh 
2). CÆp thÓ kÌm trong nh©n tÕ bµo cña khoai m«n 
còng lín h¬n nhiÒu so víi thÓ kÌm cña däc mïng 
(h×nh 1C vµ 1D). MÆc dÇu, c¸c vËt liÖu ®Ó ph©n 
tÝch kiÓu nh©n cña khoai m«n vµ däc mïng cã thÓ 
kh«ng ph¶i lµ bè mÑ ®, trùc tiÕp t¹o ra c©y lai 
C81126 vµ C81114, chóng ®−îc lÊy rÊt ngÉu 
nhiªn trong c¸c c©y cïng ®−îc thu thËp ë Nªpan, 
nh−ng kÝch th−íc cña cÆp thÓ kÌm trong nh©n cña 
tÕ bµo c©y lai (h×nh 1E) cho thÊy mét thÓ kÌm cã 
kÝch th−íc lín, thÓ kÌm cßn l¹i cã kÝch th−íc bÐ. 
ChiÒu dµi cña TNS n»m trong kho¶ng 1,75~3,82 
µm. KÕt qu¶ quan s¸t nµy ph¸n ®o¸n nguån gèc 
kh¸c nhau cña c¸c TNS nµy trong tÕ bµo cña c©y 
lai. 

V× sè tÕ bµo mÑ cña h¹t phÊn ®−îc quan s¸t 
TNS gi¶m ph©n trong nghiªn cøu nµy cßn qu¸ Ýt 
(chØ 4 tÕ bµo) ®Ó cã thÓ rót ra kÕt luËn cã ý nghÜa 
vÒ sè cÆp TNS t−¬ng ®ång trong tÕ bµo c©y lai, 
nh−ng c¸c quan s¸t trong c¸c tÕ bµo nµy cho 
thÊy cã tõ 1-3 cÆp l−ìng trÞ (bivalent), sè cßn l¹i 
lµ c¸c ®¬n trÞ. Sù bÊt b×nh th−êng trong gi¶m 
ph©n nµy cã lÏ ®, lµ nguyªn nh©n ®−a ®Õn sù bÊt 
thô cña hÇu hÕt c¸c tÕ bµo cña h¹t phÊn. Tû lÖ 
h¹t phÊn h÷u thô cña c©y lai C81126 vµo kho¶ng 
1 % (h×nh 1B). 

Lai ADN: ADN tæng sè cña khoai m«n vµ 
däc mïng ®, chiÕt t¸ch tõ l¸ t−¬i cho thÊy ®ñ 
s¹ch ®Ó tiÕn hµnh lai. §¸nh dÊu DIG t¹o mÉu dß 
®−îc tiÕn hµnh ®èi víi ADN cña c¶ 2 loµi. Mét 
thö nghiÖm kiÓm tra hiÖu qu¶ ®¸nh dÊu DIG vµ 
x¸c ®Þnh ®iÒu kiÖn lai ®−îc tiÕn hµnh ®èi víi 
mçi mét loµi. C¸c mÉu dß cña mçi loµi ®, ®−îc 
lai trªn tiªu b¶n TNS cña chÝnh loµi ®ã. TNS cña 
tÕ bµo däc mïng ®, ®−îc lai b»ng mÉu dß lµ 
ADN bé gien cña däc mïng ®¸nh dÊu b»ng DIG 
(h×nh 1F). KÕt qu¶ quan s¸t cho thÊy c¶ 28 TNS 
trong tÕ bµo ®Òu x¶y ra hiÖn t−îng lai. Tõ kÕt 
qu¶ ®ã, cho phÐp ph¸n ®o¸n c¶ ADN ®¸nh dÊu 
vµ c¸c ®iÒu kiÖn trong quy tr×nh lµ phï hîp ®Ó 
tiÕn hµnh lai kiÓm tra nguån gèc cña TNS cña 
c©y lai. 
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H×nh 1. A)  C©y lai (C81126), B) H¹t phÊn cña C81126, C) TNS cña C. esculenta víi 1 cÆp thÓ kÌm 
lín, D) TNS cña C. gigantea víi cÆp thÓ kÌm bÐ, E) TNS cña C81126 víi mét thÓ kÌm lín vµ mét 
thÓ kÌm bÐ, F) TNS cña C. gigantea lai víi mÉu dß ADN chÝnh nã ®−îc ®¸nh dÊu b»ng DIG, G vµ 
H: TNS cña C81126 ®−îc lai víi ADN cña C.gigantea ®¸nh dÊu DIG (G: 14 TNS lai quan s¸t thÊy 
d−íi kÝnh hiÓn vi quang häc vµ H: c¸c TNS kh«ng lai quan s¸t thÊy d−íi kÝnh hiÓn vi huúnh quang).  
DÊu � : thÓ kÌm cã nguån gèc tõ C. esculenta. �: thÓ kÌm cã nguån gèc tõ C. gigantea.      : TNS 

kh«ng lai víi ADN ®¸nh dÊu DIG. 
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H×nh 2. Tû lÖ c¸nh TNS trong kiÓu nh©n cña C. esculenta vµ cña C. gigantea 
 

Hçn hîp dung dÞch lai chøa 20 ng/µl ADN 
cña däc mïng ®¸nh dÊu b»ng DIG vµ ADN cña 
khoai m«n kh«ng ®¸nh dÊu (tû lÖ 1:20) ®, ®−îc 
lai trªn tiªu b¶n TNS cña C81126.  KÕt qu¶ quan 
s¸t cho thÊy 14 TNS nhuém mµu xanh ®Ëm vµ 5 
TNS kh¸c nhuém mµu rÊt nh¹t (h×nh 1G). Khi 
tiªu b¶n nµy ®−îc quan s¸t d−íi kÝnh hiÓn vi 
huúnh quang, c¸c TNS vèn kh«ng nh×n thÊy 
d−íi kÝnh hiÓn vi quang häc ®, cã thÓ quan s¸t 
thÊy d−íi kÝnh hiÓn vi huúnh quang. Trong 14 
TNS nhuém mµu huúnh quang, cã 9 TNS ph¸t 
quang rÊt râ (h×nh 1H). KÕt qu¶ nµy cho thÊy 14 
TNS b¾t mµu ®Ëm nh×n thÊy d−íi kÝnh hiÓn vi 
quang häc lµ NST cã nguån gèc tõ däc mïng 
mang tr×nh tù bæ sung víi ADN cña däc mïng 
®¸nh dÊu DIG. C¸c TNS nh×n thÊy d−íi kÝnh 
hiÓn vi huúnh quang cã nguån gèc tõ khoai m«n 
kh«ng mang tr×nh tù bæ sung víi ADN mÉu dß 
cña däc mïng. Trong mét phÐp lai tiÕn hµnh 
trªn mét tiªu b¶n kh¸c, hçn hîp ADN mÉu dß lµ 
ADN cña khoai m«n ®¸nh dÊu DIG víi ADN 
kh«ng ®¸nh dÊu cña däc mïng (1:20) ®, cho kÕt 
qu¶ t−¬ng tù. C¸c TNS nhuém mµu xanh ®Ëm 
cho thÊy hiÖn t−îng lai ®, x¶y ra. TNS x¶y ra sù 
lai mang tr×nh tù bæ sung víi mÉu dß ADN cña 
khoai m«n ®¸nh dÊu b»ng DIG. TNS kh«ng lai 
quan s¸t thÊy d−íi kÝnh hiÓn vi huúnh quang. 

Prana (1984), Okada vµ Hambali (1989) ®, 
b¸o c¸o vÒ tÇn sè h×nh thµnh cÆp TNS trong 
gi¶m ph©n ë c©y lai gi÷a khoai m«n vµ däc 
mïng do hä t¹o ra. Theo b¸o c¸o cña Okada vµ 

Hambali (1989) th× sè cÆp l−ìng trÞ h×nh thµnh 
trong gi¶m ph©n ë tÕ bµo mÑ cña h¹t phÊn tõ 
0~3, sè ®¬n trÞ tõ 21~28, ®ång thêi còng ghi 
nhËn vÒ sù hiÖn diÖn cña mét cÆp thÓ kÌm cã 
kÝch th−íc kh«ng nh− nhau trong tÕ bµo cña c©y 
lai [6, 8].  KÕt qu¶ quan s¸t trong nghiªn cøu 
nµy còng trïng hîp víi nh÷ng nhËn xÐt trªn. 

KÕt qu¶ lai ADN cho thÊy ADN tæng sè tõ 
mét loµi bè mÑ ®¸nh dÊu DIG cã thÓ ®−îc dïng 
nh− lµ mét mÉu dß cho lai t¹i chç ®Ó ph©n biÖt 
c¸c TNS ®Æc tr−ng loµi trong tÕ bµo cña c©y lai. 
14 trong sè 28 TNS quan s¸t thÊy trªn tiªu b¶n 
tÕ bµo ®Ønh rÔ khi ®−îc lai víi ADN cña khoai 
m«n hoÆc ADN cña däc mïng ®¸nh dÊu b»ng 
DIG cho phÐp kh¼ng ®Þnh sù tån t¹i cña hai bé 
®¬n béi TNS cña c¶ hai loµi nµy trong tÕ bµo c©y 
lai C81126, vµ ph−¬ng ph¸p lai t¹i chç GISH ®, 
lµ mét ph−¬ng ph¸p h÷u hiÖu cho phÐp x¸c ®Þnh 
nguån gèc cña TNS cña c©y lai tù nhiªn trong 
chi Colocasia. 

Ph¸t hiÖn hiÖn t−îng lai tù nhiªn trong chi 
Colocasia dùa trªn c¸c nghiªn cøu ®a h×nh biÕn 
dÞ ®iÖn di is«zym [5] vµ kÕt qu¶ ph©n tÝch di 
truyÒn tÕ bµo vµ di truyÒn tÕ bµo ph©n tö cho 
phÐp x¸c ®Þnh nguån gèc cña TNS cña c©y lai tù 
nhiªn trong nghiªn cøu nµy sÏ cã ý nghÜa quan 
träng ®Ó ph©n lo¹i mét c¸ch chÝnh x¸c ë møc 
d−íi loµi, c¶i tiÕn gièng khoai m«n, nghiªn cøu 
sù ®a d¹ng cña c¸c gièng khoai m«n vµ sù tiÕn 
hãa trong chi Colocasia. 
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Lêi c¶m ¬n: T¸c gi¶ xin ch©n thµnh c¶m ¬n 
PGS.TS. Yoshino H., GS. TS. Tahara M., khoa 
N«ng nghiÖp, tr−êng ®¹i häc Tæng hîp 
Okayama, NhËt B¶n ®, t¹o mäi ®iÒu kiÖn cÇn 
thiÕt vµ nh÷ng h−íng dÉn tËn t×nh ®Ó c«ng tr×nh 
®−îc hoµn thµnh.  
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Identification of the parental origin of the chromosomes  
in the natural interspecific hybrids in Colocasia using 
cytogenetic and molecular cytogenetic techniques 

                                       Nguyen Xuan Viet 

Summary 

Two species of the genus Colocasia, C. esculenta and C. gigantea, can be hybridized, but data on the 
extent of the hybridization under natural conditions are not available to date. 

In the previous paper, we have reported the investigation of the natural interspecific hybrids in the genus 
Colocasia using isozymes [5].   

The present study was carried out to identify the parental origin of the chromosomes in the natural 
hybrids in Colocasia, using the cytogenetic and molecular cytogenetic techniques (GISH). 

The cytogenetic analysis showed those natural interspecific hybrids having 28 chromosomes. The 
chromosome size ranged from 1.72~3.75 µm and one satellite pair with different size. These mitotic 
chromosome characters were consisted in the karyotypic characters of both C. esculenta and C. gigantea. 

The multiunivalent observed in pollen mother cells of the hybrids and their pollen fertilizer was too 
small indicated an abnormal in meiosis and suggested different chromosome origins in the hybrid cells. 

The GISH using the DIG-labeled total DNA of one species as a probe and the non-labeled DNA of the 
other species as a blocking DNA confirmed the origin of the chromosomes in the hybrids. 

The investigation of the natural hybrids and the identification of the parental origin of the chromosomes 
in these hybrids in our studies could provide useful information for the classification of taro varieties and the 
research of their phylogenetic relationships.   
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