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TOM TAT

LE TRAN PHUC KHOA, Pai hoc Nong Lam Tp. Ho6 Chi Minh. Thang 9/2007.
“Dénh gia da dang di truyén cta gidéng lan rimg Dendrobium thu thép tai tinh Binh
Phudc va thi xa Bao Loc (tinh Lam Pdong) bang k¥ thuat RAPD”

Dé tai duoc tién hanh tai Vién nghién ctru cong nghé sinh hoc va cong nghé
moi truong — Pai hoc Nong Lam Tp. Ho Chi Minh, thoi gian tir thang 3 dén thang 8
nim 2007 nhim gid da dang di truyén cia giéng lan rimg Dendrobium bang k¥
thuat RAPD, lam tién dé phuc vu cho cong tac chon, tao giéng lan. Dé tai bao g6m
céc ndi dung: ly trich DNA tong sb tir 14 lan; tdi uu hoa cac thanh phan phan tng
PCR véi marker RAPD; thuc hién phan tng PCR voi cac diéu kién da dugc tdi vu
va cudi cung xay dung cdy phan nhom di truyén bang cac phan mém NTSYSpc 2.1
va Winboot. Két qua cho thay, c6 6 trén 10 primer RAPD (OPAC10, OPBO1,
S1384, OPB08, U693, OPAH13) tao ra san pham khuéch dai voi 20 mau lan nghién
ctru. Tong cong co 57 bang duge tao ra, trong d6 co 55 bang da hinh chiém ti 18
96,5% va 2 bang doéng hinh chiém ti 1& 3,5%; Trung binh c6 9,1 bing da
hinh/primer. San pham khuéch dai c6 kich thuéc tir 180 — 3000 bp. Phan tich di
lidu RAPD cho thdy néu xét mic do twong dong di truyén ctia 10 lodi lan ring
gidng Dendrobium & 0,55 thi s& chia thanh ba nhém véi mirc do twong dong di
truyén bién thién trong khoang tir 0,55 — 0,66. Ba nhom nay bao gom hai nhom
chinh (nhém 1 va 2) va mdt nhom phy (nhém 3). Ngoai ra, cac loai lan Vay Rong
(Bao Loc), Vay Rong (Binh Phuéc), Thai Binh (Binh Phudc) va Long Nhan (Binh
Phudc) khong phan nhém ma ching nam rai rac trén cdy phat sinh loai. Diéu nay
cho thiy cac loai lan rimg gidng Dendrobium khao sat c6 su da dang cao vé di

truyén.



SUMMARY

LE TRAN PHUC KHOA, Nong Lam University, Ho Chi Minh City. September,
2007. “Revealing genetic diversity of wild Dendrobium orchid at Binh Phuoc
province and Bao Loc town (Lam Dong province) by RAPD technique”

Genetic diversity of wild Dendrobium orchid collected from Binh Phuoc
province and Bao Loc town was studied base on RAPD marker to set up the
scientific premise for orchid breeding. The phylogenic dendrogram of 20 tested
wild Dendrobium was produced base on RAPD polymorphic bands by using
NTSYSpc 2.1 and Winboot solfwares. Cluster analysis based on Dice similarity
coefficient matrix were produced using the unweighted pair — group method with
arithmetic average (UPGMA) to group all the studied species. Six from ten RAPD
primer (OPAC10, OPBO01, S1384, OPB08, U693, OPAH13) produced a total of 55
polymorphic bands, sized from 180 bp to 3000 bp. The resulting dendrogram
confirmed that species could be distinguished and clustered into two main group
and one auxiliary group. This result indicated that there was a significant genetic

variation among the studied species.
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Chuong 1
MO DAU
1.1. Pit van dé

Hoa lan 1a m6t mén qua cua tao hoa, n6 khong chi 1a mot loai hoa dep co6 gia
tri vé mat tinh than ma con co gia tri kinh té cao va hién dang c6 thi truong tiéu thu
manh trong nudc ciing nhu xuit khau. Ngay nay, ching ta c6 thé thdy hoa lan &
khap moi noi va dé bi choang ngop trude vé dep quyén rii, bién héa mudn mau,
mudn vé cua cac loai hoa nhu: Cattleya, HO Biép, Dendrobium, Vanda, Cymbidium.
Hoa lan dugc ua chudng phai ching boi d6 1a biéu twong cua niém khao khat cudc
séng phong luu va hanh phiic bén bi.

O vung nhiét ddi, dac biét 1a tinh Binh Phudc va thi xa Bao Ldc (tinh Lam
Déng) phu hop voi nhiéu loai phong lan, dia lan. Ngoai viéc nhap ndi, lai tao, nhan
gidng cac loai lan méi, chiing ta con s¢ hitu nhiéu nguon gen quy hiém, doc ddo,
méi la. Hon nita, cac gidng lan thuong mai hién nay tai Viét Nam déu 1a nhimng
gidng lan lai (c6 ngudn gbc tir Thai Lan, Pai Loan, Singapore va Trung Quéc) lam
cho tinh hinh giéng ngdy cang tré nén phirc tap. Vi vy, trudc hét ching ta can phai
tién hanh khao sat tinh da dang di truyén cac giéng lan dia phuong, trén co s d6
thuc hién c6 hiéu qua viéc nhan va tao gidng méi cho chat luong tot, dong thoi xay
dung cac dinh hudng vé kiém tra, quan 1y va bao vé ngudn gen cac giéng lan sin co
trong nudc.

Dé nghién ciru da dang di truyén ngudi ta c6 thé st dung nhiéu phuwong phap
khac nhau: phuong phap sir dung cac marker hinh thai, marker isozyme hay marker
phan tir (RFLP, RAPD, AFLP, SSR, SSCP). Tuy vao ddi tugng, diéu kién va myc
dich nghién ctru ma lya chon phuong phap phu hop nhit. Trong dé tai nay, chung
t6i tién hanh nghién ctu tinh da dang vé di truyén cta mot sb loai lan rimg giéng
Dendrobium bang k¥ thuat RAPD vi day 1a k¥ thuat don gian, cho két qua nhanh,

va diac biét khong can phai biét trudc trinh ty bd gen ctia dbi twong nghién ciru.



Trén co s& d6 chung toi tién hanh thuc hién dé tai:

"Danh gia da dang di truyén cia giéng lan rirng Dendrobium thu thip
tai tinh Binh Phudc va thj xi Bao Loc (tinh LAm Pong) bing ky thuit RAPD"
1.2. Muc dich - yéu cau d@ tai

1.2.1. Muc dich

Thong qua k¥ thuat RAPD, danh gia d6 da dang di truyén cia mot sb loai lan
rimg giéng Dendrobium thu thap tai tinh Binh Phuéc va thi xd Bao Loc (tinh Lam
DPdng) 1am tién d& phuc vu cho cong tac chon, tao gidng lan.

1.2.2. Yéu cau

— Thanh thao thao tac ly trich DNA tong s6.

— Nam vitng k¥ thuat PCR, han ché sai sot trong qué trinh thuc hién.

— Néam vitng cac k§y thuat trong str dung marker RAPD.

— Hiéu rd vé cac phan mém xay dung ciy phat sinh loai nhu NTSYSpc 2.1,
Winboot.
1.3. Giéi han dé tai

— Khoa luan dugc thyc hién tr thang 3 — 2007 dén thang 8 — 2007 1a khoang
thoi gian twong ddi ngin nén két qua chua phan anh ddy du va chinh xac.

— Chua du diéu kién dé thyc hién trén nhiéu primer RAPD dé thu duogc két qua
chinh xac hon.

— Viéc ldy miu ca thé ciing 13 van dé tro ngai, anh huong dén két qua phéan

tich.



Chuong 2
TONG QUAN TAI LIEU

2.1. Gi6i thiéu vé ciy hoa lan
2.1.1. Ngudn goc va phan b cac loai phong lan [15]

Trén khap trai dat, hdu nhu noi nao co thuc vat 1a c¢6 phong lan. Nhung s6
luong nhiéu it khac nhau rat lén lién quan mat thiét dén do cao. O Columbia c6 trén
3000 loai, khoang 100 loai & My va Alaska chi c6 14 dén 15 loai. Mdi loai c6 mot
cach phin bd va phat trién rat riéng biét cho kiéu dang va kich ¢& cia cay lan, su
khac biét d6 khong chi vi chung xudt Xt tr cac luc dia khac nhau ma con c6 khi ¢
ngay trong mot vung dia ly vai kilomet vuong.

Trong qua trinh tién hoéa, mdi loai lan nhu da c6 mot hop dong “riéng véi
mdi loai con tring nao d6 dé dam bao viéc thu phan va phat trién”. Phai ching “vi
hop ddng” nay ma hoa lan d6 thé hién moi dic trung riéng biét that ky la, khong chi
hap dan boi mat nhin (thi giac), mui vi (khtru giac), chit mat ngot ma con hip din
ca gidi tinh.

Vé dai the, c6 hai loai lan: dia lan va phong lan hodc lan ky sinh (epiphytes).
Ching c6 cac dac tinh vé thue vat hoc khac nhau 15 rét. Loai lan & cac vung 6n doi
¢6 khuynh huéng chui xuéng dat trong mua rét va hinh thanh mot co cau kha 16n
phan nhanh nhiéu hay it nhu mét loai ctii hodc than cdy nam dudi dat. Phan trén
khoéng cta ciy phat trién vé mua xuin dé roi bién mat vé mua thu. Loai lan ndy, cho
dén ngay nay van thudc loai lan khé tréng. C6 thé 1a khong d& xac dinh that ding
yéu cau cua cac loai dia lan nay, tir chat dat dén ché d6 am va ché d6 nhiét. Mot
phan thuc té 1a trong nudi trong nhan tao da c6 nhiéu tng dung k¥ thuat nhung ciing
rat kho tao ra duoc cac diéu kién can thiét nhu trong tu nhién. biéu dang chua y la
loai lan nay dang c6 khuynh hudng mat dan. Cho nén & nhiéu noi nguoi ta di cé qui
dinh céc bién phap ngan ngtra viéc khai thac nay.

Viéc nudi tréng lan dac biét phat trién & cac loai lan nhiét doi, it chiu anh

huong cia moi truong nhu loai cac lan 6n do1, ngay cd mot so loai dia lan. No6i cach



khac lan nhiét d6i thi loai ky sinh hay 14 loai dia lan cling cho nha nuéi tréng nhiéu
co hoi t6t, nudi trong dé dang. Chinh vi vay, nén lan nhiét déi vo cung phong phii
va cling co nhiéu dic tinh thuc vat hoc hét stc wu viét.

Trong khoang trén 600 loai lan nhiét d6i, cac nha nudi trong di chon loc
dugc hon 50 loai nhung chi mot sé khong nhiéu thu hiit duoc sy chi ¥ va hap dan
dau tu phat trién chu yéu dwa trén gia tri thuong mai va kha ning lai giéng tot. Phai
ké dén: Cattleya, Cymbidium, Dendrobium, Lycaste, Miltonia, Odontoglosum,
Oncidium, Paphiopedium, Phalaenopsis, va cac loai Vanda. Vai loai lan can da
duogc lai ghép véi cac loai ké trén cho cac giéng lai rat quen thuéc ma ngiy nay
ngudi ta da c6 kha nhiéu thoéng tin vé dic tinh di truyén dén k¥ thuat nudi tréng cu
thé.

Bén canh nhitng loai rat dugc wa chudng trén ddy, con hang trim loai khéc
thuong thiy ¢ noi nay hay noi khac trong cac vuon thyc vat. Ching ciing ¢6 nhiing
dic tinh riéng va gia tri nhung khéng duoc phat trién rong rai vi ¢6 nhitng han ché
nhat dinh. Hodc 13 hoa qua nho hay khong dep, diéu kién nuoi trong khong thuan
tién.

2.1.2. Cac dic tinh chii yéu ciia loai lan ky sinh [7], [15]

Viéc hiéu biét vé cac dic tinh cua cdy lan 1a can thiét giup cho nha nudi trong
dat két qua cao véi chi phi vat chit va cong stre it nhat. Yéu ciu thi nhiéu nhung
phan chu yéu 1a sinh 1y hoc ciia viéc nudi trong phong lan. Chung ta xem xét ting
thanh phan cy thé sau day:

— Ré noi

Ngoai chitc ning neo bam va nudi dudng cho ciy, ré cta loai lan ky sinh con
c6 vai tro du trit, ho hdp va ca nhiém vu quang hop.

V6i loai lan c6 than nam ngang ré tao ra than, loai than moc dung ré phat ra
tir than cdy va thuong 1a dam thang goc vai than ciy vao cac ké 14. Trong tu nhién,
ré c6 thé dat dén murc chiém mat ty trong kha 16n, t&i 2/3 khdi lugng toan phan.

Nhu vay ta théy ré lan qua la mot bd phan phat trién dam nhan mot chic

nang rt quan trong trong doi séng ctia cdy lan. That thé, ré cang phét trién con co



nhiéu kha ning gan loc hip thu cac mudi khoang, cac chit dinh dudng khac tan
trong nudc hay swong mai.

Trén bé mit cua ré lan, c6 mot két ciu dang chu y: chét nhung to. Chung
thudng c6 mau tring c6 lic nhu phét (ni) cd luc 6ng anh nhu xa clr, mot chat lidu
hét sirc dic biét, co tac dung hit nudc duoc nhiu nhéat va nhanh nhat. Chang cho
phép bo 1& c6 thé thay doi thoi gian thim nude. Mdi khi bi kho ching trd lai trang
thai tring xa cir. Va ddi véi ré day 1a mang che chdng nong hét strc hiéu qua. Khi
tiép xtic vo cay ching tir hinh thanh mét 16p cac chat két dinh dé cb dinh cho ciy
lan that vitng chic trén gia thé hay gia d& cta chung.

R& ¢6 khi 1am nhiém vu ho hap con hon ca 14. Nhung dé chirc nang hd hap
nay phat huy hiéu qua, can dam bao cho dwoc mot diéu kién can thiét: cac 1p
nhung to phii kho hodc it nhat phi khé mot phan giita hai lan tudi nude.

Chtic nang quang hop (hay quang tong hop) cé thé thay mot phan khi trén ré
chuyén thanh mau xanh 14 cy.

Trang thai ctia bo ré ciing thé hién trang thai cdy lan c6 phat trién t6t hay
khong, n6i cach khac nhin bo ré cé thé biét ciy c6 khoe hay khong. Néu khong con
vé tring xa ctr, ¢6 nghia 1a it nhidu cdy di gia yéu. Néu diéu d6 xdy ra qua sém (cdy
chua gia) thi at da c6 nhitng sy chiu dung qua dang, c6 thé do:

= Tudi qua nhiéu.
= Bon phan khong thich hop.
= Sy phén hiy cta gid thé.

- La

Lan chi c6 mdt luong 14 rat han ché. Tuy vay, 14 lan cling that da dang khac
nhau gitta gidng nay gidng khac hodc ngay trong cting mot loai (nhu Dendrobium).
L4 lan c6 hinh bau duc hay ludi tao, phiang hodc gip nép, cudn tron hay co cudng,
nhin hay ¢6 16ng to, mau héo tan hay vinh ctru, mong hay mép, chong 1én nhau hay
hinh que, hinh mai dim, uén cong hodc thang dimg. Trong phan 16n cac loai lan
trén 14 thuong c6 nhirng dudng gan song song, dic tinh nay cho biét ching thudc

dong ho Monocotyledones.



Khi chiu anh hudng béi su khé hay cua stc nong, cay lan da thich nghi véi
nhitng bd 14 c6 16p vo that day hodc 14 that mong, ching tré thanh mot kho duy tri
cho cay. Pé han ché tdi da sy mat nudc trong ngdy, ¢ than trén cia cdy lan thudng
khong c6 cac khi khong (ma chi c6 & phan dudi). Vao nhitng luc ning néng gay git,
cac khi khong nay chi dugc nd ra vao ban dém. Ngay viéc quang hop ciing dugc
thuc hién mot cach rat dic biét theo mot tién trinh kha phuc tap nhung rat hop 1y va
hiéu qua khong dé mat nude (quang hop ban ngay va ho hip vao ban dém).

Trong mét vai loai nhu Catasetum, mot sé Dendrobium, Calanthe, 14 chi c6
& cac mam non va thudc loai chdng tan, ching tan ta va rung di vao mua thu dé
than cay phinh ra nhu mdt loai cu, hoan toan khong cé la. Pay cling 1a mdt cach dy
trit ning luong cho mam non sau nay. Sau vai nam, khi di hoan tat nhiém vy, co
cAu nay ciing héo tan va bién mat.

Céu tric va trang thai ciia 14 cdy c6 thé thé hién cho biét cac dicu sau day:

= L4 cang day, cang han ché tuéi.

= Néu la cay chong héo tan, thé hién loai cdy c6 giai doan ngi (nghi
dong) ro rét va kéo dai.

= Néu l4 mém va ton tai lau (vinh ctru) phai thuong xuyén gitt d6 4m
nhat dinh, tudi déu khong gian doan.

» Néu 14 hinh que, thé hién loai cay chiu noéng tdt ¢ thé chiu 4nh néng
mit troi truc tiép

Véi phong lan va ca dia lan ciing viy vé dep cua 14 cdy ciing gop phan tham
my gia tri. Pac biét, vdi cac loai lan c6 1a that dd so, co 16p v6 nhung muot c6 mau
hdng do chay theo cac phan nhanh mau vang, vang kim hay tring.

— Than cay va gia hanh

Than 14 bd phan xac dinh hudng phat trién chinh cua cay. O loai lan ky sinh
c6 hai loai than: than nim ngang, bo trén mat gia thé va loai thang ding.

Loai than nam ngang c6 than ma trén d6 c6 nhiéu chdi non. Choi sé thanh gia

hanh mang theo mot hay nhiéu 14 va mot phat hoa dam ra ¢ dau gia hanh nhu



Cattleya, hoic tir gbc ngay trén than nhu Coelogywe, hay truc tiép tir cac gia hanh
vao nam sau nhu mot vai loai Dendrobium.

Céc gia hanh c6 thé phat trién gin nhu ké tiép chong 1én nhau nhu & loai
Coelogyne hodc cach quing trén than nim ngang nhu Bulbophyllum va diéu nay
cling phat sinh mot vai van dé khi thay chau.

Loai than tht hai c6 than moc thing 1én va mim & trén cung nhu Vanda
Angraecum. Cach phat trién nay vé k¥ thuat dugc coi nhu vo tan, c6 dang nhu cdy
leo. Chiéu cao ky luc thudc vé loai Gastrodia, dugc 18 m.

Trong mdt s6 truong hop than cay nhu bién mat hodc teo top thoai hoa. Cac
loai lan nay thuong dugc goi la loai khong c6 than (acaules).

Céc dac tinh noi trén cua than cay can dugc xac dinh vi né anh huong rat
nhiéu dén viéc phat trién sau ndy. Nguoi nudi trong can biét loai than ciy thiang
dung co6 thé vuon 1én dén mot d6 cao nao do6 trong khi loai than nam ngang c6
khuynh hudng bo lan ra ngoai chau.

Vé phan céac gia hanh, c6 thé coi chung nhu nhitng nhanh c6 su phat trién
gi61 han, chung c6 nhitng hinh dang rat khac nhau. C6 loai hinh try, hinh bau duc,
hinh tring, c¢6 hinh hot hodc ép phang & chung quanh. Ciing c6 khi, nhu & loai
Dendrobium, 13 nhitng co quan dy trir ¢6 nhiém vu tich trir nudc va cac mudi
khoang di mot lwong can thiét cho cay.

2.1.3. Gi6i thiéu chung vé giéng lan Dendrobium [12], [13], [15]

Phong lan ¢6 ving phan bd rong 16m, trai dai tir duong xich dao cho dén Bac
cuc, tir dong bang cho dén cac ving ndi bang tuyét. Ho phong lan (Orchidaceae)
v61 750 chi va hon 25000 loai 1a ho 16n thir hai sau ho cuc (Asteraceae) trong nganh
hat kin (Angiospermae) va ciing 13 ho 16n nhat trong 16p mot 14 mam.

Viéc phan loai phong lan kha phirc tap. Theo truyén thdng c¢o dién cac nha
khoa hoc trude day phan loai Dendrobium thudc tong Epidendreae, ho phu Epiden
droideae, phan ho Orchidacea.

Theo Pham Hoang Ho (1999) phéan loai giong lan Dendrobium gdm hai

nhom:



— Nhom Callista gdm co:
= D. chrysotosum (Kim diép)
= D. densiflorum Wall (Thuiy Tién)
= D. farmari Paxt (Thay tién trang vang)
= D. lindleyi Steudel (Vay rong)
= D. thrysiflorum Reichb (Thuy tién vang)
— Nhém Dendrobium gdm cé:
= D. anosmum Lindl (Gia hac)
= D. fimbriatum Hook.f. (Long nhéan)
= D. heterocarpumi Lindl (Nhat diém hoang)
= D. primulinum Lindl (Long tu)
= D. moschatum (Buch-Ham) (Thai binh)
Pay 13 hai nhom lan thudc giéng Dendrobium chung t6i st dung dé nghién
ctru trong dé tai.
2.1.3.1. Pic diém hinh thai [15]

— R&: thudc loai ré bi sinh, chung quanh ré that duoc bao boc boi mot 1ép mo
x6p (mang) gitp cdy dé dang hit nudc, mudi khoang va ngin chin anh sang mat
troi gay git. Chop ré c6 mau xanh 14 ciy, ¢ phan ré co céac sic lap khong bi ngin boi
mo x6p nén co thé giup cdy quang hop.

— Than: lan Dendrobium thudc loai da than c6 gia hanh rat dai, hinh try, hinh
mui hay hinh det, co6 nhiéu dbt than. Than c6 dang moc thrfmg hodc ri xuéng.

— La: xép thanh hai ddy ddi nhau trén than (14 ddi), 14 c6 hinh xoang va céc
gan 14 chinh chay song song cac khe 16m xudng, 14 lan c6 thé song dai hay dé rung.

— Cac cum hoa: moc tur than thanh tung chum, trén mot canh hoa c6 nhiing
chiéc hoa don xép theo hinh xo4n ¢, cac hoa don lién canh nho cudng. Cudng kéo
dai cho t6i bau hoa tao ra ba 14 nodn (bﬁu hoa duoc tao thanh boi 3 14 dai, 3 canh

hoa va 1 try hoa). Cot nhi, nhuy ngan.



2.1.3.2. Piéu kién sinh thai [15]
— Nhiét do
Cay lan Dendrobium c6 bién d6 nhiét do rit rong, ngudi ta chia 1am 2 hai
nhoém chinh:
= Nhoém lan wa lanh: nhiét do 1y tuong 1a 15°C séng chu yéu & ving cao
nguyén trén 1000m. Tuy nhién, nhitng loai lan nay c6 thé ra hoa ¢ nhiét d6 cao.
= Nhom lan wa ndng: nhiét d6 thich hop nhat 1a 25°C. Ngoai ra con co
gidng lan thich hop & nhiét d6 20°C, ¢6 thé ra hoa ¢ ving néng va ving lanh.
— P am va ché d9 twéi nuée
Trong thoi ky sinh trudng can tudi dii, nhat 1a vao mua noéng. Giita cac lan
tudi can xem xét cac gia thé trong co bi dong nude khong. Kho hoic gan khé 1a tét
nhat. Phai dam bao cho gia thé trong dugc thong thoang lam cho ré lan c6 lac kho,
va duoc kho ting lac 1a didu rat quan trong. Ché d6 thé cta lan c6 mot phan nho
vao ré.
Trong mua ndng, tudi hai dén ba ngdy mot lan 1a vira phai, mua thu va mua
d6ng hai lan.
Thoi ky sinh truéng d6 4m can tir 60 dén 70%. Thoi ky nghi can giam thich
dang.
— Anh sang
Dendrobium 1a loai lan wa sang (60 - 70%), rat thich hop véi anh sang manh,
¢6 nhitng loai yéu cau anh sang t6i 80 - 90%. Nho ¢6 ma chiing phat trién duoc cac
gia hanh that manh mg, tit nhién khong dé anh ning chiéu truc tiép co thé 1am chay
14. Do dic tinh nay nén viéc nudi trong trong nha hodc dung 4anh sang nhén tao thyc
té khong thuan tién, d& dang.
2.1.4. Tinh hinh san xuat hoa lan trén thé gi6i va & Viét Nam [9], [14]
2.1.4.1. Tinh hinh sin xuit hoa lan trén thé giéi
Hién nay nhu cdu vé hoa lan trén thj trudng thé giéi rat 10n, ngdy cang ting

va da mang lai lgi nhuén kinh té cao:
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— O Chau Au

Nam 1994, My nhap tu Thai Lan 16,4 tri¢u canh, tir Singapore 289000 canh
lan Dendrobium.

Holland 13 mét qubc gia duy nhit & Chau Au c6 cong nghiép trong lan xuat
khau, do trdng trong nha kinh nén Holland c¢6 thé xuat khau hoa quanh nim nhat 1a
Cymbidium.

Italia 12 qudc gia nhap khau hoa lan 1én nhat Chau Au. Nam 1993, nhap
75,3 tri€u canh, chu yéu tr cac nudc: Thai Lan, Holland , Singapore.

Dirc va Phép 1a hai quéc gia nhap khéu lan dimg thir 2 va thit 3 Chéu Au.

— O Chau A

Nhat 1a qudc gia nhap khau ding dau thé giéi. Theo thong ké, tai Thai Lan,
Singapore, Malaysia danh 600 ha dt trong lan dé xuat khau sang Nhat, chu yéu 1a
Dendrobium, Oncidium, Cymbidium, Phalaenopsis.

Thai Lan 13 nuéc xudt khau lan dimg dau thé gi6i, chu yéu la lan
Dendrobium, xuat khau hon 50 qudc gia trén thé gidi véi gia 1 — 3 USD / canh, ¢6
khi 8 — 10 USD / canh, nhiing giéng quy c6 thé 1én dén hang trim USD.

Ngay nay, bang nhiéu k¥ thuat khic nhau ngudi ta da tao ra duoc nhiéu
gidng lan méi nhu: Dendrobium ayaka, Dendrobium edians beauty, Dendrobium
sungould.

2.1.4.2. Tinh hinh sin xuat hoa lan ¢ Viét Nam

Tai Viét Nam nganh san xuit kinh doanh hoa kiéng noi chung va lan noi
riéng trong vong 10 niam trd lai day rat phat trién, v6i nhiéu chung loai. Tham gia
san xuAt gém nhiéu thanh ph?m kinh té (ca thé, tap thé, nha nudc, lién doanh
hodc100% von dau tu nude ngoai). Tuy nhién san xuat con chwa duge ap dung khoa
hoc k¥ thudt nén mac du da dang nhung khong dat vé tiéu chuan, s luong va chét
lugng do d6 tinh canh tranh con thap.

O vao ving nhiét d6i, TP.HCM cung véi cac tinh mién Pong va Tay Nam
B6 phu hop voi nhiéu loai phong lan, dia lan. Ngoai viéc nhdp ngi, lai tao, nhan

giong céc loai lan mdoi, chung ta con s¢ hitu nhi€éu nguén gen quy hiém, doc dao,
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méi la. Cing voi d6i ngii nghé nhan, doanh nhan tich liiy ngdy cang nhiéu kién
thire, kinh nghiém, dang truc tiép san xuat — kinh doanh , con c6 cac co sé khoa
hoc, cac truong dai hoc, vién nghién ctru, cac thanh phén kinh té khac vao cudc, gop
phan khai thac tiém ning, mé ra cac kha ning, trién vong san xuit, kinh doanh va
phat trién cac loai phong lan, dia lan, nham dap Gmg nhu cau vé loai hoa nay ngay
cang lén cao trong va ngoai nudc.

— Tai TP.HCM

Trong cac ching loai san phim hoa kiéng, hoa lan xem 13 nhom hoa cé gia
tri kinh té cao, trong do lan cit canh dem lai lgi nhuén kha cao (co thé dat 500 triéu
— 1 ti d6ng / ha / ndm) nhung von dau tu ban dau van con cao (600 — 800 triéu dong
/ ha), chii yéu 13 phan vén dau tu cho ciy giong. Trong d6 nhom Mokara va
Dendrobium duoc trong nhiéu nhat.

Theo Trung tim Nghién ctru khoa hoc k¥ thuat va khuyén néng TP.HCM,
trong thoi gian qua dién tich trong hoa lan trong thanh phd ting nhanh, tir 20 ha
nam 2003 Ién 50 ha nam 2004 va khoang 80 ha nam 2005.

Pé dua hoa lan tr& thanh mét trong nhitng cdy chu luc trong co cdu kinh té
ndéng nghiép trong nhitng nam téi, TP.HCM dé ra myc tiéu phat trién dién tich trong
hoa lan 1én 200 ha vao nim 2010 va mot s6 giai phap chinh vé giéng, khoa hoc k¥
thuat, thi truong tiéu thy, dao tao nguén nhan luc, chinh sach hd tro.

— Tai Da Lat

Cay lan Cymbidium d3 duoc nudi trong tai Da Lat tir rat 1au, chu yéu dé tiéu
khién. Tai ddy, ngoai nhitng loai ty nhién, cic bién chiing, con c6 nhiéu gidng nhap
ndi nudi trong.

Tir nam 1977, sau khi thanh 1ap t6 Hoa Lan Xuat Khau, phong trao trong lan
d3 duoc phat trién manh.

DPén nam 1985, da xuat khau duoc trén 15000 canh hoa Cymbidium.

Hién nay nhu cau hoa lan dang ting nhanh, trong khi d6 muc do phat trién

con han ché. D¢ 1a do chua cé nhitng dau tu nghién ctru vé do61 tugng nay nhu: van
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dé khoa hoc, chon tao giéng va k¥ thuat nuéi trong, do d6 khong thé hiéu rd va danh
gia ding dan tiém nang va trién vong ngudn loi nay.

Xu huéng hién nay dang tap trung vao cac giébng nhap noi, con lai cac loai
lan noi dia it dugc chu y. Mac du cac loai bién chung noi dia co gia tri rt cao, cO
thé dap ung duoc nhu cau xuat khau. Nhu vay co so dé phat trién nghé trong lan
xudt khau van phai chu trong vao cay lan ndi dia, nhit 13 chon tao giéng méi tir ciy
lan nd1.

2.2. Gi6i thiéu vé da dang sinh hoc
2.2.1. Pinh nghia [6]

Pa dang sinh hoc (Biodiversity) 1a su gidu c6, phong pht va da dang vé
nguyén liéu di truyén, vé loai va cac hé sinh thai.

Dinh nghia do Quy bao ton thién nhién thé gii — WWF (1989) dé xuit nhu
sau: “ Pa dang sinh hoc 1a su phén thinh cua su séng trén Trai dat, 1a hang tri¢u loai
thyc vat, dong vat va vi sinh vat, 1a nhitng gen chira dung trong céc loai va la nhiing
hé sinh thai v ciing phtic tap clng ton tai trong moi trudong”.

2.2.2. Cac phan mirc vé da dang sinh hoc [5], [6]

2.2.2.1. Sw da dang vé hé sinh thai

Hé sinh thai 1a mot cong dong gom cac loai sinh vat séng trong mot diéu
kién nhat dinh va mbi quan h¢ tuong hd gifra cac sinh vat do6 voi cac nhan t6 moi
truong.

Su da dang hé sinh thai thé hién béng su khac nhau cua céc kiéu quén x4 sinh
vat. Quan xi nay dugc tao nén do cac co thé séng va mdi lién hé gilta chung voi
nhau va véi cac diéu kién séng (dat, nudc, khi hau, dia hinh).

Tom lai, h¢ sinh thai cang khac nhau thi tinh da dang sinh hoc cang cao.
Diéu kién moi truong cang khac nhau thi hé sinh thai noi d6 cang da dang.

2.2.2.2. Da dang loai

Su da dang loai bao gém sb loai co trén Trai dat. Su da dang nay dugc thé
hién bang sé lugng loai khac nhau cung séng trong mot ving nhat dinh. Loai duoc

xac dinh boi mot trong hai cach:
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— Phan loai theo c4u tao hinh théi cta loi: xac dinh theo nhom cé thé c6 nhimg
hinh thai, sinh ly hodc hoa sinh dac trung, khéac biét véi cac nhom khéac. Cach phan
loai nay thuong dugc cac nha phan loai hoc, sinh hoc van dung dé dinh loai, dat tén
khoa hoc cho nhitng mau vat méi.

— Phén loai sinh hoc loai: 1 nhém c4 thé c6 kha ning giao phdi véi nhau tao
con lai hitu thy, khong giao phdi sinh san v&i cac nhém khac. Cach nay duogc su
dung dé nghién ciru qua trinh tién hoa khao sat méi quan hé vé gen.

2.2.2.3. Su da dang vé di truyén

La phan mtc co ban nhat trong da dang sinh hoc, tao nén sy khac biét cua
cac ca thé trong quan thé va nghién ctru vé da dang di truyén ciing 1a cic nghién ctru
co ban va chinh xé4c nhat sy khac biét vé loai.

Sy da dang vé mit di truyén trong loai thudng bi anh hudng boi nhitng tap
tinh sinh san cua cac ca thé trong quan thé. Mot quan thé 1a mot nhom ca thé giao
phéi dugc vé1 nhau tao ra con lai hitu thy, trong loai bao gém mot hay nhiéu quén
thé.

Céc ca thé trong mot quan thé thudng c6 bo gen khac nhau. Sy da dang vé bo
gen nay 1a do céc ca thé co cac gen khac nhau, du chi 1a rat it. Gen 1a don vi di
truyén cung v6i nhiém sic thé dic trung cho nhitng protein riéng biét.

Nhiing hinh thai khic nhau cua gen dugc thé hién bang nhiing alen va nhiing
khéc biét do su dot bién. Nhirng alen khac nhau ctia mot gen c6 thé anh hudng dén
su phat trién va dic diém sinh Iy cia mdi ca thé theo cach khac nhau.

Nhitng su khac biét vé gen trong di truyén hoc duoc ting dan khi con cai
nhan day du t6 hop gen va nhidm sic thé cuia bé me thong qua sy tai to hop cua cac
gen trong qué trinh sinh san. Cac gen trao ddi trong qué trinh giam phan va mot to
hop méi duge thiét 1ap khi nhiém sic thé cua ca bd va me két hop thanh mot t6 hop
théng nhat mai cho con céi.

Tong cac gen va alen trong mot quan thé 13 vén gen cua quan thé va nhiing
t6 hop cua cac alen ma mdi ca thé c6 duoc goi 1a kiéu di truyén (genotype). Kiéu

hinh (phenotype) ctia mdi c4 thé duoc biéu hién bai cac tinh chat vé hinh thai, sinh
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1y, hoa sinh va duogc dic trung boi cac kiéu di truyén trong timg mdi trudng nhat
dinh.

S6 luong khac biét nhau vé gen trong mot quan thé duoc xac dinh béi sé gen
trong von gen d6, thuong mdi gen cé nhidu hon mét alen (cac gen da hinh) va sd
cac alen cho mdi mot gen da hinh. Su ton tai cta cic gen da hinh cho phép cic ca
thé trong quén thé c6 thé co6 kiéu gen di hop tir, c6 nghia 1a ca thé nhan duoc nhimg
alen khac nhau tur cac gen cua mdi bd me. Su khéac biét vé gen cho phép cac loai
thich img dugc véi su thay ddi ciia méi trudng.

2.3. Mot s6 phwong phap nghién ctru da dang di truyén
2.3.1. Phwong phap st dung cac marker hinh thai [1], [4]

Su da dang di truyén co thé phat hién dua vao céc biéu hién hinh thai. Gen
thé hién ban chat di truyén s& dugc lién két véi mot tinh trang hinh thai nao d6 ma
nguoi ta co thé do dém dugc — gen d6 ¢ thé xem nhu marker. Tuy nhién, s marker
hinh théi hién dién trong tu nhién cling rat it, khong thdéa man yéu cu cuia nhiéu
chuong trinh chon giong va chi ¢6 quy mé hinh thai (co quan) hodc ¢ giai doan phat
trién dic biét cua ca thé. Su thé hién cac marker hinh thai bi anh hudng boi diéu
kién méi trudng, diéu nay lam cho marker hinh thai kém thu hut trong cai tién giong
ciy trong.

2.3.2. Phuwong phap st dung cac marker isozyme [1]

Isozyme la cac dang protein c6 cung phdn ung enzyme nhung cé sy khac
nhau khi chay dién di. Ky thuat dién di dugc dung dé do su di dong cua phan tu
protein trong mdt khoang thoi gian nhét dinh, trén dién truong dong nhat. Cac
protein dot bién khac nhau vé dién tich s& co su di chuyén khac nhau nén c6 thé
phat hién sy khac nhau gitta chung bang k¥ thuat dién di. Sy khac nhau nay phan
anh sy khac nhau trong kich thudc va cdu triic ctia phan tir protein. Trong nhiéu
truong hop, con lién quan téi su thay thé boi mot amino acid trong phan tir protein

do dot bién tir alen nay sang alen khac.
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Nho k¥ thuét dién di ndy, cung lic c6 thé phan tich nhiéu c4 thé ctia mot
quan thé nao d6 dé danh gia chinh xac sd phan traim di hop tir cia mot gen nhat
dinh. N6 cho biét su da dang gitra cac nhom sinh vat theo cac protein dugc quan sét.

Tuy viéc ap dung marker isozyme da lam thay doi viéc nghién ctru da dang
di truyén theo chiéu hudng thuin loi hon nhung sé marker ciing qua it, khong thoa
mén cho nhu cdu nghién ctru.

2.3.3. Phuwong phap st dung cac marker phan tir [1], [24]

Céac marker phén tir d3 chimg minh c6 tAm quan trong hon vé lau dai so véi
marker hinh thai va marker isozyme, do s6 lugng ciia né gap hon nhiéu lan so voi
marker isozyme.

V& cin ban, bat cir chudi md DNA nio dugc phan biét giita hai c4 thé, hai
dong hodc hai gidng khac nhau déu co thé dugc xem 1a mot marker phan tir. Céc
marker phan tir c6 thé chia 1am hai nhém nhu sau:

— Marker dya vao phuong phap lai DNA (DNA — DNA hydridization based):
RFLP (Restriction Fragment Length Polymophism), minisatellite.

— Marker dua vao phuong phap PCR: AFLP (Amplified Fragment Length
Polymophism), SSR (Simple Sequence Repeat), SSCP (Single Strand Conformation
Polymophism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).

Nhitng loi ich ctia marker phan t&r so véi marker hinh thai va marker
isozyme:

— Po ludng truc tiép cac vat liéu di truyén.

— C6 nhiéu marker trong quan thé.

— Do luong khong chi phdi anh huéng moi truong va anh hudng co tinh chét
phat trién.

2.4. Quy trinh ly trich DNA té bao thwe vt [3]

DNA, vt liéu mang thong tin di truyén duoc ciu tao bsi nucleotide, 13 yéu
t6 md dau cho moi nghién ctru va tng dung sinh hoc phén tir, trong d6 bao gdm cac
nghién ctru tinh da dang di truyén trong quan thé. Dé cé thé tién hanh céc thi

nghi¢m phan tich sau hon thi vi¢c thu nhan mét lwong DNA 16n va sach la diéu kién
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tién quyét. Dbi véi tach chiét DNA thi mbi quan tAim hang dau 1a thu nhan duoc cac
phan tir nay & trang thai nguyén ven t6i da, it bi phan hity do cac tac nhan co hoc
(phan tr bi gdy do nghién, lic manh) hay hoa hoc (phan tir bi thuy giai do céc
enzym (enzym ndi bao giai phong ra moéi truong khi té bao bi pha v hay su tap
nhiém trong khi thao tic). Qué trinh tach chiét DNA can thyc hién ¢ nhiét do thap
dé trc ché enzym noi bao.

Mot qui trinh ly trich DNA & té bao thyc vat gdm 3 budc co ban:

Buwéc 1: Pha v mang té bao.

Thong thudng nguoi ta nghién té bao hodc mé trong mot hdn hop dung dich
dém chiét gdbm Tris — HCI 1M (pH 7,5), NaCl 5M, EDTA 0,5M, sodium dodecyl
sulfat 10% (SDS). Hon hop nay s& pha v& vach té bao va mang nhan, giai phong
DNA ra mdi truong dong thoi phan huy cac protein lién két véi DNA. Ngoai ra
trong thanh phan dich trich con c6 mercaptoethanol c6 tac dung bao vé DNA trong
qué trinh ly trich.

Buéc 2: Loai bo cac thanh phan khong mong muén trong mau chu yéu la cac
protein.

C6 thé sir dung CTAB/NaCl (CTAB: Cetyltrimethylammonium bromide) tao
phirc hop véi polysaccharide va protein roi két tiia chiing. Loai bé protein va phirc
hop CTAB — polysaccharide — protein bang hdn hop phenol / chloroform / isoamyl
alcohol (25 : 24 : 1). Phenol va chloroform s& lam bién tinh protein. Ngoai ra
chloroform con lam cho pha nudc va pha hitu co dé tach rdi nhau. Isoamyl alcohol
han ché su ndi bot trong sudt qua trinh ly trich. Mic du phenol 1am bién tinh protein
nhung nd ¢ thé lam wc ché hinh dang ctia RNase va 1am dung moi cho phén tir
RNase ¢6 chta nhitng chudi dai polyA. Do d6, c6 thé khic phuc nhuge diém nay
bang cach sir dung thém chloroform sé& gitip loai bo tat ca cac dau vét con sot lai cua
phenol trong nucleic acid. Protein b bién tinh s& khong hoa tan trong pha nudc c6
chtra nucleic acid va sau khi ly tdm s& tia thanh mot 16p nam giita pha nudc va pha

htru co. Pha nudc ¢ chira nucleic acid dugc thu nhan lai.
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Buwdc 3: Tua nucleic acid trong isopropanol.

Céc DNA c6 trong lugng phan tir thap khong bi tia nén c6 thé loai bo chiing
bang tia trong isopropanol. Nucleic acid s& dugc thu nhan lai bang ly tam. Sau 4o,
can tia phai dugc rira trong ethanol 70% dé loai bo cac mudi hodc cac dau vét cua
1sopropanol con dinh lai.

2.5. Ky thuat PCR (polymerase chain reaction)
2.5.1. Khai niém va nguyén tic ciia ky thuat PCR [3]

PCR la phuong phap nhan nhanh mét doan phan tir DNA trong dng nghiém.
Pay 12 mot k¥ thudt nham tao ra hang triéu doan DNA d6ng nhat tir mot hdn hop
cac phan tr bao gdm RNA, protein, polysacharide, DNA khong c6 chic ning va
DNA c¢6 chiic ning di truyén. Nguoi ta con goi d6 1a k¥ thuat tao dong DNA
invitro. Ngay nay PCR duoc dung rat phd bién trong nhiéu linh vuc vé sinh hoc.

PCR dugc thuc hién trén co s¢ sinh téng hop DNA theo nhiéu chu ky ndi
tiép nhau, mdi chu ky gdm 3 trinh ty nhu sau :

Buéc 1: Bién tinh (Denature)

Giai doan nay dugc thuc hién & nhiét do cao (94 - 95° C) trong vong 30 gidy
dén 1 phat, 1am cho phan tt DNA mach kép tach hoan toan thanh 2 mach don.
Chinh 2 mach don nay déng vai trd 1a mach khuon cho sy téng hop 2 mach bo sung
moi.

Buére 2: Bit cip (Annealing)

Phan Gng cua primer tac dong 1én ddy nén, cac primer ndy gin vao dau day
chudi ma ddi xtng v6i chudi ma trén day template dé c6 phan tr DNA méi.

O giai doan nay nhiét d6 duoc ha thip dén mirc cho phép cac primer bit cip
dugc voi khudn, nhiét do nay dao dong trong khoang 30 — 70°C, kéo dai trong
khoang 30 gidy dén 1 phut, tuy thudc vao nhiét do noéng chiay Tm (melting
temperature) cua cac primer st dung.

Budce 3: Kéo dai (Extension)

Piy 1a giai doan téng hop day don bd sung doc theo chiéu 5’ - 3’ cua 2
primer nh& hoat dong cuia polymerase. Nhiét do dugc tang 1én 72°C gitip cho DNA
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polymerase hoat dong tot nhat. Thoi gian cua giai doan nay tuy thudc vao do dai
cta trinh tr DNA khuéch dai, thuong kéo dai tir 30 gidy dén vai phat.
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Hinh 2.1 Nguyén tic co ban ciia phan ing PCR

Nguyén tic co ban cta phan tng PCR 1a khuéch dai mot doan gen quan tim
bang primer chuyén biét két hop v6i hoat dong ciia enzym chiu nhiét polymerase
nhu Taq DNA polymerase trong mét chu trinh nhiét hop ly. Tac dong cua primer
dugc xem nhu yéu t6 danh dau cho hoat dong ciia polymerase khi né duoc gan két
vao DNA mach don lam khuén trong giai doan bét cap. Primer bén trai tac dong
trén day DNA 3’ - 5° con dugc goi l1a forward primer, ki hi¢u 1a F. Primer bén phai
tac dong trén day 5° - 3’ con duogc goi 1a reverse primer, ki hiéu 1a R. Sy sip xép
nhu vay dam bdo vung bi can thi¢p dugc ting cudong hoat dong, theo 3 trinh ty da
n6i ¢ trén. Tom lai, khi cac primer két hop véi soi DNA d6i 1ap ctia n6 trong diéu
kién mdt khoang cach da duoc kich hoat, cac doan DNA nay c6 thé s& duge khuéch

dai 1én theo phan ting day chuyén véi polymerase.
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2.5.2. Thanh phan phan ing PCR [1], [3], [11]
Phan g PCR chtra 7 thanh phan can thiét:

— DNA polymerase chju nhiét dé xtc tac tong hop doan DNA muc tiéu tir
khuén mau: trong mot phan tmg PCR thong thuong, Taq polymerase (0,5 — 2,5
units/ 25 — 50 pl phan tng) 1a enzym duoc lwa chon. Trong cac san pham thwong
mai, lugng Tag khoang 80000 units/mg protein. Do d6, mot phan ung PCR tiéu
chuin c6 chira tir 2.10%% dén 10.10% phén tir enzym. Hoat dong cua enzym bj tc
ché khi lugng san pham khuéch dai 1én khoang 1,4.10" dén 7.10" trong phan tng.
Tom lai, Tag DNA polymerase 1a enzym tiéu chudn va phu hop cho budc khuéch
dai ctia hau hét cac dang PCR. Thé nhung, su bat cap sai & dau 3’ rat dé xay ra.

— Primer 1a yéu t6 quyét dinh dén tinh hiéu qua va chuyén biét cua phan ung
khuéch dai. Thiét ké primer nhu thé niao dé tao duoc san pham s luong 16n, dong
nhat. Primers 14 yéu t6 anh huéng manh nhit dén su thanh cong hay that bai cia
quy trinh phan tng PCR. Trong phan tmg PCR thong thudng chtta s6 lwong primer
khong han ché, dién hinh tir 0,1 — 0,5 UM mdi primer (6.10%? dén 3.10" phan tw).
S6 lugng nay du dé khuéch dai doan DNA 1000 bp trong it nhat 30 chu ky.

— Deoxynucleotide triphosphates (ANTPs): Phan ttng PCR chira s6 luong phan
tr bang nhau gitra JATP, dTTP, dGTP va dCTP. Nong d6 mdi dNTP khoang 200 -
250 uM 1a phu hop véi phan tGng chtta 1,5 mM MgCl,. Tuy nhién néng do dNTP
thich hop nhat dé khuéch dai san pham 1000 bp chi khoang 0,5 — 1 pmole. Ham
lugng ANTP qua cao s€ ngédn can phan ing xay ra .

— Cations hoa trj II: tat ca cic DNA polymerase chiu nhiét déu can cation hoa
tri II ty do dé hoat dong va Mg2+ thuong dugc sir dung. Mot vai DNA polymerase
cling c6 thé hoat dong nhung it hiéu qua trong buffer c6 chira Mn?* con ion Calci thi
hoan toan khéng hi¢u qua. Do do, Mg2+ 1a su lwa chon tot nhat trong moi truong
hop. Mic dii, ham luong ciia Mg?* thuong duoc sir dung 1a 1,5 mM nhung khi ting
ham lwong Mg” 1én 4,5 mM hay 6 mM c6 thé lam giam sy bit cip sai trong vai

treong hop va lam ting trong mét sé trudng hop khac.
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— Buffer dé duy tri pH: Tris- Cl, diéu chinh pH giita 8,3 — 8,8 & nhiét do
phong, ¢6 ndng d6 10 mM trong phan tng, khi u & 72°C (nhiét d6 & pha kéo dai),
pH cuia toan bd hdn hop phan tng 1a khoang 7,2.

— Nuéec cat hai 1an da hip khir trung.

— DNA mau: Chira trinh ty muc tiéu, c6 thé duoc thém vao hdn hop dudi dang
chudi don hay chudi d6i. DNA dang vong thi khong hiéu qua bang DNA & dang
thang. Nong 46 DNA mau ¢ khoang 50 ng/ul 1a thich hgp cho mot phan tmg PCR.

2.5.3. Uu, nhuoe diém cia ky thuit PCR

K§ thuat PCR dugc sir dung trong nhiéu linh vic nghién ciru quan trong do
cac uu diém sau:

— Do nhay rat cao

— Thao tac don gian.

— Thoi gian thuc hién nhanh.

— Do tinh sach ctia mau khong can cao.

— Luong mau can it.

Tuy nhién, phuong phap nay c6 nhiéu mat han ché va doi hoi su than trong
dic biét khi tién hanh thi nghiém ciing nhu khi phan tich két qua. Co thé c6 ba van
dé 16n khi st dung k¥ thuat PCR:

»  Trong thuc nghiém, kich thudc cua trinh tu can khuéch dai 1a gi61 han
dau tién.

= Trir vai trudng hop rat ca biét, phuong phap PCR khong hoat dong
duogc véi nhitng doan DNA 16n hon 3000 bp. Viéc str dung PCR véi cac do dai dudi
1500 bp cho két qua t6t. V&i nhitng d dai 16n hon, diéu kién téi wu cho phan tng
phai duogc xac dinh qua thuc nghiém.

= Su ngoai nhiém 13 vin dé 16n nhét d3t ra dbi véi PCR, gén lién voi
kha ning khuéch dai ban sao ctia phuong phap nay.

Ngudn ngoai nhidm 16n nhét 13 cac san pham khuéch dai ctia nhirng 1an thao
tac trude. Khi mé nap cac 6ng nghiém sau mdi lan khuéch dai, cac phan tir khuéch

dai s& thoat ra khoi dng nghiém va lo ling trong khong gian phong thi nghiém roi
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nhiém vao cac phan tng tién hanh sau d6. C6 thé khic phuc van dé nay bang mot sb
bién phap sau:

= Céc cong doan thao tic khac nhau phai tién hanh & nhiing dia diém
cach xa nhau.

= Dung cu ding dé thyc hién phan mg (micropipette khong st dung
vao cac thao tac khac).

= Dung tia tir ngoai dé loai bo cac phan tir con lai tir cac 1an khuéch dai
trudec.

= Tét cd moi thanh phan phan (mg déu chia thanh nhiing luong nho du
voi 1, 2 1an thao tac.

= Han ché céc sai sot gay ra do Taq polymerase: sy sao chép boi Taq
polymerase cho ti 1¢ sai sot kha cao (107, nghia 1a ctr 10000 nucleotid thi enzyme
gan sai mot nucleotid). Ta khong thé loai bo hoan toan céc sai s6t ndy ma chi co thé
giam bot.
2.6. Mt s6 marker phan tir thwong dung trong nghién ciru da dang di truyén

Theo thong ké tir mot cudc khao sat cac cong trinh tmg dung k¥ thuat phan
tir vao nghién ctru sinh hoc quan thé, tir nim 1979 dén nay da c6 hang ngan nghién
ctru vé di truyén quan thé trén nhiéu ddi twong khac nhau , trong d6 c¢6 hon 300
nghién ctru da st dung cac marker phan to nhu RFLP, RAPD, DAF, minisatellite,
SSCP 1am cong cu nghién ctru. Su gia ting st dung cac k¥ thuat nay vao dau thap
nién 90 d3 chimg minh vai tro to 16n ctia chung trong viéc cung cap nhitng thong tin
hitu ich vé cdu tric di truyén quan thé.

K¥ thuat RAPD dugc st dung rong rai dé phan tich tinh da hinh cia DNA.
RAPD va fingerprinting duoc sit dung trong cac van dé lién quan dén sinh san va
huyét thong. Gan day, viéc str dung k¥ thuat minisatellite va microsatellite dan dan
tang 1én. Tuy nhién, chi phi xay dung thu vién DNA vén 14 nhéan t6 giéi han cia
nhiéu phong thi nghiém muén sir dung hai ky thuat nay. Cac ky thuat DNA st dung
cac marker phan tir nhu SSCP, DAF, ciling da dugc ap dung vao cac nghién ctru

quan thé va da cung cap sy lya chon moi.
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2.6.1. Marker RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) [1]

Trong s6 cac marker phén tir, marker RELP duoc sir dung dau tién trong viéc
1ap ban d6 gen ctia con ngudi, sau d6 duoc cai bién dé ung dung cho viée 1ap ban dd
(mapping) & cay trong. RFLP 1a thé da hinh dang tin cay nhat, c6 thé dugc dung cho
nhitng phan tich chinh xac vé kiéu gen.

RFLP duoc dinh nghia 1a tinh da hinh vé chiéu dai cac doan cit gi61 han,
biéu hién sy khac nhau vé kich thudc cac phan doan DNA duoc cit bing cic
enzyme cit gi6i han.

Nguyén tic cua k¥ thuat nay dua trén d¢ ddc hi¢u cua enzyme cat gi61 han
ddi vai vi tri nhan biét cua ching trén DNA b0 gen. DNA bd gen dugc cit béng cac
enzyme cit gidi han, chay dién di qua gel agarose, thim qua mang lai va lai voi mot
mau do DNA (duoc danh dau phong xa). Su khac biét vi tri cat giita hai ca thé s&
tao ra cac phan doan cat khac nhau.

Marker RFLP c6 kha ning sir dung rat phong phu, vi 1a marker c¢6 dic tinh
dong troi cho phép phan biét duoc ca thé dong hop va di hop, nhung quy trinh thuc
hién phirc tap, nguy hiém dén stc khoe nguoi thuc hién, dat tién, yéu cau DNA ¢
s6 luong va chit luong rat cao. Do d6, nguoi ta c6 xu hudng sir dung nhitng marker
don gian hon trén co s¢ phan ung PCR.

2.6.2. Marker AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) [1]

AFLP duoc dinh nghia 14 su da hinh cic doan cat khuéch dai, 1a k thuat két
hop giita RFLP va PCR. Trén nguyén tic, AFLP gom hai ndi dung co ban:

— Cit DNA bang enzyme cit gi6i han c6 bo sung cac adapter dic hiéu tao nén
cac doan co dau mat gidng nhau, dic trung cho cac primer da chon trude. Adapter
la mdt doan oligonucleotide doi, duoc téng hop nhan tao va ¢ trinh ty tuong Gng
v6i trinh tu & dau doan DNA duoc phan cat bai mot loai enzyme nhét dinh.

— Nhan doan DNA bing k¥ thuat PCR qua hai giai doan v6i hai loai primer
khac nhau.

=  Enzyme duoc sir dung dé cit DNA cua bo gene la:

Msel: La enzyme cit & vi tri xac dinh 1a 4 base
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EcoRI: La enzyme cit & vi tri xac dinh 12 6 base
= Primer : C6 hai loai primer dugc st dung
Primer dung trong khuéch dai tién chon loc:
EcoRI: 5’ GACTGCGTACCAATTC-3’
Msel: 5>GATGAGTCCTGAGTAA-3’
Primer dung trong khuéch dai chon loc:
La céac primer khuéch dai tién chon loc dugce thém vao tir 1 dén 2 nucleotide
& dau 3°. Vi du: ECORI A gin thém CT va Msel C gin thém AG vao dau 3.
EcoRI: 5’FAM-GACTGCGTACCAATTCACT-3’
Msel : 5’-GATGAGTCCTGAGTAACAG-3’
— Quy trinh thue hién AFLP gdm céc budc co ban:
= Tach chiét va tinh sach DNA.
= (it cac mau DNA nghién ctru bang cac cip enzyme gidi han chon loc
c6 bd sung adapter tuong ng.
» Tién hanh PCR hai giai doan vd&i hai loai primer dac hiu, primer 1 +
1 nucleotide va primer 2 + 2 nucleotide.
2.6.3. Marker RAPD (Random Amplifided Polymorphic DNA) [1], [11]
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) dugc dinh nghia 1a su da
hinh cac doan DNA duoc khuéch dai ngau nhién. Ky thuét nay st dung cac primer
tong hop don, ngin (thuong khoang 10 — mer ), trinh tu cac primer nay duoc thiét
ké mot cach ngiu nhién nham khuéch dai cac trinh ty DNA chua biét bang phan
ung PCR. Sau khi bét cap tai cac vi tri trén sgi DNA khuon, primer tién hanh sy
khuéch dai dé tao ra cac doan DNA c6 kich thudc khac nhau. Cac doan DNA c¢6
kich thudc khac nhau nay dugc nhan biét bﬁng dién di. Mot primer cé thé tao ra su
da hinh DNA gifta cc ca thé va cac doan da hinh nay c6 thé duoc dung nhu nhiing
marker.
Dé nghién ciru da dang di truyén bang marker RAPD, can tién hanh cac budc
sau day:

— Tach chiét DNA tong sd.
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— Thuc hién phan tng PCR v6i1 primer RAPD.
— Dién di san phiam PCR trén gel agarsose hoic gel polyacrylamide.
— Xac dinh tinh da dang di truyén bang cach st dung cic phan mém nhu:
NTSYSpc2.1, Genetix.
Ngoai nhitng tng dung trong nghién ctru da dang sinh hoc, marker RAPD
cling dugc st dung cho nhirng muc dich sau:
— Lap ban dd lién két, xac dinh nhirng gen lién két v&i mot tinh trang nao do.
— Phén tich cAu trac di truyén cua quan thé.
— In du van tay ( DNA fingerprinting).
Tuy c6 nhiéu tng dung trong nghién ctru da dang di truyén nhung marker
RAPD cling c6 mot s6 han ché sau:
— Co6 dic tinh trdi (dominant) do d6 kho phan bié¢t dugce nhiing gen 1an hay ca
thé di hop tu.
— C6 tinh chat ngiu nhién nén san pham PCR thuong khong thong nhat.

— Do tin cdy chua cao.
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Hinh 2.2 Nguyén tic ciia ky thuit RAPD
K¥ thuat RAPD ra doi sau k¥ thuat RFLP, tuy kha nang tao da hinh tuong
duong v6i k thuat RFLP nhung quy trinh thuc hién don gian hon, chi phi thip hon,
thu két qua nhanh hon, giup cac nha khoa hoc cé thé thu duoc su da hinh DNA tai
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rat nhiéu locus. Vi cac moi str dung trong ky thuit RAPD ngin nén dé& dang tim
dugc cac trinh tu twong dong trén DNA bd gen. Do d6, tinh da hinh thu duoc tir
RAPD 14 khé cao vi khi c6 bat ky su thay doi mot base nito nao thi s& né s& ngin
can su bét cap gitra mdi va DNA mach khudon. Do tinh hiéu qua nén RAPD nhanh
chong co vi tri ximg dang trong nghién ctru vé sy da dang di truyén mot s gidng
cay tréng mot va hai la mam nhu lGa, chudi, dia, ca chua, cacao...Khai niém chon
tao gidng phan tir (molecular breeding) hinh thanh trén co s¢ chtrc ning chan doan
cua cac k¥ thuat sinh hoc phan tir, trong do co6 ky thuat RAPD.
2.6.4. Marker SSR (Simple Sequence Repeat) [11], [22]

Microsatellite 13 chudi ma di truyén lip lai rdt don gian, thudng xay ra mot
cach ngau nhién trong hau hét genomic trén thuc vat. SSR dugc viét tat tir chir
“Simple Sequence Repeat”. Chiéu dai thudng 1 — 100 bp. Do d6 SSR c6 thé khuéch
dai trong 6ng nghiém bang phuwong phap PCR véi phat trién cua primer theo mién
cua hai bén chudi ky tu 1ap lai trén mot locus. Do do, hién nay cac nha nghién cuu
tiép tuc dung SSR dé thiét ké ban d6 gen trong di truyén, chon loc giéng bang SSR,
da dang hoa vé cac vat lidu di truyén.

Microsatellite ¢6 tinh da hinh rit cao (da hinh theo chiéu dai), 13 nhing
codominant-al hay al dong troi (bao gom 2 loai: al dong hop va al di hop), nd ¢o cac
tinh chét can thiét cho mot marker. Tan s6 dot bién tir 10* - 5.10'6, no tuan theo dinh
luat Mendel. Vi tri cia microsatellite trén nhidém sic thé c6 thé duoc xac dinh bﬁng
PCR tor mgt lugng DNA rat nho. Xac dinh microsatellite PCR trén mot loai nao d6
thi ¢6 thé 4p dung trén nhitng loai khic c6 quan hé ho hang.

SSR duoc thuc hién theo bdn bude:

— Tach chiét va tinh sach DNA cua cic mau nghién ctu.

— Thuc hién phan ung PCR véi cac primer dac trung cho cac doan lap don
gian.

— Dién di két qua trén gel polyacrylamide hozc dién di mao quan trén may giai
trinh tu ABI 3100 va tinh toan sd liéu, xac dinh muc do giéng va khac nhau gitra

cac doan lap DNA.
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— Xt 1y s6 liéu bang cic phdn mém Map Marker Program, SYSTAT,
NTSYSpc. Lap ban d6 di truyén va dung cay phat sinh loai.
2.7. Cay phat sinh loai [17]

Tat ca cac phuong phap nghién ciru sy da dang caa quan thé déu cho két qua
cudi cung la cac dit liéu phan tir biéu hién bang cac bang vach trén bang dién di rat
phtrc tap. Dé liy duoc cac thong tin sinh hoc tir dir liéu tho nay, cac nha khoa hoc
can dén sy hd trg ctia may tinh véi cac phan mém phan tich dit liéu thuc nghiém.
Céc thong sb vé do da dang kiéu gen, do da dang kiéu hinh, khoang cach gen gitra
cac quan thé duogc tinh toan theo phuong trinh cua Dice (1945). Tir cac thong tin
nay, cay phat sinh loai s¢ dugc xay dung khi dung cac phuong phap UPGMA,
Neighbor Joining, Maximum parsimoni hoac Maximum likehood. Trudc khi tim
hiéu phai lya chon phwong phap va phan mém phu hop, chung ta can tim hiéu mot
s6 thuat ngir vé cay phat sinh loai nham cung cap nhiing thong tin co ban dé hiéu va
giai thich cay phat sinh loai.

2.7.1. Mt so thuit ngir
— biém cung: biéu dién cho cac ca thé, con duoc goi la don vi tién héa OTU
(Operational Taxonomic Units).
— Piém gitta (node): ding dé phan loai hay thé hién to tién ciia ca thé (OTU).
— Nhanh (branch): x4ac dinh cac mbi quan h¢ cua ca thé & hién tai vdi to tién
cua ching.

— Chiéu dai nhanh (branch length): thé hién thoi gian tién hoa cua loai.

— Gbc: 1a mot 6 tién chung cia cac ca thé duoc biéu dién trén cAy phat sinh
loai.
2.7.2. Nhirng cach vé cay phat sinh loai
Cay phat sinh loai c6 thé dugc vé& bang nhiéu cach. C6 thé vé cay phat sinh
loai v6i chiéu dai nhanh thé hién thoi gian tién héa, ciing c6 thé v& cay voi thoi gian
tién hoa dugc chi ra ¢ phia bén trén nhanh hodc ¢ thé v& cdy phat sinh loai co gbc

hoic khéng c6 gbe.
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Déi voi nhitng cay c6 gdc thi gdc thé hién mot o tién chung. Véi mdi loai,
ludn c6 mot dudng duy nhét tir gdc din dén loai do.

Pbi véi cdy khong c6 gbe thi tuy chi ra dugc mdi quan hé giita cac loai
nhung khong xéac dinh 13 con dudng tién hoa.

2.7.3. Céc phwong phap chii yéu tao cAy phat sinh loai

Tat ca cac phuong phap phan tich di truyén quan thé déu xdy dung mot cay
phat sinh loai mé td mdi quan hé giita cac ca thé trong quan thé. Hién nay, co hai
phuong phap dang dugc st dung phd bién nhit 13 UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic) va Neighbor — Joining, ca hai phuong phap déu tao
ciy tién hoa tir ma tran khoang cach gen va do trong dong gen gitra cac quan thé.

UPGMA: Pay la phuong phap dugc st dung rong rdi nhat dé xay dung cay
phat sinh loai, phan 4nh murc twong ty cac kiéu hinh giira cac OTU. Vi mot ma tran
cho trudc, thuat toan s€ nhém mot cap don vi tién hoa co khoang cach nhd nhat (co
mirc twong dong gen cao nhat) v4i gia tri bang nira khoang cach gitra hai OTU. Sau
do, cap don vi tién hoa nay duoc xem nhu mot OTU mdi, trong d6, Khoang cach
gitta OTU mdi1 nay voi mot OTU khac 1a trung binh khoang cach gitta OTU dé véi
OTU con lai trong nhém. Thuét toan tiép tuc nhom cac OTU c6 khoang cach nho
nhat cho dén khi chi con ¢6 hai OTU. Cudi cing UPGMA s& tao mot cdy tién hoa
c6 gbc.

Neighbor — Joining: Pay 1a mot trong nhitng phuong phap xay dung cdy tién
hoa véi it nhanh nhat. Nguyén tic ctia phuong phap nay la tim ra tht tu cac cip
hang x6m (neighbor) hop 1y nhat 1am giam tong chiéu dai cua ciy tién hoa.

2.8. Cac cong trinh nghién ciru khoa hoc cé lién quan [16], [20], [21]
2.8.1. Tinh hinh nghién ciru khoa hgc trén cay lan ngoai nuwdc

Trong nhimg nim gan ddy, cay lan, dic biét 1a giong lan Dendrobium, dugc
cac nha khoa hoc quan tdm dén nhiéu do gia tri sir dung cua loai hoa nay khong chi
dung lam hoa trang tri ma con c6 gia tri dugc li¢u. Véi ki thuat cong nghé sinh hoc
phat trién manh, cic nha khoa hoc Singapore, Dai Loan, Trung Qudc, Thai Lan da

day manh dau tu cho nghién ciru trén d6i tuong nay. Pac biét, cong trinh gay duoc
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su chil y nhit 13 nghién ctru phat trién marker SSR cho cay lan Denbrobium. Vi su
dau tu theo huéng chiéu sau, cac tac gia di xay dung dugc cac SSR primer cho cac
gidng Dendrobium. Sau d6, 19 SSR primer ndy duoc thir nghiém véi 42 dong
Dendrobium lai. Két qua cac marker 4y diéu cho cung sb biang san pham PCR.
Ngoai ra, cong trinh con dé ciap dén viéc phan tich mdi quan hé gan giii cla céac
gidng co cung ngudn gdc dé xac minh lai ngudn gdc cac giéng hién c6 & Singapore.
Trong tat ca cac primer nhan ban ving SSR thi primer OA12 cho d% da hinh cao
nhat voi 33 allen va OA07 cho dd da hinh thip nhit véi 6 allen. Két qua kiém tra
trén 42 dong thi c6 14 SSR marker hoat dong tét, con lai 4 primer cho két qua
khong 6n dinh.

Ciing cung nhom tac gia ndy, cong trinh phét trién AFLP vao nim 2003 da
cho thay két qua cay phan nhom di truyén giita phuwong phap AFLP va phuong phap
SSR 14 giéng nhau. Tuy nhién, phuong phap SSR cho phép nhan dién nhiing gidng
lai tot hon phuong phap AFLP. Hon thé nita, viéc tng dung lai qui trinh dé nhan
dién giéng bang marker thi phuong phap SSR ton it thoi gian va dé dang thuc hién
hon so v61 phuong phap AFLP, nghia 1a tinh tai sir dung cia phuong phap SSR cao
hon phuong phap AFLP.

Bén canh str dung marker phan tr SSR trén ddi twong Dendrobium, ciing c6
nhiéu cong trinh thyc hi¢n dya trén k¥ thuat marker RAPD nhu cong trinh ctua
nhom nghién ctru Ge Ding trén chi Dendrobium officinate va dga trén marker ISSR
ctia nhom Shen J. truong dai hoc Nanjing Normal, Trung Qudc ciing thuc hién trén
chi Dendrobium officinate. Nhung do kha ning tai lip két qua thap, nén két qua
thudng cho khac nhau giita cac phong thi nghiém mic du cac diéu kién 13 gidng
nhau.

2.8.2. Tinh hinh nghién ciru khoa hgc trén cay lan trong nuwdéc

Puoc ménh danh 1a nit hoang cua cac loai hoa, cung véi su da dang, phong
pht vé ching loai, cdy hoa lan da dugc biét dén, khai thac va tham chi thuong mai
hoa tir 1au. Do d6, d3 c6 rat nhidu nghién ctru trong va ngoai nudc di va dang duoc

tién hanh trén loai hoa c6 gia tri cao nay. Tuy nhién, cho dén bay gio tinh hinh
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nghién ctru khoa hoc trong nudc trén dbi tugng nay van chil yéu tip trung vao cac
dac tinh néng hoc véi cac dé tai c6 ham luong dau tu khoa hoc va cong ngh¢ chua
cao, chi xoay quanh mdt s6 van dé bao gém phat trién cac k¥ thuat chon, tao, va
nhan giéng (nudi cdy mo, nudi ciy dinh sinh trudng), nudi trong (chon gia thé, lidu
lugng phan bon), li¢t ké, phan loai hinh thai, tdc dung y hoc ctia phong lan va mdt
s rat it cac dé tai nghién ctru vé khia canh sinh hoc phan tir. Pa sb cac dé tai nghién
ctru van chua chi y dén cong tac bao ton, phat huy ngudn giéng mic du lan ban dia

Viét Nam c6 su da dang sinh hoc cao va sé hiru nhiéu dic tinh quy.
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Chuong 3
VAT LIEU VA PHUONG PHAP TIEN HANH

3.1. Thoi gian va dja diém thuc hién

Dé tai dugc thuc hién tir thang 3 nidm 2007 thang 8 nim 2007 tai phong thi
nghiém cong ngh¢ sinh hoc thyc vat — Vién nghién ctru cong nghé sinh hoc va cong
ngh¢ moi truong — Truong Pai hoc Nong Lam Tp.HCM.
3.2. Vit liéu

3.2.1. Cac loai lan rirng giong Dendrobium

Céc loai lan thi nghiém bao gom 10 loai lan rimg giéng Dendrobium thu thap
tai tinh Binh Phudc va thi x3 Bao Loc (tinh Lam Pong), mdi dia diém s& thu thap
10 loai, mdi loai chon mot cay cé cac dic tinh tdt: cay khdée manh, 14 khong bi rach
hay bi ndm, sau hai tin cong. Cac loai lan thu thap dugc dem vé tr@)ng dé thuén tién
cho viéc lay mau.

Bang 3.1 Danh sach cac loai lan rirng giong Dendrobium nghién ciru

Tén La tinh Tén tiéng Viét Ky Nhém
hi¢u
D. chrysotosum Kim Diép Kb Callista
D. lindleyi Steudel Vay Rong VR Callista
D. densiflorum Wall Thuy Tién TT  Callista
D. thrysiflorum Reichb Thuy Tién Vang TV  Callista
D. farmari Paxt Thuy Tién Tring Vang TTV Callista
D. primulinum Lindl Long Tu LT Dendrobium
D. anosmum Lindl Gia Hac GH  Dendrobium
D. heterocarpumi Lindl Nhét Diém Hoang NDPH Dendrobium
D. moschatum (Buch-Ham) Thai Binh TB  Dendrobium
D. fimbriatum Hook.f. Long Nhan LN  Dendrobium
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% Dic diém hinh thai ciia 10 loai lan rirng giéng Dendrobium

— Kim Diép: Lan song phu, thin map, phinh & giita, cao tir 20 — 35 cm, 14 dai
tor 2 — 8 cm, thudn, hinh gido, dai 8 — 10 cm réng 2.5 — 3 cm, mém, dé rung. Cum
hoa mém, buéng xudng, mang 8 — 20 hoa 16n mau vang twoi. Canh moi c6 ddém
vang cam dam & gitra.

— Vay Réng: Lan song phu, cu gia ap sat lay gia thé, det, gdbm 3 — 4 d6t phinh
¢ gitra, ¢o khia ranh doc, cao 3 — 10 cm, rong 1.5 cm. L4 mot chiéc & dinh, cung,
day, thuén, dai 10 — 15 cm, dau tron. Cum hoa moc trén dbt cu gia, budng xudng dai
20 —-30 cm c6 5 — 10 hoa. Hoa l6n 3 cm mau vang tuoi, canh méi tron, rong.

— Long Tu: Lan séng phy, than mém, cong hay budng xudng, dai 20 — 50 cm.
L4 mém, hinh gido, dai 8 — 10 cm, rong 2 cm, chia 2 thuy nhé & dinh. Hoa trén cac
d6t khong 14, 16n, mau hong nhat. Canh méi hinh trai xoan rong, mép c6 ring manh,
mau tring c6 ddm vang va tim.

— Gia Hac: Lan séng phu, than budng xudng dai 1 — 2 cm. L4 moéng xép day,
dai 10 — 20 cm, rong 2 — 3 cm. Hoa don ddc trén cac dot gia, lon, mau héng tim véi1
canh moi c6 dém 16n mau tim dam, dinh tu.

— Thiiy Tién: Lan séng phy, cao 20 — 50 cm, manh & gbc, phinh & cac dot giira
va ¢6 4 canh. La & dinh tir 2 — 5 chiéc, thuon, hinh gido, dai 10 — 12 cm, rong 3 — 4
cm, day. Hoa 16n dudng kinh 2 — 4 ¢m, hoa mau vang, canh méi c6 phan giita mau
vang cam.

— Thiy Tién Vang: Rit gidng thuy tién xong hoa mau vang bong tuoi, canh
moi trdi rong, mép c6 16ng min va canh modi c6 mau vang nghé.

— Thuay Tién Tréng Vang:Lan séng phu, moc bui, cao 30 — 60 cm, than co
gbc hinh tru. La tir 3 — 4 chiéc tap trung ¢ dinh, dang trai xoan thudn, dai 8 — 12 cm,
rong 4 — 5 cm, ndi 1o 7 gan. Cum hoa ¢ dinh, dai trén 20 cm, buong Xuéng. Hoa ¢6
canh mau tring, mdi c6 dém vang 10n.

— Nhit Piém Hoang: Lan séng phu, moc bui, than cao 20 — 50 cm, moc théng

hoi cong Xuéng. L4 thuon, hinh giao, dai 10 — 15 cm, rdng 3 — 4 cm, nhon & dinh.



32

Cum hoa trén cac dbt gia, c6 2 — 3 hoa. Hoa 16n, mau vang rom, canh moi dang bau
duc nhon, dai 4 cm, mau vang cam c6 soc dé hay nau do ¢ gitra.

— Thai Binh: Lan Séng phu, moc bui cao dén 1.5 m, than hinh try, nhin, c6
ranh sau. L4 thuon dai, dinh hoi I6m dai 7 — 12 cm v61 7 — 9 gan doc. Cum hoa moc
& dinh, than gia khong c6 14 dai 20 — 30 cm mang 5 — 10 hoa budng xudng. Hoa 16n
dai 4 — 5 cm, mau vang cam. Canh mdi hinh chén, mau cam dam véi hai dém 16n
tron mau do.

— Long Nhan: Lan séng phu, moc bui, day, cao dén 1m. L4 hinh gido, mong,
tu o géc, thudén nhon & dinh, dai 10 — 13 cm. Cum hoa hinh chuy trén than co 14,
mang 8 — 10 hoa 16n budng xudéng. Hoa mau vang nghé, canh moi 16n dang trai

xoan, khia ranh manh, c6 dom 16n mau dé dam ¢ gitra.

D. lindleyi

D. thrysiflorum D. fimbriatum
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w0 Dend. anosum [bot. syn. superbum

D. farmari

Hinh 3.1 Céc loai lan rirng giéng Dendrobium nghién ctru
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% Cach thirc 12y miu nhwr sau :

— Chon nhiing 14 twoi tbt, chi liy 14 non. M&i méu ldy 2 14, cho vao bich nylon

va dé vao thung lanh c6 udp mudi nham bao quan do tuoi cua l1a. Nhitng cay chon

ldy miu 14 duoc cot day nylon mau dé danh dau.

— Mau 14 duoc 14y tai vuon va dem vé phong thi nghiém dé ly trich DNA ngay.
3.2.2. Héa chét thi nghiém
% Cac hoa chét dung trong ly trich DNA

— Nito long.

— Dung dich EB (extraction buffer):

2% wiv CTAB

1,4AM NacCl

100 mM Tris — HCI pH 8.0
20 mM EDTA

2% PVP

0,1% v/v p — mercaptoethanol

— TE buffer, bao gdm 10 mM Tris-HCI (pH 8.0) and 1 mM EDTA (pH 8.0).
— Dung dich phenol / chloroform / isoamylalcohol (PCI) ti 1€ 25 : 24 : 1.

— Dung dich isopropanol lanh.

— Sodium acetate.

— Ethanol 70% va 100%.

— RNase.

% Cic héa chat diung trong phan img PCR

— 5X PCR buffer (do céng ty Promega cung cip).

— 25mM MgCl, (do cong ty Promega cung cap).

— 10 mM dNTP’s (do cong ty Promega va Biorad cung cap).

— Tagq DNA polymerase (do cong ty Promega cung cap).

— DNA mau (ly trich tir 14 lan rimg giéng Dendrobium).

— H,0 cit 2 1an, siéu loc, hap khir tring, chiéu UV.



— RAPD Primer (do cong ty Invitrogen cung cap).

Bang 3.2 Danh sach cac primer dung trong nghién ciru

Primer Trinh tu Tn (©)
(Melting temperature)
OPAC10 AGCAGCGAGG 34
OPAH13 TGAGTCCGCA 32
OPAF16 TCCCGGTGAG 32
OPBO01 GTTTCGCTCC 32
OPBO08 GTCCACAGGG 34
U109 TGTACGTGAC 32
U693 GACGAGACGG 34
T3 TCCACTCCTG 32
S1384 AGGACTGCTC 32
V20 CAGCATGGTC 30

< Héa chat dung trong dién di

— Agarose.

— Dung dich TAE 0,5X.
— Ladder 100 bp.
— Loading dye.

— Dung dich nhu¢m ethidium bromide.

3.2.3. Trang thiét bi thi nghiém

— Chén str va chay gia (btc).
— Eppendorf 0,2 ml; 0,5 ml; 1,5 ml (My).
— Can phan tich 4 s6 (Ohaus — M¥).

— May hat va ti cay vo tring (Anh Qudc).

— Pipet cac loai (Nichiryo — Nhat).

— Gang tay.

35
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— Pau tuyp cac loai (Pirc).

— May ly tdm lanh (Hettich — Duc).

— Ta ciy vo trung.

— M4y PCR (Biorad — Thuy Dién).

— May dién di (Cosmo Bio Co. — Nhat).

— May chup anh DNA (Biorad — My).

— Lo viba (Electrolux — Thuy Dién).

— May dinh 6n (Memmert — Duc).

— Tu lanh (Sanyo — Nhat).

— May chup anh k¥ thuét sé (Sony — Nhat)
3.3. Phwong phap

3.3.1. Quy trinh ly trich DNA tong sb
DNA cua 1a lan dugc ly trich theo qui trinh ly trich cia Doyle va Doyle

(1990), da duoc tdi wu boi Truong Minh Diing, 2007 (két qua chua cong bd). Quy
trinh ly trich nhu sau:

— Budc 1: Nghién 0,5 g 14 trong N, 1ong.

— Budc 2: Thém 1 ml dung dich EB di u & 65°C, ¢ cho dén khi hdn hop ddng
nhét.

— Buéce 3: U méu 6 65°C trong 1 gio.

— Buéc 4: Ly tam 11.000 vong/phut trong 15 phut & 4°C.

— Budc 5: Huat dich ndi. Thém 500 pl hdn hop PCIL Lic déu va ly tam 11.000
vong/phit trong 15 phut & 4°C.

— Budce 6: Hit dich noi. Lap lai budc 5.

— Budc 7: Hat dich n6i. Thém 20 ul mubi sodium acetate 3M va 640 pl
ethanol 100%. Tron déu va G mau & -20°C trong 1 gio.

— Budc 8: Thu tia bang cach ly tim 5.000 vong/phut trong 30 phut & 4°C.

— Budc 9: Hoa tan tia bang cach thém 300 pl dung dich TE 1X. U miu ¢
37°%Ctrong 1 gio.



37

— Buéc 10: Thém 300 pl dung dich isopropanol lanh, i mau qua dém.

— Bude 11: Thu tia bang cach ly tim 5.000 vong/phit trong 30 phat & 4°C.

— Budc 12: P bo dich trong. Rira tiia bang cach thém 400 pl ethanol 100%, ly
tam 5.000 vong/phut trong 20 phut & 4°C.

— Budce 13: Lap lai buée 12.

— Buéc 14: Phoi kho tua ¢ 37°C trong khoang 2 gio.

— Buéc 15: Thém 50 pl dung dich TE 1X va trit miu 6 -20°C.

3.3.2. Kiém tra dinh tinh va dinh lwong DNA

3.3.2.1. Pinh tinh DNA bing phwong phap dién di

DNA sau khi ly trich s& duoc dinh tinh bang phuong phép dién di trén gel
agarose 1 %. Dudi tac dung cua dién truong, do tich dién am (do tinh chit cua
nhém phosphate) nén DNA di chuyén tir cuc 4m sang cuc duwong. Khi DNA di
chuyén qua cac 16 ciia agarose, su co sat gita hat agarose va phan tir DNA tao ra luc
khang 1am ngin can sy chuyén dich ctia DNA. DNA c6 phén tir cang 16n thi luc can
cang manh, do d6 DNA c6 phan tir cang nho di chuyén cang nhanh. Nho véy ta c6
thé phan loai dugc cac doan DNA trén gel agarose.

Sau khi dién di trén gel, cac doan DNA dugc phan ra tuy theo trong luong
phan tir. C6 thé quan sat chiing bang mat nhd k¥ thuat nhuém mau véi ethidium
bromide va chup gel bang tia UV.

Cich tién hanh:

— Pha gel agarose v6i ndong do 1%: Can 0,125 g agarose cho vao 12,5 ml dung
dich TAE 0,5 X. Pun s6i bang 16 Viba & budc song 650 W cho dén khi agarose tan
hoan toan. Dé nguoi dén khoang 60°C.

— P6 gel, cho agarose dong.

— Load mau vao cac giéng vai ty 18 2 pl loading dye va 4 ul DNA mau.

— Chay dién di ¢ diéu kién 100 V, 250 mA, thoi gian 20 phut.

— Nhuom gel bang dung dich ethidium bromide 10mg/ml trong 20 phut, sau d6
dua vao may Geldoc doc két qua. Néu mau c6 DNA thi bing DNA sé& phat sang
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dudi dang vach trén gel dién di. B tap trung va d6 dam nhat cua bang dién di phan
anh d6 tinh sach va ndng do cao hay thip cia mau DNA.

3.3.2.2. Pinh lwgng DNA bing phuong phap do OD (Optical Density)

Cac mau DNA li trich sau khi dd dinh tinh bing phuong phap dién di, s&
duoc kiém tra do tinh sach va ude lugng ham lugng DNA bﬁng cach do mat do
quang OD, v&i budc song 260 nm va 280 nm bang may quang phd ké véi do pha
lodng 100 1an. Ham luong DNA duoc tinh theo cong thirc:

Ham lugng DNA (ng/ul) = [(62,9 X OD2g0nm) — (36 X ODoggnm)] X 100

DNA duogc xem 1a sach néu ti s6 OD2g0,m/ODagonm NAm trong khoang 1,5 dén
2,2.

Cich tién hanh:

— Xay dyng duong chuan: Dung dung dich TE 1X dé tao dudng chuén.
— Pha lodng dung dich DNA dén ndng d6 thich hop dé do (thuong pha loing
100 14n) voi dung dich TE 1X: Ht 20 pl dung dich DNA hoa tan véi 1,8 ml TE 1X.
Cho vao Curvette. Tién hanh do OD.
3.3.3. T6i wu héa cac thanh phin phan ing PCR véi marker RAPD
Trong dé tai nay, chung toi tién hanh t6i uu héa phan ung PCR dya trén
chuong trinh nhiét va cac thanh phan hoa chat chuan nhu sau:

Bang 3.3 Chwong trinh nhiét cho phan ing PCR

S6 chu ky Nhiét do (°C) Thoi gian (phit)
1 94 5
94 1/2
45 T, 1/2
72 1
1 72 5
Hold 4°C

(Puoc trich tir Nguyén Thi Lang, 2002)
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Bang 3.4 Thanh phin héa chit cho phin g PCR

Héa chat Nong d6 sir dung

PCR buffer 1X

MgCl, 2mM

dNTP 0,2mM

Primer 0,25 uM

Taq polymerase 0,5U

DNA mau 30 ng

H20 Thém vira du 25 pl

(Pugc trich tir Nguyén Thi Lang, 2002)
< Thi nghiém 1: Khéo sit anh huéng ciia sé chu ky khuéch dai dén san
phim RAPD.
— Bo tri thi nghiém: Thi nghiém dugc bd tri gdm 2 nghiém thirc. Mdi nghiém
thire duoc 1ap lai 3 lan. Mdi nghi¢m thirc gém 1 mau DNA.
Bang 3.5 Thi nghiém khio sit anh hwéng ciia s6 chu ky dén san pham RAPD

Nghiém thuc 1 Nghiém thtrc 2
So chu . o. Thoigian ‘ . o Thoigian
Nhiét d6 ("C) SO chu ky Nhiét @6 ("C)
ky (phut) (phut)
1 94 5 1 94 4
94 1/2 94 1/2
37 36 1/2 45 36 1/2
72 1 72 1
1 72 5 1 72 5
Giit 6 4°C Giit 6 4°C

— Phuong phap tién hanh: chon ngiu nhién 1 mau DNA c6 chét lugng tot,
thuc hién phan ing PCR véi primer OPAC10 véi nong d6 cac thanh phan phan tng
nhu bang 3.4. O thi nghiém nay, chung t6i chon DNA ciia loai lan Thai Binh (Bao
Loc) dé thyc hién.
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— Chi tiéu theo déi: Do sang, rd clia cac bang khuéch dai trén gel dién di.

Bang 3.6 Thanh phin phan tng PCR dung trong thi nghiém 1

Héa chat Nong dé sir dung

PCR buffer 1X

MgCl, 2mM

dNTP 0,2 mM

Primer 1uM

Taq polymerase 0,5U

DNA mau 30 ng

H.0 Thém vira du 25 pl

% Thi nghi¢m 2: Khao sit znh hwéng ciia ndng dd primer dén sian pham
RAPD.

— B0 tri thi nghiém: Thi nghiém duoc b tri gém 4 nghi¢m thuec. Moi nghi¢m
thire duoc 13p lai 3 1an. Mdi nghiém thirc gdm 1 mau DNA.
Bang 3.7 Thi nghiém khao sat anh huéng ciia ndng do primer dén san pham

RAPD

Nghiém thitc 1  Nghiém thuc 2  Nghiém thuc 3  Nghi¢m thac 4

Nong do
) 1.2 uM 1uM 0.8 uM 0.6 uM
primer

— Phuong phap tién hanh: Tién hanh chon 1 miu DNA cé chat lugng t6t
(DNA cua loai lan Long Nhin & Bao Loc) va primer OPACI0 dé khao sat anh
hudng cta ndong do primer dén san pham RAPD.

— Chi tiéu theo doi: D0 sang, r0 ctia bang khuéch dai trén gel dién di.

% Thi nghiém 3: Khdo sat anh huwéng ciia ndng do Mg”* dén san phidm

RAPD.
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— Thiét ké thi nghiém: Thi nghiém duoc bd tri gdm 3 nghiém thic. Mdi
nghiém thirc dugc 1ap lai 3 lan. Mdi nghiém thuc gém 1 mau DNA.
Bang 3.8 Thi nghiém khio sat anh hwéng ciia ndng do Mg”* dén san phidm
RAPD

Nghiém thitc 1 Nghiém thitc 2 Nghi¢m thtrc 3
Nong do Mg™ 3mM 2.5 mM 2 mM

— Phwong phap tién hanh: Tién hanh chon 1 miu DNA c6 chit lugng tdt
(DNA cua loai lan Thai Binh & Bao Loc) va primer OPAC10 dé khao sat anh hudng
ctia ndng 46 Mg®* dén san phdm RAPD.

— Chi tiéu theo déi: Do sang, rd cia bang khuéch dai trén gel dién di.

< Thi nghiém 4: Khéo sat anh huéng ciia nong d6 Taq polymerase dén sin
pham RAPD.

— Thiét ké thi nghiém: Thi nghiém duoc bd tri gdm 3 nghiém thirc. Mdi
nghi¢m thirc duoc 1ap lai 3 lan. Mdi nghié¢m thuc gém 1 mau DNA
Bang 3.9 Thi nghiém khao sit anh hwéng ciia nong do Tag dén san pham
RAPD

Nghiém thirc 1  Nghiém thitc 2 Nghiém thuc 3
Nong d6 Taq 05U 1U 15U

— Phwong phap tién hanh: Tién hanh chon 1 mau DNA c6 chit lugng tot
(DNA ciia loai lan Thai Binh & Bao Loc) va primer OPAC10 dé khao sat anh huong
ctia nong d6 Taq polymerase dén san pham RAPD.

— Chi tiéu theo déi: Do sang, rd cta bang khuéch dai trén gel dién di.

< Thi nghiém 5: Khio sat anh huwéng cia nong d9 DNA miu dén san
phim RAPD.

— Thiét ké thi nghiém: Thi nghiém duoc bd tri gdm 3 nghiém thic. Mdi

nghiém thuc duogc 1ap lai 3 lan. Mdi nghiém thuc gém 1 mau DNA.
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Bang 3.10 Thi nghiém khao sat anh hwéng ciia ndng do DNA miu dén san

phim RAPD

Nghiém thtc 1  Nghiém thitc 2 Nghiém thuc 3
Nong d6 DNA 10 ng 30 ng 50 ng

— Phwong phap tién hanh: Tién hanh chon 1 miu DNA c6 chit lugng tdt
(DNA cua loai lan Thai Binh ¢ Bao Loc) va primer OPAC10 dé khao sat anh huong
ctia ndng do DNA mau dén san pham RAPD.

— Chi tiéu theo déi: Do sang, rd ctia bang khuéch dai trén gel dién di.

< Thi nghiém 6: khao siat anh hwéng ciia ndng do dNTPs dén san pham
RAPD

— Thiét ké thi nghiém: Thi nghiém dugc bd tri gom 4 nghiém thuac. Mdi
nghiém thirc duoc lap lai 3 lan. Mdi nghiém thirc gém 1 mau DNA.

Bang 3.11 Thi nghiém khao sat anh huéng ciia nong d0 dNTPs dén san pham
RAPD

Nghiém thttc 1  Nghiém thirc 2 Nghiém thitc 3 Nghiém thtrc 4
Nong do
dNTPs

0.1 mM 0.2 mM 0.3 mM 0.4 mM

— Phwong phap tién hanh: Tién hanh chon 1 mau DNA c6 chat lugng tot
(DNA cua loai lan Thai Binh) va primer OPAC10 dé khao sat anh huéng cia nong
d6 dNTPs dén san pham RAPD.

— Chi tiéu theo doi: D sang, r0 ctia bang khuéch dai trén gel dién di.

3.3.4. Thuc hién phan irng PCR véi marker RAPD

Sau khi xac dinh quy trinh téi wu cho phan tmg RAPD, ching t6i tién hanh
thuc hién phan ing PCR vé&i marker RAPD véi cac mau lan nghién ciru dé danh gia
da dang di truyén cta cac loai lan rimg gidng Dendrobium thu thap tir Binh Phuéc

va thi xa Bao Ldc.
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San pham RAPD dugc kiém tra kich thudc bing dién di trén gel agarose
2%, trong dung dich dém TAE 0.5X, dué1i hi¢u dién thé 50V trong 70 phut. Sau do,
gel dugce ngam trong dung dich ethidium bromide 10 mg/ml va cac vach DNA sé
duoc quan sat duoi tia UV.

3.3.5. Phwong phap d4anh gia méi quan hé di truyén bang phin mém NTSYS

Phén tich da dang ngudn gen theo phdn mém NTSYSpc2.1 1a chwong trinh
phan mém do Rohlf (1992) thiét ké dung dé tim kiém va thanh lap kién tric nhimng
dir liéu c6 nhiu bién. NTSYS 1a hé théng phéan loai sb trong nghién ctru da dang
quan thé & mic d6 DNA, dya vao két qua tir phuong phap in dau van tay DNA
(DNA fingerpringting).

Tir két qua phan ing PCR v6i marker RAPD, tién hanh xac dinh mutc do da
hinh cta cac loai lan rimg giéng Dendrobium tir cac ving khac nhau bang cach so
sanh cac phan doan DNA. Cac phan doan duoc ghi nhan dua trén sy c6 mat hay
khong c6 mit ciia chung trén anh dién di. Néu xuét hién phan doan DNA thi ki hiéu
la 1, khong thi ki hi¢u 1a 0. Cac s6 liéu thu duoc s& dugc st Iy va phan tich trong
chuong trinh NTSYSpc 2.1 dé tim ra mdi twong quan giira cac ddi tugng nghién
ctru thong qua hé sé twong dong di truyén va biéu dd hinh cay. S6 liéu nay s& duoc
sit dung dé xdy dung ma tran twong dong (Similarity matrix) hodc ma trin khoang
cach (Distance matrix). Cac ma tran nay biéu hién cho méi quan hé xa gin vé mit
di truyén giita cic mau phén tich va duogc xay dung trén cong thirc toan hoc cua
Dice (1945).

Sij=2a/(2a+b +c)

— ij: s bang giira hai mau.

— a: s6 bang chung.

— b: S6 bang chi xuat hién & i, khong c¢6 & j.

— ¢: SO bang chi xuét hién ¢ j, khong c6 o i.

— S;j: Hé s6 tuong dong gifta 2 mau i va j.
Tt S ta tinh duoc khoang cach di truyén giita i va |
Dij=1-S;j
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— Cach nhap s6 liéu:

Dit liéu thu duoc tir san pham PCR sé& nhap vao excell theo nhimg quy dinh
chung. Néu nhu san phdm c6 biang hién dién thi ta s& nhap 1a 1 va 0 néu khong hién
dién bang. Sau khi nhép s6 liéu, & hang dau tién chung ta ky hiéu 1a 1 (d6i voi ma
tran hinh chir nhat), cot thir hai ghi sb hang, cdt thir ba ghi s6 ¢ot, va cot thir tw ghi
s6 0 néu khong c6 sd liéu thiéu. Sau do, ban sb liéu trong excell s& dugce dung dé
xdy dyng ma tran tuong dong trong phan mém NTSY Spc 2.1
3.3.6. Phan tich Bootstrap bing phan mém Winboot

Winboot & mot phan mém dugc sir dung dé dung bootstrap nham muc dich
kiém tra do tin cdy cia cdy phat sinh loai (dendrogram) dua trén phuong phap
UPGMA. Céc thuat toan st dung trong Winboot ciing tuong tu nhu cac thuat toan
stt dung trong phan mém NTSYSpc2.1. Tuy nhién, cdy phat sinh loai dugc tao
thanh boi Winboot cho chiing ta biét duoc mirc do lién két gitta cac ca thé trong
cung giéng nghién ciru.

Cach nhap s6 liéu trong Winboot nhu sau : Dt liéu thu duoc tir san phém
PCR sé& nhap vao excell theo nhitng quy dinh chung. Néu nhu san pham cé bing
hién dién thi ta s€ nhapla 1l va0 néu khong hién dién bang. S6 lidu duge nhap theo
hang doc, trong d6 cot thir nhat 13 s6 hang twong Gng voi sé mau nghién ctru va cot
thir hai 12 s6 cot twong Gmg véi sb lugng san pham thu duoc. Ban sb liéu excell dugc
luu duédi dang Text (Tab delimited) va tén file dugc luu voi dudi .Dat. Sau do, ban
s6 liéu nay s& duoc str dung dé xay dung ma tran tuong dong va két qua 13 so do cay

phat sinh loai s€ dugc tao ra khi sir dung phuong phap UPGMA.



45

Chuong 4
KET QUA VA THAO LUAN
4.1. San pham li trich DNA tong s6

DNA 1a théng tin di truyén, 1a vat liéu quan trong dung trong céac thao tc
nghién ctru vé phan tir. Li trich DNA 1a mot budc khéi dau rat quan trong, vi no
quyét dinh sy thanh céng cho phan tmg PCR sau nay. Qui trinh i trich DNA cuta
Truong Minh Diing, 2007 dat hiéu qua t6t vi DNA li trich c6 d¢ tinh khiét cao. Viéc
st dung phenol c6 tac dung bién tinh protein rat nhanh va hiéu qua. Dich trich DNA
chtra chat 2 — mercaptoethanol c¢6 kha nang khir cac hop chéat phenol va pha vo
thanh té bao rit manh. Thém vao d6, sy c6 mat cia mudi sodium acetate c6 kha
nang lam bién tinh enzyme phan huy DNA. Mit khac, budc st dung phenol :
chloroform : isoamylalcohol lap lai 2 1an lién tiép két hop voi li tAm da loai bo hét
lugng protein va polysaccharide c6 trong mau. Do d6, DNA thu duoc rat tét, dam
bao cho phan tmg PCR xay ra.

Ap dung quy trinh 1i trich DNA cia Truong Minh Diing , 2007, chung toi
tién hanh ly trich 20 mau lan thu thip ¢ tinh Binh Phudc va thi x3 Bao Loc dé thuc
hién phan tmg PCR véi marker RAPD. Két qua dinh luong DNA bang quang phd
ké cho théy DNA ctia 20 mau duoc chon cé do tinh sach tuong ddi cao véi ti 18
OD260nm/ODg0nm Ndm trong khoang 1,5 dén 2,2 va luong DNA c6 trong mdi mau
déu 16n hon 50 ng/pl. Trong 20 mau thu duge c6 60% sé mau dat DNA tinh sach co
ti 1€ OD260nm/OD2gonm > 1,8 va ham lugng DNA trung binh & mdi mau 1a 220 ng/ul.

Nhitng mau c6 ti 1¢ OD va d tinh sach khong cao nhu TT va TB (xem bang
4.1), chung t6i van c6 thé chay PCR dat két qua tot bang cach xtr 1y nhu sau: pha
lodng méu 2 1an réi li tim & 12000 vong, trong 5 phut ¢ 4°C dé ling cin xudng day
ong, r0i nhe nhang hut DNA & khoang giita ng dé thuc hién phan tmg PCR.

Budc pha lodng mau sé& giup giam ndng do tap chét con 1an trong san pham li
trich sau clung, budc li tim tiép theo s& gitip thu duge DNA tinh sach véi nong do

thip ¢ khoang giita dng va khong bi 1an tap chét di ling xudng day dng.
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Hinh 4.1 va Hinh 4.2 cho thiy qui trinh i trich DNA dat hiéu qua tot vi DNA
li trich c6 d6 tinh khiét cao, khong c6 hién twong DNA bi dit, gdy (gel bi smear) va

luong tap bi loai bod gén nhu hoan toan.

Hinh 4.1 DNA tong s6 ciia 10 loai lan rirng giong Dendrobium ¢ Bao Loc
Chu thich: thtr tw cac giéng (1 — 10): Kim Diép, Vay Rong, Long Tu, Gia
Hac, Thuy Tién, Thay Tién Vang, Thay Tién Tring Vang, Nhat Piém Hoang, Thai
Binh, Long Nhan..
3 el NERRY BT o S S - B
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Hinh 4.2 DNA tong s6 ciia 10 loai lan rirng giéng Dendrobium & Binh Phuéc
Chu thich: thtr ty cac giéng (1 — 10): Kim Diép, Vay Rong, Long Tu, Gia
Hac, Thay Tién, Thuy Tién Vang, Thuy Tién Tréng Vang, Nhit Biém Hoang, Thai
Binh, Long Nhan..
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Bang 4.1 OD ciia 20 miu ding dé thwe hién phan tmg PCR véi marker RAPD

Mau  Ti 1é OD,go/ODogo ODygo OD,sy  Nong do DNA (ng/pl)
KD 1,67800 8,8309.10° 5,2628.10° 360
VR 1,62500 7,0719.10° 4,3519.10° 280
LT 1,74440 7,8892.102 4,5226.107 300
GH 1,85770 2,6543.102 1,4288.107 115
TT 1,5225 2,6094.10° 1,7878.10° 88
TV 1,65370 0,12571 7,6017.10° 500
TTV 1,65920 8,9845.10° 5,3966.10° 150
NDH 1,82950 2,7328.10% 1,4937.107 110
TB 1,58210 8,5102.10% 5,3812.10% 140
LN 1,75520 2,7552.102 1,5511.107 360
Kb1 2,12290 4,7196.107 2,2232.10° 200
VR1 2,06840 5,7723.10° 2,7907.10° 260
LT1 1,87620 5,3718.10% 2,8632.10 230
GH1 2,53130 2,6097.10° 1,0310.10° 127
TT1 2,23570 3,7991.10% 1,6993.10° 226
TV1 1,94600 4,4865.10° 2,3055.107 199
TTV1 1,97590 9,0024.10% 4,5561.10° 400
NDH1 1,85120 2,5292.10% 1,3662.10° 100
TB1 1,91890 2,4959.10% 1,3007.10% 600
LN1 1,95050 7,9819.10% 4,0922.10° 350

Chu thich: Cac mau c6 ky hiéu so “1” ¢ cudi la cac mau lan ¢6 nguon goc tir
Binh Phudc, cdc mau khong c6 ky hi€u s6 “1” & cuodi 1a cdc mau lan ¢6 ngudn goc

tir Bao Loc.
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Trong qua trinh ly trich ching t6i nhan thiy can khic phuc nhimg van dé
Sau:

— Sau khi cét va can mau xong, mau phai duoc giit lanh ngay trong N, 16ng thi
chat luong DNA ly trich dugc 14 tot nhat.

— Dich trich EB khi bao quan thudng c6 hién tugng két tua (do c6 chua
CTAB) anh hudng dén két qua li trich. Do d6, cin u dung dich EB & 65°C trong 15
phut trude khi sir dung.

— Khi nghién miu véi N, 1ong can chi y:

= Nghién mau cho dén khi thanh bot min, nghién déu tay, khong nghién
qua manh dé tranh lam dut gay DNA.

= Khi nghién xong phii cho miu vao eppendorf ngay dé tranh hién
tugng mau bi tan chay anh hudng dén két qua li trich.

= Dich trich EB phai cho vao eppendorf c¢6 chira mau ngay khi 13y ra
khoéi N, long.

— Sau khi thém phenol : chloroform : isoamylalcohol (25 : 24 : 1) vao phai lic
déu va li tam ngay, néu dé 1au DNA s& bi gay.

— Khi chuyén lay dich trong, can can than tranh 1ay pham vao phan tap phia
dudi, néu khong do tinh sach s& khong cao.

— Khi phoi kho cin can luu ¥, néu dé qua kho sé& 1am hong DNA, néu con
ethanol s& anh hudng xau dén DNA trong qua trinh bao quan va phan tmg PCR.

4.2. Hoan thién quy trinh PCR véi marker RAPD
% Anh huwéng ciia s6 chu ky khuéch dai dén san pham RAPD
Hinh 4.3 cho thay san pham RAPD & ca hai nghiém thtc déu rat mo cho thay
sd chu ky khuéch dai khong anh huéng nhiéu dén san pham RAPD. Nguyén nhan
1am cho san pham khuéch dai it 1 do thanh phan phan tng RAPD chua phu hop. Vi
vay, chung toi quyét dinh giit nguyén sé chu ky khuéch dai 1a 45 chu ky va tién
hanh téi wru hoa cac thanh phan phan ing RAPD.
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Hinh 4.3 Khao sat anh hwéng ciia s6 chu ky

Chu thich: 1, 2, 3: s6 1an lap lai cia modi nghiém thirc; TB: loai lan Thai Binh
(Bao Loc).

% Anh hwéng ciia ndng d primer dén sain phAm RAPD

Primers la yéu td anh huong manh nhat dén sy thanh cong hay that bai cua
phan tmg PCR. Hinh 4.4 cho thay, ca bon nghiém thirc déu cho san pham RAPD,
trong d6 nghiém thirc 4 cho san pham RAPD véi sd lugng bang nhiéu va rd nhat.
Céc nghiém thirc con lai cho san pham khong dong déu, didu niy c6 thé do thao tac
PCR chua tét. Theo nhu két qua khao sat, chiing t6i chon ndng do primer t6i wu cho

phan tng RAPD 13 0,6 pM nham dam bao hiéu qua vé kinh té.

Hinh 4.4 Khio sat anh hwéng ciia ndng dé primer

Chu thich: 1, 2, 3: s6 lan lap lai cua mdi nghiém thuc; TB: loai lan Long

Nhin (Bao Ldc).
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< Anh hwéng ciia ndng do Mg dén san phim RAPD
Nong do Mg2+ cling 14 mot trong nhitng nhéan t6 anh hudéng manh dén phan
tmg PCR. Hinh 4.5 cho thay, ca ba nghiém thtrc déu cho san pham RAPD, trong d6
nghiém thitc 3 cho san phim RAPD véi s6 luong bing nhiéu va rd nhit. Cac
nghiém thirc con lai cho san pham khong doéng déu, diéu nay co thé do thao tic PCR
chua tdt. Vi vy, chung t6i chon ndng d6 Mg?* t6i wu cho phan tng RAPD 1a 2 mM

nhiam dam bao hiéu qua kinh té.

Hinh 4.5 Khio sat anh hwéng ndng d Mg*
< Anh huéng ciia ndng do Taq polymerase dén san pham RAPD

Nong d6 Taq qué thap sé khong du luong enzyme dé xtic tic tao san pham
nhu mong mudn. Nguogc lai, ndng d6 Taq qua cao s& tao ra nhiing san pham khong
chuyén tinh, gay sai 1éch két qua. Qua két qua khao sat, chung toi nhan thy nghiém
thirc 1 cho san phém RAPD hoi mo, trong khi san phém RAPD ¢ nghiém thue 3 lai
chtra nhiéu tap. Vi vay, chung t6i chon ndng d6 Taq tdi wu cho phan tmg RAPD la
1U.

Hinh 4.6 Khao sat anh hwéng ciia ndng dé Taq polymerase
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%+ Anh hwéng ciia ndng do DNA miu dén san pham RAPD
Két qua khao sat cho thdy nong 46 DNA miu ¢ 3 nghiém thtc khong anh
huong nhidu dén phan tng RAPD. Chiing t6i nhan thay ndong 6 DNA mau 50 ng/ul
13 t6i wu cho phan tng tmg RAPD.

Hinh 4.7 Khio sat anh hwéng ciia nong d0 DNA mau
<+ Anh huéng ciia nong 3o dNTPs dén san pham RAPD

Trong phan tmg PCR, méi twong quan giita ndng do Mg”*, dNTPs va Taq
dong vai tro rat quan trong. O nghiém thtic 3, 4 twong tng véi ndng do dNTPs 1a
0,3 mM va 0,4 mM (xem hinh 4.8), san pham PCR 1a rat it. Dac biét, & nghiém thirc
4 san pham khuéch dai khong xuét hién. Diéu nay xay ra 13 do khi st dung ANTPS &
ndng do cao s& lam mit di mot luong 16n Mg?* tr do ma Mg?" dong vai tro 1a
cofactor cho Taqg polymerase hoat dong nén khi Taq polymerase hoat dong kém
hiéu qua ciing c6 nghia 13 san pham PCR s& giam di. Néu sir dung dNTPs véi nong
d6 qua cao thi s& khong c6 san pham khuéch dai. Két qua khao sat cho thay nghiém

thirc v6i ndng d6 dNTPs 12 0,2 mM 12 téi wu cho phan ing RAPD.

Hinh 4.8 Khio sat anh huéng ciia ndong d dNTPs
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Sau khi téi wu héa phan tmg PCR véi marker RAPD, chiing t6i dua ra thanh
phan hoa chat sir dung trong phan tng va chuong trinh nhiét t6i wu nhu sau:

Bang 4.2 Nong d¢ toi wu ciia cac thanh phin trong phan ing PCR

Héa chat Nong d6 sir dung

PCR buffer 1X

MgCl, 2 mM

dNTP 0,2 mM

Primer 0,6 uM

Taq polymerase 1U

DNA mau 50 ng

H.0 Thém vira du 25 pl

Bang 4.3 Chwong trinh nhiét t6i wu cho phén wng PCR

S6 chu ky Nhiét do (°C) Thoi gian (phit)
1 94 5
94 30
45 T, 30
72 1
1 72 5
Hold 4°C

4.3. Panh gia da dang di truyén cia 10 loai lan rirng giong Dendrobium tai tinh
Binh Phudc va thi xa Bao Loc
4.3.1. San pham PCR véi marker RAPD

Pé phat hién sy da hinh cua 10 loai lan rimg gidng Dendrobium da thu thap,
10 primer dugc sir dung trong phan tmg PCR theo quy trinh di t6i uu & trén. San
pham RAPD cua nhirng primer nay duoc quan sat dua theo két qua dién di trén gel.
Moi giéng dai dién cho mot loai, mdi bing hién dién véi mot kich thude phan tir x4c

dinh boi vi no 1a két qua cua su tang boi cua mot sgi don DNA géc. Cac doan DNA
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¢ cung trong luong phan tir s& di chuyén véi cung khoang cach trén gel. Su da
dang di truyén phan tir dugc chi ra boi sy khéac biét cua cac bang DNA hinh thanh.
Chung t6i nhan thiy, trong sd 10 primer st dung chi ¢6 6 primer cho san pham
RAPD (OPAC10, OPBO01, S1384, OPB08, U693, OPAH13) trén tét ca cac loai lan
khao sat, cac primer con lai hodc khong cho san pham & tit ca cac loai (V20, T3)
hoic chi cho san phim & mot hay hai loai (U109, OPAF16).

Cé 6 primer dugc chon déu cho san ph'flm khuéch dai tt, cac bang r0, bang
da hinh nhiéu. Téng cong co 57 bing dugc tao ra, trong d6 c6 55 bing da hinh
chiém ti 18 96,5% va 2 bang dong hinh chiém ti 1& 3,5%. Trung binh c6 9,1 bing da
hinh/primer. San phém khuéch dai ¢ kich thudce tir 180 — 3000 bp. Dua vao su khac
biét gilra cac bang thé hién trén gel dién di ta co thé xac dinh dugc sy khac nhau
giita cac loai lan vé mit di truyén.

Bang 4.4 Danh sach cac primer dwoc sit dung dé nghién ciru da dang di truyén

ciia 10 loai lan rirng gidng Dendrobium

Primer Tong s6 bing S6 bing da hinh  Kich thuée (bp)
OPAC10 14 14 180 — 3000
OPBO1 7 7 400 — 1700
OPB08 10 10 300 — 1500
OPAH13 10 9 290 — 1500
51384 10 10 290 — 1500
U693 6 5 490 — 1000

Quan sat két qua dién di cho thdy ngoai nhitng bing rd con cd nhitng bing
mo hodc khé nhan dién. Piéu nay co thé do dic diém di truyén cua DNA mau lam
han ché kha ning bit cip cia primer, lam giam s luong san pham PCR. Nguyén
nhéan khac c6 thé do thao tac PCR chua tot, diéu kién PCR chua that su phu hop,
hoa chat PCR kém chat luong. Trong truong hop nay dé cac bang rd hon co thé phai
thay d6i nhiéu yéu tb trong phan tmg PCR va c6 thé két qua cling s& mat di mot vai

bang da c6. Trong diéu kién khoa luan ching toi chua khao sat that sdu van dé nay
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nén két qua thu dwgc con mot sd biang chua rd néu nhin bing mit thudng. Mot
nguyén nhan khic nita c6 thé do thoi gian nhudém ethidium bromide it hay chat
lugng ethidium bromide kém.

Ngoai ra, con c6 mot sd bang tach khong rd c6 thé do qua trinh dién di cac
bang co kich thudc gan bang nhau nén viéc phan tich ciia chung trén gel khong that
su 13 rang, bén canh d6 con c6 hién tuong cac biang di chuyén khong déu, co thé do
dién cuc cua budng dién di bi cong hay do d6 gel d6 chua t6t. Nhitng trudng hop
nay nén thuc hién lai phan tmg PCR hay chay dién di lai, cho lugng mau nhiéu hon
va chinh stra mdy dién di dé thu duoc két qua t6t hon.

% Primer OPAC10

Trong sd 6 primer cho san pham RAPD thi primer OPACI10 14 primer cho
san pham trén tit ca cac loai lan rimg gidng Dendrobium khao sat v6i s6 luong bing
nhiéu nhat. San pham khuéch dai dugc tao ra dbi voi primer nay 1a 14 bang, tat ca
déu 1a bang da hinh, khong xuat hién biang dong hinh nao. Bang da hinh xuat hién
v6i kich thude tir 180 — 3000 bp, trong d6 bang da hinh 3000 bp chi xuat hién ¢ cac
loai Vay Rong, Thuy Tién, Thuy Tién Vang, Thay Tién Tring Vang va bing da
hinh 180 bp chi xuét hién ¢ loai Thuy Tién Tring Vang (xem hinh 4.9). Két qua
trén cho thay, c6 sy khac biét vé mat di truyén giita cac loai lan nay (trong pham vi

nghién clru nay).
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3000 bp
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(b)
Hinh 4.9 Sian phiam PCR véi primer OPAC10 ciia 10 miu lan thu thip &
Béao Lgc (hinh a) va Binh Phwdéc (hinh b)

Chu thich: L : thang chuan. Thir ty cac giéng (1 — 10): Kim Piép, Vay Rong,
Long Tu, Gia Hac, Thay Tién, Thuy Tién Vang, Thuy Tién Tring Vang, Nhat Diém
Hoang, Thai Binh, Long Nhan.

Trong 20 mau lan nghién ctru thi ¢6 18 mau xuét hién bang da hinh 1000 bp,
chiém ti 1& 90% s6 mau khao sat nhung bing nay khong xuét hién & loai lan Long
Tu (giéng s6 3 trén gel) & ca Bao Loc va Binh Phude. Tuy nhién, bang 1000 bp xuét
hién khong déng nhat, gifra cac mau con ¢ su chénh léch. Piéu nay co thé do ban
chat trong lwong phan tir ctia bang nhung ciing c6 thé do qua trinh dién di lam sai
léch cac bang (dién di khong thang). Bing 1000 bp c6 thé 13 bang dic biét dé phan
biét giéng lan rimg Dendrobium véi cac giong lan khac trong ho Orchidaceae
(trong pham vi nghién ctru nay). Do d6, nén tach bang nay ra dé giai trinh ty nham
giai dap cho su chénh I¢ch do va phuc vu cho cong tac phan biét, chon giéng.

% Primer OPB01

Hinh 4.10 cho théy san phém khuéch dai dugc tao ra boi primer OPBO1 1a 7
bang véi kich thudc tir 400 — 1700 bp. Ca 7 bang déu da hinh. Pay 1a primer cho s6
luong bang thap nhung lai ¢6 sy phan nhom rat rd, trong d6 bang da hinh 1700 bp
chi xuat hién & cac loai lan Long Tu, Gia Hac, Nhat Piém Hoang, Thai Binh, Long
Nhan con bang da hinh 1200 bp chi xuat hién & cic loai lan Viy Rong, Thuy Tién,
Thuy Tién Vang, Thuy Tién Trang Vang (& ca Bao Loc va Binh Phudc). Co thé hai
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bang da hinh nay la chi thi ddc trung cho cac loai lan trén. Vi vy, nén tach bang

nay ra dé giai trinh ty nham phuc vu cho cong tac phan biét va chon giéng lan.

(b)
Hinh 4.10 San pham PCR véi primer OPBO1 ciia 10 miu lan thu thip &
Bao Loc (hinh a) va Binh Phwéc (hinh b)
% Primer S1384
Quan sat hinh 4.11.a va hinh 4.11.b chiing t6i nhan thay, v&i primer S1384
san pham khuéch dai tao ra c6 10 bang kich thudc tir 290 — 1500 bp. Ca 10 bing
déu da hinh.



S7

(b)
Hinh 4.11 Sian pham PCR véi primer S1384 ciia 10 mau lan thu thap &
Bao Loc (hinh a) va Binh Phwéc (hinh b)

Trong 20 méu lan nghién ciru thi ¢6 18 mau xuat hién bang 650 bp, chiém ti
1¢ 90% s6 mau khao sat nhung bang nay khong xuat hién & loai lan Gia Hac (giéng
sO 4 trén gel) & ca Bao Loc va Binh Phudc. Tuy nhién bang 650 bp xuat hién khong
dong nhat, giita cac mau con cé sy chénh léch. Piéu nay c6 thé do ban chat trong
luong phan tir ctia bang nhung ciing ¢ thé do qua trinh dién di lam sai 1éch cac
bang (dién di khong thang). Biang 650 bp c6 thé 1a biang dic biét dé phan biét giéng
lan rirmg Dendrobium véi cac giong lan khac trong ho Orchidaceae (trong pham vi
nghién ctru ndy). Do d6, nén tach bang ndy ra dé giai trinh ty nhim giai dap cho sy
chénh léch d6 va phuc vu cho cong tic phan biét, chon giéng lan.

Ngoai ra, primer OPBO08 tao ra 10 san phim da hinh c6 kich thuéc tir 300 —
1500 bp, v&i primer U693 14 5 san pham da hinh c6 kich thuéc tir 490 — 1000 bp va
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primer OPAH13 tao ra 9 san phdm da hinh c6 kich thudc tir 290 — 1500 bp (xem
phu luc I). biéu nay ciling cho théy su khéc biét vé di truyén gitta cac loai lan rung
gidng Dendrobium khao sat. Pac biét, primer U693 va primer OPAH13 déu tao ra 1
bang ddng hinh c6 kich thude 350 bp. Bing déng hinh 350 bp xuat hién 6n dinh, ¢6
thé tiép tuc nghién ctru dé tim ra mdi quan hé cua chung véi céc tinh trang c6 lién
quan, dong thoi diy c6 thé 1a biang dic biét dung dé phan biét gidng lan
Dendrobium véi cac giéng lan khac thuc ho Orchidaceae.
4.3.2. Phan tich nhém ciia 10 loai lan rirng giong Dendrobium dua trén dir liéu
RAPD
Nhirng dir lidu thu thap tir viéc ma hoa san pham PCR theo quy tic c6 bang
ghi 1 va khong c6 bang ghi 0 s& dugc dung dé tao ra ma tran khoang cach cua 10
loai lan rimg gidong Dendrobium véi viéc str dung chi sé Dice similarity coefficient,
tir 46 xay dung so do hinh cay va so d6 phan bé nhém biéu dién mdi quan hé vé di
truyén giita ching théng qua phan mém NTSYSpc 2.1. Bén canh d6, dé kiém tra d6
tin cy ctia viéc phan nhém & trén, chiing toi tién hanh phan tich bootstrap voi 1000
1an l3p lai bang cach dung phan mém Winboot.
Bang 4.5 Hé s6 twong dong di truyén ciia cac loai lan rirng giéng Dendrobium
khao sat
Kbl VR1 LT1 GH1 TT1 TVl TTVl NbH1 TBl LN1

Kbl 1.00

VR1 051 1.00

LTL 039 047 1.00

GH1 052 060 0.71 1.00

TT1 045 061 042 051 1.00

TVv1 041 055 047 065 050 1.00

TTVvl 035 055 057 060 050 0.65 1.00

NbH1 057 046 0.62 056 035 041 046 1.00
TB1 047 051 048 061 057 051 051 047 100
LN1 051 045 033 046 044 050 045 0.60 0.61 1.00
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Kb

VR

LT

GH

TT

TV

TV

NPH TB

LN

Kb
VR
LT
GH
TT
TV
TV
NbH
B
LN
Kbl
VR1
LT1
GH1
TT1
TV1
TTV1
NDH1
TB1
LN1

1.00
0.44
0.50
0.54
0.54
0.45
0.37
0.43
0.41
0.39
0.62
0.39
0.50
0.44
0.33
0.34
0.39
0.53
0.40
0.39

1.00
0.53
0.59
0.59
0.63
0.63
0.41
0.43
0.46
0.36
0.71
0.48
0.52
0.62
0.41
0.56
0.33
0.42
0.30

1.00
0.76
0.59
0.45
0.54
0.54
0.53
0.61
0.48
0.47
0.68
0.66
0.42
0.38
0.47
0.48
0.68
0.47

1.00
0.64
0.51
0.55
0.51
0.50
0.53
0.50
0.53
0.63
0.75
0.48
0.44
0.48
0.54
0.63
0.53

1.00
0.72
0.72
0.51
0.50
0.44
0.40
0.66
0.51
0.62
0.48
0.62
0.66
0.37
0.54
0.44

1.00
0.77
0.58
0.57
0.42
0.34
0.71
0.50
0.57
0.52
0.57
0.66
0.53
0.48
0.47

1.00
0.58
0.53
0.42
0.39
0.66
0.50
0.66
0.63
0.61
0.66
0.44
0.43
0.42

1.00
0.89
0.57
0.41
0.40
0.50
0.53
0.40
0.48
0.40
0.57
0.50
0.57

1.00
0.68
0.39
0.46
0.48
0.52
0.46
0.46
0.34
0.56
0.56
0.51

1.00
0.35
0.40
0.47
0.51
0.38
0.50
0.35
0.46
0.51
0.40

Két qua phan tich NTSYS cho thdy mirc tuong déng gen cao nhat giita 2 loai

lan Nhat Piém Hoang va Théi Binh (0,89) chimg to 2 loai lan nay c6 cung ngudn

gbc (Bao Loc) va dung rat gan nhau trong cdy phat sinh loai. Trong khi d6, mirc

tuong déng gen thap nhat gitta 2 loai lan Vay Rdng va Long Nhin 1 (0,30) chung to

hai loai lan nay khong cung ngudn gdc va dimg rat xa nhau trong ciy phat sinh loai

(bang 4.5).
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Nhat Biém Hosng (Binh Phudc)
Théi Binh (B Prustc

Lng nirén (Binh Phusc)

ag.cv i fiém Hodng (B L)

55,4%

Lo e
Thai Binh (Baa Loc)

Coefiier

— Lung hhn (Bao L)

Hinh 4.12 CAy phin nhém di truyén giira 10 loai lan rirng giéng Dendrobium

thu thap tai tinh Binh Phwdc va thi xa Bao Loc

So dd ciy phat sinh loai hinh 4.12 cho thiy néu xét mirc d6 twong dong di

truyén ctia 10 loai lan rimg gidng Dendrobium ¢ 0,55 thi s& chia thanh ba nhom véi

mtrc d6 trong dong di truyén bién thién trong khoang tir 0,55 — 0,66. Ba nhom nay

bao gom hai nhém chinh (nhém 1 va 2) va mot nhom phy (nhom 3). Ngodi ra, cac

loai lan Vay Rong (Bao Loc), Vay Rong (Binh Phudc), Thai Binh (Binh Phudc) va

Long Nhan (Binh Phudc) khong phan nhom ma ching nam rai réc trén cdy phat

sinh loai. Piéu nay cho thay cac loai lan rimg gidng Dendrobium khao sat cé su da

dang cao vé mit di truyén. Viéc phan nhom nhu vay hoan toan phu hop véi dd thi

phan bd nhém & hinh 4.13.
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Hinh 4.12 cho thiy loai lan Kim Diép (Bao Loc) va Kim Diép (Binh Phudrc)
nam cing mdt nhanh trén cay phat sinh loai chimg t6 sy khac nhau vé dia 1y khong
anh huong nhiéu dén kiéu gen cta loai lan nay. Tuy nhién, do c6 mirc do twong
ddng di truyén kha thap (0,62) nén giita chung van c6 su khac biét nhat dinh vé di
truyén, chimg t6 sy da dang vé ngudn gen di xdy ra trong cing mot lodi (trong
pham vi nghién ctru nay). Két qua phén tich boostrap cho thdy mutrc do lién két giita
chung trén ciy phat sinh loai 1a 62,1% (xem hinh 4.12), ching to két qua phan
nhém cua loai lan nay la dédng tin cdy. Trong khi do, hai loai lan Thai Binh (Binh
Phudc) va Long Nhan (Binh Phudc) mac du khac loai nhung chiung lai nam cung
nhanh trén cdy phat sinh véi mirc d6 twong ddng di truyén 13 0,61. Day co thé 1a két
qua ctia mot hay nhiéu dot bién xay ra giita hai loai lan nay lam cho chiing trd nén
gan nhau vé di truyén. Bén canh d6, hai loai lan Thai Binh (Bao Loc) va Long Nhén
(Bao Loc) mic du diang khac nhanh nhung lai nam chung nhém 3 trén cay phat sinh
v6i muc do twong dong di truyén 13 0,68 (xem bang 4.5) nghia 1a giita chung c6 su
gidng nhau vé di truyén. Nhu vay, qua phén tich két qua trén, chiing toi nhan thiy
su khac biét vé& ving dia Iy di anh huéng 16n dén kiéu gen cua hai loai lan Thai
Binh va Long Nhin, nghia 1a giita chiung c6 su da dang 16n vé ngudn gen khi dem
trong ¢ nhitng ving khac nhau. Vi vay, phai tiép tuc nghién ctru su giong nhau va
khac nhau gitra hai loai lan nay nham x4c dinh duoc céc tinh trang co tot phuc vu
cho cong tac chon, tao gidng lan.

Nhoém mot gdm céc loai lan thudc nhém Callista. Trong d0, loai lan Thuay
Tién (Binh Phudc) c6 sy khac biét vé di truyén so véi cac loai lan con lai trong
nhém c6 mirc d6 twong ddng di truyén thap (0,55). Hinh 4.12 cho thiy loai lan Vay
Rong (Bao Loc) va Vay Rong (Binh Phuéc) nam chung mot nhanh trén ciy phat
sinh loai véi mirc twong dong di truyén cao (0,72) nghia 13 sy khac nhau vé ving
dia 1y khong anh huéng dén kiéu gen cua loai lan nay. Ngoai ra, cac loai lan con lai
trong nhom mot gom Thiy Tién (Bao Loc), Thiy Tién (Binh Phudc), Thuy Tién
Vang (Bao Loc), Thity Tién Vang (Binh Phudc), Thiry Tién Tring Vang (Bao Loc)
va Thay Tién Tring Vang (Binh Phuéc) déu nam khac nhanh nhau trén ciy phat
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sinh voi mirc twong ddng gen giita chung kha thip (xem bang 4.5) chimg to ngudn
gen coO sy da dang.

Két qua phan tich boostrap cho thdy, mtrc do lién két gitta cac loai lan trong
nhom mét 1a rat thap (xem hinh 4.12). Diéu nay xay ra 13 do sb luong primer nghién
ctru it (6 primer) nén s6 bang tao ra khong du dé gia ting mirc do tin cy.

Qua phan tich nhom mot, ching t6i nhan théy c6 su khac biét 1on vé di
truyén giita cac loai lan c6 cing ngudn gdc va cing loai, chimg té cac loai lan nhém
mot c6 su da dang 16n vé ngudn gen. Day s& 1a yéu t6 quan trong gbp phan vao
cong tac chon giéng nham han ché viéc chon nhiing giéng it c6 su khac biét di
truyén.

Nhom hai gom c¢6 cac loai lan thuéc nhom Dendrobium trong d6 loai Nhat
Piém Hoang (Binh Phudc) c6 su khac biét di truyén cao voi cac loai lan con lai
trong nhém véi hé sb tuong dong thap (khoang 0,56). Nhom hai con cho thay sy
gan nhau vé di truyén gitra loai lan Long Tu (Bao Loc) va Gia Hac (Bao Loc); Long
Tu (Binh Phuéc) va Gia Hac (Binh Phudc) mac du chung khac loai nhau, véi mue
tuong dong gen 1an luot 14 0,76 va 0,71 nghia 12 ngudn gen c6 sy da dang.

Nhom ba gdém cac loai lan c¢6 ngudn gbc tir Bao Loc: Nhit Diém Hoang,
Thai Binh, Long Nhan, trong d6 hé sd twong dong gen giira Nhat Diém Hoang va
Thai Binh 13 rit cao (0,89) chimg to ching rit gin nhau vé di truyén. Trong khi do
hé s6 twong dong gen giita hai loai lan nay ¢ Binh Phudc 1a rat thap (0,47). Piéu
nay co thé 1a do su dot bién da x4y ra dan dén sy khac nhau vé di truyén gifra hai
loai lan nay. Tuy nhién, do s6 lugng primer nghién ctru it nén van chua xac dinh
dugc muc do tin cdy cua nhéan dinh trén, bén canh do viéc léy mau ca thé cling la
mot trong nhitng yéu to anh hudng dén két qua phan tich.

Tom lai, véi 6 marker RAPD sir dung, 10 loai lan ring gidng Dendrobium
thu thap tai tinh Binh Phudc va thi xa Bao Loc dugc phan thanh 3 nhoém vé1 khoang
cach di truyén gitra cac loai lan c6 sy dao dong 16n chung to c6 su da dang cao vé
mat di truyén. Qua phan nhom, cac loai lan thudc cac nhém khac nhau co thé duoc

su dung dé lam vat liéu lai tao trong chon giéng, cu thé cac loai lan thuéc nhém 1,
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2, c6 thé lai tao voi cac loai lan nhom 3 s€ tao ra nhitng quan thé da dang vé nguodn
gen bt vi nhitng nhém c6 khoang cach di truyén cang xa nhau thi kha nang tao ra

con lai c6 nhi€u tinh trang cang cao.
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Chuong 5
KET LUAN VA PE NGHI

5.1. Két luén
Tir nhitng két qua thu duoc, chung t6i dua ra mot sé két ludn sau:

— Téi vu héa thanh cdng cac thanh phan cua phan tng PCR véi marker RAPD:
Sb chu ky nhiét thich hop nhét cho phan timg PCR 14 45 chu ky; nong do primer: 0,6
uM; ndng d6 Mg®*: 2 mM; ndng d6 Taq: 1U; ndng d6 DNA mau: 50 ng/ul; ndng do
dNTPs: 0,2 mM.

— Trong tong s6 10 primer tién hanh nghién ctru da dang di truyén thi c6 6
primer (OPAC10, OPB01, S1384, OPB08, U693, OPAH13) cho san pham khuéch
dai trén tat ca cac loai lan rimg giéng Dendrobium khao sat. Tong cong c6 57 bang
duogc tao ra, trong d6 ¢6 55 bang da hinh chiém ti 1& 96,5% va 2 biang dong hinh
chiém ti 1& 3,5%. Trung binh c¢6 9,1 bang da hinh/primer. San pham khuéch dai c6
kich thudc tir 180 — 3000 bp.

— Vi 6 marker RAPD sir dung, néu xét mirc d6 twong dong di truyén cta 10
loai lan rimg giéng Dendrobium & 0,55 thi s& chia thanh ba nhém véi mirc do tuong
dong di truyén bién thién trong khoang tir 0,55 — 0,66. Ba nhom nay bao gom hai
nhém chinh (nhém 1 va 2) va mot nhém phu (nhoém 3). Ngoai ra, cac loai lan Vay
Rong (Bao Loc), Vay Rong (Binh Phudc), Thai Binh (Binh Phudc) va Long Nhén
(Binh Phudc) khong phan nhém ma ching nam rai rc trén cdy phat sinh loai. Diéu
nay cho thay cac loai lan rimg gidéng Dendrobium khao sat c6 su da dang cao vé mat
di truyén.

5.2. Pé nghi

— Tiép tuc khao sat thém nhiéu primer va nhiéu mau hon nita dé c6 duogc két
qua chinh xac hon, tao co s¢ cho viéc xay dung hoan chinh so dd cay phat sinh loai
d6i v6i giong lan Dendrobium.

— Tiép tuc ing dung marker RAPD trén nhiéu giéng lan khac dé nghién ciru su

da dang di truyén va nhan dién gidng.
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— Két hop phan nhém di truyén dya vao két qua RAPD véi viée phan nhom di
truyén dua cac co so khac nhu: kiéu hinh, SSR, AFLP dé c6 nhitng nhan dinh chinh
xé4c va do tin cdy cao hon trong cong tac tuyén chon va lai tao gidng méi.

— Xay dung cac dinh huéng vé kiém tra, quan 1y va bao vé ngudn gen cac

giong lan san co trong nudc.
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PHU LUC

Phu luc 1: San pham PCR véi marker RAPD
% Primer OPBO08

(b)
San pham PCR véi primer OPB08 ciia 10 méu lan thu thip é Bao Loc
(hinh a) va Binh Phwdc (hinh b)



* Primer U693

(b)
San pham PCR véi primer U693 ciia 10 méu lan thu thap é Bao Loc
(hinh a) va Binh Phudéc (hinh b)
Chu thich: hinh b chup bang may k¥ thut sb.



** Primer OPAH13

(b)
San pham PCR véi primer OPAH13 ciia 10 miu lan thu thap & Bao Ljc
(hinh a) va Binh Phuéc (hinh b)

Chu thich: hinh a chyp bang may k§ thuat sé.
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