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Cây hồ tiêu (Piper nigrum L.) là một mặt hàng xuất khẩu nổi tiếng của Việt Nam. Hiện trạng trồng tiêu của Việt Nam đang gặp phải một số hạn chế cần đƣợc khắc phục. Trong số đó, quan trọng nhất là khâu giống, vì giống trồng đã lâu đời, chƣa đƣợc phục tráng tuyển chọn. Vì vậy trƣớc hết chúng ta cần phải tiến hành khảo sát tính đa dạng di truyền các giống tiêu, trên cơ sở đó thực hiện có hiệu quả việc nhân và tạo giống mới cho năng suất cao và chất lƣợng tiêu tốt, đồng thời xây dựng các định hƣớng về kiểm tra, quản lý và bảo vệ nguồn gen các giống cây trồng sẵn có trong nƣớc cũng nhƣ du nhập từ nƣớc ngoài.

Những kết quả đạt đƣợc:

· Về kiểu hình: Các giống tiêu tại thị xã Bà Rịa có sự khác biệt về hình thái lá, các yếu tố cấu thành năng suất và năng suất.Tuy nhiên, giữa giống Vĩnh Linh và Ấn Độ đọt tím, giống Phú Quốc và sẻ lá nhỏ có hình thái rất giống nhau.
· Về quy trình ly trích DNA: Kết quả cho thấy quy trình 1 cho kết quả tốt khi ly trích DNA tổng số từ lá tiêu.
· Về phản ứng RAPD: Qua thử nghiệm trên 19 primer thì có 4 primer cho sản phẩm trên hầu hết 11 giống tiêu. Kết quả bƣớc đầu cho thấy trên các primer OPA 10,
AL 08, OPD 05 có các băng đa hình có thể là chỉ thị giúp nhận diện các giống tiêu sẻ, Ấn Độ đọt trắng, Paniyur – 1 và Karimunda.

· Về phân nhóm di truyền: Các giống tiêu khảo sát có sự đa dạng cao về mặt di truyền mức tƣơng đồng gen biến thiên từ 0,34 đến 0,97. Trong đó, mức tƣơng đồng gen cao nhất giữa hai giống Ấn Độ đọt tím và Ấn Độ lá dài (0,97) và thấp nhất giữa
hai giống Kamunda và Ấn Độ lá dài (0,34).

iv

· Qua kết quả trên, bƣớc đầu có thể khẳng định hiệu quả của kỹ thuật RAPD trong
nghiên cứu sinh học phân tử. Đặc biệt trong công tác đánh giá độ đa dạng di truyền của quần thể cây trồng, loại trừ những nhận định chỉ dựa trên cảm tính, nhất là đối với các tính trạng hình thái.
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PHẦN 1.
MỞ ĐẦU

1.1.
Đặt vấn đề

Cây hồ tiêu (Piper nigrum L.) là một mặt hàng xuất khẩu nổi tiếng của Việt Nam. Sau những năm 1998, 1999, khi giá hồ tiêu tăng cao (60.000 đồng/kg), nhiều địa phƣơng đã tăng rất nhanh diện tích trồng hồ tiêu. Đến năm 2003, Việt Nam có tổng diện tích cây tiêu cả nƣớc tăng gần 5.000 ha so với năm 2002, dẫn đầu về sản lƣợng xuất khẩu hồ tiêu trên thế giới với 85.000 tấn (IPC). Việt Nam chiếm tỷ trọng xuất khẩu cao nhƣng chủ yếu là mặt hàng tiêu đen cấp thấp, bình quân năm 2003 xuất với giá 1.419 USD/tấn. Tháng 4 đầu năm 2004, lƣợng tiêu xuất khẩu của Việt Nam giảm 28% so với cùng kỳ năm 2003, đồng thời giá xuất khẩu cũng giảm mạnh.

Là một tỉnh thuộc khu vực miền Đông Nam Bộ, Bà Rịa – Vũng Tàu có tổng diện tích trồng tiêu là 7.245,6 ha, trong đó huyện Châu Đức 5.300,5 ha, Xuyên Mộc 1.244,7 ha và thị xã Bà Rịa là 263,5 ha. Tính từ năm 2001 đến nay, diện tích tiêu của tỉnh Bà Rịa – Vũng Tàu có xu hƣớng giảm (từ 8.412,5 ha năm 2001 xuống còn 7.245,6 ha năm 2003) (Phạm Thị Chín và Nguyễn Xuân Vinh, 2005) [11]. Nguyên nhân là do những năm gần đây, năng suất hạt giảm đáng kể so với những năm trƣớc, có khi mất trắng. Mặt khác, giá tiêu khô cân tại vƣờn lại bấp bênh (khoảng từ 16.000 – 20.000 ngàn đồng/kg) làm ngƣời dân không tự tin để tiếp tục canh tác. Do đó, nếu không có những giải pháp đúng đắn, kịp thời, mặt hàng tiêu xuất khẩu của Việt Nam sẽ ngày càng giảm sút về số lƣợng lẫn chất lƣợng.

Nhìn chung, hiện trạng trồng tiêu của Việt Nam đang gặp phải một số hạn chế cần đƣợc khắc phục. Trong số đó, quan trọng nhất là khâu giống, vì hiện nay phần lớn giống trồng của chúng ta đã lâu đời, chƣa đƣợc phục tráng tuyển chọn để tìm ra các giống tốt, ổn định về mặt năng suất và kháng sâu bệnh. Bên cạnh đó, kỹ thuật chọn và nhân giống còn tự phát, đơn điệu (Trần Văn Hòa, 2001) [16]. Đa số các hộ trồng tiêu thƣờng không biết rõ nguồn gốc, đặc điểm cơ bản của giống tiêu và chỉ gọi giống theo tên của địa phƣơng, trong đó tình trạng gọi tên giống bị lẫn lộn rất nhiều, có khi cùng một giống nhƣng đƣợc gọi với nhiều tên khác nhau, ví dụ nhƣ tiêu sẻ Đất Đỏ có nơi gọi là sẻ mở, sẻ xanh…(Phạm Thị Chín và Nguyễn Xuân Vinh, 2005) [11]. Vì vậy trƣớc hết chúng ta cần phải tiến hành khảo sát tính đa dạng di truyền các giống tiêu địa phƣơng và giống nhập ngoại hiện có, trên cơ sở đó thực hiện có hiệu quả việc nhân và
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tạo giống mới cho năng suất cao và chất lƣợng tiêu tốt, đồng thời xây dựng các định hƣớng về kiểm tra, quản lý và bảo vệ nguồn gen các giống cây trồng sẵn có trong nƣớc cũng nhƣ du nhập từ nƣớc ngoài.

Để nghiên cứu đa dạng di truyền ngƣời ta có thể sử dụng nhiều phƣơng pháp khác nhau: phƣơng pháp sử dụng các chỉ thị hình thái, chỉ thị isozyme hay chị thị phân tử (RFLP, RAPD, AFLP, SSR..). Tuỳ vào đối tƣợng, điều kiện và mục đích nghiên cứu mà ngƣời ta lựa chọn phƣơng pháp phù hợp nhất. Trong đề tài này chúng tôi tiến hành nghiên cứu tính đa dạng về di truyền của tiêu bằng kỹ thuật RAPD vì đây là kỹ thuật đơn giản, cho kết quả nhanh, và đặc biệt là không cần phải biết trƣớc trình tự bộ gen của đối tƣợng.

Vì vậy, chúng tôi đã tiến hành đề tài “Nghiên cứu đa dạng di truyền cây tiêu

(Piper nigrum L.) tại thị xã Bà Rịa thuộc tỉnh Bà Rịa – Vũng Tàu bằng kỹ thuật

RAPD”.

Hy vọng kết quả của đề tài này sẽ đóng góp một phần nhất định vào tiền đề của công tác chọn tạo giống tiêu ở Bà Rịa – Vũng Tàu nói riêng và cả nƣớc nói chung.

1.2.
Mục tiêu và yêu cầu

1.2.1.
Mục tiêu

· Khảo sát và thu thập thông tin về các giống tiêu hiện đƣợc trồng tại thị xã Bà
Rịa.

· Thông qua kỹ thuật RAPD đánh giá sơ bộ mức độ đa dạng di truyền của quần thể tiêu tại thị xã Bà Rịa.
1.2.2.
Yêu cầu

· Điều tra về các giống tiêu hiện đƣợc trồng tại thị xã Bà Rịa.
· Thực hiện kỹ thuật RAPD để đánh giá độ đa dạng di truyền của các giống tiêu thu thập đƣợc tại thị xã Bà Rịa.
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PHẦN 2.
TỔNG QUAN TÀI LIỆU

2.1.
Một số khái niệm về đa dạng sinh học

2.2.1.
Đa dạng sinh học

Đa dạng sinh học có nghĩa là sự phong phú, đa dạng của các dạng sống hiện đang tồn tại trên Trái Đất.

Theo quỹ quốc tế về bảo tồn thiên nhiên – WWF (World Wildlife Fund) (1989) [5], đa dạng sinh học đƣợc định nghĩa nhƣ sau: “Đa dạng sinh học là sự phồn thịnh của sự sống trên trái đất, là hàng triệu loài thực vật, động vật và vi sinh vật, là các gen chứa đựng trong các loài và là những hệ sinh thái vô cùng phức tạp tồn tại trong môi trƣờng”.

Ða dạng sinh học là tổng hợp toàn bộ các gen, các loài và các hệ sinh thái. Ðó là sự biến đổi liên tục theo tiến hóa để tạo ra các loài mới trong điều kiện sinh thái mới khi những loài khác biến đi [5].

Sự đa dạng sinh học đƣợc biết ở ba mức, đó là:

· Sự đa dạng của các hệ sinh thái.
· Sự đa dạng của các loài.
· Sự đa dạng di truyền hay sự đa dạng của các nguồn gen bên trong loài.
2.2.2.
Đa dạng di truyền

Các cá thể trong một quần thể thƣờng có bộ gen khác nhau. Sự đa dạng về bộ gen đƣợc biểu hiện qua sự khác nhau về gen giữa các cá thể. Những alen khác nhau của cùng một gen có thể làm cho sự phát triển các đặc điểm sinh lý ở mỗi cá thể khác nhau là khác nhau. Những cây trồng đƣợc lai ghép hay những động vật đƣợc lai tạo từ những bộ gen khác nhau có thể tạo ra những giống cây trồng, vật nuôi cho năng suất cao, khả năng chống chịu sâu bệnh tốt [12].

Trong quá trình sinh sản hữu tính, kiểu gen của các cá thể trong quần thể sẽ tăng lên do kết quả tái tổ hợp.

Các gen đa hình là nguyên nhân dẫn đến sự tồn tại các kiểu gen dị hợp trong quần thể. Sự khác biệt về kiểu gen của các cá thể trong quần thể cho phép các quần thể này thích nghi hơn với những thay đổi môi trƣờng [12].
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2.2.3.
Ý nghĩa của việc nghiên cứu và bảo vệ sự đa dạng di truyền [7]

Đa dạng di truyền là đòi hỏi của bất kỳ loài nào để đảm bảo sự sinh sản, chịu đựng bệnh tật và khả năng thích nghi với điều kiện môi trƣờng luôn luôn thay đổi.

Bảo tồn nguồn gen không chỉ nhằm ngăn chặn sự tuyệt chủng của một loài mà bảo tồn nguồn gen còn nhằm ngăn chặn sự mất mát của các gen, các phức hợp gen và các genotype, ngăn chặn sự tuyệt chủng các nòi địa lý (landraces) mà vốn gen của chúng bị suy giảm nghiêm trọng tới mức một số gen và một số phức hợp gen có thể bị mất đi, tiềm năng di truyền của loài bị giảm mạnh, và trong trƣờng hợp cực đoan, đó là sự tiệt chủng của loài.

2.2.
Giới thiệu chung về cây tiêu

2.2.1.
Nguồn gốc cây tiêu [13], [14], [15], [16]

Tiêu có nguồn gốc ở vùng Ghats miền Tây Ấn Độ, ở đây có nhiều giống tiêu hoang dại, mọc rất lâu đời. Sau đó, tiêu đƣợc ngƣời Hindu mang tới Java (Indonesia) vào khoảng 600 năm sau công nguyên. Cuối thế kỷ 12, tiêu đƣợc trồng ở Mã Lai. Đến thế kỷ 18, tiêu đƣợc trồng ở Srilanka và Campuchia. Vào đầu thế kỷ 20 thì tiêu đƣợc trồng nhiều ở các nƣớc nhiệt đới nhƣ Châu Phi với Mandagasca, Nigieria, Congo và Châu Mỹ với Brazil, Mexico…

Tiêu du nhập vào Đông Dƣơng từ thế kỷ 17 nhƣng mãi đến thế kỷ 18 mới bắt đầu phát triển mạnh khi một số ngƣời Trung Hoa di dân vào Campuchia ở vùng dọc bờ biển vịnh Thái Lan nhƣ Konpong, Trach, Kep, Kampot và tiêu vào Đồng bằng Sông Cửu Long qua ngõ Hà Tiên của tỉnh Kiên Giang, rồi sau đó lan dần đến các tỉnh khác ở miền Trung nhƣ Thừa Thiên – Huế, Quảng Trị…

2.2.2.
Công dụng của cây tiêu [16]

Tiêu là loại cây trồng có thể sống lâu năm và có giá trị kinh tế cao. Tiêu đƣợc sử dụng làm gia vị, trong y dƣợc, trong công nghiệp hƣơng liệu và làm chất trừ côn trùng.

· Chất gia vị: Hạt tiêu có vị nóng, cay, có mùi thơm hấp dẫn nên rất thích hợp cho việc chế biến các món ăn. Vì vậy mà tiêu đã trở thành gia vị đƣợc dùng rất phổ biến trên thế giới.
· Trong y dƣợc: Do có sự hiện diện của chất piperin, tinh dầu và nhựa có mùi thơm, cay, nóng đặc biệt, tiêu có tác dụng kích thích tiêu hóa, làm cho ăn ngon miệng.
5

Ngoài ra, tiêu còn có tác dụng làm cho ấm bụng, thƣờng dùng chung với gừng để chữa chứng tiêu chảy, ói mửa khi ăn nhằm món ăn lạ, dùng chung với hành lá trong tô cháo giải cảm…

Tuy nhiên, khi dùng quá nhiều, tiêu có thể gây táo bón, kích thích niêm mạc dạ dày, gây sốt, viêm đƣờng tiểu và có khi gây tiểu ra máu.

· Trong công nghiệp hƣơng liệu: Chất piperin trong hạt tiêu đƣợc thủy phân
thành piperidin và acid piperic. Oxy hóa acid piperic bằng permanganate kali (KMnO4), ta thu đƣợc piperonal (heliotropin nhân tạo) có mùi hƣơng tƣơng tự nhƣ heliotropin và coumarin, dùng để thay thế các hƣơng liệu này trong kỹ nghệ làm nƣớc

hoa.

Tinh dầu tiêu với mùi thơm đặc biệt đƣợc sử dụng trong công nghiệp hƣơng liệu và hóa dƣợc.

· Trừ côn trùng: Trƣớc kia, ngƣời ta dùng dung dịch chiết xuất từ hạt tiêu xay
tẩm vào da trong khi thuộc để ngừa côn trùng phá hoại, nhƣng từ khi xuất hiện các loại thuốc hóa học công dụng và rẻ tiền hơn thì tiêu không còn đƣợc sử dụng trong lĩnh vực này nữa.

2.2.3.
Đặc điểm hình thái của cây tiêu [15], [16]

· Hệ thống rễ
Thƣờng gồm từ 3 – 6 rễ cái và một chùm rễ phụ ở dƣới mặt đất, trên đốt thân có rễ bám (rễ thằn lằn)

· Rễ cọc: Chỉ có những cây tiêu trồng bằng hạt mới có rễ cọc. Rễ này đâm sâu xuống đất đến độ sâu 2,5 m, làm nhiệm vụ chính là hút nƣớc.
· Rễ cái: Các rễ này cũng làm nhiệm vụ chính là hút nƣớc. Đối với cây tiêu trồng bằng giâm cành, sau khi trồng ra ngoài nọc đƣợc 1 năm, các rễ cái này có thể ăn sâu đến 2 m.
· Rễ phụ: Các rễ phụ mọc thành chùm, phát triển theo chiều ngang, rất dày đặc, phân bố nhiều nhất ở độ sâu 15 – 40 cm, làm nhiệm vụ hút nƣớc và hút chất dinh dƣỡng trong đất để nuôi cây.
Rễ cây tiêu thuộc loại háo khí, không chịu đƣợc ngập úng, do đó để tạo cho rễ cái ăn sâu, cây chịu hạn tốt và rễ phụ phát triển tốt hút đƣợc nhiều chất dinh dƣỡng thì phải thƣờng xuyên có biện pháp cải tạo làm cho đất đƣợc tơi xốp, tăng hàm lƣợng mùn.
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Chỉ cần úng nƣớc 12- 24 giờ thì bộ rễ cây tiêu đã bị tổn thƣơng đáng kể và có thể dẫn tới việc hƣ thối và dây tiêu có thể bị chết dần.

· Rễ bám: Mọc ra từ các đốt trên thân ở trên không, làm nhiệm vụ chính là giúp cây tiêu bám vào choái, vách tƣờng… để vƣơn lên cao. Khả năng hút nƣớc và hút chất dinh dƣỡng của rễ bám rất hạn chế, gần nhƣ không đáng kể.
· Thân, cành, lá
Tiêu thuộc loại thân thảo mềm dẻo đƣợc phân thành nhiều đốt, tại mỗi đốt có một lá đơn, hình trái tim, mọc cách. Ở nách lá có các mầm ngủ có thể phát sinh thành các cành tƣợc, cành lƣơn, cành ác (cành cho trái) tùy theo từng giai đoạn phát triển của cây tiêu.

· Cành tƣợc (cành vƣợt): Thƣờng phát sinh từ mầm nách trên các cây tiêu nhỏ hơn 1 tuổi. Đối với cây trƣởng thành, cành tƣợc phát sinh từ các mầm nách trên khung cành thân chính phía dƣới thấp của trụ tiêu, và thƣờng là cành cấp 1. Đặc điểm của cành tƣợc là góc độ phân cành nhỏ, dƣới 450, cành mọc tƣơng đối thẳng. Cành tƣợc có sức sinh trƣởng mạnh, khỏe, thƣờng đƣợc dùng để giâm cành nhân giống.
· Cành lƣơn: Cành phát sinh từ mầm nách gần sát gốc của bộ khung thân chính của cây tiêu trƣởng thành. Đặc trƣng của cành lƣơn là có dạng bò sát đất và các lóng rất dài. Cành lƣơn cũng đƣợc dùng để nhân giống, tuy vậy, tỷ lệ sống thấp và cây thƣờng ra hoa trái chậm hơn so với cành tƣợc nhƣng tuổi thọ lại dài và năng suất cao.
· Cành cho trái (còn gọi là cành ác hay cành ngang): Đó là cành mang trái, thƣờng phát sinh từ mầm nách trên cây tiêu lớn hơn 1 năm tuổi. Đặc trƣng của cành ác là góc độ phân cành lớn, mọc ngang, độ dài của cành thƣờng ngắn hơn 1 m, cành khúc khuỷu và lóng rất ngắn, cành cho trái trên bộ khung cây tiêu đa số là cành cấp 2 trở lên. Cành cho trái nếu đem giâm cành cũng ra rễ, cho trái rất sớm. Tuy vậy, cây phát triển chậm, không leo mà mọc thành bụi vì lóng đốt không có rễ bám hoặc rất ít. Cây mau cỗi và năng suất thƣờng thấp.
· Hoa, quả
Cây tiêu ra hoa dƣới dạng hoa tự hình gié, treo lủng lẳng, dài 7 – 12 cm tùy giống tiêu và tùy điều kiện chăm sóc. Trên gié hoa có bình quân 20 – 60 hoa xếp thành hình xoắn ốc, hoa tiêu lƣỡng tính hay đơn tính.
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Trái tiêu thuộc loại trái hạch, không có cuống, mang 1 hạt hình cầu. Từ khi hoa xuất hiện đầy đủ cho đến khi trái chín kéo dài từ 7 – 10 tháng chia làm các giai đoạn sau:

· Hoa tự xuất hiện đầy đủ đến khi hoa nở thụ phấn: 1 – 1,5 tháng.
· Thụ phấn, phát triển trái (4 – 5,5 tháng): Giai đoạn này tiêu lớn nhanh về kích thƣớc và đạt độ lớn tối đa của trái. Đây là giai đoạn tiêu cần nƣớc và dinh dƣỡng nhất.
· Trái chín (2 – 3 tháng): Trong giai đoạn này hạt bắt đầu phát triển, đạt đƣờng kính tối đa. Trái tiêu thƣờng chín tập trung vào các tháng 1 – 2 trong năm, đôi khi kéo dài đến các tháng 4 – 5 do các lứa hoa trễ và cũng tùy theo giống.
2.2.4.
Yêu cầu sinh thái [15], [16]

· Nhiệt độ
Tiêu có nguồn gốc ở miền Tây Nam Ấn Độ, là một loại cây đặc trƣng của miền nhiệt đới. Về mặt nhiệt độ, các tài liệu cho thấy cây tiêu có thể trồng đƣợc ở khu vực vĩ tuyến 200 Bắc và Nam, nơi có nhiệt độ từ 10 – 35 0C. Nhiệt độ thích hợp chi cây tiêu từ 18 – 27 0C. Khi nhiệt độ không khí cao hơn 40 0C và thấp hơn 10 0C đều ảnh hƣởng xấu đến sinh trƣởng cây tiêu.

Cây tiêu sẽ ngừng sinh trƣởng ở nhiệt độ 15 0C kéo dài. Nhiệt độ 6 – 10 0C trong thời gian ngắn làm nám lá non, sau đó lá trên cây bắt đầu rụng.

· Ánh sáng
Nguồn gốc tổ tiên của cây tiêu mọc dƣới tán rừng thƣa, do vậy nó là loại cây ƣa bóng ở mức độ nhất định. Ánh sáng tán xạ nhẹ phù hợp với yêu cầu sinh lý về sinh trƣởng và phát dục, ra hoa đậu quả của cây tiêu và kéo dài tuổi thọ của vƣờn.

Trong điều kiện trồng thuần, cần che bóng nhẹ cho cây tiêu. Trong giai đoạn cây con, cần che bóng rợp cho tiêu. Giai đoạn trƣởng thành, cây tiêu phát triển xum xuê có thể tự che bóng cho nhau. Đối với cây nọc sống, ta cần chú ý tỉa tán cho cây nọc hợp lý để cung cấp đầy đủ ánh sáng cho vƣờn tiêu.

· Lƣợng mƣa và độ ẩm
Cây tiêu ƣa thích điều kiện khí hậu nóng ẩm. Lƣợng mƣa trong năm cần từ 1500 – 2500 mm phân bố tƣơng đối điều hòa. Tiêu cũng cần một giai đoạn hạn tƣơng đối ngắn sau vụ thu hoạch để phân hóa mầm hoa tốt và ra hoa đồng loạt vào mùa mƣa năm sau. Nhƣng nếu mùa khô hạn kéo dài và không đƣợc tƣới nƣớc kịp thời thì cây tiêu cũng không thể sinh trƣởng và phát triển tốt đƣợc.
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Cây tiêu cần ẩm độ không khí lớn từ 70 – 90 %, nhất là vào thời kỳ ra hoa. Độ ẩm cao làm hạt phấn dễ dính vào nuốm nhụy và làm cho thời gian thụ phấn kéo dài cho nuốm nhụy trƣơng to khi có độ ẩm. Tuy vậy, cây tiêu rất kỵ mƣa lớn làm đọng nƣớc ở rễ gây úng.

· Gió
Cây tiêu ƣa thích môi trƣờng lặn gió, hoặc gió nhẹ. Gió nóng, gió lạnh, bão đều không hợp với cây tiêu. Do vậy, khi trồng tiêu tại những vùng có gió lớn, việc thiết lập các hệ đai rừng chắn gió cho cây tiêu là điều không thể thiếu đƣợc.

· Đất đai
Cây tiêu có thể trồng trên nhiều loại đất khác nhau nhƣ đất phát triển trên đá basalt, đất phát triển trên đá sa phiến thạch, diệp thạch, đất phù sa, đất dốc tụ, đất pha cát, đất cát xám…

Đất trồng tiêu đòi hỏi các đặc tính nhƣ sau:

· Tầng đất mặt sâu từ 80 – 100 cm, mạch nƣớc ngầm phải sâu. Đất bị úng nƣớc rễ tơ thƣờng bị tổn hại, do vậy lá cây có màu vàng dù đƣợc cung cấp phân bón đầy đủ. Đó là hiện tƣợng đói sinh lý tạm thời do sự hoạt động của bộ rễ bị hạn chế.
· Đất trồng tiêu phải là đất tơi xốp, thoát nƣớc nhanh, giàu mùn và các chất dinh dƣỡng khoáng, phải có tầng đất mặt sâu trên 70 cm, mực nƣớc ngầm dƣới 1 m. Trong các loại đất dùng để trồng tiêu thì đất đỏ basalt là loại đất lý tƣởng nhất.
2.2.5.
Giống tiêu ở Việt Nam [16]

Các giống tiêu hiện trồng đƣợc chia làm 2 loại hình: Tiêu lá lớn (Lampong hay Kawur) và tiêu lá nhỏ (Muntok hay Bangka). Sự phân biệt 2 loại trên dựa vào một số đặc điểm chính nhƣ sau:
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	Bảng 2.1 Một số đặc điểm khác nhau giữa tiêu lá lớn và tiêu lá nhỏ

	
	

	Tiêu lá lớn
	Tiêu lá nhỏ

	
	

	-  Lá to, chiều dài trung bình một
	-  Lá nhỏ, chiều dài trung bình một lá trƣởng

	lá trƣởng thành khoảng 20 – 25
	thành khoảng 10 – 20 cm, chiều rộng lá khoảng

	cm, chiều rộng lá khoảng 10 –
	5 – 10 cm. Phần lớn các giống tiêu lá nhỏ đều có

	12 cm.
	lá màu xanh rất đậm.


· Cây mọc khỏe, cành tán rộng.
· Thân to, dễ gãy.
· Bắt đầu ra hoa quả sau khi trồng hom đƣợc 3 năm trở lên.
· Chùm hoa chụm, gié hoa dài trên 15 cm. Quả nhỏ.
· Mau cõi
· Rất kén đất. Chỉ cho năng suất cao trong điều kiện tập trung thâm canh


· Cành phụ nhỏ và hơi rủ xuống.
· Thân nhỏ và dai.
· Bắt đầu ra hoa quả sau khi trồng hom đƣợc 2 năm.
· Chùm hoa xòe, gié hoa ngắn (5 – 10 cm). Quả
to.

· Lâu cõi
· Ít kén đất. Trong điều kiện quảng canh vẫn có thể cho năng suất vừa phải ổn định
-  Dễ nhiễm bệnh
-  Ít nhiễm bệnh
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Các đặc tính phân loại trên chỉ có tính cách tƣơng đối, trong quá trình trồng trọt, chúng ta đã thấy có rất nhiều giống mang đặc tính trung gian giữa hai loại hình lá lớn và lá nhỏ.

Hầu hết các giống tiêu địa phƣơng trồng tại Việt Nam đều là loại hình tiêu lá nhỏ, năng suất trung bình, thích ứng với điều kiện quảng canh tại địa phƣơng (Trần Văn Hòa, 2004).
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2.2.6.
Tình hình sản xuất và tiêu thụ tiêu trên thế giới và trong nƣớc [1]

2.2.6.1. Thế giới

Theo thống kê của FAO, cho đến nay có khoảng 70 quốc gia trồng cây tiêu. Các nƣớc có diện tích và sản lƣợng tiêu có ảnh hƣởng đến thị trƣờng thế giới bao gồm: Brazil, Ấn Độ, Việt Nam, Indonesia và Malaysia chiếm 90 % sản lƣợng thế giới.

Trƣớc những năm 90, các nƣớc có sản lƣợng tiêu lớn là Brazil, Indonesia và Malaysia. Đến năm 2000, Ấn Độ đã vƣơn lên đứng vị trí thứ nhất, kế đến là Việt Nam (FAO, 2000). Đến năm 2001, Việt Nam đã vƣợt lên Ấn Độ để trở thành nƣớc có sản lƣợng tiêu lớn nhất thế giới. Với tốc độ sản xuất tiêu nhanh chóng ở Việt Nam và Ấn Độ, lƣợng cung trên thế giới đã vƣợt quá lƣợng cầu khiến giá tiêu trên thị trƣờng thế giới giảm mạnh hơn 50 % từ 3000 – 4000 USD/tấn còn 1500 – 1800 USD/tấn.

Theo thống kê của Cộng đồng hạt tiêu thế giới IPC, lƣợng cung năm 2003 giảm 4% trong bối cảnh giá thấp và điều kiện canh tác không thuận lợi. Ngoài Việt Nam, nƣớc sản xuất hàng đầu, tăng 13% đạt mức 85.000 tấn, sản lƣợng lại giảm mạnh tại các nƣớc nhƣ Ấn Độ, Brazil và Malaysia vì mƣa lớn và sâu bệnh. So với năm 2002 sản lƣợng và xuất khẩu của 6 nƣớc sản xuất hạt tiêu chính trên thế giới đƣợc nêu ở bảng 2.2.

Bảng 2.2 Sản lƣợng và xuất khẩu hồ tiêu của một số nƣớc năm 2003 (ĐVT: tấn)
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	Tên nƣớc
	Sản lƣợng
	Mức thay đổi
	Xuất khẩu
	Mức thay đổi

	
	
	
	
	

	Việt Nam
	85.000
	+13
	82.000
	+5

	Indonesia
	67.000
	+2
	57.000
	-10

	Ấn Độ
	65.000
	-19
	17.200
	-31

	Brazil
	35.000
	-22
	37.940
	+1

	Malaysia
	22.000
	-8
	18.489
	-18

	Sri Lanka
	12.000
	+1
	7.717
	-6


[image: image4.jpg]



(Nguồn: Reuters)

Bƣớc sang những tháng đầu năm 2004, thị trƣờng hạt tiêu thế giới nóng lên với sự tăng giá của hạt tiêu Ấn Độ dẫn đến hạn chế lƣợng nhập khẩu của Mỹ. Nhiều chuyên gia cho rằng xu hƣớng này chỉ dừng lại khi nào hạt tiêu Việt Nam đƣợc bán ra trên thị trƣờng thế giới. Giá hạt tiêu xuất khẩu trên thế giới có chiều hƣớng tăng nhẹ trong thời gian qua do khan hiếm về cung. Thu hoạch tại một số nƣớc sản xuất lớn nhƣ Việt Nam có phần chậm lại. Trong thời gian này, hình nhƣ các tác nhân trong ngành
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hàng chờ đợi những dự báo, thông tin và biến động của thị trƣờng Việt Nam nhất là những thông tin về vụ thu hoạch tới. Trái với xu thế giảm giá trong 2 tháng đầu của năm, giá hạt tiêu trên thị trƣờng thế giới có chiều hƣớng tăng lên vào những ngày đầu tháng 3.

2.2.6.2. Trong nƣớc

Năm 2003 cả nƣớc có khoảng 48.000 ha hồ tiêu với sản lƣợng đạt trên 80.000 tấn. Hiện nay Việt Nam đã trở thành số 1 thế giới về xuất khẩu hồ tiêu. Mặc dù hồ tiêu trên thị trƣờng thế giới giảm mạnh nhƣng nhờ có ƣu thế về giá nhân công, nông dân có nhiều kinh nghiệm về kỹ thuật thâm canh nên năng suất thuộc hàng cao trên thế giới, ngƣời trồng tiêu vẫn có thu nhập khá cao so với những cây trồng khác. Các vùng sản xuất chính trong nƣớc nhƣ Bình Phƣớc, Đồng Nai, Bà Rịa – Vũng Tàu, Phú Quốc luôn có năng suất 2,5 - 3,0 tấn/ha, thậm chí có nơi đạt mức 3,8 - 4,0 tấn/ha. Giá thành ở một số vùng tƣơng đối thấp (800 USD/tấn tại Bình Phƣớc) so với giá thành các nƣớc trong khu vực (1.500 USD/tấn tại Malaysia, Indonesia).

Tuy nhiên, Hiệp hội hồ tiêu Việt Nam chủ trƣơng tập trung thâm canh, cải tạo các vƣờn cây già cỗi, loại bỏ những giống tiêu kém hiệu quả và thay vào đó là các giống tiêu năng suất cao, chất lƣợng tốt (trồng giống tiêu Ấn Độ tại Vĩnh Linh, Quảng Trị, đẩy mạnh thâm canh tiêu tại các vùng Đông Nam Bộ), giữ ổn định diện tích từ 45.000 ha đến 50.000 ha và chỉ phát triển trên các vùng đất đƣợc xác định thích hợp cũng nhƣ khuyến khích nhân rộng mô hình sản xuất tiêu sạch.

Tại thị trƣờng trong nƣớc vào những tháng đầu năm 2004, giá tiêu bán ra của nông dân tại một số khu vực nhƣ Đồng Nai, Bà Rịa – Vũng Tàu chỉ đạt khoảng 15.000-17.000 đồng/kg, giảm 3.000 - 4.000 đồng/kg so với cùng kỳ năm ngoái. Theo Bộ Thƣơng mại, xuất khẩu hồ tiêu của Việt Nam trong quý 1 ƣớc tính đạt khoảng 13.000 tấn với kim ngạch gần 20 triệu USD, đạt 93% về khối lƣợng và 97,5% về giá trị so với cùng kỳ năm ngoái.

2.3.
Một số phƣơng pháp nghiên cứu đa dạng di truyền

2.3.1.
Phƣơng pháp sử dụng các chỉ thị hình thái

Sự đa dạng di truyền có thể phát hiện dựa vào các biểu hiện hình thái. Gen thể hiện bản chất di truyền sẽ đƣợc liên kết với một tính trạng hình thái nào đó mà ngƣời ta có thể đo đếm đƣợc – gen đó có thể xem nhƣ gen chỉ thị. Ví dụ: Có sự liên kết gen giữa lá mầm có màu tím và tính kháng rầy nâu của một vài giống lúa ở Đông Bắc Ấn
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Độ. Khi giống kháng (lá mầm màu tím) đƣợc lai với giống nhiễm (lá mầm màu xanh), sẽ có 90% cơ hội để con lai F2 có lá mầm màu tím kháng rầy nâu. Nhƣ vậy, lá mầm màu tím đƣợc xem nhƣ chỉ thị đối với tính kháng rầy nâu.

Tuy nhiên, số chỉ thị hình thái hiện diện trong tự nhiên cũng rất ít, không thỏa mãn yêu cầu của nhiều chƣơng trình chọn giống và chỉ có quy mô hình thái (cơ quan) hoặc ở giai đoạn phát triển đặc biệt của cá thể. Sự thể hiện các chỉ thị hình thái bị ảnh hƣởng bởi điều kiện môi trƣờng, điều này làm cho chỉ thị hình thái kém thu hút trong cải tiến giống cây trồng.

2.3.2.
Phƣơng pháp sử dụng các chỉ thị isozyme

Isozyme là các dạng protein có cùng phản ứng enzyme nhƣng có sự khác nhau khi chạy điện di. Kỹ thuật điện di đƣợc dùng để đo sự di động của phân tử protein trong một khoảng thời gian nhất định, trên điện trƣờng đồng nhất. Các protein đột biến khác nhau về điện tích sẽ có sự di chuyển khác nhau nên có thể phát hiện sự khác nhau giữa chúng bằng kỹ thuật điện di. Sự khác nhau này phản ánh sự khác nhau trong kích thƣớc và cấu trúc của phân tử protein. Trong nhiều trƣờng hợp, còn liên quan tới sự thay thế bởi một amino acid trong phân tử protein do đột biến từ alen này sang alen khác.

Nhờ kỹ thuật điện di này, cùng lúc có thể phân tích nhiều cá thể của một quần thể nào đó để đánh giá chính xác số phần trăm dị hợp tử của một gen nhất định. Nó cho biết sự đa dạng giữa các nhóm sinh vật theo các protein đƣợc quan sát.

Tuy việc áp dụng chỉ thị isozyme đã làm thay đổi việc nghiên cứu đa dạng di truyền theo chiều hƣớng thuận lợi hơn nhƣng số chỉ thị cũng quá ít, không thỏa mãn cho nhu cầu nghiên cứu.

2.3.3.
Phƣơng pháp dùng chỉ thị phân tử [20]

Chỉ thị phân tử đã chứng minh có tầm quan trọng hơn về lâu dài so với chỉ thị hình thái và chỉ thị isozyme, do số lƣợng của nó gấp hơn nhiều lần so với chỉ thị isozyme (Tanksley và ctv., 1980).

Về căn bản, bất cứ chuỗi mã DNA nào đƣợc phân biệt giữa hai cá thể, hai dòng hoặc hai giống khác nhau đều có thể đƣợc xem là một chỉ thị phân tử. Các chỉ thị phân tử có thể chia làm hai nhóm nhƣ sau:

· Chỉ thị dựa vào phƣơng pháp lai DNA (DNA – DNA hydridization based): RFLP (Restriction Fragment Length Polymophism), minisatellite.
13

· Chỉ thị dựa vào phƣơng pháp PCR: AFLP (Amplified Fragment Length Polymophism), SSR (Simple Sequence Repeat), SSCP (Single Strand Conformation Polymophism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)...
Những lợi ích của chỉ thị phân tử so với chỉ thị hình thái và chỉ thị isozyme:

· Đo lƣờng trực tiếp các vật liệu di truyền.
· Có nhiều chỉ thị trong quần thể.
· Đo lƣờng không chi phối ảnh hƣởng môi trƣờng và ảnh hƣởng có tính chất phát
triển.

2.4.
Các kỹ thuật cần thiết trong tách chiết DNA thực vật

2.4.1.
Phƣơng pháp tách chiết DNA

Mọi nghiên cứu và ứng dụng sinh học phân tử đều bắt đầu bằng việc thu nhận một lƣợng nucleic acid đủ lớn và đủ tinh sạch để tiến hành các thí nghiệm kế tiếp. Mối quan tâm hàng đầu của các kỹ thuật tách chiết nucleic acid là thu nhận đƣợc các phân tử này ở trạng thái nguyên vẹn tối đa không bị phân hủy bởi các tác nhân cơ học (phân tử bị gãy do nghiền, lắc mạnh) hay hóa học (phân tử bị thủy giải bởi các enzyme nội bào giải phóng ra môi trƣờng khi tế bào bị phá vỡ). Các nucleic acid cần đƣợc tách chiết ở nhiệt độ thấp để ức chế hoạt động của các enzyme nội bào.

Một quy trình ly trích DNA ở tế bào thực vật gồm 3 bƣớc cơ bản:

Bƣớc 1: Phá vỡ màng tế bào.

Thông thƣờng ngƣời ta nghiền tế bào hoặc mô trong một hỗn hợp dung dịch đệm chiết. Hỗn hợp này sẽ phá vỡ màng tế bào và màng nhân, giải phóng DNA ra môi trƣờng đồng thời phân hủy các protein liên kết với DNA.

Bƣớc 2: Loại bỏ các thành phần không mong muốn, chủ yếu là các protein. Có  thể  sử  dụng  dung  dịch  CTAB/NaCl  (CTAB:  Cetyltrimethylammonium bromide) tạo phức hợp với polysaccharide và protein rồi kết tủa chúng. Loại bỏ protein   và   phức   hợp   CTAB   –   polysaccharide   –   protein   bằng   hỗn   hợp phenol/chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1). Phenol và chloroform sẽ làm biến tính protein. Ngoài ra chloroform còn làm cho pha nƣớc và pha hữu cơ dễ tách rời nhau. Isoamyl alcohol hạn chế sự nổi bọt trong suốt quá trình ly trích. Protein bị biến tính sẽ không hòa tan trong pha nƣớc có chứa nucleic acid và sau khi ly tâm sẽ tủa thành một lớp nằm giữa pha nƣớc và pha hữu cơ. Pha nƣớc có chứa nucleic acid đƣợc thu nhận

lại.
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Bƣớc 3: Tủa DNA. Có hai cách tủa thông dụng

· Tủa trong ethanol tuyệt đối lạnh. Việc tủa này đƣợc thực hiện trong môi trƣờng có lực ion cao (nồng độ muối cao) và nồng độ ethanol cao (2,5 thể tích ethanol/1 thể tích mẫu), nhiệt độ thấp tạo thuận lợi cho việc kết tủa. Hầu nhƣ các loại nucleic acid đều tủa trong các điều kiện trên.
· Tủa trong isopropanol. Việc tủa này không cần sự hiện diện của muối, thể tích isopropanol/ thể tích mẫu là 1:1. Các DNA có trọng lƣợng phân tử thấp không bị tủa nên có thể loại bỏ chúng bằng tủa trong isopropanol.
Sau đó, cặn tủa phải đƣợc rửa trong ethanol 700để loại bỏ các muối và dấu vết isopropanol còn sót lại.

2.4.2.
Phƣơng pháp định tính và định lƣợng DNA

DNA sau khi thu nhận đƣợc tiến hành phân tích định tính và định lƣợng bằng một số phƣơng pháp nhƣ phƣơng pháp đo mật độ quang, điện di.

Định lƣợng bằng quang phổ kế

Phƣơng pháp này cho phép ƣớc lƣợng tƣơng đối nồng độ nucleic acid có trong mẫu sau khi ly trích đƣợc. Nguyên tắc của phƣơng pháp này dựa vào sự hấp thụ mạnh ánh sáng tử ngoại ở bƣớc sóng 260 nm của các base purine và pyrimidine. Giá trị mật độ quang (OD: optical density) ở bƣớc sóng 260 nm của các mẫu đo cho phép xác định nồng độ nucleic acid trong mẫu dựa vào tƣơng quan: 1 đơn vị OD260nm tƣơng ứng với nồng độ 50 ng/μl cho dung dịch chứa DNA mạch kép và 40 ng/μl cho một dung dịch RNA hay DNA sợi đơn.

Tuy nhiên, cách tính này chỉ đúng với dung dịch chứa nucleic acid sạch. Để kiểm tra độ sạch của dung dịch, ngƣời ta đo thêm giá trị OD280nm. Tại bƣớc sóng 280 nm, protein có mức hấp thụ cao nhất, nhƣng các protein cũng hấp thu bƣớc sóng ở 260 nm nhƣ các nucleic acid và do đó làm sai lệch giá trị thật của nồng độ nucleic acid. Tỉ số OD260nm /OD280nm là tỉ số cho thấy độ tinh sạch của DNA.

· Tỉ số OD260nm /OD280nm = 1,8 đối với DNA tinh khiết.
· Tỉ số OD260nm /OD280nm = 2 đối với RNA tinh khiết. Định tính bằng phƣơng pháp điện di
Nguyên tắc của phƣơng pháp này dựa vào đặc tính cấu trúc của các nucleic acid. Đó là các đại phân tử tích điện âm nên khi chịu tác động của một điện trƣờng, chúng sẽ di chuyển về cực dƣơng của điện trƣờng. Tính linh động của các phân tử này
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đƣợc phân tích trên bảng gel, nó phụ thuộc vào hai chỉ tiêu: khối lƣợng phân tử và nồng độ các chất cấu thành gel. Việc lựa chọn các loại gel cũng nhƣ nồng độ các chất tạo thành gel tùy thuộc kích thƣớc trung bình của các đoạn phân tử nucleic acid cần phân tách.

· Gel agarose: Là loại gel thông dụng nhất, dùng để phân tách những đoạn DNA có kích thƣớc từ 0,5 – 200 kb.
· Gel polyacrylamide: Đƣợc dùng để phân tách những đoạn có kích thƣớc nhỏ, dƣới 1000 bp.
2.5.
Phản ứng PCR (Polymerase chain reaction)

Phản ứng PCR do K. B. Mullis (Nobel hoá học 1993) phát minh ra năm 1985. Đây là phƣơng pháp in vitro để nhân bản nhanh một đoạn DNA nào đó mà chỉ cần một khối lƣợng mẫu ban đầu rất nhỏ. Kỹ thuật này có độ nhạy rất cao và đƣợc ứng dụng trong nhiều lĩnh vực nhƣ sinh học phân tử, chẩn đoán, di truyền quần thể và phân tích pháp y.

2.5.1.
Nguyên tắc

Tất cả DNA polymerase khi hoạt động tổng hợp một mạch DNA mới từ khuôn đều cần sự hiện diện của những mồi chuyên biệt. Mồi là những đoạn oligonucleotide có khả năng bắt cặp bổ sung đầu 3’ của khuôn. DNA polymerase sẽ kéo dài mồi để hình thành sợi mới.

Hiện tƣợng trên chính là cơ sở của phản ứng PCR. Nếu đƣợc cung cấp hai mồi (mồi xuôi và mồi ngƣợc) có khả năng bắt cặp chuyên biệt với hai đầu của một trình tự DNA, phản ứng PCR sẽ nhân bản trình tự nằm giữa hai mồi này.

[image: image5.jpg]



Hình 2.1 Nguyên tắc phản ứng PCR
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Phản ứng PCR gồm 3 bƣớc:

Bƣớc 1: Biến tính

Giai đoạn này đƣợc thực hiện ở nhiệt độ cao (94 – 95 oC) trong vòng 30 giây đến 1 phút, làm cho phân tử DNA mạch kép tách thành 2 mạch đơn. Chính 2 mạch đơn này đóng vai trò là mạch khuôn cho sự tổng hợp 2 mạch bổ sung mới.

Bƣớc 2: Nhiệt độ phản ứng giảm xuống để primer bắt cặp với các mạch của DNA khuôn theo nguyên tắc bổ sung.

· giai đoạn này nhiệt độ đƣợc hạ thấp cho phép các primer bắt cặp với khuôn,

nhiệt độ này dao động trong khoảng 30-70o C, kéo dài trong khoảng 30 giây đến 1 phút, tùy thuộc vào nhiệt độ nóng chảy Tm (melting temperature) của các primer sử dụng. Giai đoạn này gọi là giai đoạn lai.

Bƣớc 3: Kéo dài dây mới nhờ primer

Nhiệt độ đƣợc tăng lên 72oC giúp cho DNA polymerase hoạt động tốt nhất. Thời gian của giai đoạn này tùy thuộc vào độ dài của trình tự DNA khuếch đại, thƣờng kéo dài từ 30 giây đến vài phút.

Một chu kỳ gồm 3 bƣớc trên đƣợc lặp đi lặp lại nhiều lần. Kết quả sau cùng ta có thể thu nhận số lƣợng lớn bản sao trình tự DNA. Tổng số DNA khuếch đại sau phản ứng PCR đƣợc tính theo công thức:

Tổng DNA khuếch đại = m * 2n với  m: số bản sao ban đầu của DNA mẫu

n: số chu kỳ

2.5.2.
Thành phần cơ bản của phản ứng PCR gồm có

· DNA bản mẫu (DNA template)
· Mồi xuôi (primer forward) và mồi ngƣợc (primer reverse)
· dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP)
· Dung dịch đệm cho phản ứng PCR (PCR buffer)
· MgCl2
· Taq polymerase
· Nƣớc cất 2 lần
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2.6.
Một số chỉ thị phân tử thƣờng dùng trong nghiên cứu đa dạng sinh học

Theo thống kê từ một cuộc khảo sát các công trình ứng dụng kỹ thuật phân tử vào nghiên cứu sinh học quần thể, từ năm 1979 đến nay đã có hàng ngàn nghiên cứu về di truyền quần thể trên nhiều đối tƣợng khác nhau , trong đó có hơn 300 nghiên cứu đã sử dụng các chỉ thị phân tử nhƣ RFLP, RAPD, DGGE, minisatellite, SSCP… làm công cụ nghiên cứu. Sự gia tăng sử dụng các kỹ thuật này vào đầu thập niên 90 đã chứng minh vai trò to lớn của chúng trong việc cung cấp những thông tin hữu ích về cấu trúc di truyền quần thể.

Kỹ thuật RAPD đƣợc sử dụng rộng rãi để phân tích tính đa hình của DNA. RAPD và fingerprinting đƣợc sử dụng trong các vấn đề liên quan đến sinh sản và huyết thống. Gần đây, việc sử dụng kỹ thuật minisatellite và microsatellite dần dần tăng lên. Tuy nhiên, chi phí xây dựng thƣ viện DNA vẫn là nhân tố giới hạn của nhiều phòng thí nghiệm muốn sử dụng hai kỹ thuật này. Các kỹ thuật DNA sử dụng các chỉ thị phân tử nhƣ SSCP, DGGE, cũng đã đƣợc áp dụng vào các nghiên cứu quần thể và đã cung cấp sự lựa chọn mới.

2.6.1.
Chỉ thị RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Trong số các chỉ thị phân tử, chỉ thị RFLP đƣợc sử dụng đầu tiên trong việc lập bản đồ gen của con ngƣời (Botstein và ctv., 1980), sau đó đƣợc cải biên để ứng dụng cho việc lập bản đồ (mapping) ở cây trồng. RFLP là thể đa hình đáng tin cậy nhất, có thể đƣợc dùng cho những phân tích chính xác về kiểu gen.

RFLP đƣợc định nghĩa là tính đa hình về chiều dài các đoạn cắt giới hạn, biểu hiện sự khác nhau về kích thƣớc các phân đoạn DNA đƣợc cắt bằng các enzyme cắt giới hạn.

Nguyên tắc của kỹ thuật này dựa trên độ đặc hiệu của enzyme cắt giới hạn đối với vị trí nhận biết của chúng trên DNA bộ gen. DNA bộ gen đƣợc cắt bằng các enzyme cắt giới hạn, chạy điện di qua gel agarose, thấm qua màng lai và lai với một mẫu dò DNA (đƣợc đánh dấu phóng xạ). Sự khác biệt vị trí cắt giữa hai cá thể sẽ tạo ra các phân đoạn cắt khác nhau.
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Hình 2.2 Nguyên tắc của kỹ thuật RFLP

Chỉ thị RFLP có khả năng sử dụng rất phong phú, vì là chỉ thị đồng trội cho phép phân biệt đƣợc cá thể đồng hợp và dị hợp, nhƣng quy trình thực hiện phức tạp, nguy hiểm đến sức khỏe ngƣời thực hiện, đắt tiền, yêu cầu DNA có số lƣợng và chất lƣợng rất cao. Do đó, ngƣời ta có xu hƣớng sử dụng những chỉ thị đơn giản hơn trên cơ sở phản ứng PCR.

2.6.2.
Chỉ thị AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)[12]

AFLP đƣợc định nghĩa là sự đa hình các đoạn cắt khuếch đại, là kỹ thuật kết hợp giữa RFLP và PCR. Trên nguyên tắc, AFLP gồm hai nội dung cơ bản:

· Cắt DNA bằng enzyme cắt giới hạn có bổ sung các adapter đặc hiệu tạo nên các đoạn có đầu mút giống nhau, đặc trƣng cho các primer đã chọn trƣớc.
Adapter là một đoạn oligonucleotide đôi, đƣợc tổng hợp nhân tạo và có trình tự tƣơng ứng với trình tự ở đầu đoạn DNA đƣợc phân cắt bởi một loại enzyme nhất định

· Nhân đoạn DNA bằng kỹ thuật PCR qua hai giai đoạn với hai loại primer khác
nhau.

Enzyme đƣợc sử dụng để cắt DNA của bộ gene là:
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MseI: Là enzyme cắt ở vị trí xác định là 4 base
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EcoRI: Là enzyme cắt ở vị trí xác định là 6 base
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Primer : Có hai loại primer đƣợc sử dụng
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Primer dùng trong khuếch đại tiền chọn lọc:

EcoRI: 5’GACTGCGTACCAATTC-3’

MseI: 5’GATGAGTCCTGAGTAA-3’
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Primer dùng trong khuếch đại chọn lọc:

Là các primer khuếch đại tiền chọn lọc đƣợc thêm vào từ 1 đến 2 nucleotide ở đầu 3’. Ví dụ: EcoRI A gắn thêm CT và MseI C gắn thêm AG vào đầu 3’.

EcoRI: 5’FAM-GACTGCGTACCAATTCACT-3’

MseI : 5’-GATGAGTCCTGAGTAACAG-3’
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Hình 2.3 Nguyên tắc của kỹ thuật AFLP Quy trình thực hiện AFLP gồm các bƣớc cơ bản:

· Tách chiết và tinh sạch DNA.
· Cắt các mẫu DNA nghiên cứu bằng các cặp enzyme giới hạn chọn lọc có bổ sung adapter tƣơng ứng.
· Tiến hành PCR hai giai đoạn với hai loại primer đặc hiệu, primer 1 + 1 nucleotide và primer 2 + 2 nucleotide.
2.6.3.
Chỉ thị RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) đƣợc định nghĩa là sự đa hình các đoạn DNA đƣợc khuếch đại ngẫu nhiên. Kỹ thuật này sử dụng các mồi tổng hợp đơn, ngắn (thƣờng khoảng 10 – mer ), trình tự các mồi này đƣợc thiết kế một cách ngẫu nhiên nhằm khuếch đại các trình tự DNA chƣa biết bằng phản ứng PCR. Sau khi
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bắt cặp tại các vị trí trên sợi DNA, mồi tiến hành sự khuếch đại để tạo ra các đoạn DNA có kích thƣớc khác nhau. Các đoạn DNA có kích thƣớc khác nhau này đƣợc nhận biết bằng điện di. Một mồi có thể tạo ra sự đa hình DNA giữa các cá thể và các đoạn đa hình này có thể đƣợc dùng nhƣ những chỉ thị.
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Hình 2.4 Nguyên tắc của kỹ thuật RAPD

Kỹ thuật RAPD ra đời sau kỹ thuật RFLP, tuy khả năng tạo đa hình tƣơng đƣơng với kỹ thuật RFLP nhƣng quy trình thực hiện đơn giản hơn, chi phí thấp hơn, thu kết quả nhanh hơn, giúp các nhà khoa học có thể thu đƣợc sự đa hình DNA tại rất nhiều locus. Vì các mồi sử dụng trong kỹ thuật RAPD ngắn nên dễ dàng tìm đƣợc các trình tự tƣơng đồng trên DNA bộ gen. Do đó, tính đa hình thu đƣợc từ RAPD là đáng tin cậy vì khi có bất kỳ sự thay đổi một base nitơ nào thì sẽ nó sẽ ngăn cản sự bắt cặp giữa mồi và DNA mạch khuôn. Do tính hiệu quả nên RAPD nhanh chóng có vị trí xứng đáng trong nghiên cứu về sự đa dạng di truyền một số giống cây trồng một và hai lá mầm nhƣ lúa, chuối, dứa, cà chua, cacao…Khái niệm chọn tạo giống phân tử (molecular breeding) hình thành trên cơ sở chức năng chẩn đoán của các kỹ thuật sinh học dựa trên DNA (DNA-based diagnostics) trong đó có kỹ thuật RAPD.
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2.6.4.
Chỉ thị SSR (Simple Sequence Repeat)

SSR là các trình tự hai nucleotide ((AC)n, (AG)n, (AT)n) hoặc ba nucleotide ((TAT)n, (TCT)n, (CAG)n) lặp lại. Do vậy nguyên tắc của phƣơng pháp này là dựa trên sự khuếch đại các trình tự lặp lại trên bộ gene bằng các primer đặc hiệu có khả năng bổ sung vào hai đầu của locus microsatellite. Sản phẩm PCR là các đoạn DNA có chiều dài khác nhau do sự biến thiên về độ dài. Do số lần lặp lại cao của microsatellite

· các cá thể nên sự đa hình cao hơn ở các trƣờng hợp khác nhƣ RFLP, RAPD và sự đa hình ở các cá thể khác nhau tất nhiên là khác nhau. Chiều dài các đoạn DNA qua điện di thƣờng có kích thƣớc 100 – 200 bp. Tuy nhiên, SSR thƣờng đƣợc phân tích trên DNA hệ gen nhỏ mang trình tự lặp lại và kích thƣớc của chúng đƣợc nhận biết sau khi điện di trên gel.

SSR đƣợc thực hiện theo bốn bƣớc:

· Tách chiết và tinh sạch DNA của các mẫu nghiên cứu.
· Thực hiện phản ứng PCR với các primer đặc trƣng cho các đoạn lặp đơn giản.
· Điện di kết quả trên gel polyacrylamide và tính toán số liệu, xác định mức độ giống và khác nhau giữa các đoạn lặp DNA.
· Xử  lý  số  liệu  bằng  các  phần  mềm  Map  Marker  Program,  SYSTAT,
NTSYSpc… Lập bản đồ di truyền và dựng cây phát sinh loài.

2.7.
Cây phát sinh loài [4]

Tất cả các phƣơng pháp nghiên cứu sự đa dạng của quần thể đều cho kết qủa cuối cùng là các dữ liệu phân tử biểu hiện bằng các băng vạch trên bảng điện di rất phức tạp. Để lấy đƣợc các thông tin sinh học từ dữ liệu thô này, các nhà khoa học cần đến sự hỗ trợ của máy tính với các phần mềm phân tích dữ liệu thực nghiệm. Các thông số về độ đa dạng kiểu gen, độ đa dạng kiểu hình, khoảng cách gen giữa các quần thể... đƣợc tính toán theo phƣơng trình của Nei (1987). Từ các thông tin này, cây phát sinh loài sẽ đƣợc xây dựng khi dùng các phƣơng pháp UPGMA, Neighbor Joining, Maximum parsimoni hoặc Maximum likehood. Trƣớc khi tìm hiểu phải lựa chọn phƣơng pháp và phần mềm phù hợp, chúng ta cần tìm hiểu một số thuật ngữ về cây phát sinh loài nhằm cung cấp những thông tin cơ bản để hiểu và giải thích cây phát sinh loài.
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2.7.1.
Một số thuật ngữ

Điểm cùng: biểu diễn cho các cá thể, còn đƣợc gọi là đơn vị tiến hóa OTU (Operational Taxonomic Units).

Điểm giữa (node): dùng để phân loại hay thể hiện tổ tiên của cá thể (OTU).

Nhánh (branch): xác định các mối quan hệ của cá thể ở hiện tại với tổ tiên của

chúng.

Chiều dài nhánh (branch length): thể hiện thời gian tiến hóa của loài.

Gốc: là một tổ tiên chung của các cá thể đƣợc biểu diễn trên cây phát sinh loài.

2.7.2.
Những cách vẽ cây phát sinh loài

Cây phát sinh loài có thể đƣợc vẽ bằng nhiều cách. Có thể vẽ cây phát sinh loài với chiều dài nhánh thể hiện thời gian tiến hóa, cũng có thể vẽ cây với thời gian tiến hóa đƣợc chỉ ra ở phía bên trên nhánh.

Hoặc có thể vẽ cây phát sinh loài có gốc hoặc không có gốc.

Đối với những cây có gốc thì gốc thể hiện một tổ tiên chung. Với mỗi loài, luôn có một đƣờng duy nhất từ gốc dẫn đến loài đó.

Đối với cây không có gốc thì tuy chỉ ra đƣợc mối quan hệ giữa các loài nhƣng không xác định rõ con đƣờng tiến hóa.

2.7.3.
Các phƣơng pháp chủ yếu tạo cây phát sinh loài

Tất cả các phƣơng pháp phân tích di truyền quần thể đều xây dựng một cây phát sinh loài mô tả mối quan hệ giữa các cá thể trong quần thể. Hiện nay, có hai phƣơng pháp đang đƣợc sử dụng phổ biến nhất là UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic) và Neighbor – Joining, cả hai phƣơng pháp đều tạo cây tiến hóa từ ma trận khoảng cách gen và độ tƣơng đồng gen giữa các quần thể.

UPGMA: Đây là phƣơng pháp đƣợc sử dụng rộng rãi nhất để xây dựng cây phát sinh loài, phản ánh mức tƣơng tự các kiểu hình giữa các OTU. Với một ma trận cho trƣớc, thuật toán sẽ nhóm một cặp đơn vị tiến hóa có khoảng cách nhỏ nhất (có mức tƣơng đồng gen cao nhất) với giá trị bằng nửa khoảng cách giữa hai OTU. Sau đó, cặp đơn vị tiến hóa này đƣợc xem nhƣ một OTU mới, trong đó, Khoảng cách giữa OTU mới này với một OTU khác là trung bình khoảng cách giữa OTU đó với OTU còn lại trong nhóm. Thuật toán tiếp tục nhóm các OTU có khoảng cách nhỏ nhất cho đến khi chỉ còn có hai OTU. Cuối cùng UPGMA sẽ tạo một cây tiến hóa có gốc.
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Neighbor – Joining: Đây là một trong những phƣơng pháp xây dựng cây tiến hóa với ít nhánh nhất. Nguyên tắc của phƣơng pháp này là tìm ra thứ tự các cặp hàng xóm (neighbor) hợp lý nhất làm giảm tổng chiều dài của cây tiến hóa.

2.8.
Một số nghiên cứu về đa dạng di truyền ở cây tiêu trên thế giới và Việt

Nam

2.8.1.
Thế giới [23]

Năm 2001, nhóm tác giả ngƣời Ấn Độ đã khảo sát sự đa dạng di truyền giữa 22 giống tiêu thuộc dòng Piper nigrum thu thập đƣợc từ miền Nam Ấn Độ và 2 dòng hoang dại là P.longum và P.colubrinum bằng kỹ thuật RAPD. Trong số 34 mồi ngẫu nhiên đƣợc dùng thì có 24 mồi cho kết quả tốt. 5 mồi ngẫu nhiên trong số 24 mồi này cho các băng đồng hình, số còn lại cho các băng đa hình (từ 3 đến 21 băng). Tổng số băng thu đƣợc ở 22 giống thuộc dòng Piper nigrum là 327, trong số đó 11 băng là đồng hình.

Dựa trên sự hiện diện của các băng DNA để tính hệ số đo Jaccard’s cho mỗi băng, sử dụng phƣơng pháp Neighbour – Joining và kết quả đƣợc thể hiện bằng cây phát sinh loài sử dụng chƣơng trình UPGMA. Kết quả phân tích RAPD cho thấy mức tƣơng đồng về kiểu gen giữa các giống tiêu này là từ 0,11 đến 0,66.

2.8.2.
Việt Nam

Các viện và trƣờng đại học ở nƣớc ta đã có sự nổ lực nghiên cứu về cây tiêu trong nhiều năm qua, cụ thể là Viện Khoa Học Kỹ Thuật Nông Nghiệp Miền Nam, Viện Sinh Học Nhiệt Đới, Viện Nghiên Cứu Cây Ăn Quả Miền Nam, Viện Nghiên Cứu Nông Lâm Nghiệp Tây Nguyên, Trƣờng Đại Học Nông Lâm, Đại Học Tây Nguyên… Ngoài ra, các trung tâm khuyến nông của các tỉnh cũng hỗ trợ đắc lực trong việc chuyển giao các kết quả nghiên cứu cho ngƣời dân.

Năm 1989, đề tài cấp nhà nƣớc về cây tiêu 18A – 01 – 06 nghiên cứu toàn diện về cây tiêu ở nƣớc ta đã đƣợc tổng kết với một số nội dung về giống, kỹ thuật canh tác và cả các biện pháp phát triển.

Năm 2001, đề tài cấp nhà nƣớc KC 06 – 11 – NN “Nghiên cứu các giải pháp khoa học công nghệ và thị trƣờng để phát triển vùng hồ tiêu nguyên liệu phục vụ chế biến và xuất khẩu” do Bộ Khoa Học và Công Nghệ chủ trì,Viện Khoa Học Kỹ Thuật Nông Nghiệp Miền Nam thực hiện.
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Đƣợc sự hỗ trợ kinh phí từ đề tài cấp nhà nƣớc mã số KC 06 – 11 – NN, nhóm tác giả thuộc Bộ Môn Bảo Vệ Thực Vật và Trung Tâm Phân Tích Thí Nghệm Hóa Sinh của trƣờng Đại Học Nông Lâm đã thực hiện đề tài “Xác định triệu chứng và mức độ nhiễm bệnh virus trên cây hồ tiêu tại vùng Bình Long, Bình Phƣớc và Châu Đức, Bà Rịa – Vũng Tàu”. Kết quả điều tra đã cho thấy tỉ lệ cây tiêu bị nhiễm TMV trung bình là 40%.

Gần đây, năm 2005, đề tài cấp tỉnh “Tuyển chọn các giống tiêu tốt tại tỉnh Bà Rịa – Vũng Tàu” do Sở Khoa Học Công Nghệ Tỉnh Bà Rịa – Vũng Tàu chủ trì, Trung Tâm Khuyến Nông Và Giống Nông Nghiệp Tỉnh Bà Rịa – Vũng Tàu thực hiện cũng đã thu đƣợc một số kết quả ban đầu.
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PHẦN 3.
VẬT LIỆU VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

3.1.
Nội dung

Đề tài đƣợc thực hiện với hai nội dung sau:

· Nội dung 1: Điều tra về các giống tiêu hiện đƣợc trồng tại thị xã Bà Rịa.
· Nội dung 2: Thực hiện phản ứng RAPD để đánh giá mức độ đa dạng di truyền của quần thể tiêu tại thị xã Bà Rịa.
3.2.
Thời gian và địa điểm thực hiện đề tài

Đề tài đƣợc thực hiện từ ngày 6 tháng 3 năm 2006 đến ngày 6 tháng 8 năm 2006 tại thị xã Bà Rịa và phòng thí nghiệm Công Nghệ Sinh Học Thực Vật – Trung tâm Phân Tích Thí Nghiệm Hóa Sinh – Trƣờng Đại học Nông Lâm TP.HCM.

3.3.
Vật liệu

3.3.1.
Giống tiêu

Bảng 3.1 Danh sách các giống tiêu sử dụng trong nghiên cứu
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	Thứ tự
	Tên giống
	Nguồn gốc

	
	
	

	1
	Ấn Độ lá bầu
	Ấn Độ

	2
	Ấn Độ đọt tím
	Ấn Độ

	3
	Paniyur – 1
	Ấn Độ

	4
	Ấn Độ lá dài
	Ấn Độ

	5
	Ấn Độ đọt trắng
	Ấn Độ

	6
	Karimunda
	Ấn Độ

	7
	Kuchin
	Mã Lai

	8
	Vĩnh Linh
	Indonesia

	9
	Phú Quốc
	Campuchia

	10
	Sẻ lá nhỏ
	Giống địa phƣơng

	11
	Sẻ lá lớn
	Giống địa phƣơng
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3.3.2.
Hóa chất cần thiết

· Hóa chất dùng trong tách chiết và kiểm tra DNA lá tiêu
· Dung dịch nitơ lỏng
· Dung dịch EB (extraction buffer) cho quy trình ly trích 1 và 2 :
· 2% w/v CTAB
· 1,4M NaCl
· 100 mM Tris – HCl pH 8.0
· 20mM EDTA
· 2% PVP
· 0,1% v/v β – mercaptoethanol
· Dung dịch EB (extraction buffer) dùng cho quy trình ly trích 3:
· 1,4M NaCl
· 100 mM Tris – HCl pH 8.0
· 20mM EDTA
· Dung dịch phenol/chloroform (1:1)
· Dung dịch chloroform /isoamylalcohol (24:1)
· Dung dịch phenol /chloroform /isoamylalcohol (25:24:1)
· Dung dịch isopropanol lạnh
· Ethanol 700, 1000
· RNase
· Dung dịch TE
· 10mM Tris – HCl pH 8,0
· 1mM EDTA
· Hóa chất dùng cho kỹ thuật PCR – RAPD
· Taq polymerase
· Taq buffer
· MgCl2
· dNTPs
· DNA mẫu
· Nƣớc cất 2 lần, hấp khử trùng và chiếu UV
· Primer
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Bảng 3.2 Danh sách các primer sử dụng trong nghiên cứu
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	Số thứ tự
	Primer
	Trình tự

	
	
	

	1
	OPA – 05
	AGGGGTCTTG

	2
	OPF – 09
	CCAAGCTTCC

	3
	OPS – 03
	CAGAGGTCCC

	4
	OPT – 06
	CAAGGGCAGA

	5
	OPW – 11
	CTGATGCGTG

	6
	OPZ – 20
	ACTTTGGCGG

	7
	A – 11
	CAATCGCCGT

	8
	AL – 08
	GTCGCCCTCA

	9
	RAPD1
	GGTGCGGGAA

	10
	RAPD3
	GTAGACCCGT

	11
	RAPD5
	AACGCGCAAC

	12
	RAPD6
	CCCGTCAGCA

	13
	OPD03
	GGGGGTCTTT

	14
	OPD05
	TGAGCGGACA

	15
	OPD13
	GGGGTGACGA

	16
	OPA10
	GTGATCGCAG

	17
	OPC11
	AAAGCTGCGG

	18
	OPD02
	GGACCCAACC

	19
	RAPD4
	AAGAGCCCGT
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· Hóa chất dùng cho điện di
· Agarose
· Dung dịch TAE 0,5X
· Ladder
· Loading dye
· Dung dịch ethidium bromide
· Thiết bị và dụng cụ thí nghiệm
Thiết bị và dụng cụ dùng trong thí nghiệm tách chiết DNA

· Chày cối nghiền mẫu
· Cân điện tử
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· Ống eppendorf 1,5 ml
· Pipette 10 μl – 100 μl và 100 μl – 1000 μl
· Đầu túyp 10 μl – 100 μl và 100 μl – 1000 μl
· Bao tay
· Máy ly tâm
· Tủ sấy
· Tủ ủ mẫu
· Tủ – 20oC , 40C
· Autoclave
· Tủ hút
Thiết bị và dụng cụ dùng trong điện di

· Buồng điện di
· Máy chụp hình DNA Geldoc
· Pipette 0,5 μl – 10 μl
· Đầu túyp  0,5 μl – 10 μl
Thiết bị và dụng cụ dùng trong phản ứng PCR

· Máy PCR PTC Thermocycle 100
· Tủ cấy vô trùng
· Ống eppendorf 1,5 ml
· Pipette 0,5 μl – 10 μl và 10 μl – 100 μl
· Đầu túyp 0,5 μl – 10 μl và 10 μl – 100 μl
3.4.
Phƣơng pháp

3.4.1.
Nội dung 1: Điều tra về các giống tiêu hiện đƣợc trồng tại thị xã Bà

Rịa

· Phƣơng pháp tiến hành
Tiến hành điều tra, thu thập thông tin theo phiếu soạn sẵn qua phỏng vấn trực tiếp tại vƣờn tiêu trên 5 tuổi và có trên 200 trụ tiêu của 50 hộ dân trên địa bàn thị xã Bà Rịa. Các nội dung điều tra gồm:

· Các giống tiêu hiện đƣợc trồng tại thị xã Bà Rịa và mức độ phổ biến của giống.
· Đặc điểm của các giống tiêu
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· Chỉ tiêu theo dõi
· Tỷ lệ trồng của từng giống (%) = (Số hộ trồng : 50) × 100
· Các đặc trƣng về lá: o Dài lá
o Rộng lá o Gân lá o Mép lá

o Màu sắc lá o Dạng lá

· Các yếu tố cấu thành năng suất và năng suất của các giống tiêu: o Số gié bông trung bình trên 1 m2
o  Số hạt trung bình có trên gié

o Phẩm chất hạt: trọng lƣợng 1000 hạt, đƣờng kính hạt o Năng suất hạt tiêu (kg/trụ)

3.4.2. Nội dung 2: Thực hiện phản ứng RAPD để đánh giá mức độ đa dạng di truyền của quần thể tiêu tại thị xã Bà Rịa

· Thí nghiệm 1: Khảo sát 3 quy trình ly trích DNA
· Thiết kế thí nghiệm
Thí nghiệm đƣợc bố trí gồm 3 nghiệm thức, mỗi nghiệm thức đƣợc lặp lại 3 lần.

· Nghiền 0,3 g látrong nitơ lỏng, cho vào eppendorf 1,5 ml.
· Thêm 1 ml dung dicḥ EB đa ̃đƣơc̣ đun nóng ở650C.
· Mâũ đƣơc̣ ủtrong 1 giờ ở650C. Ly tâm, chuyển phần dịch qua eppendorf mới.
· Sau đóthêm vào 500 μl phenol/chloroform (1:1), lắc nhẹ và đều.
· Ly tâm trong 15 phút ở 11.000 vòng/phút
· Hút dịch nổi và tủa DNA bằng cách thêm vào isopropanol , để ở 40C trong 15 – 30 phút
· Rửa lại DNA bằng ethanol 700
· Ly tâm và để khô. Sau đó hòa trong dung dịch TE 1X.
· Bảo quản mẫu ở -200C
Quy trình 2 (nghiệm thức 2)
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
Cắt nhỏ lá và đặt lá vào cối. Thêm 400
l EB, nghiền các mô lá với chày.
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· Thêm tiếp 400 l EB và tiếp tục nghiền đến khi dung dịch có màu xanh đó là dấu hiệu tế bào bị phá vỡ và phóng thích diệp lục.
· Trộn và chuyển 400   l dịch nghiền vào một eppendorf 1,5ml. Ủ ở 650C trong
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15 phút.

· Thêm 400  l chloroform/isoamyl alcohol (24:1). Trộn cẩn thận và khéo léo. Đặt
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eppendorf này vào ly tâm 13000 vòng khoảng 30 giây. Chuyển dung dịch bên trên vào eppendorf mới và ghi nhãn. Giai đoạn này cần sự cẩn thận để tránh trộn lẫn dung dịch.

· Thêm vào 800  l ethanol 1000 và trộn cho tốt. Ly tâm trong thời gian từ 3 đến 5
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phút. Đỗ bỏ phần dịch.

· Rửa tủa với ethanol 700 và phơi khô DNA.
· Hòa tan DNA vào 50  l TE 1X. Giữ ở nhiệt độ - 200C.
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· Cân 0,5 g mẫu cho vào cối
· Thêm vào 3 ml dịch trích DNA (gồm 2,7 ml EB và 0,3 ml sakosyl 10%). Nghiền mô lá với dịch trích.
· Lấy phần dịch nghiền cho vào eppendorf 1,5 ml và đem ủ ở 550C trong 1 giờ.
· Sau đó ly tâm ở 6000 vòng trong 10 phút ở nhiệt độ 100C
· Tiếp theo hút khoảng 800  l dịch lỏng phía trên cho vào eppendorf mới rồi cho
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100 l NaCl 5M và 100  l CTAB/NaCl (CTAB 10% với 0,7 M NaCl). Đem ủ ở 650C
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trong 10 phút.

[image: image25.jpg]



· Cho tiếp 600   l chloroform/isoamyl alcohol (24:1), trộn đều và ly tâm 12000
vòng trong 10 phút ở 100C.
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· Sau khi ly tâm, hút khoảng 800 l dịch nổi phía trên sang eppendorf mới và tiếp tục cho 600 l phenol/chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1), trộn đều và ly tâm ở 12000 vòng trong 10 phút ở 100C.
[image: image27.jpg]> Néng 56 DNA
Trong phan tmg RAPD. néng dé6 DNA khéng anh hwdéng nhiéu dén phan vmg. Qua
khao sat. chiing t6i thiy ndng d6 DNA 1a 50ng t6i wu nhat.

Giéng 1. DNA 100ng
Giéng 2. DNA 50ng
Giéng 3. DNA 20ng
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 Hút 600 l sang eppendorf mới, cho vào 360 l isopropanol, trộn đều và ủ ở nhiệt độ -200C trong 30 phút (giai đoạn này gọi là giai đoạn ngƣng kết DNA). Ly tâm ở tốc độ 15000 vòng trong thời gian 15 phút ở nhiệt độ 100C.
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· Ly tâm xong, đổ nhẹ phần nƣớc phía trên và giữ lại phần cặn phía dƣới, để cho
khô và rửa lại bằng ethanol 700. Sau khi rửa xong, cho 100 l TE 1X vào để hòa tan DNA.
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· Sau đó giữ lạnh ở -200C.
Bảng 3.3 So sánh sự khác nhau của ba quy trình tách chiết khảo sát
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	Quy trình
	Quá trình
	Đệm tách
	Tác nhân biến tính
	Tác nhân

	
	
	nghiền
	chiết
	protein
	tủa DNA

	
	
	
	
	
	

	
	1
	Nghiền
	CTAB
	Phenol/chloroform (1:1)
	Isopropanol

	
	
	trong N2
	
	
	

	
	
	lỏng
	
	
	

	
	2
	Nghiền
	CTAB
	Chloroform/isoamyl
	Ethanol 1000

	
	
	trong dung
	
	alcohol (24:1)
	

	
	
	dịch EB
	
	
	

	
	3
	Nghiền
	CTAB/NaCl
	Chloroform/isoamyl
	Isopropanol

	
	
	trong dung
	Sakosyl 10%
	alcohol (24:1)
	

	
	
	dịch EB
	
	Phenol/chloroform/isoamyl
	

	
	
	
	
	alcohol (25:24:1)
	

	
	
	
	
	
	


· Phƣơng pháp tiến hành
Các mẫu lá đƣợc lấy ngẫu nhiên tại các vƣờn đƣợc chọn. Ở mỗi giống, chọn từ

2 – 3 vƣờn, lấy khoảng 5 – 10 lá (1 mẫu) đã trƣởng thành, không lấy lá đã già, chọn những lá tốt, không bị rách hay bị sâu hại, lau sạch rồi cho vào bọc nylon đã ghi đầy đủ thông tin về mẫu. Mẫu đƣợc trữ trong thùng đá lạnh, sau đó đem về trữ trong tủ lạnh –20oC tại Trung tâm Phân tích Thí nghiệm Hoá Sinh – Trƣờng Đại học Nông Lâm TP. HCM.

Tiến hành chọn ngẫu nhiên 5 mẫu lá của 5 giống tiêu để khảo sát 3 quy trình ly trích DNA. DNA tổng số sau khi ly trích sẽ đƣợc kiểm tra định tính và định lƣợng bằng phƣơng pháp điện di và đo OD. Từ các kết quả thu đƣợc, chọn ra quy trình ly trích cho kết quả ly trích tốt nhất để ly trích hết các mẫu còn lại.
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o Định tính DNA bằng phƣơng pháp điện di
DNA sau khi đƣợc ly trích sẽ đƣợc định tính bằng phƣơng pháp điện di trên gel agarose 1 %. Dƣới tác dụng của điện trƣờng, do tích điện âm (do tính chất của nhóm phosphate) nên DNA di chuyển từ cực âm sang cực dƣơng. Khi DNA di chuyển qua các lỗ của agarose, sự cọ sát giữa hạt agarose và phân tử DNA tạo ra lực kháng làm ngăn cản sự chuyển dịch của DNA. DNA có phân tử càng lớn thì lực cản càng mạnh, do đó DNA có phân tử càng nhỏ di chuyển càng nhanh. Nhờ vậy ta có thể phân loại đƣợc các đoạn DNA trên gel agarose.

Sau khi điện di trên gel, các đoạn DNA đƣợc phân ra tùy theo trọng lƣợng phân tử. Có thể quan sát chúng bằng mắt nhờ kỹ thuật nhuộm màu với ethidium bromide và chụp gel bằng tia UV.

· Pha gel agarose với nồng độ 1 %: Cân 0,125 g agarose cho vào 12,5 ml dung dịch TAE 0,5X. Đun sôi bằng lò Viba ở bƣớc sóng 650 W cho đến khi agarose tan hoàn toàn. Để nguội đến khoảng 600C.
· Đổ gel, chờ agarose đông
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
Load mẫu vào các giếng với tỷ lệ 2
l loading dye và 4
l DNA mẫu.

· Chạy điện di ở điều kiện 100 V, 250 mA, thời gian khoảng 20 phút.
· Nhuộm gel bằng dung dịch ethidium bromide 10mg/ml khoảng 15 phút, sau đó đƣa vào máy Geldoc đọc kết quả.
o Định lƣợng DNA bằng phƣơng pháp đo OD Cách tiến hành:
1. Xây dựng đƣờng chuẩn: Dùng dung dịch TE 1X để tạo đƣờng chuẩn.

2. Pha loãng dung dịch DNA đến nồng độ thích hợp để đo với dung dịch TE 1X.

Cho vào cuvette. Tiến hành đo OD.

· Chỉ tiêu theo dõi
o Chất lƣợng DNA: độ sáng của băng DNA, độ smear (gãy) của DNA trên gel điện di.
o Độ tinh sạch của DNA: tỷ lệ OD260/OD280
o Hàm lƣợng DNA: từ kết quả OD260 và OD280, có thể ƣớc lƣợng hàm lƣợng DNA theo công thức:
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Hàm lƣợng DNA (ng/  l) = [(62,9 * OD260nm) – (36 * OD280nm)]* Độ pha loãng
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· Thí nghiệm 2: Tối ƣu hóa phản ứng RAPD
· Thí nghiệm 2a: Khảo sát ảnh hƣởng của số chu kỳ khuếch đại đến sản phẩm
o Thiết kế thí nghiệm: Thí nghiệm đƣợc bố trí gồm 2 nghiệm thức. Mỗi nghiệm

thức đƣợc lặp lại 3 lần. Mỗi nghiệm thức gồm 6 mẫu DNA.

Bảng 3.4 Thí nghiệm khảo sát ảnh hƣởng của số chu kỳ đến sản phẩm RAPD

	
	
	Nghiệm thức 1
	
	
	Nghiệm thức 2
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	Số chu kỳ
	Nhiệt độ (0C)
	Thời gian
	Số chu kỳ
	Nhiệt độ (0C)
	Thời gian

	
	
	
	(phút)
	
	
	(phút)

	
	
	
	
	
	
	

	
	1
	94
	4
	1
	94
	4

	
	
	94
	1
	
	94
	1

	
	40
	37
	1
	37
	37
	1

	
	
	72
	2
	
	72
	2

	
	1
	72
	5
	1
	72
	5

	
	
	Giữ ở 40C
	
	
	Giữ ở 40C
	

	
	
	
	
	
	
	


o Phƣơng pháp tiến hành: chọn ngẫu nhiên 6 mẫu DNA có chất lƣợng tốt, thực hiện phản ứng RAPD với nồng độ các thành phần phản ứng nhƣ bảng 3.5
Bảng 3.5 Thành phần phản ứng RAPD dùng trong thí nghiệm 2.1


	Hóa chất
	Nồng độ sử dụng

	
	

	PCR buffer
	1X

	MgCl2
	2 mM

	dNTP
	0,2 mM

	Primer
	1  M

	Taq polymerase
	0,75 U

	DNA mẫu
	25 ng

	H2O
	Thêm vừa đủ 25  l

	
	



o Chỉ tiêu theo dõi: Độ sáng, rõ của các băng khuếch đại trên gel điện di.
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· Thí nghiệm 2b: Khảo sát ảnh hƣởng của nồng độ primer đến sản phẩm RAPD
o Thiết kế thí nghiệm:
Thí nghiệm đƣợc bố trí gồm 4 nghiệm thức. Mỗi nghiệm thức đƣợc lặp lại 3

lần. Mỗi nghiệm thức gồm 1 mẫu DNA.

Bảng 3.6 Thí nghiệm khảo sát ảnh hƣởng của nồng độ primer đến sản phẩm RAPD

	
	
	Nghiệm thức 1
	Nghiệm thức 2
	Nghiệm thức 3
	Nghiệm thức 4

	
	
	
	
	
	

	
	Nồng độ primer
	0,5  M
	1  M
	1,5  M
	2  M

	
	
	
	
	
	



o Phƣơng pháp tiến hành: Tiến hành chọn 1 mẫu DNA có chất lƣợng tốt và primer RAPD 6 để khảo sát ảnh hƣởng của nồng độ primer đến sản phẩm RAPD.
o Chỉ tiêu theo dõi: Độ sáng, rõ của băng khuếch đại trên gel điện di.
· Thí nghiệm 2c: Khảo sát ảnh hƣởng của nồng độ Mg2+ đến sản phẩm RAPD
o Thiết kế thí nghiệm:
Thí nghiệm đƣợc bố trí gồm 4 nghiệm thức. Mỗi nghiệm thức đƣợc lặp lại 3 lần. Mỗi nghiệm thức gồm 1 mẫu DNA.

Bảng 3.7 Thí nghiệm khảo sát ảnh hƣởng của nồng độ Mg2+ đến sản phẩm RAPD

	
	Nghiệm thức 1
	Nghiệm thức 2
	Nghiệm thức 3
	Nghiệm thức 4

	
	
	
	
	

	Nồng độ Mg2+
	2 mM
	2,5 mM
	3 mM
	3,5 mM

	
	
	
	
	


o Phƣơng pháp tiến hành: Tiến hành chọn 1 mẫu DNA có chất lƣợng tốt và primer RAPD 6 để khảo sát ảnh hƣởng của nồng độ Mg2+ đến sản phẩm RAPD.
o Chỉ tiêu theo dõi: Độ sáng, rõ của băng khuếch đại trên gel điện di.
· Thí nghiệm 2d: Khảo sát ảnh hƣởng của nồng độ Taq polymerase đến sản phẩm
RAPD

o Thiết kế thí nghiệm:
Thí nghiệm đƣợc bố trí gồm 4 nghiệm thức. Mỗi nghiệm thức đƣợc lặp lại 3 lần. Mỗi nghiệm thức gồm 1 mẫu DNA.

Bảng 3.8 Thí nghiệm khảo sát ảnh hƣởng của nồng độ Taq đến sản phẩm RAPD

	
	Nghiệm thức 1
	Nghiệm thức 2
	Nghiệm thức 3
	Nghiệm thức 4

	
	
	
	
	

	Nồng độ Taq
	0,5 U
	0,75 U
	1 U
	1,5 U
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o Phƣơng pháp tiến hành: Tiến hành chọn 1 mẫu DNA có chất lƣợng tốt và primer RAPD 6 để khảo sát ảnh hƣởng của nồng độ Taq polymerase đến sản phẩm
RAPD.

o Chỉ tiêu theo dõi: Độ sáng, rõ của băng khuếch đại trên gel điện di.
· Thí nghiệm 2e: Khảo sát ảnh hƣởng của nồng độ DNA mẫu đến sản phẩm
RAPD

o Thiết kế thí nghiệm:
Thí nghiệm đƣợc bố trí gồm 3 nghiệm thức. Mỗi nghiệm thức đƣợc lặp lại 3

lần. Mỗi nghiệm thức gồm 1 mẫu DNA.

Bảng 3.9 Thí nghiệm khảo sát ảnh hƣởng của nồng độ DNA mẫu đến sản phẩm RAPD

	
	
	Nghiệm thức 1
	Nghiệm thức 2
	Nghiệm thức 3

	
	
	
	
	

	
	Nồng độ DNA
	100 ng
	50 ng
	20 ng

	
	
	
	
	


o Phƣơng pháp tiến hành: Tiến hành chọn 1 mẫu DNA có chất lƣợng tốt và primer RAPD 6 để khảo sát ảnh hƣởng của nồng độ DNA mẫu đến sản phẩm RAPD.
o Chỉ tiêu theo dõi: Độ sáng, rõ của băng khuếch đại trên gel điện di.
· Thí nghiệm 3: Đánh giá độ đa dạng di truyền của các giống tiêu tại thị xã Bà Rịa
Phản ứng RAPD sau khi tối ƣu các thành phần phản ứng sẽ đƣợc ứng dụng để đánh giá độ đa dạng di truyền của các giống tiêu tại thị xã Bà Rịa. Sản phẩm RAPD đƣợc kiểm tra kích thƣớc bằng điện di trên gel agarose 2%, trong dung dịch đệm

TAE 0,5X, dƣới hiệu điện thế 50 V trong 50 phút. Sau đó, gel đƣợc ngâm trong dung dịch ethidium bromide 10 mg/ml và các vạch DNA sẽ đƣợc quan sát dƣới tia UV.

Sự hiện diện (mã hóa là 1) hay vắng mặt (mã hóa là 0) của các băng vạch trên bảng gel sẽ đƣợc ghi nhận ở mỗi cá thể, đƣợc dùng để phân tích bằng phần mềm NTSYS. Số liệu này sẽ đƣợc sử dụng để xây ma trận tƣơng đồng (Similarity matrix) hoặc ma trận khoảng cách (Distance matrix). Các ma trận này biểu hiện cho mối quan hệ xa gần về mặt di truyền giữa các mẫu phân tích và đƣợc xây dựng trên công thức toán học của Nei và Li (1979).
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	S xy
	2xy

	
	

	
	x   y

	
	



xy: Số băng giữa hai mẫu.

x: Số băng của mẫu x.

y: Số băng của mẫu y.

Sxy: Hệ số tƣơng đồng giữa 2 mẫu x và y.

Từ Sxy ta tính đƣợc khoảng cách di truyền giữa x và y Dxy = 1 – Sxy

Trên cơ sở toán học này, các nhà toán học đã xây dựng các phần mềm WINDIST và NTSYS cho máy tính. Chƣơng trình WINDIST tạo ra ma trận tƣơng đồng từ bộ dữ liệu nhập sẵn. Chƣơng trình NTSYS version 2.1 tạo ra sơ đồ hình cây phản ánh mối quan hệ di truyền giữa các cá thể nghiên cứu (Kangle Zheng và ctv, 1995). Hiện nay 2 chƣơng trình WINDIST và NTSYS đƣợc gộp lại thành chƣơng trình package – NTSYS để tiện dụng hơn.

Cách nhập số liệu:

Dữ liệu thu đƣợc từ sản phẩm PCR sẽ nhập vào excell theo những quy định chung. Nếu nhƣ sản phẩm có băng hiện diện thì ta sẽ nhập là 1 và 0 nếu không hiện diện băng. Sau khi nhập số liệu, ở hàng đầu tiên chúng ta ký hiệu là 1 (đối với ma trận hình chữ nhật), cột thứ hai ghi số hàng, cột thứ ba ghi số cột, và cột thứ tƣ ghi số 0 nếu không có số liệu thiếu. Sau đó, bản số liệu trong excell sẽ đƣợc dùng để xây dựng ma trận tƣơng đồng trong phần mềm NTSYSpc version 2.1

Sơ đồ cây phát sinh loài sẽ đƣợc tạo ra khi sử dụng phƣơng pháp UPGMA trong phần mềm NTSYS.
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PHẦN 4.
KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

4.1.
Kết quả điều tra về giống tiêu ở thị xã Bà Rịa

4.1.1.
Các giống tiêu và mức độ phổ biến của chúng ở thị xã Bà Rịa

Kết quả điều tra cho thấy hiện có 11 giống tiêu đƣợc trồng tại thị xã Bà Rịa. Một số giống tỏ ra thích nghi và cho năng suất cao nhƣ : Ấn Độ đọt tím, Ấn Độ đọt trắng, Vĩnh Linh. Do vậy mà các giống tiêu này đƣợc trồng khá phổ biến. Một số giống tiêu khác nhƣ tiêu Phú Quốc, Karimunda, Ấn Độ lá bầu, Ấn Độ lá dài chỉ xuất hiện lẻ tẻ ở một vài hộ với số lƣợng rất ít. Riêng giống tiêu thuộc nhóm tiêu sẻ tuy có năng suất thấp và khả năng kháng bệnh kém nhƣng vẫn đƣợc trồng phổ biến. Nguyên nhân có thể là do đây là giống tiêu địa phƣơng, có thời gian bắt đầu cho thu hoạch sớm, thích nghi tốt với điều kiện tự nhiên của Bà Rịa – Vũng Tàu và đặc biệt là đa số các hộ nông dân không có thói quen cập nhật các giống cây trồng mới.

Bảng 4.1 Các giống tiêu hiện đƣợc trồng tại thị xã Bà Rịa


	
	STT
	Tên giống
	Số hộ trồng
	Tỷ lệ (%)

	
	
	
	
	

	
	1
	Ấn Độ lá bầu
	2
	4

	
	2
	Ấn Độ đọt tím
	30
	60

	
	3
	Paniyur – 1
	3
	6

	
	4
	Ấn Độ lá dài
	1
	2

	
	5
	Ấn Độ đọt trắng
	30
	60

	
	6
	Karimunda
	1
	2

	
	7
	Kuchin
	3
	6

	
	8
	Vĩnh Linh
	31
	62

	
	9
	Phú Quốc
	2
	4

	
	10
	Sẻ lá nhỏ
	27
	54

	
	11
	Sẻ lá lớn
	13
	26
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4.1.2.
Đặc điểm các giống tiêu tại thị xã Bà Rịa

Bảng 4.2 So sánh các đặc trƣng về lá của các giống tiêu

	STT
	Tên giống
	Dài lá
	Rộng lá
	Gân lá
	Mép lá
	Màu sắc lá
	Dạng lá

	
	
	(cm)
	(cm)
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	1
	Ấn Độ lá
	13,5
	7,8
	Rõ
	GS
	Hơi nhạt
	Bầu

	
	bầu
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	2
	Ấn Độ đọt
	10,8
	6,2
	Rõ
	GS
	Đậm
	Hơi bầu

	
	tím
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	3
	Paniyur – 1
	10,7
	6,5
	Rõ
	GS
	Đậm
	Bầu

	4
	Ấn Độ lá
	11,2
	5,0
	Không
	GS
	Đậm
	Thuôn

	
	dài
	
	
	rõ
	
	
	dài

	
	
	
	
	
	
	
	

	5
	Ấn Độ đọt
	12,8
	6,8
	Rõ
	GS
	Đậm
	Hơi bầu

	
	trắng
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	6
	Karimunda
	10,2
	6,1
	Rõ
	KGS
	Đậm
	Thuôn

	
	
	
	
	
	
	
	dài

	
	
	
	
	
	
	
	

	7
	Kuchin
	9,8
	5,2
	Rõ
	GS
	Đậm
	Thuôn

	
	
	
	
	
	
	
	nhỏ

	
	
	
	
	
	
	
	

	8
	Vĩnh Linh
	11,5
	6,3
	Rõ
	KGS
	Đậm
	Hơi bầu

	9
	Phú Quốc
	11,3
	6,2
	Không
	Ít GS
	Hơi nhạt
	Thuôn

	
	
	
	
	rõ
	
	
	dài

	
	
	
	
	
	
	
	

	10
	Sẻ lá nhỏ
	9,4
	5,0
	Rõ
	Ít GS
	Nhạt
	Thuôn

	
	
	
	
	
	
	
	nhỏ

	
	
	
	
	
	
	
	

	11
	Sẻ lá lớn
	11,2
	6,8
	Vừa
	KGS
	Vừa
	Thuôn-

	
	
	
	
	
	
	
	


TB
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Bảng 4.3 So sánh một số chỉ tiêu cấu thành năng suất và năng suất của các giống tiêu


	
	
	
	Chiều
	Đƣờng
	P
	
	
	Năng

	
	
	
	
	kính
	1000
	Số
	Số
	

	
	STT
	Tên giống
	dài gié
	
	
	
	
	suất

	
	
	
	
	quả
	hạt
	hạt/gié
	gié/m2
	

	
	
	
	(cm)
	
	
	
	
	(kg/nọc)

	
	
	
	
	(mm)
	(g)
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	1
	Ấn Độ lá
	10,76
	4,9
	56,5
	25
	128
	2,49

	
	
	bầu
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	2
	Ấn Độ đọt
	12,5
	4,8
	56,8
	26
	175
	2,6

	
	
	tím
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	3
	Paniyur – 1
	9,0
	4,6
	54,4
	25
	106
	2,43

	
	4
	Ấn Độ lá
	10,2
	4,6
	56,4
	20
	141
	2,5

	
	
	dài
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	5
	Ấn Độ đọt
	12,2
	4,5
	55,5
	18
	146
	2,3

	
	
	trắng
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	6
	Karimunda
	8,8
	4,7
	51,1
	28
	107
	2,25

	
	7
	Kuchin
	9,8
	4,9
	57,9
	26
	103
	2,6

	
	8
	Vĩnh Linh
	10,4
	4,8
	57,0
	23
	182
	2,47

	
	9
	Phú Quốc
	11,1
	4,7
	56,3
	22
	164
	1,9

	
	10
	Sẻ lá nhỏ
	9,3
	4,3a
	56,2
	25
	154
	1,85

	
	11
	Sẻ lá lớn
	9,5
	4,7
	56
	27
	118
	1,8
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· Giống tiêu Ấn Độ lá bầu
· Nguồn gốc xuất xứ: Ấn Độ
· Hình thái lá: Dạng lá bầu, dài × rộng trung bình 13,5 × 7,8 cm, gân lá nổi rõ, mép lá gợn sóng, màu xanh hơi nhạt.
· Đặc điểm hoa, quả: trọng lƣợng 1000 hạt trung bình là 56,5 kg, số hạt/gié trung bình 25 hạt. Mật độ gié/m2 trung bình 128 gié/m2, chiều dài gié 10,76 cm, đƣờng kính quả tƣơi 4,9 cm.
· Tính chống chịu bệnh thông qua ý kiến của nông dân: Mạnh
· Mức sinh trƣởng thông qua ý kiến của nông dân: Mạnh. Năng suất bình quân: 2,49 kg/nọc.
· Giống tiêu Ấn Độ đọt tím
· Nguồn gốc xuất xứ: Ấn Độ
· Hình thái lá: Dạng lá hơi bầu, dài × rộng trung bình 10,8 × 6,2 cm, gân lá nổi rõ, mép lá gợn sóng, màu xanh đậm
· Đặc điểm hoa, quả: trọng lƣợng 1000 hạt trung bình là 56,8 kg, số hạt/gié trung bình là 26 hạt. Mật độ gié/m2 trung bình 175 gié/m2, chiều dài gié 12,5 cm, đƣờng kính quả tƣơi 4,8 cm.
· Tính chống chịu bệnh thông qua ý kiến của nông dân: Khá
· Mức sinh trƣởng thông qua ý kiến của nông dân: Mạnh. Năng suất bình quân 2,6 kg/nọc.
· Giống tiêu Paniyur – 1
· Nguồn gốc xuất xứ: Ấn Độ
· Hình thái lá: Dạng lá bầu, dài × rộng trung bình 10,7 × 6,5 cm, gân lá nổi rõ,
mép lá gợn sóng, màu xanh đậm.

· Đặc điểm hoa, quả: trọng lƣợng 1000 hạt trung bình là 54,4 kg, số hạt/gié trung bình 25 hạt. Mật độ gié/m2 trung bình 106 gié/m2, chiều dài gié 9,0 cm, đƣờng kính quả tƣơi 4,6 cm.
· Tính chống chịu bệnh thông qua ý kiến của nông dân: Trung bình
· Mức sinh trƣởng thông qua ý kiến của nông dân: mạnh. Năng suất bình quân 2,43 kg/nọc.
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· Giống tiêu Ấn Độ lá dài
· Nguồn gốc xuất xứ: Ấn Độ
· Hình thái lá: Dạng lá thuôn dài, dài × rộng trung bình 11,2 × 5,0 cm, gân lá không rõ, mép lá gợn sóng, màu xanh đậm
· Đặc điểm hoa, quả: trọng lƣợng 1000 hạt trung bình 56,4 kg, số hạt/gié trung bình 20 hạt. Mật độ gié/m2 trung bình 141 gié/m2, chiều dài gié 10,2 cm, đƣờng kính quả tƣơi 4,6 cm.
· Tính chống chịu bệnh thông qua ý kiến của nông dân: Mạnh
· Mức sinh trƣởng thông qua ý kiến của nông dân: Mạnh. Năng suất bình quân 2,5 kg/nọc.
· Giống tiêu Ấn Độ đọt trắng
· Nguồn gốc xuất xứ: Ấn Độ
· Hình thái lá: Dạng lá hơi bầu, dài × rộng trung bình 12,8 × 6,8 cm, gân lá nổi rõ, mép lá gợn sóng, màu xanh đậm.
· Đặc điểm hoa, quả: trọng lƣợng 1000 hạt trung bình 55,5 kg, số hạt/gié trung bình 18 hạt. Mật độ gié/m2 trung bình 146 gié/m2, chiều dài gié 12,2 cm, đƣờng kính quả tƣơi 4,5 cm
· Tính chống chịu bệnh thông qua ý kiến của nông dân: Mạnh
· Mức sinh trƣởng thông qua ý kiến của nông dân: Mạnh. Năng suất bình quân 2,3 kg/nọc.
· Giống tiêu Karimunda
· Nguồn gốc xuất xứ: Ấn Độ
· Hình thái lá: Dạng lá thuôn dái, dài × rộng trung bình 10,2 × 6,1 cm, gân lá nổi rõ, mép lá không gợn sóng, màu xanh đậm.
· Đặc điểm hoa, quả: trọng lƣợng 1000 hạt trung bình 51,1 kg, số hạt/gié trung bình 28 hạt. Mật độ gié/m2 trung bình 107 gié/m2, chiều dài gié 8,8 cm, đƣờng kính quả tƣơi 4,7 cm.
· Tính chống chịu bệnh thông qua ý kiến của nông dân: Khá
· Mức sinh trƣởng thông qua ý kiến của nông dân: Mạnh. Năng suất bình quân 2,25 kg/nọc.
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· Giống tiêu Kuchin
· Nguồn gốc xuất xứ: Mã Lai
· Hình thái lá: Dạng lá thuôn nhỏ, dài × rộng trung bình 9,8 × 5,2 cm, gân lá nổi rõ, mép lá gợn sóng, màu xanh đậm.
· Đặc điểm hoa, quả: trọng lƣợng 1000 hạt trung bình 57,9 kg, số hạt/gié trung bình 26 hạt. Mật độ gié/m2 trung bình 103 gié/m2, chiều dài gié 9,8 cm, đƣờng kính quả tƣơi 4,9 cm.
· Tính chống chịu bệnh thông qua ý kiến của nông dân: Mạnh
· Mức sinh trƣởng thông qua ý kiến của nông dân:Mạnh. Năng suất bình quân 2,6
kg/nọc.

· Giống tiêu Vĩnh Linh
· Nguồn gốc xuất xứ: Indonesia
· Hình thái lá: Dạng lá hơi bầu, dài × rộng trung bình 11,5 × 6,3 cm, gân lá nổi rõ, mép lá không gợn sóng, màu xanh đậm.
· Đặc điểm hoa, quả: trọng lƣợng 1000 hạt trung bình 57,0 kg, số hạt/gié trung
bình 23 hạt. Mật độ gié/m2 trung bình 182 gié/m2, chiều dài gié 10,4 cm, đƣờng kính quả tƣơi 4,8 cm.

· Tính chống chịu bệnh thông qua ý kiến của nông dân: Khá
· Mức sinh trƣởng thông qua ý kiến của nông dân: Trung bình. Năng suất bình quân 2,47 kg/nọc.
· Giống tiêu Phú Quốc
· Nguồn gốc xuất xứ: Campuchia
· Hình thái lá: Dạng lá thuôn dài, dài × rộng trung bình 11,3 × 6,2 cm, gân lá nổi không rõ, mép lá ít gợn sóng, màu xanh hơi nhạt.
· Đặc điểm hoa, quả: trọng lƣợng 1000 hạt trung bình 56,3 kg, số hạt/gié trung bình 22 hạt. Mật độ gié/m2 trung bình 164 gié/m2, chiều dài gié 11,1 cm, đƣờng kính quả tƣơi 4,7 cm.
· Tính chống chịu bệnh thông qua ý kiến của nông dân: Trung bình
· Mức sinh trƣởng thông qua ý kiến của nông dân: Mạnh. Năng suất bình quân 1,9 kg/nọc.
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· Giống tiêu sẻ lá nhỏ
· Nguồn gốc xuất xứ: giống đại phƣơng
· Hình thái lá: Dạng lá thuôn nhỏ, dài × rộng trung bình 9,4 × 5,0 cm, gân lá nổi rõ, mép lá ít gợn sóng, màu xanh nhạt.
· Đặc điểm hoa, quả: trọng lƣợng 1000 hạt trung bình 56,2 kg, số hạt/gié trung bình 25 hạt. Mật độ gié/m2 trung bình 154 gié/m2, chiều dài gié 9,3 cm, đƣờng kính quả tƣơi 4,3 cm.
· Tính chống chịu bệnh thông qua ý kiến của nông dân: Trung bình
· Mức sinh trƣởng thông qua ý kiến của nông dân: Trung bình. Năng suất bình quân 1,85 kg/nọc.
· Giống tiêu sẻ lá lớn
· Nguồn gốc xuất xứ: giống địa phƣơng
· Hình thái lá: Dạng lá thuôn trung bình, dài × rộng trung bình 11,2 × 6,8 cm, gân lá nổi vừa, mép lá không gợn sóng, màu xanh vừa.
· Đặc điểm hoa, quả: trọng lƣợng 1000 hạt trung bình 56 kg, số hạt/gié trung bình 27 hạt. Mật độ gié/m2 trung bình 118 gié/m2, chiều dài gié 9,5 cm, đƣờng kính quả tƣơi 4,7 cm.
· Tính chống chịu bệnh thông qua ý kiến của nông dân: Kém
· Mức sinh trƣởng thông qua ý kiến của nông dân: Kém. Năng suất bình quân 1,8 kg/nọc.
4.2.
Kết quả phản ứng RAPD

4.2.1.
Kết quả khảo sát 3 quy trình tách chiết DNA

DNA là thông tin di truyền, là vật liệu quan trọng dùng trong các thao tác nghiên cứu về phân tử. Vì vậy, việc tìm ra quy trình ly trích DNA nhằm thu đƣợc DNA tinh sạch, có chất lƣợng cao là bƣớc đầu tiên, không thể thiếu trong các nghiên cứu sinh học phân tử.

Sau khi tiến hành ly trích DNA tổng số từ lá tiêu theo ba quy trình, chúng tôi tiến hành kiểm tra chất lƣợng DNA tổng số ly trích đƣợc bằng phƣơng pháp điện di và đo mật độ quang.
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Quy trình

Biểu đồ 4.1 Tỷ lệ mẫu DNA tổng số tinh sạch của ba quy trình ly trích khảo sát

Bảng 4.5 Hàm lƣợng DNA tổng số ly trích theo ba quy trình khảo sát
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Biểu đồ 4.2 So sánh hàm lƣợng DNA tổng số ly trích theo ba quy trình
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Qua khảo sát ba quy trình ly trích, chúng tôi rút ra đƣợc những nhận xét:

· Quy trình ly trích 1: Trong tổng số 15 mẫu đƣợc ly trích thì chỉ có 4 mẫu không tinh sạch, đồng thời, DNA ly trích đƣợc không bị gãy do trong quá trình nghiền có sử dụng nitơ lỏng.
· Quy trình 2 : Do sử dụng tác nhân biến tính protein là chloroform/isoamyl alcohol (24:1) là tác nhân biến tính protein yếu nên không đủ để loại bỏ protein tạp trong quá trình ly trích DNA. Đồng thời, quá trình phá vỡ màng tế bào bằng cách nghiền với dung dịch EB rất dễ dẫn đến hiện tƣợng DNA bị gãy nhiều.
· Quy trình 3: Quá trình phá vỡ màng tế bào bằng cách nghiền trong dung dịch EB nên rất dễ dẫn đến việc DNA bị gãy. Tuy tỷ lệ mẫu DNA tinh sạch thu đƣợc cao hơn hai quy trình trên nhƣng lƣợng DNA thu đƣợc ít do thực hiện quá trình biến tính protein nhiều lần, qua nhiều lần thao tác làm mất đi một lƣợng DNA.
Dựa vào các kết quả thu đƣợc, chúng tôi quyết định chọn quy trình 1 để tiến hành ly trích DNA tổng số từ lá của các giống tiêu.

4.2.2.
Kết quả tối ƣu hóa thành phần RAPD

· Ảnh hƣởng của số chu kỳ khuếch đại đến sản phẩm RAPD
Sản phẩm RAPD thu đƣợc ở cả hai nghiệm thức đều rất mờ cho thấy số chu kỳ khuếch đại trong trƣờng hợp này không ảnh hƣởng đến sản phẩm RAPD. Nguyên nhân làm cho sản phẩm khuếch đại ít là do thành phần phản ứng RAPD không phù hợp. Vì vậy, chúng tôi giữ nguyên số chu kỳ khuếch đại là 40 chu kỳ và tiến hành tối ƣu các thành phần phản ứng RAPD.
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Hình 4.4 Sản phẩm RAPD khi chạy 40 chu kỳ

Thứ tự các giếng 1 – 6: Sản phẩm RAPD trên primer RAPD 6 của các giống tiêu Ấn

Độ đọt trắng, Ấn Độ lá dài, Paniyur – 1, Kuchin, Phú Quốc, Ấn Độ lá bầu
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Hình 4.5 Sản phẩm RAPD khi chạy 37 chu kỳ

Thứ tự các giếng 1 – 6: Sản phẩm RAPD trên primer RAPD 6 của các giống tiêu Ấn

Độ đọt trắng, Ấn Độ lá dài, Paniyur – 1, Kuchin, Phú Quốc, Ấn Độ lá bầu

· Ảnh hƣởng của nồng độ primer đến sản phẩm RAPD
Kết quả khảo sát cho thấy nồng độ primer cũng ảnh hƣởng nhiều đến kết quả phản ứng RAPD. Nồng độ primer quá thấp sẽ dẫn đến kết quả RAPD mờ trong khi nồng độ primer quá cao sẽ ức chế phản ứng. Theo nhƣ kết quả khảo sát, chúng tôi


nhận thấy nồng độ primer tối ƣu cho phản ứng RAPD là 1
M.
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	Hình 4.6 Khảo sát nồng độ primer

	
	
	
	Giếng 1: Nồng độ primer là 0,5
	M

	
	
	
	Giếng 2: Nồng độ primer là 1
	M

	
	
	
	Giếng 3: Nồng độ primer là 1,5
	M

	
	
	
	Giếng 4: Nồng độ primer là 2
	M



· Ảnh hƣởng của nồng độ Mg2+ đến sản phẩm RAPD
Nồng độ Mg2+ thấp hoặc cao đều ảnh hƣởng đến phản ứng RAPD. Nồng độ Mg2+ thấp sẽ làm hạn chế quá trình kéo dài. Ngƣợc lại nồng độ Mg2+ cao sẽ giúp ổn định dây đôi DNA và ngăn ngừa sự biến tính hoàn toàn của sản phẩm trong mỗi chu kỳ, làm cho sản phẩm PCR ít đi. Kết quả khảo sát cho thấy nồng độ Mg2+ tối ƣu cho phản ứng RAPD là 3 mM.
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	Hình 4.7 Khảo sát nồng độ Mg2+

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	Giếng 1: Nồng độ Mg2+ là 2 mM

	
	
	
	
	Giếng 2: Nồng độ Mg2+ là 2.5 mM

	
	
	
	
	Giếng 3: Nồng độ Mg2+ là 3 mM

	
	
	
	
	Giếng 4: Nồng độ Mg2+ là 3,5 mM
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· Ảnh hƣởng của nồng độ Taq polymerase đến sản phẩm RAPD
Nồng độ Taq quá thấp sẽ không đủ lƣợng enzyme để xúc tác tạo sản phẩm nhƣ mong muốn. Ngƣợc lại, nồng độ Taq quá cao sẽ tạo ra những sản phẩm không chuyên tính, gây sai lệch kết quả. Qua kết quả khảo sát, chúng tôi thấy nồng độ Taq tối ƣu cho phản ứng RAPD là 0,75 U.
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	34
	Hình 4.8 Khảo sát nồng độ Taq polymerase

	
	
	Giếng 1: Nồng độ Taq là 0,5 U

	
	
	Giếng 2: Nồng độ Taq là 0,75 U

	
	
	Giếng 3: Nồng độ Taq là 1 U

	
	
	Giếng 4: Nồng độ Taq là 1,5 U


· Ảnh hƣởng của nồng độ DNA mẫu đến sản phẩm RAPD
Kết quả khảo sát cho thấy nồng độ DNA mẫu không ảnh hƣởng nhiều đến phản ứng RAPD. Chúng tôi nhận thấy nồng dộ DNA mẫu 50 ng là tối ƣu cho phản ứng RAPD.
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Hình 4.9 Khảo sát nồng độ DNA mẫu

Giếng 1: Nồng độ DNA mẫu là 100 ng

Giếng 2: Nồng độ DNA mẫu là 50 ng

Giếng 3: Nồng độ DNA mẫu là 25 ng
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Sau khi khảo sát các thành phần của phản ứng RAPD, chúng tôi đƣa ra thành

phần phản ứng tối ƣu

Bảng 4.6 Nồng độ tối ƣu của các thành phần phản ứng RAPD


	
	Thành phần
	Nồng độ

	
	
	

	
	PCR buffer
	1X

	
	dNTPs
	0,2 mM

	
	Primer
	1  M

	
	Mg2+
	3 mM

	
	Taq polymerase
	0,75 U

	
	DNA mẫu
	50 ng

	
	Nƣớc cất
	thêm vào cho đủ 25  l

	
	
	

	
	
	



4.2.3.
Đánh giá độ đa dạng di truyền của các giống tiêu ở thị xã Bà Rịa

Sau khi tiến hành tối ƣu các thành phần phản ứng RAPD, chúng tôi thực hiện phản ứng RAPD trên các mẫu DNA của các giống tiêu thu thập đƣợc tại thị xã Bà Rịa. Chúng tôi nhận thấy, trong tổng số 19 primer sử dụng thì chỉ có 4 primer cho sản phẩm RAPD, các primer còn lại hoặc không cho sản phẩm ở tất cả các giống hoặc chỉ cho sản phẩm ở một hoặc hai giống.

Bảng 4.7 Số băng khuếch đại và băng đa hình trên một số primer


	
	Primer
	Số băng khuếch đại
	Số băng đa hình

	
	
	
	

	
	RAPD 6
	10
	3

	
	OPA 10
	10
	9

	
	AL 08
	6
	3

	
	OPD 05
	3
	1

	
	
	
	


· Primer RAPD 6
Trong số 4 primer cho sản phẩm RAPD thì primer RAPD 6 là primer cho sản phẩm trên tất cả 11 giống tiêu khảo sát. Số băng đa hình ghi nhận đƣợc ở primer này là

3. Băng đa hình có kích thƣớc khoảng 700bp chỉ thấy xuất hiện ở các giống tiêu Ấn Độ đọt trắng, Ấn Độ lá dài, Paniyur – 1 và Ấn Độ lá bầu.
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(
L
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11

Hình 4.10 Sản phẩm khuếch đại RAPD với primer RAPD 6. L: thang chuẩn ; thứ tự các giếng (1 – 11): Ấn Độ đọt trắng, Ấn Độ lá dài, Paniyur – 1, Kuchin, Phú Quốc, Ấn Độ lá bầu, Karimunda, Ấn Độ đọt tím, Vĩnh Linh, sẻ lá nhỏ, sẻ lá lớn

· Primer OPA 10
Kết quả khảo sát trên primer OPA 10 cho thấy có 10 băng khuếch đại, trong số đó, có 9 băng đa hình. Tuy nhiên, primer OPA 10 này không cho sản phẩm trên giống tiêu Ấn Độ đọt trắng, Ấn Độ lá dài, Kuchin và Ấn Độ đọt tím.

Ở hai giống tiêu sẻ lá lớn và sẻ lá nhỏ đồng thời xuất hiện băng đa hình (hình 4.12). Có thể băng đa hình này là chỉ thị đặc trƣng cho hai giống tiêu sẻ này. Tuy nhiên, do giới hạn của đề tài, chúng tôi chƣa xác định đƣợc kích thƣớc của băng này. Ngoài ra, ở giống Paniyur – 1 có xuất hiện một băng đa hình kích thƣớc khoảng 350bp. Đây có thể là chỉ thị đặc trƣng cho giống tiêu này.


(L
1
2
3
4
5
6
7
8

Hình 4.11 Sản phẩm khuếch đại RAPD với primer OPA 10 L : thang chuẩn ; giếng 1 – 8: Ấn Độ đọt trắng, Paniyur – 1, Ấn Độ lá bầu, Phú Quốc, Karimunda, Vĩnh Linh, sẻ lá nhỏ, sẻ lá lớn
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· Primer AL 08
Kết quả khảo sát trên primer AL 08 cho thấy primer này chỉ cho sản phẩm khuếch đại ở 5 giống tiêu : Ấn Độ đọt trắng, Phú Quốc, Ấn Độ lá bầu, Karimunda và sẻ lá lớn với tổng số băng khuếch đại là 6, trong đó số băng đa hình là 3. Duy nhất ở giống tiêu Ấn Độ đọt trắng có xuất hiện băng đa hình kích thƣớc khoảng 1500bp. Vì vậy, có thể xem băng này là chỉ thị để nhận biết giống tiêu Ấn Độ đọt trắng.

· Primer OPD 05
Kết quả khảo sát trên primer OPD 05 cho thấy primer này chỉ cho sản phẩm khuếch đại ở 4 giống tiêu: Paniyur – 1, Kuchin, Phú Quốc và Karimunda. Số băng thu đƣợc trên primer này ít (chỉ có 3 băng) và số băng đa hình chỉ có 1. Băng đa hình duy nhất này có kích thƣớc khoảng 1100bp và xuất hiện duy nhất ở giống tiêu Karimunda.


(
(a)L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

(b)L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Hình 4.12 Sản phẩm RAPD trên primer OPD 05 (a) và AL 08 (b)

L: thang chuẩn, giếng 1 – 11: Ấn Độ đọt trắng, Ấn Độ lá dài, Paniyur – 1, Kuchin, Phú Quốc, Ấn Độ lá bầu, Karimunda, Ấn Độ đọt tím, Vĩnh Linh, sẻ lá nhỏ, sẻ lá lớn.

· Phân tích số liệu bằng phần mềm NTSYS
Từ kết quả RAPD thu đƣợc trên gel điện di, chúng tôi mã hóa thành dạng nhị phân và đƣa vào phân tích bằng phần mềm NTSYS.
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	Bảng 4.8 Hệ số đồng dạng di truyền của 11 giống tiêu
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	Adtr
	LD
	P1
	ADB
	Kuchin
	PQ
	Kari
	tim
	VL
	SN
	SL

	
	Adtr
	1.00
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	LD
	0.76
	1.00
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	P1
	0.55
	0.74
	1.00
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	ADB
	0.55
	0.79
	0.79
	1.00
	
	
	
	
	
	
	

	
	Kuchin
	0.53
	0.50
	0.66
	0.66
	1.00
	
	
	
	
	
	

	
	PQ
	0.76
	0.63
	0.47
	0.47
	0.50
	1.00
	
	
	
	
	

	
	Kari
	0.42
	0.34
	0.45
	0.45
	0.42
	0.50
	1.00
	
	
	
	

	
	tim
	0.74
	0.97
	0.71
	0.82
	0.47
	0.66
	0.37
	1.00
	
	
	

	
	VL
	0.74
	0.87
	0.71
	0.71
	0.47
	0.71
	0.47
	0.89
	1.00
	
	

	
	SN
	0.58
	0.71
	0.61
	0.61
	0.37
	0.82
	0.42
	0.74
	0.79
	1.00
	

	
	SL
	0.50
	0.53
	0.53
	0.58
	0.66
	0.74
	0.39
	0.55
	0.50
	0.71
	1.00


Kết quả cho thấy mức tƣơng đồng gen cao nhất giữa hai giống Ấn Độ đọt tím

và Ấn Độ lá dài (0,97) chứng tỏ hai giống này có cùng nguồn gốc và đứng rất gần

nhau  trong  cây  phát  sinh  loài.  Mức  tƣơng  đồng  gen  thấp  nhất  giữa  hai  giống

Karimunda và Ấn Độ lá dài chứng tỏ hai giống này sẽ đứng rất xa nhau trong cây phát

sinh loài.
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	0.
	
	70
	
	
	0.
	
	84
	0.
	
	97

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	Coefficient
	
	
	
	
	
	
	



Hình 4.13 Cây phân nhóm di truyền dựa vào kết quả RAPD

Sơ đồ cây phát sinh loài cho thấy, các giống tiêu khảo sát chia thành 2 nhóm

với mức tƣơng đồng gen biến thiên từ 0,34 đến 0,97. Điều này cho thấy các giống tiêu

khảo sát có sự đa dạng cao về mặt di truyền.

53

Nhóm 1 gồm giống Karimunda, nhóm 2 bao gồm các giống còn lại. Trong đó, mức tƣơng đồng gen giữa nhóm 1 và nhóm 2 là 0,42. Kết quả này cho thấy giống Karimunda có sự khác biệt xa về mặt di truyền so với các giống khác. Điều này có lẽ do giống Karimunda tuy có nguồn gốc là Ấn Độ (cùng nguồn gốc với một số giống tiêu ở nhóm 2) nhƣng theo nhƣ thông tin chúng tôi thu thập đƣợc thì đây lại là giống tiêu thuần (các giống Ấn Độ ở nhóm 2 đều là các giống tiêu lai) và mới đƣợc du nhập vào Việt Nam những năm gần đây.

Nhóm 2 phân thành 2 nhóm nhỏ: nhánh 2A là giống tiêu Kuchin và nhánh 2B gồm những giống tiêu còn lại. Mức tƣơng đồng gen giữa nhóm 2A và 2B là khoảng 0,52. Mức tƣơng đồng này khá thấp chứng tỏ giống tiêu Kuchin và các giống tiêu ở nhánh 2B có nguồn gốc khác nhau. Điều này đúng với thực tế điều tra, Kuchin là giống tiêu đƣợc du nhập từ Mã Lai.

Nhánh 2B đƣợc phân thành 2 nhánh: nhánh 2B1 bao gồm các giống sẻ lá nhỏ, sẻ lá lớn, Phú Quốc và nhánh 2B2 bao gồm các giống Ấn Độ đọt trắng, Ấn Độ lá dài, Ấn Độ đọt tím, Vĩnh Linh, Paniyur – 1, Ấn Độ lá bầu. Trong đó, mức tƣơng đồng gen giữa nhánh 2B1 và 2B2 là khoảng 0,61.

· nhánh 2B1 chúng tôi nhận thấy mức tƣơng đồng di truyền khá cao giữa giống tiêu sẻ lá nhỏ với tiêu Phú Quốc (0,8) mặc dù theo thông tin thu thập đƣợc thì hai giống này có nguồn gốc khác nhau. Giống tiêu Phú Quốc có nguồn gốc từ Campuchia

còn giống tiêu sẻ lá lớn và sẻ lá nhỏ có nguồn gốc địa phƣơng. Sự bất hợp lý này có thể là do sai sót trong quá trình thu mẫu hoặc do sai lầm của nông dân trong việc gọi tên giống.

Nhánh 2B2 bao gồm phần lớn các giống tiêu Ấn Độ. Nhánh này đƣợc phân thành 2 nhánh nhỏ: nhánh 2B2a gồm giống tiêu Ấn Độ đọt trắng và nhánh 2B2b gồm các giống tiêu Ấn Độ lá dài, Ấn Độ đọt tím, Vĩnh Linh, Paniyur – 1, Ấn Độ lá bầu. Vì bao gồm hầu hết là các giống tiêu có cùng nguồn gốc Ấn Độ nên mức tƣơng đồng gen giữa 2 nhánh nhỏ 2B2a và 2B2b khá cao (0,68).

Nhánh 2B2b lại đƣợc phân ra thành 2 nhánh: nhánh thứ nhất bao gồm giống tiêu Paniyur – 1 và Ấn Độ lá bầu, nhánh thứ hai bao gồm giống tiêu Ấn Độ lá dài, Ấn Độ tím và Vĩnh Linh. Theo nhƣ thông tin thu thập đƣợc thì giống Vĩnh Linh có nguồn gốc từ Indonesia nhƣng lại đứng rất gần với các giống tiêu Ấn Độ trong cây phát sinh loài với mức tƣơng đồng gen rất cao (0,9) . Khi so về hình thái bên ngoài thì giống tiêu
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Vĩnh Linh này có hình thái rất giống với giống tiêu Ấn Độ đọt tím, điều này có thể đã dẫn đến sai sót trong quá trình thu mẫu.

Tóm lại, qua kết quả cây phát sinh loài ở hình 4. cho thấy các giống tiêu hiện đƣợc trồng tại thị xã Bà Rịa có mức độ đa dạng cao về mặt di truyền. Qua các số liệu điều tra và kết quả cây phát sinh loài, bƣớc đầu có thể đề xuất vật liệu lai cho công tác chọn tạo giống mới ví dụ nhƣ hai giống tiêu Ấn Độ đọt tím và giống Kuchin là hai giống có năng suất cao nhƣng lại rất khác biệt về mặt di truyền, đây sẽ là vật liệu tốt cho việc lai tạo giống mới có chất lƣợng tốt hơn.
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PHẦN 5.
KẾT LUẬN VÀ ĐỀ NGHỊ

5.1.
Kết luận

Từ những kết quả thu đƣợc, có thể đƣa ra một số kết luận sau:

· Về kết quả điều tra giống tiêu
Hiện có 11 giống tiêu đang đƣợc trồng tại thị xã Bà Rịa. Các giống tiêu Ấn Độ đọt tím, Kuchin, Ấn Độ lá dài, Vĩnh Linh là các giống cho năng suất cao, trong khi giống tiêu thuộc nhóm tiêu sẻ, Phú Quốc là những giống cho năng suất thấp.

Nhìn chung, các giống tiêu có sự khác biệt về hình thái lá, các yếu tố cấu thành năng suất. Tuy nhiên, giữa giống tiêu Vĩnh Linh và giống Ấn Độ đọt tím, giống Phú Quốc và giống sẻ lá nhỏ có nhiều đặc điểm hình thái giống nhau.

· Về quy trình ly trích DNA
Quy trình 1 cho kết quả tốt khi ly trích DNA tổng số từ lá tiêu. DNA thu đƣợc ít bị gãy và hàm lƣợng khá cao do chỉ qua một lần biến tính protein bằng phenol/chloroform (1:1).

· Về phản ứng RAPD
Chỉ có 4 primer RAPD 6, OPA 10, AL 08, OPD 05 trong tổng số 19 primer cho sản phẩm khuếch đại trên hầu hết các giống tiêu.

Kết quả bƣớc đầu cho thấy trên primer OPA 10, AL 08, OPD 05 có các băng đa hình có thể là chỉ thị giúp nhận diện các giống tiêu sẻ, Ấn Độ đọt trắng, Paniyur – 1 và Karimunda.

· Về phân nhóm di truyền
Các giống tiêu khảo sát có sự đa dạng cao về mặt di truyền với mức tƣơng đồng gen biến thiên từ 0,34 đến 0,97. Trong đó, mức tƣơng đồng gen cao nhất giữa hai giống Ấn Độ đọt tím và Ấn Độ lá dài (0,97) và thấp nhất là giữa hai giống Karimunda và Ấn Độ lá dài.

5.2.
Đề nghị

o Tiếp tục khảo sát thêm nhiều primer và nhiều mẫu hơn để có kết quả chính xác hơn. Từ đó, tìm ra những chỉ thị liên kết với các tính trạng tốt của các giống.
o Kết hợp phân nhóm di truyền dựa vào kết quả RAPD với việc phân nhóm di truyền dựa vào dữ liệu kiểu hình để có những nhận định chính xác và độ tin cậy cao hơn trong công tác tuyển chọn và lai tạo giống mới.
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PHỤ LỤC


Sự khác biệt về hình thái lá của các giống tiêu
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	Quy trình
	Mẫu
	Tỷ lệ OD260/OD280
	OD260
	OD280
	Lƣợng DNA

	
	Quy trình 1
	
	
	
	
	

	
	
	1
	1.756722
	0.91404
	0.52031
	387.6196

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	2
	1.715766
	0.21526
	0.12546
	90.23294

	
	
	3
	1.710408
	0.71897
	0.42035
	300.9061

	
	
	4
	1.522363
	0.33935
	0.22291
	133.2036

	
	
	5
	2.345865
	0.4505
	0.19204
	214.2301

	
	
	6
	2.09649
	0.3207
	0.15297
	146.6511

	
	
	7
	2.05111
	0.410099
	0.19994
	185.9739

	
	
	8
	1.9398
	0.8481
	0.43721
	376.0593

	
	
	9
	1.905104
	1.3254
	0.69571
	583.221

	
	
	10
	2.066649
	2.3938
	1.1583
	1088.712

	
	
	11
	1.943333
	1.6317
	0.83964
	724.0689

	
	
	12
	1.781846
	0.99582
	0.55887
	425.1776

	
	
	13
	1.802458
	0.87403
	0.48491
	375.1973

	
	
	14
	1.947248
	0.80988
	0.41591
	359.6869

	
	
	15
	1.888244
	0.54321
	0.28768
	238.1143

	
	
	Mean
	
	
	
	393.87

	
	
	
	
	
	
	

	
	Quy trình 2
	
	
	
	
	

	
	
	1
	1.386965
	0.60842
	0.43867
	224.77498

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	2
	1.525349
	1.3118
	0.86
	515.5222

	
	
	3
	1.701231
	0.29171
	0.17147
	121.75639

	
	
	4
	1.461896
	0.32745
	0.22399
	125.32965

	
	
	5
	1.701028
	0.32277
	0.18975
	134.71233

	
	
	6
	1.432653
	0.55064
	0.38435
	207.98656

	
	
	7
	1.498756
	0.36733
	0.24509
	142.81817

	
	
	8
	1.706098
	0.38191
	0.22385
	159.63539

	
	
	9
	1.859305
	0.24937
	0.13412
	108.57053

	
	
	10
	1.891878
	0.48801
	0.25795
	214.09629

	
	
	11
	1.797555
	0.9927
	0.55225
	425.5983

	
	
	12
	2.044013
	0.30233
	0.14791
	136.91797

	
	
	13
	1.900373
	0.2907
	0.15297
	127.7811

	
	
	14
	2.084683
	0.22919
	0.10994
	104.58211

	
	
	15
	1.859305
	0.24937
	0.13412
	108.57053

	
	
	Mean
	
	
	
	190.5768
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	Quy trình
	Mẫu
	Tỷ lệ OD260/OD280
	OD260
	OD280
	Lƣợng DNA

	
	Quy trình 3
	
	
	
	
	

	
	
	1
	2.28309
	0.16033
	0.070225
	75.56657

	
	
	2
	2.135097
	0.18728
	0.087715
	86.22172

	
	
	3
	1.859305
	0.24937
	0.13412
	108.5705

	
	
	4
	1.706098
	0.38191
	0.22385
	159.6354

	
	
	5
	1.75955
	0.30171
	0.17147
	128.0464

	
	
	6
	1.751335
	0.84297
	0.48133
	356.9493

	
	
	7
	1.900373
	0.2907
	0.15297
	127.7811

	
	
	8
	2.044013
	0.30233
	0.14791
	136.918

	
	
	9
	2.041153
	0.21526
	0.10546
	97.43294

	
	
	10
	2.186371
	0.40907
	0.1871
	189.949

	
	
	11
	1.949894
	0.16033
	0.082225
	71.24657

	
	
	12
	2.135097
	0.18728
	0.087715
	86.22172

	
	
	13
	1.859305
	0.24937
	0.13412
	108.5705

	
	
	14
	1.891878
	0.48801
	0.25795
	214.0963

	
	
	15
	1.939316
	0.26237
	0.13529
	116.3263

	
	
	Mean
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MẪU PHIẾU ĐIỀU TRA NÔNG DÂN

	
	
	Ngày điều tra ..............................................

	1.
	Họ tên chủ vƣờn: ....................................................................................................

	2.
	Nơi chốn: Ấp: ............................
	Xã, phƣờng: ........................................................

	
	Huyện: ............................................

	3.
	Tổng diện tích canh tác:
	(ha). Số cây:……………… cây



4. Các giống tiêu hiện trồng và một số đặc điểm của chúng

	
	Dài lá
	Rộng lá

	
	STTTên giống
	Gân lá   Mép lá   Màu sắc lá   Dạng lá

	
	(cm)
	(cm)

	
	
	

	
	1
	

	
	2
	

	
	3
	

	
	4
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	Chiều
	Đƣờng
	P
	
	
	Năng
	
	

	
	
	dài
	kính
	1000
	Số
	Số
	
	Kháng
	Sinh

	
	STT   Tên giống
	
	
	
	
	
	suất
	
	

	
	
	gié
	quả
	hạt
	hạt/gié
	gié/m2
	
	bệnh
	trƣởng

	
	
	(cm)
	(mm)
	(g)
	
	
	(kg/nọc)
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	1
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	2
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	3
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	4
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


	Tên
	Dây thân
	Năng suất vụ

	
	Dây lƣơn (số
	Năng suất trung bình

	STT
	( số tháng
	đầu

	giống
	tháng sau trồng)
	(sau 5 năm trồng, kg/trụ)

	
	sau trồng)
	(kg/trụ)



1

2

3

4


Ngày……….. tháng……..năm 2006

Ngƣời điều tra.
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DANH SÁCH CÁC HỘ NÔNG DÂN ĐIỀU TRA

	
	Họ tên
	Họ tên

	
	Nguyễn Xuân Vinh
	Nguyễn Văn Ba

	
	Phạm Thị Chín
	Lê Thị Bảy

	
	Nguyễn Duy Khánh
	Phạm Thị Bé Em

	
	Nguyễn Thị Ánh Ngọc
	Trần Thị Oanh

	
	Trần Văn Lai
	Đặng Thu Liên

	
	Trần Thị Thiên Hƣơng
	Đinh Văn Trung

	
	Phạm Văn Ngà
	Hồ Sỹ Trí

	
	Nguyễn Văn Hùng
	Võ Thành Chung

	
	Lê Minh Tâm
	Mai Thanh Liêm

	
	Lê Thị Em
	Bùi Thanh Ngọc

	
	Phạm Văn Hai
	Trịnh Văn Hai

	
	Phạm Văn Ba
	Nguyễn Văn Thanh

	
	Nguyễn Thị Hƣơng
	Huỳnh Thị Hoa

	
	Biện Lan Thanh
	Lý Ngọc Minh

	
	Đinh Viết Quốc Nam
	Võ Hữu Tình

	
	Võ Thị Lũy
	Nguyễn Thị Nhàn

	
	Nguyễn Thị Thanh Minh
	Mạch Thị Bé

	
	Phan Văn Ba
	Mạch Thị Ánh

	
	Phạm Văn Sơn
	Nguyễn Khắc Thú

	
	Nguyễn Sinh Trƣờng
	Trần Văn Triều

	
	Lê Văn Cầu
	Lê Hữu Ngọ

	
	Nguyễn Văn Chái
	Võ Thị Tốt

	
	Huỳnh Văn Tiêm
	Nguyễn Văn Thuật

	
	Lê Quang Cảnh
	Đỗ Văn Đức

	
	Nguyễn Đình Khoa
	Nguyễn Nhƣ Cảm


