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Dinh danh sa hwong Tay Giang Cymbopogon winterianus Jowitt
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Tom tit:

Phin loai cic lodi chi sa chii yéu dwgce x4c dinh bing cac dau hi¢u hinh thai, mii ciia tinh ddu va nong d9 cac hop chit hoat tinh
sinh hoc c6 trong tinh dau. Tuy nhién, phwong phap trén chiu znh hwéng 16n ciia mdi trwong. Phéin loai dwa trén chi thi phan tir
st dung ma vach DNA cho d9 chinh xac cao, dinh danh dén cz'lp do loai. Trong nghién ctru nay, cac tac gia da tién hanh khuéch dai
va so sanh cac doan gen luc lap (rbcL va matK) va ving gen nhén ITS ciia 3 dong si hwong T4y Giang. Két qua cho thiy, trinh tyr
cac doan gen nghién ciru glong nhau giira 3 dong sa hwong Tay Giang, chirng t6 3 dong sa nay c6 chung nguon goc Khi so sanh
v6i cac loai si khac trén thé giéi, gen rbcL thé hién 1 vi tri sai khac, gen matK thé hién 10 vi tri sai khac, trong khi dé c6 40 vi tri
da hinh dworc tim thiy trén trinh ty ITS. Tuy nhién, két qua phén tich cic ma vach DNA nay chwa dii dé dinh danh chinh xac sa
hwong Téay Giang. Két hop phén tich trinh tw ITS va thanh phz“m chinh ciia tinh du bao gf‘)m citronellal, citronellol va geraniol,

sa hwong Tay Giang dwgc dinh danh chinh xac thudc loai Cymbopogon winterianus Jowitt.

Tir khéa: Cymbopogon winterianus Jowitt, dinh danh phén tix, ITS, matK, rbcL, sa hwong Ty Giang, thanh phan tinh dau.

Chi sé phin logi: 1.6

1. Dat van de

Chi sa Cymbopogon Spreng. (Poaceae) gom khoang 140 loai
sdng & cac ving nhiét d6i vé can nhiét doi ¢ chau A, chau Phi va
chﬁu My [1]. Theo y hoc ¢o truyen sa dugc st dung dé xua dudi
mudi va san xuat cac chét du01 mudi ty nhién duoc str dung nhiéu
nhét trén thé gidi [2]. Mot sb loai sa Cymbopogon ¢6 mui thom
manh va tinh du chiét xuit tir than va 14 cua chung dugc st dung
trong cong nghiép. Céc loai sa c6 tiém nang thuong mai dé chiét
xuét tinh dau 1a C. Sflexuosus, C. nardus, C. citratus, C. dictulus, C.
khasianus, C. winterianus va C. martini [3].

O Viét Nam hién c6 mot s6 loai trong chi sa moc ty nhién nhu
sa trung bd (C. annamensis), sa hoi, sa lam, cd théi (C. caesius),
sa cambdt (C. cambodgiensis), hay nhap trong nhw sa chanh (C.
citratus), sa d6 hay con goi sa xoe, sa Java (C. winterianus) dung
1am gia vi va cat ldy tinh dau sir dung trong cong nghiép, vi vay
cac nghién ciru chi yéu tap trung vao 2 loai sa chanh va Java.
Phan loai c4c loai chi sa chi yéu duoc xéc dinh bang céc dau hiéu
hinh thai va ham lwgng cac thanh phan chinh c6 trong tinh dau
sa 1a citronellal, citronellol va geraniol [3-5]. Hinh thai bao gém
chiéu cao cdy, s6 nhanh trén mot khom, sd 14 trén mot nhanh, hinh
dang 14 va gan 14, mau sic cua than cdy sa. Thanh phan chinh tinh
diu ciing la mot chi thi phan biét cac nhom sa [3-5]. Vi duy, citral
(bao gdm geranial va neral, chiém ty 18 80-85%) 1a thanh phan
chinh cua sa chanh, sa diu (C. flexuosus) va sa tia (C. pendulus);
citronellal (11-36%), citronellol (10-30%) va geraniol (18-30%)
1 thanh phan chinh cta sa Java va C. georigii; geraniol (80-85%)
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1 thanh phan chinh cta sa hoa hong (C. martini). Tuy nhién, cac
yéu t6 nay chiu anh huong 16n cia méi truong. Phén loai dya trén
chi thi phan tir su dung ma vach DNA khac phuc duoc han ché cua
nhitng phuong phap trén va cho do chinh xéc cao, dinh danh dén
cap do loai [4, 6].

A K. Bishoyi va cs (2017) [6] d& st dung 4 ving ma vach
DNA, bao gém ving ndi phién ma /75! va ITS2, gen ma hoa cho
matK, psbA-trnH va gen ma hoa cho rbeL dé phan loai 6 lodi sa co
gi4 tri thuong mai cao. Két qua cho thiy, sy trong dong 100% céc
ving gen psbA-trnH va rbeL giira 6 loai, bao gdbm C. martini, C.
nardus, C. citratus, C. pendulus, C. flexuosus va C. winterianus.
Trong khi d6, ving gen matK va ITS cho thiy su sai khac giira
6 loai sa 1an luot 13 0,46 va 5,64%. Trong nghién ctu cia D.K.
Muyembe va cs (2018) [7], ITS2 da dugc chon aé phan biét loai sa
C. distans v6i nhimg mau sa thu tir 5 tinh & Trung Qudc. Két qua
thu dugc doan trinh tu /752 véi kich thude khoang hon 200 bp cta
mau sa thudc loai C. distans, C. Sflexuosus, C. citratus, C. georigii,
C. martini va Imperata cylindrical, trong d6 c6 20 vi tri chua da
hinh dé phan biét 5 loai sa.

Cay sa huong Tay Giang (tén goi dia phuong) méi dugce phat
hién trong nhitng ndm gin ddy tai huyén Tay Giang, tinh Quang
Nam va la ngu6n nguyén liéu tiém ning cho san xuét tinh dau. Tuy
nhién, chua c6 nghién ciru nao phan loai cac dong sa huong Tay
Giang bang phwong phap phan tir. Chinh vi véy, chung ti tién
hanh nghién ctru dinh danh cdy sa hwong Ty Giang bang chi thi
phan tir va thanh phan tinh dau.
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Abstract:

Classification of the genus Cympobogon is mainly
determined by the morphological characteristics, the
smell of the essential oil and the concentration of bioactive
compounds present in the essential oil. However, this method
is affected by the environment. Identification based on DNA
barcoding results the high accuracy at the species level. In
this study, the authors amplified and compared the two
chloroplast DNA regions (rbcL and matK) and the nucleus
region (I7S) of 3 lines of Tay Giang citronella. The obtained
sequences of each gene were similar between the three
lines of Tay Giang citronella, indicating the 3 lines of Tay
Giang citronella had the same origin. Compared with other
Cymbopogon species, rbcL showed 1 polymorphism, matK
showed 10 polymorphisms, and 40 polymorphisms were
found in the ITS sequence. However, these DNA barcodes
were not enough to accurately identify Tay Giang citronella.
In combination with /7S sequence analysis and essential oil
components including citronellal, citronellol and geraniol,
Tay Giang citronella was identified and authenticated into
the species Cymbopogon winterianus Jowitt.

Keywords: Cymbopogon winterianus Jowitt, essential oil
components, ITS, matK, molecular taxonomy, rbcL, Tay
Giang citronella.

Classification number: 1.6

2. Déi tuong va phuong phap nghién ciu
2.1. Poi twong

Ba mau sa huong Tay Giang thu thap tai 3 ving dia 1y khac
nhau ¢ huyén Tay Giang, tinh Quang Nam, bao gdm 1 miu & xa
Axan (cao >1000 m so v6i myc nude bién), 1 miu ¢ xa Tr’hy (cao
khodng 800 m so vdi muc nudc bién) va 1 miu & xa Lang (cao
khoang 600 m so véi muc nude bién). Ngoai ra, cac mau s khac
duoc lya chon 1am déi chimg bao gom 1 méu sa diu Thai Nguyén
va 2 mau sa chanh thu hoach & Ha Noi va Hung Yén. Cac cdy duoc
thu thap déu 1a nhimg cay khoe manh (quan st bang mét thuong)
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khong sau bénh, duoc tréng tai dia diém léy mau it nhit 1 ndm va
chicu cao cdy trén 1 m. Thoi gian thu hoach tir thang 8 dén thang
9 nam 2021.

2.2. Phwong phap phén tich hinh thai

Cac mau cay sa huong Ty Giang ¢6 hoa dugc chup anh phan
tich hinh thai, xr I va bao quan theo phuong phéap diéu tra cua
N.T. Thin (2007) [8] va M.S. Taylor (1990) [9] Dicu tra theo tuyén,
lya chon cac tuyen vung c6 phan b4 ciia loai, di theo céc tuyén 161
mon ¢ san dé thu thap cac miu cdy sa hwong Ty giang. Xt ly
mau tai thue dia: MAu vét dugce cit béng kéo chuyén dung, thu thap
mau tiéu ban bao gdm co quan sinh du(mg, co quan sinh san. Mau
dugc ép trong o béo 6 s6 hiu, bao gom tén nguoi thu, ngay thu
thap, dla diém thu thap, toa d6 va anh chup dang song, noi sng
ctia mau vat. Mau sinh hoc phéan tir: L4 ciia timg mau vat dugc thu
thap, s6 hiéu tring v6i mau vat, bao quan trong Cilcagen liam kho.

2.3. Phwong phdp tich chiét DNA tir cdy si

DNA tong s6 tir mau sa huong Ty Giang duoc tach chiét theo
phuong phép cia M.G. Murray va cs (1980) [10] véi mot sb cai
tién trong thanh phan dung dich dém chiét (100 mM Tris-HCI pH
8, 50 mM ethylene diamine tetra acetic acid, 1,4 M NaCl, 2,5%
CTAB, 1,5% PVP va 0,11% B-mercaptoethanol).

DNA téng s6 thu duge dwoc dién di trén gel dién di agarose
1% chay & hi¢u dién thé 60-80 V trong 45 phut bang phwong phap
nhudm hién hinh véi ethidium bromide.

2.4. Phuwong phdp khuéch dai PCR va gidi trinh tw

Pé dinh danh cac dong sa hwong Ty Giang, cic doan gen
rbeL, matK va ving ITS dugce lya chon aé nghién cau. Cac cap mdi
st dung trong nghién ctru dugc trinh bay ¢ bang 1. Phan tmg PCR
¢ tong thé tich 20 pl voi thanh phan nhu sau: 10 pl DreamTaq
PCR Master Mix 2X cua Thermo Scientific (thanh phan bao
gdm DreamTaq DNA polymerase, 2X DreamTaq buffer, 0,4 mM
dNTPs va 4 mM MgCl,), 10 pmol méi xuéi, 10 pmol mdi nguoc,
100 ng DNA va nuéc khir ion vo trung. Chu trinh nhiét phan Gmg
PCR ctia cip moi tbcL-F & rbeL-R va cip mdi matK-F & matK-R
nhu sau: 94°C trong 4 phit, 35 chu ky (94°C trong 30 gidy, 54°C
trong 30 gidy, 72°C trong 60 gidy), 72°C trong 4 phit. Chu trinh
nhiét phan tmg PCR cua cip mdi CFITSF1 & CFITSRI nhu sau:
94°C trong 5 phut; 35 chu ky (94°C trong 1 phut, 56°C trong 1
phut, 72°C trong 2 phit), 72°C trong 10 phut.

Bang 1. Cac cép méi str dung trong nghién ctru.

Tenméi  Trinh ty mbi Gen i phim PCR (bp) Nhit a9 bitcip (C)  Ngudn tham khdo
ielF ATGTCACCACAAACAGAAAC

LR TCGCATGTACCTGCAGTAGC

matk-F CGATCTATTCATTCAATATTTC

mtKR  TCTAGCACACGAAAGTCGAAGT

CFITSFI CAAAACAGACCGCGAACG

CFITSRI ~ GGTGCTCGATGGGTCCTTAG

750 5 [

k950 5 1]

555 5 I




San pham PCR duoc dién di trén gel agarose 1% dé kiém tra
kich thudc doan khuéch dai, sau d6 duoc tinh sach theo bo kit
QIAquick Gel Extraction (ciia Hing QIAGEN). Sau khi tinh sach,
san pham PCR dugc giai trinh ty Sanger trén may Sequencer ABI
3100 Bio System. Cap mbi dugc sir dung daé gidi trinh ty cac doan
DNA chinh 1 cip mdi khuéch dai doan DNA trén.

2.5. Phuwong phdp so sanh trinh tw

Cac trinh ty DNA tir mdi xudi va moi ngugc duoc kiém tra
va lap rap lai voi nhau sir dung cong cu Seqman trong DNAStar
dé c6 mot trinh tu déng nhat. Trinh tu cic doan gen thu dugc cua
chc mau can dinh danh dugc so sanh voi céc trinh tw tuong tmg
ctia cac loai trong chi sa trén GenBank sir dung cong cu tryc tuyén
Nuclceotide BLAST [13].

Xéc dinh do twong dong va diém sai khac giira cac trinh tu.
Dit liéu céc trinh tu tham khao dwoc tai vé va luu dudi dinh dang
FASTA dé phuc vu cho viéc tinh toan khoang cach di truyén va
xay dung cy phat sinh ching loai. Khoang cach di truyén duoc
tinh toan str dung phin mém MEGA X [14].

2.6. Phwong phdp xdy dung cdy pha hé

Cac doan trinh ty ciia cic mau va trinh ty tham khao duoc thu
thap tir GenBank dugc so sanh v6i nhau qua phan mém ClustalX
version 2.0. Lya chon mé hinh thay thé nucleotide phii hop nhat
dugc tinh toan bang chirc ning Model trong phan mém MEGA X.
Mo hinh c6 gia trj Bayesian information criterion nho nhét dugc
Iya chon dé xdy dung cdy phat sinh loai. Cay phat sinh chung
loai dugc xay dung trén phuong phap Maximum likelihood trén
MEGA X. Cay pha h¢ Maximum likelihood cho rbcL dugc xay
dung theo md hinh tinh todn Jukes-Cantor [15]. Cay pha h¢
Maximum likelihood cho matK va ITS dugc xdy dung theo mo
hinh tinh todn Tamura 3-parameter [16] Phan tich Bootstrap voi
1.000 lan 1ap lai.

2.7. Phuong phdp xdc dinh ham lwong thanh phan tinh diu
sd

Ham luong va thanh phan tinh dau sa dwoc xac dinh bang
phuong phéap sic ky khi ndi ghép khdi phd (GC/MS) [17]. St
dung cdt mao quan HP5-MS (60 m x 0,25 mm x 0,25 pm), khi
mang: He. Inlet: 250°C, chuong trinh nhiét d9 (60-240°C, ting
4°C/phut), nang lugng ion hoa 70 eV, quét manh 35-450 m/z.
Piéu kién sic ky khi ndi ghép detector ion hoa ngon lira (GC-
FID): C6t mao quan HP5-MS (60 m x 0,25 mm x 0,25 um), khi
mang: He. Inlet: 250°C, chuong trinh nhiét d9 (60-240°C, ting
40°C/phut), khi make up N, khi d6t O, va H,. Thu vién pho
HPCH1607, WO9NOS, NIST chemistry WebBook. Thanh phin
va ham lugng cau tir (%) trong tinh dau sa 1a phan trim dién tich
pic cta cac cdu tir so v6i tong dién tich cac chat bay hoi cua tinh
dau sa.
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3. Két qua va ban luan
3.1. Két qud phan tich hinh thdi s hwong Tdy Giang

Cay sa huong Tay Giang c6 hoa duoc tién hanh phan tich
nghién ctru hinh thai (hinh 1). Cdc mau dugc quan sat bang kinh
lap d6 phong gap 50 1an, dong thoi so sanh v6i mau tiéu ban chuan
(mau Type) hién dang lru gitt tai Bao tang Kew, Vuong qudc Anh.
Két qua ¢ hinh 1 cho thiy, hoa ctia mau sa huong Tay Giang c6
hinh thai giong voi loai C. winterianus Jowitt.

Hinh 1. Cay sa hwong Tay Giang c6 hoa. (A, B) Dang chung; (C) Than va ré;
(D, E, F, G, H) M6t doan be 13; (I, J) Mo va bong; (K) Bong; (L) May; (M, N) May
nhd, nhj va nhuy; (0) May nhé.

Céc be 14, be c6 van, sing bong, nhan, mau hoi vang hodc
chuyen sang mau do tia, phan than b6 chat va ngén hon céc 16ng,
phan gbc rat ngan long léo, tudt khoi than, dai khoang 1 mm, c6
16ng to; phién thing voi dau dang soi dai, 1én dén 1 m x 1,5 (-5)
cm, ru xuéng bing 2/3 chiéu dai cta ching, nhin va sang, mau
xanh lyc nhat & mat trén, phia dudi co nép gip, mép thuong co
hinh ring cua. Cum hoa dang chuty 16n, phan nhanh nhiéu lan, dai
60-100 cm, truc ngoé‘m ngoéo, cac nhanh co6 bac cao nhét két thac
bang mot nhanh phu kéo dai mot cdp nhanh, hinh miii mac thang,
dai 1-2,5 cm, nhiéu gan, mau do nhat; gai dai 1-2 em, ¢d 16ng
nhung, mot phu khong cubng, mot con la1 co cuong, gom 4-7 cap
gai, mdi cap khong cudng, con lai c6 cudng, két thic bang 1 khong
cubng va 2 gai ¢6 cudng. Hinh bau duc thudn dai co gai nhon
khong cudng, dai 4-5 mm, c6 2 bong hoa; hinh miii mac thudn dai
& dudi, hinh dang va kich thudc cia gai, thuong phang, ¢6 canh
hep, c6 2 sung, 0-3 gan; trén hinh thuyén, nua trén c6 3 gan; hoa
ludng tinh phia trén, dai 3 mm, hinh “qua trdm”, 2 thuy, c6 bau dai
dén 5 mm néu co, khong c¢6 bau, nhi 2-3, voi nhuy 2 véi cic dau
nhuy hinh 16ng to. Gai nhon hinh bau duc thudn dai t6i 5 mm, duc
hodc cai bét thy; hinh dang va kich thudc 16p 1ong dudi cua gai,
7-9 gan; mép trén c6 kich thude bang nhau, c6 3 gan; cic bong hoa
duoc biéu thi bang mot vay don dai 3 mm, bao quanh 3 nhj hoa va
2 thiry. Qua hinh try dén gan tron.
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3.2. Két qua tach chiét DNA tir cdy si hwong Tdy Giang

Két qua dién di kiém tra DNA tong sd trén gel agarose 1%
cho thdy, cac midu DNA thu dwoc khong bi dit gdy va co do
df)ng déu cao (hinh 2). Cac mau DNA thu dugce c6 chi s A260/
A280 dao dong trong khoang 1,8-2.2, dam béo chét luong cho
thi nghiém tiép theo.

M 1 2 3 4 5 6

Hinh 2. Hinh anh dién di DNA téng sé clia mau sa hwong Tay Giang. Giéng
M: DNA marker; giéng 1, 2: mau s& hwong Tay Giang thu thap tai xa Axan,
huyén Tay Giang, Quang Nam; giéng 3, 4: miu sa hwong Tay Giang thu thap
tai xa L&ng, huyén Tay Giang, Quang Nam; giéng 5, 6: mau sa huong Tay
Giang thu thap tai xa Tr’hy, huyén Tay Giang, Quang Nam.

3.3. Két qua khuéch dai va gidi trinh tw cdc ma vach DNA
ciia cdac dong sa hwong Tay Giang

Chung t6i da khuéch dai thanh cong trinh tu 2 gen luc lap
la rbeL, matK va trinh ty ving /7S & gen nhan cua 3 dong sa
huong Tay Giang, bao gdm dong ¢ xi Axan, Tr’hy va Lang.
Két qua cho thdy, san pham khuéch dai ving gen rbeL c6 kich
thude 750 bp, matK c6 kich thude 950 bp va doan /7S c6 kich
thudce 555 bp (hinh 3). Kich thudc cic san pham PCR phu hop
v6i kich thude san pham theo 1y thuyét.

M AT L M AT L

1000 bp
950 bp

750 bp

1000 bp

500bp 555 bp

Méi ITS

Méi rbcl Mbi matK

Hinh 3. Két qua dién di san pham PCR clia 3 ma vach DNA clia 3 dong sa
hwong Tay Giang. (A) Xa Axan; (T) Xa Tr'hy; (L) Xa Lang. M: DNA marker.

Sau khi ghép ndi trinh tu xudi nguoc, loai bo trinh ty moi va
trinh tw kém chat luong, trinh tu ving gen rbcL, matK va ITS
cua cac dong sa huong Tay Giang gidng hét nhau va co kich
thude twong Gng 1a 722, 888 va 499 bp. Cac trinh ty trén dugc
gri 1én GenBank véi céc s6 hiéu duoc trinh bay & bang 2.
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Bang 2. Két qua giai trinh tw va so sanh cac vling gen rbcL, matK va ITS
clia cac mau sa trong nghién ciru v&i cac lodi trén GenBank thé gidi.

. $6 hiéu Kich thwée .. o, D} tong
TT  Gen  Miu GenBak (bp) Loi gin nhat i =
1 SHTG Axan 0Q116709 72 100%
2 SHTG Tr'hy 0Que70 M2 100%
3 SHTG Ling e m C. goeringi,C.ctraus, €. g0,
rhel e distans, C. giganteus, C. .
Sa diu Thai Nguyén oQuem2 - m martni, C. jwarancisa, C. 100%
5 Sa chanh Ha Noi 0QueTs 1M commutatus va C. flexuosus —100%
6 Sa chanh Hung Yén 0Qu6714 M2 100%
1 SHTG Axan 0Q116703 888 100%
g SHTG Tr'hy 0011670 888 C.citratus, C. winterianus, {0,
- C. pendulus, C. nardus, C. .
s SHTG Ling 0QIITs - 888 flexuosus va C. commutatus 100%
10 MK G ThiiNgen  0QUIETIS 888 100%
1 Sa chanh Ha Noi 0Q116707 888 C. citratus, C. flexuosus, C. ~ 100%
» ) distans, C. schoenanthus va
12 Sa chanh Hung Yén 0Q116708 888 € i 100%
C. winterianus va C.
13 SHTG Axan 0Q096490 499 100%
flexousus
, C. winterianus va C.
14 SHTG Tr'hy 0Q096491 499 100%
flexuosus
15 5 SHTGLing 00096492 499 C.vinlranis o . 100%
flexuosus
16 Sa diu Thai Nguyén 0Q09493 498 C. flexuosus 100%
1 Sa chanh Ha Noi 0Q096494 494 C. citratus 100%
18 Sa chanh Hung Yén 0Q09495 494 C. citratus 100%

SHTG: s& huong Tay Giang.

3.4. Két qud phdn tich trinh tw gen rbcL va xdy dung cdy
phd hé

Két qua so sanh trinh tw ving gen rbcL cia 3 dong sa huong
Tay Giang véi cac loai sa trén GenBank cho thay, cic dong si
huong Tay Giang gidng 100% véi céc loai C. goeringii, C.
citratus, C. distans, C. gigantesus, C. martini, C. jwarancusa, C.
commutatus va C. flexuosus (bang 2). Két qua di chiéu trinh tu

716

Axan

Trhy

Lang

Sa diu Thai Nguyen

Sa chanh Hung Yen

Sa chanh Ha Noi

HQB600385.1_C _goeringii

- JF949974 2_C distans

- MIN192759.1_C distans

10. MTO83936.1_C distans

11. MK593547 _1_C _citratus

12. KT309059_1_C _pendulus
13. KT309056.1_C flexuosus
14. KT309060.1_C winterianus
15. KJ740992 _1_C nardus

16. MF998313.1_C_commutatus
17. KJ740991_1_C caesius

18. NC_059822 1_C obtectus
19 NC_059821 1_C densiflorus
20. NC_059824_.1_schoenanthus
21. MT610051_1_C _martinii

GEINEITORNE

000000000000 000000N00
00000000000000000000D0

c
C
Cc
c
c
C
c
C
C
C
C
Cc
Cc
Cc
c
Cc
C
C
c
C
c

Hinh 4. Minh hoa sw da hinh & vi tri 716 trén gen rbcL cua cac dong sa
hwong Tay Giang va céac loai sa khac trén thé gidi.
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gen rbcL cua cac dong sa huong Tay Giang voi cac loai co trinh
tir gen rbcL 16n hon 700 nucleotide trén GenBank cho thay su da
hinh ¢ vi tri nucleotide thir 716 cua 3 dong sa hwong Tay Giang so
v6i céc loai trén GenBank. O vj tri nay cua 3 dong sa huong Tay
Giang ciing nhu 3 mau d6i chimg (1 mau sa diu Thai Nguyén va
2 miu si chanh & Ha Noi va Hung Yén) 14 nucleotide T (hinh 4).
Nucleotide T ciing xuét hién 6 céc loai C. goeringii YDK2008538
(HQ600385), C. distans OuXKI11163 (MN192759), C. distans
P6875 (JK949974.2) va C. citratus PS0422MTO01 (GQ436383).

Mo hinh t6i wu cho rbeL 1a Jukes-Cantor, vi vy cdy phat sinh
chung loai dugc xay dung trén phuong phap Maximum likelihood
trén MEGA X theo mo hinh nay. Cay phan loai cho thy, cic dong
sa trong phan tich cta chiing t6i ndm ctng nhanh véi cac loai C.
citratus, C. goeringii va C. distans (hinh 5).

KT309059.1 Cymbopogon pendulus
KT309056.1 Cymbopogon flexuosus
KT309060.1 Cymbopogon winterianus
KI740992.1 Cymbopogon nardus
MF998313.1 Cymbopogon commutatus
100% | g 740001 1 Cymbopogon caesius

NC 0398211 Cymbopogon densifiorus
NC 059822.1 Cymbopogon obtectus
NC 059824.1 Cymbopogon schoenanthus
MT610051.1 Cymhopogon martinii
MT083936.1 Cymbopogon distans
MK393547.1 Cymbopogon citratus
MN192759.1 Cymbopegon distans
GQ436383.1 Cymbapogon cifratus
HQ600385.1 Cymbopogon goeringii

S$a hwong Ty Giang xi Axan

$a hwong Ty Giang xi Ling

100%

S$a hwong Ty Giang xi Tr'hy

Sa dju Thai Nguyén
0,0001 Sa chanh Hung Yén .
— 1F949974.2 Cymbopogon distans

Si chanh Ha Nji
Hinh 5. Hinh anh cay pha hé dwa trén phan tich vung gen rbcL.

Nhu véy, voi két qua giai trinh ty ving gen rbeL thi chi méi
phan loai cac dong sa huong Tay Giang vao chi sa Cymbopogon,
chtr chua phan dinh 16 thudc loai nao.

3.5. Két qud phdn tich trinh tw gen matK va xdy dung cdy
phd h¢

Két qua so sanh trinh ty ving gen matK cia 3 dong sa
huong Tay Giang voi céc lodi sa trén GenBank cho thiy, cac
dong sa huong Tay Giang gidng 100% véi cac loai C. citratus,
C. winterianus, C. pendulus, C. nardus, C. flexuosus va C.
commutatus (bang 2). D chiéu trinh tw gen matK cua cac dong
sa huong Tay Giang vdi cac loai c6 trinh tu gen matK c6 do dai
tuong ty trén GenBank thi théy su da hinh ¢ vi tri nucleotide thir
134, 181, 389, 520, 620, 678, 691, 849, 853 va 861. Tuy nhién,
doan trinh tu matK cia cac mau sa huong Tay Giang va sa diu
Thai Nguyén giong hét v6i loai s chanh C. citratus MF998987.
Nhém sé trén chi thé hién mot su sai khac ¢ vi tri nucleotide thir
861 khi so sanh v&i 2 mau sa chanh Ha Noi, Hung Yén va cac
loai sa khac (hinh 6).
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Axan

Trhy

Lang

MF998987 _1_C. citratus

Sa diu Thai Nguyen

Sa chanh Hung Yen

Sa chanh Ha Noi

- HES74010_1_C_ citratus

- MK593547 1_C._ citratus

10. NC_042144 1_C_ citratus

11. MH488854 1_C citratus

12. EF137459.1_C. citratus

13. KY 596169 .1_C. flexuosus
14_. NC_059822 1_C. obtectus
15. NC_059824.1_C. schoenanthus
16. MTO83936_1_C._ distans

17. NC_059821.1_C. densiflorus
18 LNSOS676 1_C_ caesius

19. MTG610051_1_C_. martinii

20. NC_059823 . 1_C. pospischilii

cENO RN

00000000QOO0000QIM

Cc C
Cc c

(o
Hc
Hinh 6. Minh hoa sw da hinh trén viing gen matK cua cac dong sa hwong
Tay Giang va céc loai sa khac trén thé gidi.

M6 hinh t6i wu cho marK 1a T92 (Tamura 3-parameter
model). Cay phat sinh chung loai dugc xdy dung trén phuong
phap Maximum likelihood trén MEGA X theo m6 hinh T92 véi
Bootstrap 1.000 lan 1ap lai. Cay phan loai dya trén trinh tu matK
cho thdy, 3 miu sa huong T4y Giang v sa diu Thai Nguyén nam
trén cung mdt nhanh voi cac loai C. citratus MF998987 (hinh 7).
Hai miu sa chanh Ha Noi va Hung Yén ndm trén nhanh khéc.
Tuy nhién, dya vao cdy phat sinh ching loai ¢ hinh 6 va két qua
giong hang & hinh 5, ching toi nhan thy trinh tu gen ciia ching C.
citratus MF998987 khac voi cac chung ciing thudc lodi C. citratus
khac & vi tri nucleotide thir 861. Do d6, viéc phan loai 3 mau sa
huong Tay Giang vao loai C. citratus chua du co so.

NC 059824.1 Cymbopogon schoenanthus

MT083938.1 Cymbopogon distans

Sa chanh Hwng Yén

Sa chanh Ha Noi

NC 059822.1 Cymbopogon obtectus

KY596169.1 Cymbopogon flexuosus

MH488954.1 Cymbopogon citratus

NC 042144.1 Cymbopogon citratus

100% | MK593547.1 Cymbopogon citratus

HE574010.1 Cymbopogon citratus

EF137459.1 Cymbopogon citratus
MFE98987.1 Cymbopogon citratus

100%| Sa hwong Tay Giang xa Axan

Sa hwong Tay Giang xa Tr’hy
Sa hwong Tay Giang xi Lang
Sa diju Thai Nguyén

100%

MT610051.1 Cymbopogon martinii
LN906676.1 Cymbopogon caesius
100%' NC 059821.1 Cymbopogon densifiorus

NC 059823.1 Cymbopogon pospischilii
0,0010
—

Hinh 7. Hinh anh ciy pha hé dwa trén phan tich viing gen matK gitra cac mau.
3.6. Két qua so sanh trinh tw ITS va xdy dwng cdy phi hé
Trinh ty ving gen /TS cua 3 dong sa huong Tay Giang gibng

100% véi cac loai C. flexuosus KX828246 va C. winterianus

KT309076 (bang 2). K&t qua nay cling thé hién ¢ cdy pha hé,

trong d6 3 dong sa huong Tay Giang cung nhanh véi C. flexuosus

KX828246 va C. winterianus KT309076 (hinh 8).
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sa hwong Tay Giang xa Ling
sa hwong Tay Giang xa Trhy
sa hwong Tay Giang xa Axan
KT309076.1 Cymbopogon winterianus
KX828246.1 Cymbopogon flexuosus
KX828248.1 Cymbopogon flexuosus
0% KX828243.1 Cymbopogon flexuosus
00%| DQO05036.1 Cymbopogon flexuosus
Sa diu Thai Nguyén
KT309070.1 Cymbopogon flexuosus
98% KF163608.1 Cymbopogon goeringii
—— MF063527.1 Cymbopogon goeringii
KT309074.1 Cymbopogon nardus
KT309069.1 Cymbopogon citratus
ON685417.1 Cymbopogon citratus
Sa chanh Ha Noi
Sa chanh Hwng Yén
KT309075.1 Cymbopogon pendulus
AF019823.1 Cymbopogon citratus

99% | 99%

MH808805.1 Cymbopogon distans
98% —— DQO05037.1 Cymbopogon martinii
L KT309073.1 Cymbopogon martinii

0,0050
—
Hinh 8. Hinh &nh cay pha hé dwa trén phan tich vung ITS giira cac mau.

Chiing t6i da tién hanh so sanh trinh tu ving /TS cta cic dong
sa hwong Ty Giang voi mot s6 loai sa trén GenBank thi thiy su
da hinh & 33 vi tri (hinh 9). MAu sa hwong Ty Giang khong c6 su
sai khac vdi C. flexuosus KX828246 va C. winterianus KT309076.
Mau sa huong Tay Giang co lan lugt 4, 4, 21, 17, 6, 13 va 19 vi
tri sai khac khi so sanh véi cac mau thudc loai C. flexuosus, C.
goeringii, C. citratus, C. pendulus, C. nardus, C. distans va C.
martini (hinh 9). Mau sa diu Thai Nguyén trong nghién ciru c6 4
vi tri khac véi mau sa huong Tay Giang. Dua trén trinh ty I75, thi
mau sa diu Thai Nguyén ndy cung nhém véi loai sa diu C. flexuosus
(hinh 7 va 8). Tuy nhién, trinh tu /7S cua loai sa diu C. flexuosus c6
tinh da hinh cao. Trinh ty /TS ctia 2 mau sa chanh Ha Noi va Hung
Yén c6 18 vi tri sai khac so v6i mau sa hwong Tay Giang (hinh 9).
Cay phan loai dua trén trinh tw /7S ciing cho thiy, mau sa chanh Ha
Noi va Hung Yén nim trén nhanh cach xa v6i nhanh cua cdc miu
sa huong Tay Giang (hinh 8). Nhu vdy, dua trén két qua phn tich
trinh ty /TS, ching t6i mdi phan loai cac dong sa huong Tay Giang
vao 2 loai C. winterianus va C. flexuosus.

1. Axan-TS

2. Trhy-TS

3. Lang_ITS

4. KT309076.1 C. winterianus
5. KX828246.1 C. flexuosus
6. KX828248.1 C. fiexuosus
7. KT309070.1 C. flexuosus
8. Sa diu Thai Nguyen

9. DQ005036.1 C. flexuosus
10. KX828243.1 C. flexuosus
11. KF163608.1 C. goeringii
12. MF063527.1 C. goeringii
13. ON685417.1 C. citratus
14. Sa chanh Ha Noi

15. Sa chanh Hung Yen

16. KT309069.1 C. citratus
17. AF019823.1 C. citratus
18. KT309075.1 C. pendulus
19. KT309074.1_C. nardus
20. MH808805.1 C. distans
21. DQO05037.1_C. martinii
22. KT309073.1 C. martinii

Hinh 9. Minh hoa sw da hinh trén vuing ITS cla cac dong sa hwong Tay
Giang va céc loai sa khac trén thé gioi.
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Cac gen rbcL va matK dugc khuyén nghi 1am ma vach dinh
danh thyc vat bdi Lién minh Nghién cau Ma vach su séng. Trén
GenBank c6 khoang hon 300.000 trinh tw #bcL va hon 200.000
trinh tu marK cta thuc vt dé so sanh. Ngoai ra, ty 1¢ khuéch dai
va giai trinh tu thanh cong rbeL va matK 13 rat cao. Tuy nhién, gen
rbeL ¢6 tinh bao thu cao va tinh da hinh thap nén phu hop dé phan
loai cép chi va ho [18]. Gen matK da dugc st dyng 1am ma vach
DNA cho nhiéu loai thuc vat khac nhau va dat ty 1€ phan loai thanh
cong la 80% & cay ho dau [19], 98,1% vai chi trong diia [20] da
cho biét khong c6 su khac nhau vé trinh tu gen rbeL giita 6 loai sa
C. martini, C. nardus, C. citratus, C. pendulus, C. flexuosus va C.
winterianus dugc trong thuong mai 6 An D9. Trong nghién ciru
cua ching t0i, trinh ty doan gen rbcL cua sd huong Tay Giang
gidng 100% vai 2 loai C. goeringii va C. distans. Do d6, gen rbcL
¢ thé khong hiéu qua trong phan loai cip loai & chi sa. Piéu nay
cling dugc quan sat ¢ chi dia hoang [21] Tuy nhién, trong nghién
cuu cua chung t6i da tim ra duge mot su sai khac nucleotide voi
céc loai trong nghién ctru cua A.K. Bishoyi va cs (2017) [6] cling
nhu mot s6 loai sa trf”)ng 0 khu vuc khac nhu C. comutatus, C.
caesius, C. obteclus, C. densiflorus va C. scheonanthus ¢ ngudn
gdc tir chau Phi, chéu MY, chau Au va chau Pai Duong. Do véy,
chiing toi gia th1et rang, su sai khac nay la do do1 gen dé thich nghl
v6i khi hau trong & Viét Nam ciing nhu mot sé nude & Dong A.
A.K. Bishoyi va cs (2017) [6] cling tim ra 4 sy sai khdc trong trinh
tu matK khi so sanh 6 loai sa C. martini, C. nardus, C. citratus,
C. pendulus, C. flexuosus va C. winterianus. Tuy nhién, trong do
co 1 su sai khac 1a cua C. winterianus va 3 su sai khac 1a ctia C.
martini, 4 loai sa con lai giong nhau. Trong nghién ciru cua ching
t61, sau khi so sanh trinh ty matK cua cac mau sa huong Tay Giang
VoI cac loai sa trén GenBank, chiing toi ciing nhan thay rang, su
da hinh chu yéu 1 do sy sai khac cta cac loai sa C. pospischilii, C.
densiflorus, C. caesius va C. martini (hinh 6). Trinh tu matK cua
cac mau sa huong T4y Giang chi c6 1 vi tri sai khac nucleotide v&i
nhiéu loai sa khac nhu C. citratus, C. Sflexuosus, C. obtectus, C.
schoenanthus va C. distans.

Nhu viy, viéc phan loai cac loai thugc chi sa dya trén trinh
tu rbeL va matK 1a rat han ché boi tinh bao thu cao va da hinh
thap cua cic gen nay trong chi sa. Trinh tw I7S dugc danh gi4 1a
c6 nhiéu sy thay doi hon so véi cac ving gen luc lap nhu rbeL va
matK [16, 22], ITS co trinh ty ng?in hon, nhung lai co nhiéu vi tri
da hinh hon nén 1a mot mi vach DNA tiém ning cho phan loai
loai trong chi sa. Két qua phén tich trinh tu /TS cho thdy, sa hwong
Tay Giang giong 100% véi C. flexuosus CF-4 (KX828246) va C.
winterianus BIO 13 (KT309076). Trong do C. winterianus BIO 13
(KT309076) da dugc phan loai chinh xéac [6] con C. flexuosus CF-4
(KX828246) mai chi la trinh tu duge dua 1én GenBank (https:/
www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX828246.1). Trinh tu ITS
cua C. flexuosus CF-4 (KX828246) khong c6 su sai khac véi C.
winterianus BI1O 13 (KT309076), nhung sai khac 1-6 vi tri so véi
cac mau C. flexuosus khac (hinh 9). Tuy nhién, dé phan loai chinh
xéc cc dong sa huong Tay Giang thudc loai cu thé nao, ching
t61 can tién hanh phén tich thém ham luong thanh phan tinh dau.
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3.7. Dinh danh chinh xdc tén khoa hoc dong sd hwong Tdy Giang

Dé phan loai chinh xac tén khoa hoc cua sa huong T4y Giang,
ngoai can cir két qua phan tich chi thi phan tir ching t6i tién hanh
phén tich ham lugng thanh phan tinh dau cta cac mau tinh dau sa
huong Ty Giang biang phuong phap GC/MS. Két qua cho thay,
thanh phan cta tinh dau sa huong Tay Giang gdm 3 thanh phan
chinh: citronellal (40-42%), citronellol (10-13%) va geraniol (17-
21%). Tap hop két qua phan tich phan ti, hinh thai va thanh phan
chinh tinh dau, chung t6i lya chon 3 loai sa gan nhit bao gom: C.
winterianus, C. goeringii va C. flexuosus dé so sanh dinh danh khoa
hoc chinh xéc cho sa hwong Tay Giang dugc thé hién ¢ bang 3.
Bang 3. Két qua so sanh hinh thai, phan tir va thanh phén tinh dau cta sa
hwong Tay Giang véi mét so loai sa gan nhat.

C. winterianus C. goeringii C. flexuosus
Hinh théi Tuong dong
Thinh phin tinh ~ Citronellal, citronellol, citronellal, citronellol, Geranial & Neral
duchinh geraniol [23] geraniol [3)] [24]
rbel  Saikhac | nucleotide Khang sai khac Sai khac 1 nucleotide
Chithi  matK  Khong sai khac Khong sai khc Khong sai khac
phén tir A s Thin dAn et Lhan 1.
15 Kbingsi ki ik Moty onesi ki a4
nucleotide

Két qua bang 3 cho thdy, thanh phan tinh dau chinh cia sa
huong Tay Giang (bao gdm citronellal, citronellol va geraniol)
khéc so voi loai C. flexuosus (bao gdm geranial va neral), vi viy
sa huong Tay Giang khong thudc loai C. flexuosus. Khi so sanh
sa huong Ty Giang voi loai C. goerngii cho thiy, khac vé hinh
thai, twong dong vé thanh phan tinh dau chinh, khong sai khac
vé trinh tu doan gen matK va rbcL, nhung sai khac 3-4 nuleotide
trong trinh tu ITS (bang 3). So sanh voi loai C. winterianus thi sa
huong Tay Giang tuong dong vé hinh thai va thanh phan tinh dau
chinh, khong sai khac vé trinh ty gen matK va ITS, chi sai khic mot
nucleotide trong trinh tu gen rbcL (bang 3). Do do6, sa huong Tay
Giang dugc phan loai vao loai C. winterianus Jowitt.

4. Két luan

Su két hop gitra phéan tich hinh thai, chi thi phan tir va thanh
phan tinh dau, chung toi di phan loai cic miu sa huong Ty Giang
thudc loai C. winterianus Jowitt. Trong do, trinh ty /7S va thanh
phén tinh dau 14 hai chi thi chinh trong phan biét cac loai thugc chi
sa. Két qua nghién ciru nay cung cép co so khoa hoc vé cac thong
tin phan loai cdy sa huong Tay Giang. Viéc phén loai sa huong
Téy Giang vao loai sa Java tao tién dé cho viéc thuong mai hoa san
pham tinh dau sa, giup doanh nghiép co thém dir liéu trong vide
truy xudt nguon gbe, khai thic va san xuat tinh dau tir sa huong
Tay Giang phuc vu cho xuat khau.
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