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TÓM TẮT: Trong nghiên cứu này, 17 chỉ thị SSR đã được sử dụng để đánh giá đa dạng di truyền 4 quần thể Thông lá dẹt (Pinus krempfii) ở Tây Nguyên. Trong đó có 8/17 chỉ thị chỉ ra tính đa hình. Tổng số đã nhân bản được 42 alen, trong đó 32 alen đa hình (chiếm 76,19%). Tính đa dạng di truyền cao nhất ở quần thể Cổng Trời (h = 0,150; I = 0,415 và PPB = 52,95) và thấp nhất ở quần thể Hòn Giao (h = 0,115; I = 0,330 và PPB = 47,06). Số alen hiếm (Ap) chỉ tìm thấy trong ba quần thể Yang Ly (0,059), Cổng Trời (0,118) và Chư Yang Sin (0,294). Tổng sự thay đổi phân tử rất thấp giữa các quần thể (chiếm 11,94%) và cao giữa các cá thể trong quần thể (88,06%). Mức độ tương đồng di truyền giữa các mẫu Thông lá dẹt ở Tây Nguyên dao động từ 59% đến 100%. Mức độ di nhập gen (Nm) trong quần thể Thông lá dẹt khi phân tích với các chỉ thị SSR tương đối cao, dao động từ 1,813 đến 10,796. Một số giải pháp bảo tồn cũng đã được đề cập.

Từ khóa: Pinus krempfii, cấu trúc quần thể, chỉ thị SSR, đa dạng di truyền, đặc hữu.
MỞ ĐẦU
Theo số liệu thống kê của Nguyễn Tiến Hiệp và nnk. (2004) [9], trong số 34 loài lá kim đã biết của Việt Nam, thì có tới 15 loài lá kim ở Tây Nguyên. Trong đó có nhiều loài được coi là đặc hữu và đang bị đe dọa tuyệt chủng ở Việt Nam như Thông lá dẹt (P. krempfii Lecomte), Thông đà lạt (P. dalatensis Ferre), Dẻ tùng nam (Amentotaxus poilanei D.K. Ferguson) [9, 14, 15, 21]. Hầu hết chúng đều là những loài vừa có giá trị khoa học, kinh tế và dược liệu cao. Các loài này đang đứng trước nguy cơ bị đe dọa tuyệt chủng. Tuy nhiên, các nghiên cứu trước đây mới chỉ tập trung vào việc phân loại dựa trên đặc điểm hình thái và nơi phân bố, còn các nghiên cứu về đa dạng di truyền nguồn gen vẫn rất hạn chế và mới chỉ cho vài loài [16, 18, 24, 28, 29, 31]. Đến nay hầu như chưa có một nghiên cứu nào về đa dạng di truyền đối với loài Thông lá dẹt. Vì vậy, nghiên cứu tính đa dạng di truyền đối với một số loài lá kim đặc hữu, có nguy cơ bị tuyệt chủng là những cơ sở khoa học cho việc bảo tồn, sử dụng hợp lý và phát triển bền vững tính đa dạng sinh học ở Tây Nguyên. Chỉ thị SSR là chỉ thị đồng trội có tính di truyền theo quy luật Mendel, có khả năng phát hiện tính đa hình rất cao và đặc trưng cho loài. Vì vậy, SSR là công cụ hữu hiệu trong phân tích hệ gen, lập bản đồ, chọn giống phân tử ở sinh vật nói chung và thực vật nói riêng. Đến nay có khá nhiều công trình nghiên cứu công bố về hiệu quả cao của việc sử dụng chỉ thị SSR (cả gen lục lạp và nhân) trong nghiên cứu đánh giá đa dạng di truyền trong và giữa các quần thể của các loài cây lá kim khác nhau [1, 2, 10, 12, 22, 33]. Bên cạnh đó, phân tích SSR còn là một trong những công cụ được sử dụng để đánh giá các mô hình đa dạng di truyền ở thực vật và kỹ thuật này có lợi thế tiềm năng cho việc điều tra thực vật quý hiếm.
Xuất phát từ các cơ sở khoa học trên đây, công trình này đề cập đến kết quả nghiên cứu “Đa dạng di truyền trong quần thể Thông lá dẹt tự nhiên ở Tây Nguyên bằng chỉ thị SSR” nhằm đề xuất giải pháp bảo tồn, sử dụng và phát triển bền vững loài lá kim đặc hữu của Việt Nam, đang bị suy giảm quần thể loài.
VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
Vật liệu gồm bảy mươi mẫu lá/vỏ/rễ loài Thông lá dẹt được lấy ngẫu nhiên từ 124 mẫu của bốn quần thể Yang Ly, Hòn Giao, Cổng Trời, tỉnh Lâm Đồng và Chư Yang Sin, tỉnh Đắc Lắc đã được sử dụng để phân tích phân tử. Các mẫu thu ngoài thực địa được bảo quản trong túi plastic có chứa silicagel và chuyển đến phòng thí nghiệm giữ ở nhiệt độ phòng cho đến khi sử dụng. Thông tin của các mẫu nghiên cứu như trong bảng 1 và hình 1.
Trình tự 17 cặp mồi SSR khai thác từ các tài liệu và được tổng hợp bởi công ty IDT, Hoa Kỳ (Intergarated DNA Technology, USA) như trong bảng 2.
Phương pháp

Tách chiết DNA tổng số từ các mẫu thu: Tách chiết và làm sạch DNA theo phương pháp của Porebski et al. (1997) [25]. Kiểm tra độ sạch trên gel agarose 0,9% và đo nồng độ DNA tổng số trên máy UVS 2700, Labomed, Hoa Kỳ.
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Hình 1. Vị trí thu mẫu quần thể Thông lá dẹt trong nghiên cứu

Bảng 1. Thông tin của các mẫu thu nghiên cứu phân tử

	Tên quần thể
	Địa điểm thu mẫu
	Số lượng mẫu
	Kí kiệu mẫu
	Vị trí địa lí
	Độ cao so mặt nước biển (m)

	
	
	
	
	Vĩ độ 
bắc (◦N)
	Kinh độ
đông (◦E)
	

	Yang Ly
	Bi Đúp Núi Bà, Lâm Đồng
	5
	Pk1-Pk5
	12o11’02.7”N
	108o41’24.3”E
	1482-1485

	Cổng Trời
	Bi Đúp Núi Bà, Lâm Đồng
	11
	Pk6-Pk16
	14o26’34.0”N
	108o34’3.0”E
	952-1000

	Hòn Giao
	Bi Đúp Núi Bà, Lâm Đồng
	26
	Pk17-Pk42
	12o11’03.2”N
	108o41’30.3”E
	1482-1593

	Chư Yang Sin
	Chư Yang Sin, Đắc Lắc
	28
	Pk43-Pk70
	12o25’05.2”N
	108o22’17.1”E
	1110-1120


Bảng 2. Trình tự nucleotide và nhiệt độ gắn mồi của 17 chỉ thị SSR

	STT
	Chỉ thị
	Trình tự
	Nhiệt độ gắn mồi (◦C)
	Tài liệu tham khảo
	Kích thước alen (bp)

	1
	PRE24
	5’GTTTTTTAAATTGGGAAGGCG 3’ 3’CGTGGGGGAGATAGTGATAGAGT 5’
	58
	Boy et al. 2005 [2]
	280-400

	2
	PtTX3020
	5’GTCGGGGAAGTGAAAGTA 3’ 3’CTAGGTGCAAGAAAAGAGTAT 5’
	50
	Elsik et al. 2000 [8]
	165-270

	3
	PtTX3026
	5’AATACTTGGGAGGGATAC 3’ 3’AATAGCCAGTTTTGTTTG 5’
	52
	Elsik et al. 2000 [8]
	320-495

	4
	RPS2
	5’CATGGTGTTGGTCATTGTTCCA 3’ 3’TGGAGGCTATCACGTATGCACC 5’
	50
	Echt et al. 1996 [6]
	140-500

	5
	Pnh038
	5’ACTCATTTCCGGATGGTGG 3’ 3’TGGGGCTTGGACTTCAAGA 5’
	50
	Chiang et al. 2011 [3]
	160

	6
	RPS160
	5’ACTAAGAACTCTCCCTCTCACC 3’

3’TCATTGTTCCCCAAATCAT 5’
	56
	Echt et al. 1996 [6]
	250

	7
	PeC26BGT
	5’CATCCACCAGTTTCCCTACG 3’

3’ATTTGAACGCACAGAGCATTT 5’
	51
	Mellick et al. 2009 [17]
	185

	8
	NZPR6
	5’ GGAAGAAAAATTGGGCCTTA 3’

3’ CTCTCTATCTCTGCCCCA 5’
	51
	Echt et al. 1999 [7]
	230

	9
	Pt26081
	5’CCCGTATCCAGATATACTTCCA 3’

3’TGGTTTGATTCATTCGTTCAT 5’
	54
	Vendramin et al. 1996 [32]
	105-130

	10
	Pt30204
	5’TCATAGCGGAAGATCCTCTTT 3’

3’CGGATTGATCCTAACCATACC 5’
	52
	Vendramin et al. 1996 [32]
	120-165

	11
	Pt71936
	5’TTC ATT GGA AAT ACA CTA GCC C 3’

3’AAAACCGTACATGAGATTCCC 5’
	58
	Vendramin et al. 1996 [32]
	150-160

	12
	Pt87268
	5’GCCAGGGAAAATCGTAGG 3’

3’AGAAGATTAGACATCCAACCC 5’
	58
	Vendramin et al. 1996 [32]
	400

	13
	Pt15196
	5’CTTGGATGGAATAGCAGCC 3’

3’GGAAGGGCATTAAGGTCATTA 5’
	52
	Vendramin et al. 1996 [32]
	160

	14
	Pt36480
	5’ TTTTGGCTTACAAAATAAAAGAGG 3’ 5’AAATTCCTAAAGAAGGAAGAGCA 3’
	58
	Clark et al. 2000 [5]
	155-157

	15
	Pt9383
	5’AGAATAAACTGACGTAGATGCCA 3’ 3’AATTTTCAATTCCTTTCTTTCTCC 5’
	50
	Clark et al. 2000 [5]
	105-110

	16
	P5
	5’GTTCGCTAGTTTGTTTGATCCC3’

3’TCCCAGCAAATCCTTGACTC 5’
	58
	Soranzo et al. 1998 [27]
	400

	17
	Pt79951
	5’ CTTTTGTTTTTCAACAATTGCA 3’

3’ ACATCTATCTCCCATATCGGC 5’
	50
	Vendramin et al. 1996 [32]
	155


Phân tích phản ứng PCR_SSR: Phản ứng nhân gen được thực hiện trên máy PCR system 9700 (Hoa Kỳ) với tổng thể tích 25 µl gồm các thành phần: dung dịch đệm PCR 1X; MgCl2 2,5 mM; dNTPs 2mM; mồi xuôi và ngược 100nM; 50ng DNA khuôn và 0,5 đơn vị Taq polymerase. Chu trình nhiệt của phản ứng PCR: biến tính ở 94°C trong 4 phút, tiếp sau là 35 chu kỳ nối tiếp nhau với các bước: biến tính 94°C trong 1 phút, gắn mồi 50-58°C trong 1 phút, kéo dài mồi 72°C trong 1 phút và kết thúc phản ứng ở 72°C trong 10 phút, giữ sản phẩm ở 4°C. Sản phẩm PCR được kiểm tra trên gel polyacrylamide 5% cùng với thang DNA chuẩn 100 bp, sau đó nhuộm ethidium bromide 15 phút và quan sát dưới tia UV.
Phân tích số liệu: Số lượng alen tổng số và thành phần alen được xác định cho mỗi locus. Các thông số đa dạng di truyền như phần trăm số phân đoạn đa hình (PPB), chỉ số đa dạng di truyền theo Shannon (I), số alen hiếm trên một locus (Ap) của mỗi quần thể; hệ số khác biệt di truyền (Fst), mức độ di nhập gen (Nm) của mỗi locus được tính theo phần mềm GENALEX 6.3 [23]. Chỉ số đa dạng di truyền (h) theo cách tính của Nei (1973) được tính theo công thức: h = ∑pi2 (trong đó pi là tần số của alen thứ i tại locus đó) [20]. Phân tích mức biến lượng phân tử (AMOVA) cũng được tiến hành để tính toán mức độ khác biệt đáng kể giữa bốn quần thể và giữa các cá thể trong quần thể sử dụng phần mềm GENALEX 6.3. Ma trận khoảng cách di truyền được thiết lập để phân tích thành phần tọa độ (PCA) giữa các quần thể. Lập biểu đồ hình cây theo phương pháp của Nei và Li (1972) trong phần mềm NTSYS 2.0, version 2.0 [26], giá trị Bootstrap được hỗ trợ bởi phần mền Win-Boot [35] với số lần lặp lại 1.000 lần.
KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
Đa dạng di truyền nguồn gen quần thể loài Thông lá dẹt

Mười bảy chỉ thị SSR đã được sử dụng để phân tích cho 70 cá thể thuộc 04 quần thể Thông lá dẹt thu tại Yang Ly, Cổng Trời, Hòn Giao (Lâm Đồng) và Chư Yang Sin (Đắc Lắc) thì có 8/17 chỉ thị SSR có tính đa hình. Tổng số có 42 alen đã được nhân bản, trong đó 32 alen đa hình (chiếm 76,19%). Theo cả hai cách tính đa dạng di truyền của Nei (1973) & Shannon ở bảng 3 đã chỉ ra quần thể Thông lá dẹt ở Cổng Trời có tính đa dạng di truyền cao nhất (h = 0,150 và I = 0,415, tương ứng), xếp thứ hai là quần thể Chư Yang Sin (h = 0,146; I = 0,390, tương ứng), xếp thứ ba là quần thể Yang Ly (h = 0,137; I = 0,373, tương ứng) và thấp nhất là quần thể Hòn Giao (h = 0,115; I = 0,330, tương ứng). Kết quả này cho thấy, dù tính theo cách nào vẫn phản ánh đúng thực trạng về tính đa dạng di truyền của mỗi quần thể. Kết quả này cũng tương tự như kết quả khi nghiên cứu đa dạng di truyền quần thể Siberian apricot của Li et al. (2014) [13]. Tuy nhiên xét về khía cạnh đa hình của các alen cho thấy tính đa dạng di truyền quần thể không khác biệt nhau nhiều ở cả ba quần thể Yang Ly (PPB = 52,93%), Cổng Trời (PPB = 52,95%) và Chư Yang Sin (PPB = 52,94%), và thấp hơn cả vẫn là quần thể ở Hòn Giao (PPB = 47,06%).
Bảng 3. Một số thông số đa dạng di truyền của từng quần thể Thông lá dẹt

	Quần thể
	h
	I
	PPB
	A
	Ae
	Ap

	Yang Ly
	0,137
	0,373
	52,93
	1,765
	1,518
	0,059

	Cổng Trời
	0,150
	0,415
	52,95
	1,941
	1,667
	0,118

	Hòn Giao
	0,115
	0,330
	47,06
	1,824
	1,455
	0

	Chư Yang Sin
	0,146
	0,390
	52,94
	2,118
	1,477
	0,294

	Trung bình
	0,137
	0,377
	51,47
	1,912
	1,529
	0,118

	Mức độ loài
	0,14
	0,414
	76,19
	2,471
	1,521
	-


h. Chỉ số đa dạng theo Nei, 1973; I. Chỉ số đa dạng Shannon; PPB. Phần trăm phân đoạn đa hình; A. Số alen trung bình trên một locus; Ae. Số alen hiệu quả trên một locus; Ap. Số alen hiếm trên một locus; (-) không xác định.

Tính đa dạng di truyền trong bốn quần thể Thông lá dẹt cũng được chỉ ra ở bảng 3. Giá trị trung bình của alen trên locus (A) thay đổi từ 1,765 (quần thể Yang Ly) đến 2,118 (quần thể Chư Yang Sin) với giá trị trung bình là 1,912. Số alen hiệu quả (Ae) dao động từ 1,455 (quần thể Hòn Giao) đến 1,667 (quần thể Cổng Trời) với giá trị trung bình là 1,529. Số alen hiếm trên một locus (Ap) chỉ tìm thấy trong ba quần thể Yang Ly (0,059), Cổng Trời (0,118) và quần thể Chư Yang Sin (0,294).
Thông qua kết quả trong bảng 3 cho thấy tính đa dạng di truyền thấp đối với quần thể Hòn Giao và cao ở quần thể Chư Yang Sin. Trong bốn quần thể nghiên cứu thì Chư Yang Sin thuộc tỉnh Đắc Lắc, còn ba quần thể Yang Ly, Cổng Trời và Hòn Giao thuộc tỉnh Lâm Đồng (khoảng cách giữa quần thể Hòn Giao và Cổng Trời là 54 km; Hòn Giao và Yang Ly 4 km, Cổng Trời và Yang Ly là 50 km; Chư Yang Sin và Hòn Giao, Yang Ly, Cổng Trời là 74, 70 và 40 km, tương ứng). Điều này cũng có thể liên quan tới sự khác biệt địa lý, sự thay đổi khí hậu, sự trao đổi di truyền của mỗi quần thể… [13, 18]. Hơn nữa trong quá trình điều tra thực địa, chúng tôi cũng nhận thấy quần thể Thông lá dẹt ở Cổng Trời có số lượng cây trưởng thành nhiều nhất (có 10 cây với đường kính 1,5-2 mét, cao 30-40 mét) so với các quần thể ở Hòn Giao và Yang Ly (thường là cây tái sinh có chiều cao khoảng trên 10 mét). Kết quả này cho phép nhận định việc giao phấn (pollilation) ở Cổng Trời cao hơn hai quần thể Yang Ly và Hòn Giao.
Trong công bố mới nhất về tính đa dạng nguồn gen quần thể Thông lá dẹt của Việt Nam được xác định bởi nhóm nghiên cứu của Wang et al. (2014) [34], trong nghiên cứu này tác giả đã sử dụng 57 mẫu được lấy từ sáu quần thể Thông lá dẹt tại Vườn Quốc gia (VQG) Bi Đúp để phân tích sự thay đổi trình tự nucleotide tại mười vùng gen nhân (~ 9 kb), 14 vùng gen ti thể (~10 kb) và bảy vùng gen lục lạp (cpSSR). Kết quả cho thấy mức độ đa dạng nucleotide rất thấp tại các vùng gen nhân (0,0020) so với loài P. cembra (0,0024) [19]. Trong khi đó, mức độ đa dạng gen dị hợp (haplopype) của các vùng gen cpSSR tương đối cao (0,911), nhưng lại không có tính đa hình nucleotide khi phân tích với tất cả 14 vùng gen ty thể (mtDNA). Trong nghiên cứu này, Wang et al. (2014) cũng đã chỉ ra mức độ sai khác di truyền quần thể ở 10 vùng gen nhân phân tích là rất thấp (5,2%) [34].
So sánh với một số nghiên cứu khác, tính đa dạng di truyền loài Thông lá dẹt của Việt Nam cũng thấp hơn nhiều (PPB = 30,11% và I = 0,137) so với một số loài thông khác trên thế giới, chẳng hạn loài P. nigra của Trung Quốc (PPB = 51,04% và I = 0,262), hoặc loài P. sylvestris ở Bồ Đào Nha, Đức, và phía bắc và phía nam Tây Ban Nha (PPB = 99,76% và I = 0,690) khi phân tích với các chỉ thị ISSR [4, 18]. Để có thêm cơ sở về tính đa dạng di truyền loài Thông lá dẹt, chúng tôi cũng đã phân tích thêm một số thông số di truyền của quần thể Thông lá dẹt với mỗi chỉ thị SSR và được thể hiện trong bảng 4 cho thấy, 8 trong số 17 SSR chỉ thị phân tích (PRE24, PtTX3020, Pt36480, Pt9383, PtTX3026, Pt26081, Pt30204 và RPS2) đã chỉ ra tính đa hình. Trong đó, số lượng alen trung bình (Na) cao nhất là chỉ thị PRE24 (4,5) và thấp nhất là chỉ thị Pt26081 (1,75). Kết quả phân tích SSR cũng cho thấy mức độ di nhập gen (Nm) tương đối cao của quần thể Thông lá dẹt khi phân tích với chỉ thị Pt9383 (Nm = 10,796 và Fst = 0,023) và thấp nhất là chỉ thị Pt26081 (Nm = 1,813 và Fst = 0,121). Kết quả này cho phép nhận xét việc di nhập gen rất cao trong quần thể Thông lá dẹt.
Bảng 4. Thông số di truyền chính của quần thể Thông lá dẹt phân tích với chỉ thị SSR

	Chỉ thị
	Na
	Ne
	I
	Fst
	Nm

	PRE24
	4,500
	3,505
	1.293
	0,052
	4,520

	PtTX3020
	3,500
	2,507
	1,006
	0,047
	5,085

	PtTX3026
	2,500
	1,568
	0,559
	0,071
	3,272

	RPS2
	3,750
	2,454
	0,998
	0,095
	2,391

	Pnh038
	1,000
	1,000
	0,000
	-
	-

	RPS160
	1,000
	1,000
	0,000
	-
	-

	PeC26BGT
	1,000
	1,000
	0,000
	-
	-

	NZPR6
	1,000
	1,000
	0,000
	-
	-

	Pt26081
	1,750
	1,362
	0,370
	0,121
	1,813

	Pt30204
	2,500
	1,321
	0,440
	0,029
	8,428

	Pt71936
	2,000
	2,000
	0,693
	0,000
	-

	Pt87268
	1,000
	1,000
	0,000
	-
	-

	Pt15196
	1,000
	1,000
	0,000
	-
	-

	Pt36480
	2,000
	1,361
	0,384
	0,076
	3,049

	Pt9383
	2,000
	1,917
	0,669
	0,023
	10,796

	P5
	1,000
	1,000
	0,000
	-
	-

	Pt79951
	1,000
	1,000
	0,000
	-
	-

	Trung bình
	1,912
	1,529
	0,377
	0,057
	2,315


Na. Số alen trung bình; Ne. Số alen hiệu quả; I. Chỉ số di truyền theo Shannon; Fst. Hệ số khác biệt di truyền; Nm. Giá trị của gen trôi dạt, (-) không xác định.

Bảng 5. Mức độ thay đổi phân tử (AMOVA) giữa và trong quần thể Thông lá dẹt

	Nguồn biến thiên
	Bậc tự do
	Tổng bình phương
	Thành phần biến đổi
	Tổng sự biến đổi (%)
	Giá trị P

	Giữa các quần thể
	3
	19,992
	0,289
	11,94
	<0,001

	Trong các quần thể
	66
	140,693
	2,132
	88,06
	


Mức độ thay đổi phân tử (AMOVA) giữa các quần thể và giữa các cá thể trong cùng quần thể ở bảng 5 đã chỉ ra, tổng mức độ thay đổi phân tử rất thấp giữa các quần thể (11,94%) và cao giữa các cá thể trong cùng quần thể (88,06%) với giá trị p<0,001. Trong nghiên cứu của Wang et al. (2014) [34] cũng mới chỉ ra tính đa dạng nucleotide cho quần thể Thông lá dẹt ở Lâm Đồng, nhưng chưa đánh giá được mức độ thay đổi phân tử ở mức quần thể. Tuy nhiên so sánh với loài Thông nước (Glyptostrobus pensilis) của Việt Nam nhận thấy, mức độ thay đổi phân tử giữa các quần thể của loài Thông lá dẹt đã thấp hơn nhiều (11,94% so với 33,69%) và cao giữa các cá thể trong quần thể (88,06% so với 66,31%) [29]. Kết quả này cho thấy mức độ đa dạng nguồn gen quần thể Thông lá dẹt-loài đặc hữu của Việt Nam cần phải được các nhà nghiên cứu quan tâm bảo tồn và phục tráng loài.
Mối quan hệ di truyền của 70 mẫu Thông lá dẹt
Sơ đồ hình cây thể hiện mối quan hệ di truyền giữa 70 mẫu Thông lá dẹt với chỉ thị SSR chia thành 2 nhánh chính I và II riêng biệt có hệ số tương đồng di truyền trong khoảng 59-100%, trong đó có 3 cặp mẫu có hệ số tương đồng di truyền 100% (Pk15 và Pk16; Pk50 và Pk68; Pk65 và Pk69) (hình 2). Nhánh chính I gồm 3 mẫu Pk43, Pk44 và Pk45 đều có nguồn gốc ở Chư Yang Sin và có hệ số tương đồng di truyền trong khoảng từ 88,2% đến 92,1%. Nhánh chính II chia thành 2 nhánh phụ II.1 và II.2 có hệ số tương đồng di truyền trong khoảng từ 78,7% đến 100%. Nhánh phụ II.1 gồm 25 mẫu thu ở Chư Yang Sin có hệ số tương đồng di truyền trong khoảng từ 83% đến 100%, trong đó có 2 cặp mẫu Pk65 và Pk69, Pk50 và Pk68 giống nhau hoàn toàn về mặt di truyền. Nhánh phụ II.2 lại chia thành 2 nhóm nhỏ hơn, trong đó nhóm thứ nhất gồm 4 mẫu Pk30, Pk31, Pk34 và Pk40 thu ở Hòn Giao (nhóm c), nhóm thứ 2 gồm 38 mẫu còn lại có nguồn gốc từ Yang Ly, Cổng Trời và Hòn Giao (nhóm d). Trong nhóm nhỏ d có 2 mẫu Pk15 và Pk16 giống nhau về mặt di truyền và có cùng nguồn gốc ở Cổng Trời. Biểu đồ tọa độ (hình 3) cũng thể hiện việc phân nhóm tương tự như biểu đồ hình cây.
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Hình 2. Biểu đồ hình cây của 70 mẫu Thông lá dẹt theo hệ số di truyền của Jaccard và kiểu phân nhóm UPGMA (a, b, c: mẫu thu ở Chư Yang Sin; d: mẫu ở Hòn Giao; e: mẫu ở Yang Ly, Cổng Trời và Hòn Giao)
Đề xuất việc bảo tồn
Mục tiêu chính trong bất kỳ chương trình bảo tồn tài nguyên di truyền thực vật là duy trì được tính đa dạng nguồn gen di truyền [11]. Theo kết quả điều tra thực địa của chúng tôi cho thấy tất cả 4 quần thể Thông lá dẹt đều quá nhỏ về kích thước trong các mảnh rừng bị suy giảm, không quá 100 cá thể/quần thể. Hoạt động của con người đã làm suy giảm kích thước quần thể và ảnh hưởng đến cấu trúc tuổi của mỗi quần thể Thông. Kết quả nghiên cứu phân tử trong nghiên cứu này cũng chỉ ra mức độ đa dạng di truyền thấp ở quần thể Hòn Giao so với ba quần thể Yang Ly, Cổng Trời và Chư Yang Sin. Điều này đồng nghĩa với sự suy giảm tính đa dạng di truyền ở quần thể Hòn Giao ở cả 2 mức độ quần thể và loài đều liên quan đến hoạt động của con người, đặc biệt nơi sống của chúng bị phá hủy hoặc bị suy giảm nghiêm trọng. Khai thác các loài Thông cũng làm gia tăng sự tuyệt chủng ở cả 2 mức độ quần thể và loài, mặc dù hầu hết các quần thể Thông lá dẹt hiện đang được pháp luật bảo vệ trong các VQG ở Tây Nguyên. Theo quy định của tổ chức IUCN (International Union for the Conservation of Nature and Natural Resources), số lượng cá thể là tiêu chí quan trọng nhất trong năm tiêu chí đánh giá loài nguy cấp (http://www.iucn.org/), chiểu theo tiêu chí này Thông lá dẹt hiện đang được đánh giá là loài nguy cấp (VU) [30]. Chúng tôi cũng đã đánh giá khả năng tạo hạt, nảy mầm và phát triển tại bốn quần thể tự nhiên này cho thấy tỷ lệ tạo hạt và phát triển thành cây mạ rất cao. Tuy nhiên, chỉ có một tỷ lệ rất thấp (12%) trong số đó phát triển thành cây có chiều cao 1 mét (số liệu không chỉ ra ở đây). Lý do mà cây mạ không phát triển thành cây là do rễ không nhận được dinh dưỡng bởi các lớp hổng của các tầng mùn tự nhiên hình thành và sự gãy của địa hình. Việc mất môi trường sống cũng là nguy cơ giảm quy mô quần thể.
Vì vậy, để bảo tồn nguồn gen độc đáo có giá trị của Việt Nam, chúng tôi có một số đề xuất:
Thứ nhất, cần phải quản lý chặt chẽ sự phát triển của cây giống tại chỗ. Cụ thể các rễ của cây mạ phải được tiếp xúc với các tầng đất liên tục.

Thứ hai, nên xây dựng một nguồn gen lõi để duy trì và bảo tồn sự phát triển các nguồn gen tại tất cả các quần thể. Điều này sẽ cho phép các hạt giống thu thập có thể làm tăng sự đa dạng di truyền trong mỗi vùng.

Thứ ba, bảo tồn tại chỗ cần được thực hiện ngay lập tức. Với mức độ đa dạng di truyền cao và được phát triển trong môi trường sống nguyên vị như ở Yang Ly, Cổng Trời (Lâm Đồng) và Chư Yang Sin (Đắk Lắk) nên được ưu tiên.

Thứ tư, cần có chiến lược thu thập hạt giống để bảo tồn nguồn tài nguyên tự nhiên, và việc trồng Thông lá dẹt cần được khuyến khích.
KẾT LUẬN
Quần thể Thông lá dẹt ở Cổng Trời có tính đa dạng di truyền cao nhất (h = 0,150 và I = 0,415, tương ứng), xếp thứ hai là quần thể Chư Yang Sin (h = 0,146; I = 0,390, tương ứng), thứ ba là quần thể Yang Ly (h = 0,137; I = 0,373, tương ứng) và thấp nhất là quần thể Hòn Giao (h = 0,115; I = 0,330, tương ứng).
Mức độ thay đổi phân tử (AMOVA) giữa các quần thể và giữa các cá thể trong cùng quần thể cho thấy tổng mức độ thay đổi phân tử rất thấp giữa các quần thể (11,94%) và cao giữa các cá thể trong cùng quần thể (88,06%).
Mức độ tương đồng di truyền của loài Thông lá dẹt ở Tây Nguyên dao động từ 59% đến 100%. Kết quả phân nhóm trên biểu đồ tọa độ (PCA) cũng phản ánh kết quả tương tự.
Kết quả phân tích với các chỉ thị SSR cho thấy việc di nhập gen (Nm) tương đối cao ở quần thể Thông lá dẹt (dao động từ 1,813 đến 10,796). Vì vậy, việc bảo tồn loài cần được quan tâm kịp thời và đúng mức.
Lời cảm ơn: Đề tài này được hỗ bởi nguồn kinh phí thuộc Chương trình Tây Nguyên 3. Chủ nhiệm đề tài xin chân thành cảm ơn các thành viên tham gia thực hiện đề tài và các cơ quan ở địa phương.
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GENETIC DIVERSITY IN THE NATURAL POPULATIONS OF Pinus kremfii 
IN TAY NGUYEN, VIETNAM USING SSR MARKERS
Dinh Thi Phong, Vu Thu Thu Hien, Tran Thi Lieu, Nguyen Tien Hiep
Vietnam National Museum of Nature, VAST
SUMMARY
In this study, 17 SSR markers were used to investigate genetic variation within and between four populations of P. krempfii in highland of Vietnam. There are 8/17 SSR markers revealed polymorphic. Among 42 putative genetic alleles were amplified, of which 32 were polymorphic (accounting for 76.19%). The genetic diversity were highest in Cong Troi population (h = 0.150, I = 0.415 and PPB = 52.95) and the lowest in Hon Giao population (h = 0.115, I = 0.330 and PPB = 47.06). The number of private alleles (Ap) was only found in three populations of Yang Ly (0.059), Cong Troi (0.118) and Chu Yang Sin (0.294). The level of low molecular changes between populations (11.94%) and high among individuals in the population (88.06%) was found. The genetic similarity among Pinus kremfii samples in Tay Nguyen ranged from 59% to 100%. The gene flow (Nm) over all P. kremfii populations per marker was relatively high, ranging from 1,813 to 10,796. Overall, we recommend a combination of conservation for P. krempfii.
Keywords: Pinus krempfii, endemic species, genetic diversity, population structure, SSR markers.
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Hình 3. Biểu đồ đa chiều của 70 mẫu Thông lá dẹt thu ở 4 quần thể
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