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TÓM TẮT 
Virus khảm lá sắn Sri Lankan (Sri Lankan cassava mosaic virus-SLCMV) 
gây biến dạng lá, ảnh hưởng đến quang hợp và làm giảm năng suất, chất 
lượng cây sắn. Bệnh lây lan nhanh, khó kiểm soát và chưa có thuốc đặc 
trị. Nghiên cứu này thu thập mẫu lá sắn từ 5 tỉnh thuộc miền Đông Nam 
Bộ để đánh giá hiệu quả các phương pháp tách chiết DNA và chẩn đoán 
virus. Kết quả cho thấy phương pháp CTAB–SDS cho hàm lượng ssDNA 
cao nhất là 9.925 ng/mL, vượt trội hơn so với phương pháp KIT và 
Phenol–chloroform–isoamyl alcohol. Bên cạnh đó, kỹ thuật real-time PCR 
sử dụng cặp mồi đặc hiệu 4F/4R giúp phát hiện gen DNA A-AV1 của virus, 
xác định được tải lượng virus sau 12,1 chu kỳ (Ct) với nồng độ cao nhất 
đạt 250 × 10⁸ IU/mL. Quy trình này cho phép phát hiện virus ở tải lượng 
thấp, hỗ trợ chẩn đoán sớm bệnh khảm lá sắn với độ chính xác và độ tin 
cậy cao. Kết quả nghiên cứu mang lại tiềm năng lớn trong việc kiểm soát 
mầm bệnh SLCMV, góp phần bảo vệ các giống sắn kháng bệnh và phát 
triển nền nông nghiệp bền vững. 

Từ khóa: Bệnh khảm lá, Manihot esculenta Crantz, Real-time PCR, 
SLCMV 

ABSTRACT 
The Sri Lankan cassava mosaic virus (SLCMV) causes leaf deformation, 
disrupts photosynthesis, and reduces both the yield and quality of cassava. 
The disease spreads rapidly, is difficult to control, and currently has no 
specific treatment. This study collected cassava leaf samples from five 
provinces in the Southeast region of Vietnam to evaluate DNA extraction 
methods and virus detection techniques. Results showed that the CTAB–
SDS method yielded the highest ssDNA concentration at 9,925 ng/mL 
respectively, outperforming both the commercial DNA extraction kit and 
the phenol–chloroform–isoamyl alcohol method. Additionally, real-time 
PCR using the specific primer pair 4F/4R effectively detected the DNA A-
AV1 gene of the virus, identifying viral load after 12.1 cycles (Ct) with a 
maximum concentration of 250 × 10⁸ IU/mL. This method enables the 
detection of low viral loads, supporting early diagnosis of cassava mosaic 
disease with high accuracy and reliability. The findings offer significant 
potential for controlling SLCMV infection, helping to protect disease-
resistant cassava varieties and support sustainable agricultural 
development. 

Keywords: Cassava mosaic disease, CMDs, Manihot esculenta Crantz, 
Real-time PCR, SLCMV 
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1. GIỚI THIỆU 

Sắn (Manihot esculanta Crantz) là một trong ba 
loại cây trồng quan trọng, nguồn cung cấp 
carbohydrate trên toàn thế giới. Ở Việt Nam sắn 
được xem là cây trồng chủ lực có giá trị xuất khẩu 
cao với diện tích canh tác dao động từ 520 đến 550 
nghìn ha (E-information gate of Tay Ninh Province, 
2024). Tuy nhiên, hiện nay bệnh khảm lá sắn 
(Casava mosaic disease – CMDs) đã và đang gây ra 
tác động nặng nề đến năng suất và chất lượng cây 
trồng, gây thiệt hại nghiêm trọng về kinh tế cũng 
như an ninh lương thực ở các vùng trồng sắn.  

Bệnh khảm lá sắn (CMDs) được xác định do Sri 
Lankan casava mosaic virus (SLCMV) gây ra, đây 
là loại virus thuộc chi Begomovirus, họ 
Geminiviridae (Chaowongdee et al., 2024). 
SLCMV được lây truyền bởi bọ phấn trắng Bemisia 
tabaci, SLCMV có vật liệu di truyền là 2 phân tử 
DNA mạch đơn (single strand DNA-ssDNA) dạng 
vòng (DNA-A và DNA-B) có kích thước khoảng 2,7 
kb, trong đó DNA-A mã hóa cho 6 loại protein, kí 
hiệu là AC1-4, AV1 và AV2 (Mugerwa et al., 2018). 
Protein AV1 có chức năng quan trọng trong quá 
trình xâm nhiễm và lây truyền, DNA-B mã hóa cho 
2 protein BC1 và BV1 liên quan đến quá trình vận 
chuyển bên trong và ngoại bào và tăng khả năng 
xâm nhiễm của virus (Hanley et al., 2013). Tuy 
nhiên, ssDNA của SLCMV có kích thước nhỏ và dễ 
bị thất thoát trong quá trình tách chiết (Truong et al., 
2022). Do đó, trong nghiên cứu này, ba quy trình 
tách chiết DNA được khảo sát nhằm xác định 
phương pháp tách chiết ssDNA với hiệu suất cao 
góp phần tăng khả năng phát hiện được sự hiện diện 
của virus trên sắn. 

Hiện nay, có nhiều phương pháp phát hiện sự có 
mặt của SLCMV trên sắn như: ELISA, PCR,… Các 
phương pháp miễn dịch hấp thụ liên kết với Enzyme 
(ELISA) dựa trên kháng thể đơn dòng kháng lại 
protein vỏ của SLCMV (Charoenvilaisiri et al., 
2021), phương pháp này phù hợp trong việc xét 
nghiệm hàng loạt mẫu, nhưng không thể phát hiện 
được những cây bị nhiễm bệnh ở giai đoạn đầu hoặc 
không biểu hiện bệnh ra bên ngoài vì có độ nhạy 
thấp hơn so với phương pháp PCR. Tuy nhiên, 
phương pháp PCR cần tốn nhiều thời gian vì sau khi 
hoàn tất chu trình khuếch đại cần tiếp tục sử dụng 
một số kỹ thuật khác như điện di quan sát kết quả 
trên gel mới có thể xác định được trình tự khuếch 
đại (Uke et al., 2022). Ngược lại với PCR, phương 
pháp được đánh giá có nhiều ưu điểm vượt trội hơn 
so với các phương pháp PCR truyền thống, với độ 
nhạy cao, real-time PCR có thể xác định được sự 

hiện diện của virus ở tải lượng thấp, xác định được 
tải lượng gây bệnh của virus ngay trên phản ứng dựa 
trên sự khuếch đại của vùng mục tiêu tại mỗi chu kỳ 
(chu kỳ ngưỡng Ct), với giá trị Ct càng thấp, biểu thị 
nồng độ virus càng cao và ngược lại Ct càng cao 
nồng độ virus càng thấp (Celik et al., 2023). Vì vậy, 
kỹ thuật real-time PCR được sử dụng với mục tiêu 
chẩn đoán nhanh và nhạy, góp phần làm giảm thiểu 
tác hại của virus trong sản xuất nông nghiệp ở Việt 
Nam và làm tăng giá trị nông sản Việt.  

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU  
2.1. Vật liệu nghiên cứu 

Mẫu lá sắn có biểu hiện đặc trưng của bệnh khảm 
như lá còi cọc và biến dạng với những khảm màu 
xanh lục nhạt xen lẫn vàng rõ ràng (Hình 1), được 
thu nhận tại ruộng sắn ở Bình Chánh (BC), Hóc Môn 
(HM), Củ Chi (CC), Tây Ninh (TN), Bình Dương 
(BD), Đồng Nai (ĐN) và Vũng Tàu (VT). Mẫu lá 
bệnh sau khi chọn lọc được xử lý bằng nitơ lỏng và 
bảo quản ở nhiệt độ -20°C đến khi được sử dụng để 
tách chiết DNA. 

 
Hình 1. Mẫu lá (A) và củ sắn (B) với đặc trưng 

của bệnh khảm lá nhiễm virus SLCMV 

2.2. Phương pháp tách chiết DNA 

Trong nghiên cứu này, ba phương pháp được sử 
dụng để khảo sát khả năng trích ly DNA, bao gồm: 
phương pháp Cetyltrimethylammonium bromide - 
Sodium Dodecyl Sulfate (CTAB-SDS), tham khảo 
từ Ali et al. (2019); phương pháp phenol – 
chloroform – isoamyl alcohol, tham khảo từ 
McKiernan et al. (2017); bộ KIT tách chiết DNA 
thực vật của công ty ABT (Việt Nam) cùng với 
DNA được tách chiết theo quy trình của nhà sản xuất 
khi sử dụng Kit tách chiết DNA thực vật của công 
ty ABT (Việt Nam). 

2.2.1. Phương pháp CTAB – SDS  

Mẫu lá với khối lượng khoảng 2 g được nghiền 
và trộn đều với 1200 µL CTAB [Tris – HCl 100 
mM, pH 8.0, EDTA 20 mM pH 8, NaCl 1,4 M, PVP 
1% (w/v), CTAB 2% (w/v)] và 60 µL SDS. Mẫu 
được ủ 65ºC trong 30 – 60 phút. Dịch hỗn hợp được 
ly tâm ở 13000 vòng/phút trong 15 phút và thu dịch 
nổi với một thể tích tương ứng (1:1) phenol - 

A B 
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chloroform - isoamyl alcohol (25:24:1) được bổ 
sung và trộn đều. Dịch nổi được thu nhận phía trên 
và trộn đều với isopropanol tỷ lệ (1:1) và ly tâm ở 
13000 vòng/phút trong 15 phút. Phần tủa được giữ 
và rửa lại bằng dung dịch ethanol 70%. Sản phẩm 
DNA sau khi tủa được hòa tan và trữ trong đệm TE 
1X (Tris HCl 10mM pH 8, EDTA 1 mM, pH 8) ở -
20°C cho đến khi sử dụng (Ali et al., 2019). 

2.2.2. Phương pháp phenol – chloroform – 
isoamyl alcohol (P.C.I) 

Mẫu lá (2 g) được nghiền và sử dụng natri 
dodecylsulfate (SDS) và proteinase K để phá vỡ 
thành tế bào và loại bỏ các thành phần protein có 
trong mẫu. Dịch nghiền lỏng được ủ ở nhiệt độ 65ºC 
trong 30 phút. Sau đó, hỗn hợp dịch được ly tâm thu 
dịch nổi và thêm vào một lượng hỗn hợp phenol-
chloroform-isoamyl alcohol (25:24:1) với tỷ lệ 1:1 
và trộn đều bằng mixer trong 2 phút. Hỗn hợp tiếp 
tục được ly tâm ở 13000 vòng/phút trong 15 phút 
thu nhận dịch nổi và kết tủa DNA bằng isopropanol. 
Phần tủa được giữ và rửa lại bằng ethanol 70%. Sản 
phẩm tủa DNA được hòa tan và trữ trong dung dịch 
đệm TE 1X (Tris HCl 10 mM pH 8, EDTA 1 mM, 
pH 8) ở -20°C cho đến khi sử dụng (McKiernan et 
al., 2017). 

2.2.3. Trích ly DNA bằng KIT tách chiết DNA 
thực vật của công ty ABT (abt-vn.com) 

Trong quy trình tách chiết DNA, 30 – 100 mg 
mẫu lá bệnh được nghiền bằng cối chày cho đến khi 
thành dạng bột mịn được sử dụng. Tiếp theo, mẫu 
được li giải bằng hỗn hợp (gồm 400 µL PLS1, 10 
µL RNase) được trộn đều bằng máy vortex và ủ 
65°C trong 30 phút. Sau khi ủ, hỗn hợp được bổ 
sung thêm 130 µL PLS2, tiếp tục hỗn hợp DNA 
được trộn với 450 µL dung dịch PBB và được 
chuyển sang cột lọc silica. Mẫu DNA được rửa với 
500 µL dung dịch rửa PWB và được bảo quản trong 
50 µL EB ở -20°C cho đến khi sử dụng. 

2.3. Phương pháp PCR phát hiện virus 
SLCMV gây bệnh khảm lá trên cây sắn 

Phản ứng PCR được thực hiện trên tổng thể tích 
25 µL chứa 1 µl mẫu DNA; 1 µl cặp mồi; 12,5 µl 
Master Mix 2X (Meridian Bioscience – Bioline), 0,5 
µl Rnase; 0,5 µl dNTP; 4,5 µl nước cất vô trùng. 
Chu kỳ phản ứng được thực hiện như sau: 95°C 
trong 5 phút, 30 chu kỳ (95°C 30 giây, 55°C 30 giây, 
72°C 30 giây), 72°C trong 5 phút (Minato et al., 
2019). Sản phẩm khuếch đại đặc hiệu với kích thước 
200bp. Trình tự mồi tham gia phản ứng bao gồm:  

AV1 – 4F: ACG CCA GGT CTG AGG CTG 
TA, AV1 – 4R: GTT CAA CAG GCC GTG GGA 

CA; mtCOI – 5F: 
TGGTCAGTATGCGAGCAAGG, mtCOI – 5R: 
GAGGCATGAGTACACGCCAT, AV1 – 6F: 
GGCTGGCAAGTATGAAAATC, AV1 – 6R: 
TGGATGGATTTCAAGGTCTG (tự thiết kế bằng 
Primer BLAST). Sản phẩm PCR được điện di kiểm 
tra kết quả trên agarose gel 0,8%, nhuộm bằng 
GelRed Loading Buffer with TriColor 6X và quan 
sát hình ảnh điện di dưới ánh sáng tia tử ngoại. 

2.4. Giải và phân tích trình tự 

Sản phẩm PCR tinh sạch được giải trình tự tại 
công ty TNHH APOLLO BIOTEK (Việt Nam) 
bằng kỹ thuật Sanger một chiều. Mức độ tương đồng 
của đoạn gen SLCMV được so sánh với các đoạn 
gen SLCMV được đăng ký trên ngân hàng gen bằng 
phần mềm trực tuyến BLAST (Basic Local 
Alighment SearchTool) trên GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

2.5. .Chẩn đoán nhanh SLCMV bằng kỹ 
thuật real-time PCR 

Phản ứng real-time PCR nhằm phát hiện nhanh 
virus SLCMV dựa trên chất thuốc nhuộm huỳnh 
quang SYBR Green Lo ROX qPCR Master Mix 
(2X) K0221 Bioline và SYBR Green Lo ROX qPCR 
Master Mix (2X) K0221 Maxima. RealTime PCR 
được thực hiện trong 25 µl phản ứng bao gồm: 2 µl 
mẫu DNA; 1 µl cặp mồi (2µM mỗi mồi); 12,5 µl 
SYBR Green Lo ROX qPCR Master Mix (2X); 9,5 
µl nước cất vô trùng. Điều kiện phản ứng RealTime 
PCR được thiết lập với: 95°C trong 5 phút, tiếp theo 
là 40 chu kỳ 95°C trong 30 giây, 55°C trong 30 giây, 
tín hiệu huỳnh quang được đọc ở 60°C (Celik et al., 
2023). Kết quả được xuất kết quả thô và phân tích 
chất lượng cũng như hiệu chuẩn dữ liệu bằng phần 
mềm QuantStudio 3/5 Real – Time PCR Software 
(QuantStudio 3/5 Software, Thermo Fisher 
Scientific - VN). 

2.6. .Phương pháp xử lý số liệu 

Cây phát sinh loài được xây dựng bằng phương 
pháp Maximum Likelihood Tree, sử dụng phần 
mềm MEGA 11. Tất cả các chuỗi tham chiếu được 
lấy từ cơ sở dữ liệu GenBank. 

Các số liệu được trình bày và xử lý thống kê 
bằng phần mềm Statgraphics phiên bản 15 và 
Microsoft Excel 2016. 
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3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 
3.1. Phương pháp trích ly DNA cho phép thu 

nhận hàm lượng ssDNA cao 

Kết quả cho thấy phương pháp CTAB – SDS cho 
hiệu quả trích ly DNA tốt hơn so với phương pháp 
P.C.I và KIT ABT, hàm lượng DNA tách chiết được 

xác định bằng máy Nanodrop one (Thermo 
scientific) và chất lượng DNA tách chiết được đánh 
giá qua tỉ lệ A260/A280 (Malandrali, et al., 2017) đều 
nằm trong khoảng 2,0 – 2,1 và hàm lượng DNA cao 
nhất là 9925 ng/ml (Bảng 1). Do đó, phương pháp 
CTAB – SDS được chọn để sử dụng cho các thí 
nghiệm tiếp theo. 

Bảng 1. Kết quả khảo sát quy trình trích ly DNA từ mẫu lá sắn thu nhận được có biểu hiện đặc trưng 
của bệnh khảm 

Mẫu Phân 
tích 

Phương pháp CTAB - SDS Phương pháp P.C.I Phương pháp KIT ABT 

A260/280 
Hàm lượng 

DNA (ng/mL) A260/280 
Hàm lượng 

DNA (ng/mL) A260/280 
Hàm lượng 

DNA (ng/mL) 
Bình Chánh 

(BC) 2,0 ± 0,06 475 ± 35,4 2,1 ± 0,2 1773 ± 104 2,1 ± 0,4 340 ± 28,3 

Hóc Môn 
(HM) 2,0 ± 0,06 810 ±127,3 1.9 ± 0,2 350 ±35,4 2,0 ± 0,3 441 ±149,2 

Củ Chi (CC) 2,0 ± 0,1 5492 ± 649 2.2 ± 0,4 27 ± 23,7 1,8 ± 0,2 415 ± 35,3 
Tây Ninh 

(TN) 2,0 ± 0,06 9925 ± 781 2.2 ± 0,2 465 ± 91,9 1,9 ± 0,2 193 ± 82 

Bình Dương 
(BD) 2,0 ± 0,1 1025 ± 460 2.2 ± 0,1 500 ± 212 2,0 ± 0,06 55 ± 6,3 

Đồng Nai 
(ĐN) 2,1 ± 0,1 3900 ± 778 1.8 ± 0,3 390 ± 14.1 2,0 ± 0,06 500 ± 141,4 

Vũng Tàu 
(VT) 2 ± 0,06 3192 ± 442 2,6 ± 0,2 168 ± 38,9 2,0 ± 0,1 450 ± 70,7 

3.2. Phương pháp PCR cho phép nhận diện 
sự có mặt của SLCMV trên mẫu lá sắn 

Kết quả điện di sản phẩm PCR cho thấy, ba cặp 
primer AV1 – 4F4R, mtCOI – 5F5R, AV1 – 6F6R 
khuếch đại được DNA mục tiêu với hầu hết các mẫu 
lá sắn thu nhận và xuất hiện các vạch rõ trên gel 
agarose 0,8%, với kích thước khoảng 200bp (Hình 
2 A, B, C). Tuy nhiên, cặp primer AV1– 4F4R có 
vạch điện di sáng và rõ hơn, ngoài với nhiệt độ nóng 

chảy cao hiệu quả và độ đặc hiêu sẽ tốt hơn so với 
các cặp primer còn lại, Chính vì thế, cặp primer 
AV1– 4F và AV1 - 4R được lựa chọn sử dụng trong 
phản ứng real-time PCR. Các kết quả này khác biệt 
với nghiên cứu của Trinh et al. (2021) cho thấy có 
sự khác biệt về nhóm gen AV1 ở đoạn gen DNA-A 
ở khu vực so sánh với mẫu SLCMV đã công bố. 
Điều này có tiềm năng về sự phân hoá gen và có sự 
khác biệt tiềm năng chủng SLCMV mới tại khu vực 
Đông Nam Bộ.  

 
Hình 2. Ứng dụng phương pháp PCR nhận diện sự có mặt của SLCMV trên các mẫu lá sắn 

Ghi chú: (A): Kết quả khuếch đại DNA mục tiêu với cặp mồi AV1 – 4F4R; (B): Kết quả khuếch đại DNA mục tiêu với cặp 
mồi mtCOI – 5F5R; (C): Kết quả khuếch đại DNA mục tiêu với cặp mồi AV1 – 6F6R. 

M: thang DNA 100bp; 1-3: Bình Chánh (1: BC1, 2: BC2: 3:BC3);4-6: Hóc Môn (4: HM1, 5: HM2, 6: HM3);7-9: Củ Chi 
(7: CC1, 2: CC2, 3:CC3);10 -13 Tây Ninh (10: TN1, 11: TN2, 12: TN3, 13: TN4);14-16: Bình Dương (14: BD1, 15:BD2, 
16: BD3); 17-19: Đồng Nai (17: ĐN1, 18: ĐN2, 19: ĐN)3;20-22: Vũng Tàu (20: VT1, 21: VT2, 22: VT3). 
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3.3. Giải trình tự xác định nguồn gốc của 
SLCMV 

Để đánh giá độ đặc hiệu của các cặp primer, sản 
phẩm PCR được tinh sạch và giải trình tự. Kết quả 
so sánh bằng phần mềm trực tuyến BLAST trên cơ 
sở dự liệu NCBI cho thấy, sản phẩm được khuếch 
đại có độ tương đồng 100% với trình tự bộ gen 
SLCMV (Genbank LC312131.1). Cây phát sinh loài 
của các trình tự mục tiêu trên các chủng SLCMV 

được công bố gây bệnh khảm trên sắn được thiết lập 
cho thấy gen AV1 khuếch đại được từ PCR với cặp 
mồi AV1 – 4F và AV1 – 4R có mối liên hệ gần với 
những virus SLCMV từ Thái Lan được chia thành 
nhiều nhóm qua chỉ số bootstrap với nhóm mẫu sắn 
từ Bình Chánh (BC1) và Đồng Nai (DN2) tương ứng 
lần lượt là 100% và 95%. Do đó, nhóm BC1 được 
sử dụng làm đối chứng và cặp mồi AV1 - 4F4R được 
chọn cho phương pháp real-time PCR để xác định 
tải lượng virus SLCMV gây bệnh. 

 
Hình 3. Cây phát sinh loài của virus SLCMV với các loài có liên quan đã công bố được phân tích bằng 

phương pháp maximun likelihood với giá trị bootstrap lặp lại 1000 lần. Giá trị tại các nốt là  
giá trị % bootstrap 

3.4. Phương pháp Real-Time PCR xác định 
tải lượng gây bệnh của SLCMV trên 
mẫu lá sắn 

Kỹ thuật real-time PCR được áp dụng nhằm 
chẩn đoán nhanh virus gây bệnh khảm lá trên các 
mẫu lá sắn thu nhận được tại các vị trí như: Bình 
Chánh, Hóc Môn, Củ Chi, Tây Ninh, Bình Dương, 
Đồng Nai và Vũng Tàu với đối chứng âm là mẫu lá 
không có biểu hiện bệnh, đối chứng dương là mẫu 
sắn mang bệnh đã được giải trình tự bằng phương 
pháp Sanger và so sánh độ tương đồng với các 
chủng đã được phân lập tại trên cơ sở dữ liệu Blast 
là 100%. Kết quả cho thấy, phương pháp real-time 
PCR phát hiện các mẫu lá sắn được thu nhận tại các 

địa chỉ điều dương tính với virus SLCMV (Hình 4) 
và xây dựng được đường chuẩn nồng độ với phương 
trình đường thẳng Ct = a log10(nồng độ) + b . Từ đó 
thế vào công thức (1) xác định được nồng độ gây 
bệnh của virus SLCMV ở các địa chỉ thu nhận mẫu 
(Bảng 2) cho thấy các mẫu sắn được thu thập từ các 
tỉnh khu vực Đông Nam Bộ đều có tỷ lệ mẫu nhiễm 
SLCMV, mang tải lượng virus cao (70% mẫu 
nhiễm, tương ứng 100% mẫu nhiễm ở Bioline 
SYBR Green và 72,7% mẫu nhiễm ở Maxima 
SYBR Green. Do đó, Bioline SYBR Green Master 
Mix được chọn lựa cho nghiên cứu về Real – time 
PCR về sau.  
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𝑁𝑁ồ𝑛𝑛𝑛𝑛 độ (𝐼𝐼𝐼𝐼/𝑚𝑚𝑚𝑚) =  𝐾𝐾𝐾𝐾×𝑉𝑉𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷
𝑉𝑉𝑚𝑚ẫ𝑢𝑢

  (1) 

Trong đó: 

Nồng độ (UI/ml): nồng độ DNA virus gây bệnh 
trong 1mL mẫu 

KQ: kết quả xuất ra từ máy, 

VDNA: thể tích DNA thu được sau tách chiết 
(µL),  

Vmẫu: thể tích mẫu sử dụng cho tách chiết ( µL). 

 
Hình 4. Ứng dụng phương pháp real-time PCR xác định nồng độ virus SLCMV gây bệnh trên các 

mẫu lá sắn với các cặp mồi tối ưu

Ghi chú: (A) Kết quả phát hiện SLCMV trên mẫu lá thu nhận tại Bình Chánh, (B) Kết quả phát hiện SLCMV trên mẫu lá 
thu nhận tại Hóc Môn, (C) Kết quả phát hiện SLCMV trên mẫu lá thu nhận tại Củ Chi, (D) Kết quả phát hiện SLCMV trên 
mẫu lá thu nhận tại Tây Ninh, (E) Kết quả phát hiện SLCMV trên mẫu lá thu nhận tại Bình Dương, (F) Kết quả phát hiện 
SLCMV trên mẫu lá thu nhận tại Đồng Nai, (G) Kết quả phát hiện SLCMV trên mẫu lá thu nhận tại Vũng Tàu. 
Bảng 2. Nồng độ gây bệnh của virus khảm (SLCMV) trên giống sắn tại các địa điểm thu nhận mẫu  

thông qua giá trị chu kỳ ngưỡng (Ct) sử dụng Real-time PCR Master mix Bioline SYBR Green 
và Maxima SYBR Green 

Vị trí thu 
mẫu 

Mẫu phân 
tích 

Bioline SYBR Green Maxima SYBR Green 

Ct mẫu Nồng độ virus gây bệnh 
(IU/ml) Ct mẫu Nồng độ virus gây 

bệnh (IU/ml) 

Bình Chánh 
BC1 14,9 170 × 103 11,308 102,6 × 106 
BC2 20,5 28 × 103 N/A N/A 
BC3 19,8 53,4× 103 14,55123,625 565 × 104 

Hóc Môn 
HM1 38,5 0.003 23,625 1696 
HM2 30,4 4,13 N/A N/A 
HM3 25,8 247,5 N/A N/A 

Củ Chi 
CC1 38,9 0,002 22,351 5296 
CC2 25,1 490,8 25,147 435 
CC3 27,3 65,5 N/A N/A 

Tây Ninh 

TN1 22,1 7,14 × 103 21,921 7778 
TN2 5,2 250 × 108 19,11 96 × 103 
TN3 19,7 873 × 103 22,472 4753 
TN4 19,9 705× 103 27,4 58,1 
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Vị trí thu 
mẫu 

Mẫu phân 
tích 

Bioline SYBR Green Maxima SYBR Green 

Ct mẫu Nồng độ virus gây bệnh 
(IU/ml) Ct mẫu Nồng độ virus gây 

bệnh (IU/ml) 

Bình Dương 
BD1 26,7 1540,37 28,418 23,4 
BD2 33,3 0,31 N/A N/A 
BD3 22,6 59,2 × 103 33,264 0,3 

Đồng Nai 
ĐN1 37,7 0,01 N/A N/A 
ĐN2 8,7 109,3× 107 16,795 76 × 104 
ĐN3 18,5 164 × 103 28,801 16,6 

Vũng Tàu 
VT1 21,5 11,3 × 103 33,314 0,3 
VT2 25,6 285,53 15,704 201,6 × 104 
VT3 28,7 17,76 24,613 701 

Số lượng mẫu  
dương tính  22 (100%) 16 (72,7%) 

Nồng độ virus 
gây bệnh cao 

nhất 
 250 × 108 (IU/mL) 102,6 × 106(IU/mL) 

Kết quả Bảng 3 cho thấy chất nhuộm huỳnh 
quang Bioline SYBR Green đo được tính hiệu tốt 
hơn so với Maxima SYBR Green, với lượng mẫu 
nhận diện là 22 mẫu và kết quả xác lượng nồng độ 
gây bệnh củ virus cho thấy TN và ĐN là hai khu vực 
có tải lượng virus gây bệnh cao nhất với nồng độ lần 
lượt là 250 × 108 (IU/ml) và 109,3× 107 (IU/ml). 

 
Hình 6. Kết quả điện di kiểm tra khả năng nhận 

diện SLCMV bằng kỹ thuật real-time PCR 

Trong đó: M: thang DNA 100bp; 1-3: Bình Chánh (1: 
BC1, 2: BC2: 3:BC3); 4-6: Hóc Môn (4: HM1, 5: HM2, 
6: HM3;7-9); Củ Chi (7: CC1, 2: CC2, 3:CC3);10 -13 
Tây Ninh (10: TN1, 11: TN2, 12: TN3, 13: TN4);14-16: 
Bình Dương (14: BD1, 15:BD2, 16: BD3), 17-19: Đồng 
Nai (17: ĐN1, 18: ĐN2, 19: ĐN3; 20-22: Vũng Tàu (20: 
VT1, 21: VT2, 22: VT3 ). 

3.5. Xác định khả năng gây bệnh của 
SLCMV trên mô hình cây in vitro bằng 
kỹ thuật PCR 

Kết quả PCR khuếch đại được DNA của virus 
gây bệnh có mặt trên mẫu lá được thử nghiệm trong 
môi trường vô trùng, là cơ sở để tiến hành định 

lượng khả năng gây bệnh của virus khảm lá bằng kỹ 
thuật real-time PCR. 

 
Hình 7. Kết quả thử nghiệm khả năng virus 
khảm lá trên mẫu sắn được nuôi cây in vitro 

bằng kỹ thuật PCR 

Trong đó: A: Mẫu sắn được nuôi cấy in vitro sau 7 ngày 
với thời gian nhiễm virus 15 phút, B: Mẫu sắn được nuôi 
cấy In Vitro sau 7 ngày với thời gian nhiễm virus 20 phút, 
C: Mẫu sắn được nuôi cấy In Vitro sau 7 ngày với thời 
gian nhiễm virus 25 phút, D: Kết quả PCR xác định sự 
hiện diện của virus SLCMV trên mẫu sắn được nuôi cấy 
In Vitro, M: Thang DNA 1kb, 1: Mẫu sắn được nuôi cấy 
In Vitro với thời gian nhiễm virus 15 phút, 2: Mẫu sắn 
được nuôi cấy In Vitro với thời gian nhiễm virus 20 phút, 
3: Mẫu sắn được nuôi cấy In Vitro với thời gian nhiễm 
virus 25 phút. 
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4. KẾT LUẬN 

Trong nghiên cứu này, ba quy trình trích ly DNA 
được khảo sát. Kết quả cho thấy quy trình trích ly 
DNA bằng phương pháp CTAB – SDS thu nhận 
được hàm lượng ssDNA của virus SLCMV cao hơn 
so với phương pháp KIT tách chiết DNA thực vật và 
phương pháp Phenol – chloroform – isoamyl 
alcohol. Bên cạnh đó, phương pháp real-time PCR 
được kết hợp cùng cặp mồi đặc hiệu AV1 – 4F và 
AV1 - 4R, giúp phát hiện được sự hiện diện của 
virus SLCMV ở tải lượng thấp sử dụng Bioline 
SYBR Green Master Mix. Sự khác biệt về gen 
SLCMV có tiềm năng về phân hoá gen tại khu vực 

Đông Nam Bộ, Việt Nam. Từ đó, quy trình chẩn 
đoán chính xác và độ tin cậy cao giúp nhận biết sự 
hiện diện của virus gây bệnh khảm lá ở giai đoạn 
sớm được cung cấp nhằm giảm thiểu rủi ro trong nền 
nông nghiệp và cũng là tiền để giúp kiểm soát được 
mầm bệnh có trên các giống kháng bệnh khảm lá do 
SLCMV gây ra. 
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