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TOM TAT

LE MINH THONG, Pai hoc Nong Lam Tp. H6 Chi Minh. Thang 9/2007.
“XAC PINH GENE LIEN QUAN DEN TiNH KHANG VIRUS PMWaV -
Pineapple mealybug wilt associated virus - GAY BENH HEO PO PAU LA TREN
CAY DUA CAYENNE BANG PHUONG PHAP PCR THOAI HOA (degenerated
PCR)”.
Hoi déng hudng dan:
TS. Tran Thi Dung
CN. Luu Phuc Loi

Pé tai duoc thyc hién tir thang 01/2007 dén thang 09/2007 tai Trai thuc
nghi¢m bao v¢ thuc vat, Khoa Nong hoc va Vién Nghién ciru Cong nghé Sinh Hoc
va Moi Truong thudc Truong Pai hoc Nong Lam Tp. HO6 Chi Minh trén ddi tuong
ciy dira Cayenne. Dya trén sy bao ton nhitng motif trinh ty cua cac ho gene khang
thuc vat, thuc hién phan tng PCR thoai hoa nham phan 1ap ving gene NBS trén
ngudn dira Cayenne cdy mo di dugc chung bénh va ngudn dira ngoai dong c6 va
khong ¢ biéu hién bénh héo do dau 1a. Thyc hién k¥ thuat RFLP ddi v6i san pham
PCR thoai hod voi muc dich tim kiém nhitng marker lién két véi tinh khang virus
PMWaV - Pineapple mealybug wilt associated virus — tdc nhan gay bénh wilt, lam
co s& ban dau cho nhirng phan tich xa hon nham phuc vu cho muc tiéu tao ra giéng
dira Cayenne chit luong cao, c6 kha ning khang manh va 6n dinh d6i véi dich bénh
nguy hiém trén, gop phan bao vé ning suat, pham chét cia cdy dira, mang lai hiéu
qua cho ndéng dan va kinh té x3 hoi.
Két qua:

Pa nuoi rép va chung bénh thanh cong voi ti 1€ biéu hién bénh 1a 35,66%.

D3 cai tién duge chu trinh nhiét va ndng d6 cac thanh phan tham gia phan
g PCR thoai hoa ciia Z. Deng va cs (2000) cho phép khuéch dai thanh cong ving
NBS trén cay dura Cayenne.
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Chuwong 1
MO DAU

1.1. Dit van dé

S6 hitu nhimg dic diém vé dinh dudng, mui vi cung véi nhitmg uvu thé trong
canh tac va ung dung thuc té rong rai, cdy dira — nir hoang cta cac loai trai cdy rat
dugc va chudng va quan tdm phat trién. D6i véi nude ta, ciy dira duoc xac dinh voi
tiém nang kinh té xa hoi rat 16n. Trong cac gidng dta chinh, dira Cayenne mang
nhiéu vu diém vuot troi va 1a gidng duoc trong nhiéu nhat trén thé gidi. Nhiéu ving
chuyén canh dira moc 1én nhanh chong dé cung cip nguyén lidu cho cac nha may
ché bién, phuc vu nhu cau trong nudc va xuat khau. Tuy nhién, khi dién tich gieo
trong va san luong ting 1én thi cling kéo theo su phét trién va 1y lan nhanh chong
cua cac bénh hai dira. Trong d6, dac biét nguy hiém va gay thi¢t hai ndng né nhit la
bénh héo do dau 14 (bénh wilt) do virus PMWaV (Pineapple mealybug wilt —
associated virus) gay nén. Trong khi d6, nhitng bién phap canh tac, phong trir voi
hiéu qua thap khong gitp cho cay dira va ngudi nong dan thoat khoi sy de doa cua
dich bénh nguy hiém nay.

Bén canh d6, nhiing tién bd gan day trong viéc nghién ctru tinh khang bénh cay
tréng, dac biét 1a trong linh vuc sinh hoc phan tir @ mé ra mot co hoi to 16n trong
viéc tao ra ciy dira ¢ tinh khang 6n dinh ddi voi bénh héo do dau 14. Cu thé hon,
nguoi ta di nghién ctru, xac dinh va phéan 1ap nhiéu gene lién quan dén tinh khéng
bénh trén nhiéu dbi tuong thuc vat khac nhau, hoat dong theo mo6 hinh gene doi
gene. Nhiéu trong s6 nhitng gene khang nay (gene R) mi hoa cho nhiing protein
tham gia vao qua trinh truyén tin hiéu dé kich hoat phan mg khang bénh chuyén
biét & cdy trong. Nghién ctru nhitng protein d6, ngudi ta nhan thiy c6 mét su tuong
dong cao vé cdu tric ¢ nhiéu loai thuc vat khac nhau. Sy twong dong nay con thé
hién & nhitng trudng hop khang ddi voi cac ddi twong ki sinh khac nhau. Phét hién
nay da 1am nén tang cho viéc thiét ké nhimng primer thoai héa trén nhiing motif bao

tén ctia nhiéu protein khang phuc vu cho viéc thuc hién phan tng PCR khuéch dai



nhirng trinh ti twong déng lién quan dén tinh khang. Nhirng trinh ty nay duoc xem
1a gene dy tuyén tinh khdng — RGA (resistance gene analogs). Viéc nghién ctru tmg
dung nhitng trinh ty RGA c¢6 mot ¥ nghia vo cung quan trong trong viéce to chic,
phan bd va tién hoa cua gene khang thyuc vat. Quan trong hon nita, cc trinh tr RGA
dugc xac dinh 1a nhitng céng cu séng con trong viéc phan lap cac gene khang vai
chiéu dai day du. RGA ciing mang htra hen nhiéu cho cong tac nghién ctru genome
thyc vat, dac biét 1a cia nhitng ddi tuong kho khan trong viéc nhan giéng htru tinh
nhu cay dira. Cudi cung, thuc té hon ca 13 sy dong gop cia nhiing trinh ty RGA nay
trong viéc thiét ké nhitng chién luoc chon tao gidng méi véi ddy du nhimg dic tinh
khang bénh bén viing thong qua phuong phap chon loc dira vao marker phén tir hay
chuyén gene. ..

Trong sinh hoc phan tir, phuong phap PCR thoai hoa dugc cho 1a mot cong cu
manh mé& trong viéc tim kiém va phan lap nhiing gene mdi va cac ho gene. Mt
khac, su bao toan cia trinh ty gene khang trén nhiéu dbi twong thuc vat cho phép ta
hy vong trén cdy dira Cayenne ciing ton tai nhitng gene véi chlic ning twong tng.
Hon nita, trong hoan canh nhitng nghién ctru vé di truyén trén déi twong nay chua
nhiéu, dic biét 1a chwa co trinh ti genome dira hay trinh ty vé nhitng marker lién
quan dén tinh khang nén viéc nghién ctru tinh khéng trén cdy dta Cayenne 1a rat
khé khan. Vi tinh hinh nhu vay, viéc 4p dung chién luoc trén, hay cu thé hon 1a
tmg dung k¥ thuat PCR v&i primer thoai hoa dé phan 1ap cac thanh vién trong ho
gene khang hién hiru trong quan thé dira Cayenne tai Thanh phd HO Chi Minh 13
mot bude di hop 1y va xac dang.

Vi vy, dé tai “Xac dinh gene lién quan dén tinh khang virus PMWaV — gay
bénh héo d6 dau la trén giéng dira Cayenne bang phuong phap PCR thoai hoa”
dugc thuc hién nham tao co sé ban dau cho nhiing phan tich xa hon nham phyc vu
cho muc tiéu tao ra giébng dira Cayenne chit luong cao, c6 kha ning khang manh va
6n dinh doi voi dich bénh nguy hiém trén, gép phan bao vé ning sut, pham chat

cua cay dira, mang lai hiéu qua cho nong dan va kinh té xa hdi.



1.2. Muc tiéu

Budc dau xay dung phuong phap PCR thodi hoa trén cdy dira Cayenne 1am co
so cho viée xac dinh gene lién quan dén tinh khang virus PMWaV — gay bénh héo
d6 dau 4.

Nghién ctru su da dang di truyén vé gene khang giita cac gidng dira Cayenne
dua trén phuong phap RFLP — PCR nhiam xac dinh marker lién quan dén tinh khang
bénh héo do dau 14.

1.3. N¢i dung

Khoa luan dugc thuc hién véi 3 ndi dung sau:

Noi dung 1: Ly nhiém bénh héo d6 dau 14 cho dira Cayenne.

No6i dung 2: Phan 1ap ving gene NBS trén cac mau dira thu thap.

No6i dung 3: Phan tich RFLP ving gene NBS trén cdc mau dua thu thap.

1.4. Yéu cau

Tién hanh nubi rép, chung bénh héo do dau 14 1én ciy dira Cayenne nudi cdy mod
sach bénh.

Thu thap miu dira Cayenne c6 va khong c6 biéu hién bénh héo do dau 14 tir hai
ngudn: dira ngoai ddng va dia cdy mé dugc ching bénh.

Ly trich DNA tong s, dinh lugng va pha lodng tir cac mau dira dugc thu thap.

Tbi wu hoa phuong phap PCR thoai hoa, phan 1ap ving gene khang trén cac mau
dira thu thap bang quy trinh da duoc t6i wu.

Thuc hi¢n k¥ thuat RFLP trén san phém PCR thoai hod, qua d6 khao sat sy da
dang di truyén vé gene khang giita cic mau dua thu thap va xac dinh cac marker

lién quan dén tinh khang bénh héo do dau 14 trén cay dira Cayenne.



Chuwong 2
TONG QUAN TAI LIEU

2.1. Téng quan vé ciy dira
2.1.1. Ngudn gbc va phan loai

Dta 1a mot loai thyc vat nhiét d6i c6 ngudn gbe tir Nam My (Trung va Nam
Brazil, mién Bic Argenetina va Paraguay) dugc thuan hoa béi nhirng ngudi thd dan
ban dia. O cubi thé ky 16, ciy dira duoc du nhdp vao chiau A va dén cudi thé ky 17,
no6 da duoc trff)ng phé bién & hau hét cac nude nhiét d6i trén thé gioi. O Viét Nam,
ciy dira da dugc du nhap va trong tir hon 130 nam trudc. Riéng gidng Cayenne du
nhap vao nudc ta cudi nhitng nim ba muoi, dau nhitng nim bén muoi trong nhimng
d6n dién do nguoi Phap quan 1i @ mot s6 dia phuong mién Bic.

Dtra ¢6 tén khoa hoc 1a Ananas comosus (L.) Merr thudc:

Phan 16p: Magnoliophyta

Lop: Liliopsida

Bo: Poales

Ho: Bromeliaceae

Gidng: Ananas

Loai: Ananas comosus

2.1.2. Pic diém thue vat hoc

Cay dura c6 1a hinh 6ng méang, ¢ gai, chiéu dai 14 tuong ddi dong déu, phan bd
déu, xoe ra tir phia, hinh hoa thi. Do ¢6 ngudn gdc 1 cay khi sinh nén hé ré dtra cim
xudng dat kha can va yéu. Trén than ¢ nach 1a c6 mot s6 chdi. Chodi dira ciing nhu
than chinh c¢6 nhiéu ré khi sinh s& bat thanh ré ngam khi tiép xtc véi dat, do do
ngudi ta dung chdi dira dé nhan giéng, khong dung hat. Qua dtra phirc hop hinh
chép cut, giita c6 16 (thuc chat 1a phan ndi tiép ctia than chinh), trén dau qua con c6

chdi gdm nhiéu 14 ngin (goi 1a chdi ngon) ciing dugc dung dé nhan gidng.



Hinh 2.1. Cay dia

Dura 1a cay than thdo lau nam. Sau khi thu hoach trai thu nhét, cac mam nach ¢
than tiép tuc phat trién va hinh thanh mot cdy méi giéng nhu ciy trudc, ciing cho
mot trai. Nhidu thé hé sinh truong co thé tiép ndi nhau nhu vy, nhung trong thuc té
d6i voi nhiéu giong dua, thu hoach hai hay ba It thuong khong c6 1oi do cdy thoai
hoa, trai nho dan va khong dong déu.

Dtra sinh trudng va ra hoa t6t & 20 — 30°C, lugng mua hang niam khoang 1000 —
2000 mm nén rat thich hop voi diéu kién khi hiu cua nudc ta véi nhiét do binh quan
1a 22°C va lwong mua binh quan 1300 - 1500 mm/nim. Vé thé nhudng, dira thich
hop véi dat doi, dat badan, tham chi dat xau. Pic biét voi dat phén, khong thé trong
lta, trong hoa mau nhung trong dira lai rat tét. Dta c6 kha ning chéng x6i mon, giir
mau cho dat néu trong véi mat do hop 1y (45.000 - 65.000 cay/ha). Cay dua lai bao
dam cho thu hoach chic chin vi dta khong c6 hién tugng ra hoa kho, rung dai nhu
nhiéu loai cdy in qua khac nén ning suat 6n dinh, khong c6 hién twong mat mua.

2.1.3. Cay dira Cayenne

Dtra gdm khoang 50 giéng va 2000 loai phan bd ¢ ving nhiét doi va can nhiét
d6i. Cac gidng dua dang duoc trong hién nay duoc chia thanh 3 nhom: nhém dira
Cayenne, nhom dira Queen (dira Hoang Hau) va nhom Spanish (dira Tay Ban Nha).

Trong d6, dira Cayenne 1a loai duoc trong phd bién nhat trén thé gidi.



Hinh 2.2. Cay dira Cayenne

Theo diéu tra nghién ctru ctia Vién nghién ctru rau qua, da tap hop duoc 3 gidng
Cayenne dugc trong & nudc ta gdm: Cayenne Chan Mong trong ¢ Vinh Phu,
Cayenne Phii Quy trong & Nghia Pan - Nghé An, Cayenne Pirc Trong trong & Lam
Pong. Gibng Cayenne Lam Pdong c6 ngudn gdc tir Phap va 1a giéng dugc trong chit
yéu & Nam Bo. Ngudn gdc cua cac gidng Cayene trong & nude ta thudng nhap tir
nudc ngoai va qua tién hanh lai tao (Tran Thé Tuc va Vii Manh Hai, 2002).

Pic diém chung cia dira Cayenne 1 14 dai, khong gai, day, long mang sau,
cham ra hoa. Khi chua chin, trai mau xanh den, khi chin chuyén sang mau vang da
cam.

Dura Cayenne chira rat nhidu nudc, vo lai mong nén rat dé thdi khi van chuyén di
xa. Tuy nhién, nudc lai c6 ty 1€ duong cao, vi chua nhe, mui thanh, rat hop khau vi
ngudi phuong Ty, trai to (to nhat ¢ thé dat 3 — 4 kg/trai). Qua hinh dng, mat dira
Cayenne lai rat can, got vo xong khong can 1dy mit c6 thé an ngay.

Vi thé, so voi cac gidng khac, dira Cayenne c6 nhiéu thuan loi, 1y tudng cho viée
ché bién d6 hop (dura khoanh, nudc dira c6 déc...) va thuong mai trén quy mé cong
nghiép.

V& mit canh tac, nho dic tinh khong c6 gai nén thao tac thuan loi, hi¢u suit lao
dong ting 1én nhiéu. Hién nay, dira Cayenne 13 nguyén liéu chinh cho nganh céng

nghiép ché bién - xuat khau dua cua nudc ta va dang dugc chu y pho bién ra dién



rong, hinh thanh cac ving trong dira nguyén liéu nham cung cép cho cic nha may
ché bién dura.
2.1.4. Tinh hinh sin xuit va tiéu thu dia trén thé giéi va Viét Nam
2.1.4.1. Thé gioi

Theo s6 liéu thong ké thu thap tir FAO (Food and Agriculture Organisation), san
lwong dira thé gidi 1999 - 2001 1a 13.527.149 tin va udc tinh s& 6n dinh trong 3
nam. San luong trén thé gidi da ting gap 3 1an trong 30 nim qua (3.833.137 tan -
nam 1961 dén 13.738.735 tan - nam 2001). Nhiing nudc dung dau vé san luong
nim 2001 bao gom Thai Lan (2.300.000 tan), Philippine (1.571.904 t4n), Brazil
(1.442.300 tan), Trung Qudc (1.284.000 tan). Nhimg nudc chiém uwu thé vé thi
truong dia tuoi (khoang 700.000 tin) nhu Costa Rica, Philippine; vé dra dong lanh
1a Thai Lan va Philippine. My 1a nuwéc nhap khau dtra 16n nhat tir nim 1998 - 2000
binh quan 552,5 tri¢u USD/nam & cac dang dira dong hdp, tuoi va co dac.

Theo théng ké, san lwong dira Cayene chiém 70% san luong thé gii va hau hét
& dang dong hop (khoang 95%). Hién nay, nhu cau vé dira Cayenne ¢ dang tuoi
cling dang 1én cao nhung do chét luong dra twoi chua t6t doi hoi phai cai thién
gidng Cayenne dé cung cap dang tuoi tot hon (Sanewski and Scott, 2000). Hién
nay, mot s6 nudc dang cd gang phét trién gidéng Cayenne nhu Dai Loan, Malaysia,
Cuba, Brazil va Phap.

2.1.4.2. Trong nudc

Theo s6 liéu diéu tra ctia Vién quy hoach va thong ké néng nghiép, dién tich dira
Cayenne ndm 2002 13 3.641 ha trong ¢ 18 tinh, thanh phd va con sé nay di duoc gia
ting trong nhitng nim gan dy. Céc tinh c6 dién tich dira Cayenne nhiéu nhu Ninh
Binh (700 ha), Nghé An (695 ha), Ha Tinh (438 ha). San luong dta tuoi san xuét
ca nudc theo Tong cuc thong ké Nong - Lam - Ngu dao dong tir 263 — 316 nghin
tan/nam. Trong d6 Pong Bang Séng Ctru Long chiém gan 71%.

Nguyén liéu cung cap cho cic nha may ché bién dang trong tinh trang cung chua

da cau do su ra doi cua nhiéu nha mdy ché bién dura vdi cong suat cao va ky thuat



hién dai nhu ¢ Tién Giang, An Giang hay nhiéu nha may cong suit nhé & Ha Tinh,
Tp. H6 Chi Minh, Can Tho..

2.2. Bénh héo dé dau la trén ciy dira

Nhu mét diéu tat yéu, di kém vai viée ting dién tich gieo trong va san luong thi
bénh hai trén dira ciing bat dau lan rong. Theo két qua diéu tra ciia nhém nghién ctru
bénh hai trén dra thudc truong Pai hoc Nong Lam Tp. HCM nam 2003, trén hau
hét cac rudng dua tai Tp. HCM, Long An, Tién Giang, Lam Déng xuat hién nhitng
bénh nhu thdi trai, théi ndn 1am anh huong dén ning suat va chat lugng dia, gay
thiét hai nghiém trong vé mat kinh té. Trong d6, dang lo ngai gay thiét hai ning né

nhét 13 bénh héo do dau 14.

Hinh 2.3. Rudng dira bi nhiém bénh héo d6 diu la
2.2.1. Tinh hinh dich bénh va tac hai
Hién nay, bénh héo do dau 14 hién dién & hau hét cac vung tréng dua trén thé
gigi. Theo Sether D.M. va Hu J.S. (2002), bénh da xuit hién & MY, Pai Loan,
Singapore, Brazil, Jamaica, Philippines, Venezuela, Thai lan, Malaysia va ca ¢ Viét
Nam. Day 1a bénh rat nguy hiém va anh huong 16n dén nghé trong dira. Khong nhu
cac bénh khac trén dia do vi khuan, ndm hay tuyén trang déu c6 cac loai thudc
phong tri ddc hiéu, bénh héo do dau 14 cho dén nay van chwa c6 bién phap phong trir
triét dé ngoai viéc han ché su lay lan 1a di¢t méi gidi truyén bénh (Trﬁn Thé Tuc va

Vii Manh Hai, 2001). Virus gdy bénh ton luu va lan truyén sang doi sau chii yéu



qua chdi gidng va tan du cia cdy bénh. Nhitng chdi gibng mang mam bénh lai
thudng chi biéu hién triéu chimg vao giai doan cay dang phan héa mam hoa tré di,
tic 12 sau mot thoi gian trong rat dai (9 - 12 thang). Chinh dic diém nay cta bénh
héo do dau 14 da gay nén nhiing thiét hai to 16n cho ngudi trong dira (Borroto E.G.
va cs, 1998).
2.2.2. Triéu ching

Bénh biéu hién dau tién trén cac 14 gia nhat, sau d6 dén cac 14 gia va 14 bén trén.
Céc 14 do dan 1én, vo lua bung ra, kém truong nudc. Mép 1a va dau 14 bi héo, hoa
nau va kho dan. Tuy theo gidng, tir khi cdy bi nhiém bénh t&i khi biéu hién triéu
chtrng mat tir 2 tuan dén 6 thang. Nhiu cdy con bi nhiém trong vuon wom khéng cé
dau hi¢u bénh, sau mot thoi gian tréng méi biéu hién. Bénh tré nén nang hon khi

cay ra hoa, nudi qua.

Hinh 2.4. Cay dira va qua dira Cayenne bi nhiém bénh dé dau la do virus

PMWaV.

Bénh héo thuong trai qua 4 giai doan phat trién:

=  Xam nhiém: biéu hién 13 chop 14 c6 mau do.

= LAy lan: 14 bién mau, chuyén tir d6 sang hong, mép 14 ubn cong vé phia mat
dudi.

= Héo la: cac 1a bi bénh héo kho dan, trong khi 14 & ndn van moc binh thuong.

= Gay chét cay.
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Hau qua cua bénh wilt 1a qua bi nhd, chua, kho, mat 10 13, khong c6 gia tri
thuong pham.
2.2.3. Nguyén nhan gay bénh
Céc nghién ctru di chirg minh rang yéu t6 lién quan dén bénh héo do dau 14 1a
virus. Virus lién quan dén bénh héo & dira (PMWaV) thuc chét 1a phirc hop ciia 2
loai virus PMWaV - 1 va PMWaV - 2. Dua vao cac dic diém vé di truyén, hai loai
virus nay duoc xép vao ho Closterovirus, loai Ampelovirus, gidng Vinivirus. Cac
phan tich vé phat sinh loai ¢ trinh ty gene cho thly PMWaV - 1 va PMWaV - 2 ¢6
d6 tuong dong trung binh 50%.
2.2.4. Tac nhan lay truyén bénh
PMWaV - 1 va PMWaV - 2 dugc 1ay truyén boi 2 loai rép sap: Dysmicoccus
brevipes (rép mau hong) va D. neobrevipes (rép mau xam). Rép sap c6 kich thudc
khoang 2 - 3 mm, minh phii mét 16p sap. Rép sap bam vao cac 14 non, vao gbc 1a
gid, vao mat qua, vao ré ciy dé hat dich cdy. Ching sbng trén cdy dira nhiém
PMWaV, tiép thu va truyén virus trong sudt qué trinh dinh dudng. Khong c6 ki chi
khac ctia virus dugc tim thdy ngoai cay dira, mic du nhiéu loai ciing 1a ki chu cta
hai loai rép ndy. Diéu d6 cho thiy cay dira nhiém PMWaV 1a ngudn chta virus duy

nhat cho rép truyén sang cac cay khac.

Hinh 2.5. Hai loai rép lay truyén PMWaV.

(a) Rép sap mau xam (Dysmicoccus neobrevipes Beards),
(b) Rép sap mau hong (Dysmicoccus brevipes Cockerell).
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Bén canh do, kién thuong xuét hién d(‘”)ng thot voi rép tao diéu kién thuan loi cho
rép phat trién. Rép chich hat nhua cay sau do tiét ra chit ngot dé quyén ri kién.
Kién sir dung mat do rép tiét ra, dung dét va rac hitu co tao thanh noi 4n nau xung
quanh dan rép dé che chd cho ching khoi mua ning va tao nén mét tiéu khi hau
thich hop cho rép sinh san. Khi cdy dua suy kiét, kién lai tha rép dén cay khac. Voi
su che chd cua kién cung chu ki sinh san ngén tir 35 — 45 ngay, rép min dé va phat

trién rat nhanh. Vi vay, c6 thé xem rép va kién c6 sy cOng sinh v6i nhau.

Mealybug

Hinh 2.6. Sw cdng sinh giira kién va rép sap
2.2.5. Cach phong trir
Pé phong trir bénh héo do dau 14, theo Nguyén Vin Ké (2000), can ap dung tong
hop cac bién phép sau:
e Chon gidng khang bénh va 13y gidng tir ving it bénh.
e Xir 1y vat lidu trong bang thudc trir rép sap.
e Trudc khi tréng, khir dat dé trir kién va céac 6 rép.
e Vé sinh dong rudng dé tranh 1ay lan cho vu sau.
e Trong qua trinh dira phat trién can theo ddi phun trir rép, kién.
2.2.6. Mot s6 nghién ciru vé bénh héo d6 diu 14 trén thé giéi va Viét Nam
2.2.6.1. Thé gioi
Tuy bénh héo d6 dau 14 da xuét hién tir rat lau trén thé giéi, nhung mai dén gan
day, cac nghién ctru vé bénh méi dat duge nhitng thanh tyu mong mudn.
Nim 1989, German va Gunasinghe da tim thay closterovirus & nhiing cay dira bi

héo d6 dau 14 & Hawaii va dat tén 1a Pineapple closterovirus (PCV).
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Khang thé da dong (Polyclonal Anti-body — PADb) san xuit & Hawaii (MlIman
D.E. va cs, 1989) va Australia (Wakmen W. va cs, 1995) dugc dung dé phat hién
PCV. Tuy nhién, PAD ciing tuong tac véi protein ctia dira nén khong dem lai két
qua chinh xéc.

Nim 1996, Hu, Sether va Millman da thiét ké khang thé don dong (Monoclonal
Anti-body) cho PMWaV. Tuy nhién, thi nghiém thiéu d6 nhay can thiét nén phai
dung nhitng mau ré va 14 giau virus méi thu dugc két qua.

Niam 1997, Hu va cong su ap dung phuong phap TBIA vao viéc kiém tra PCV
cho thiy ké ca ciy c6 triéu chimg bénh 1an ciy khong c6 tridu ching bénh déu
mang virus.

Niam 1998, Hu, Sether va Mllman tim thiy PMWaV trén rép sap Dysmicoccus
brevipes va Dysmicoccus neobrevipes. Xac dinh dugc rép sap la trung gian lay
truyén PMWaV.

Nam 2001, Sether va cong su xac dinh dugc PMWaV g6m 2 dong: PMWaV -1
va PMWaV - 2. B gene cia chiung da dugc giai trinh ty va phan loai. Cling trong
nghién cru ndy, cac mau dua thu thap tir 17 nudc trén thé gidi da duoc kiém tra
PMWaV véi ky thuat TBIA va RT-PCR véi két qua 100% ciac miu trong thi
nghiém déu nhiém PMWaV.

Nam 2002, Sether va Hu chiing minh cdy mang PMWaV nhung khong cé rép
sap thi khong xuat hién bénh. Tac gia di dé ra gia thuyét doc t6 trong nude bot cia
rép sap ciing 1a mot tac nhan can thiét dé gy bénh. Tién hanh xur 1y nhiét dé khu
PMWaV trén cac chdi dira mang virus.

2.2.6.2. Viét Nam

O Viét Nam, nhin chung chua cé nhiéu nghién ctru vé bénh héo d6 dau 14. Cac
thi nghiém chi dung lai & budc xac dinh mbi lién quan gitta mat do rép voi muc do
bénh trén dira va thong ké tinh hinh phan bd bénh & mot s6 dia phuong.

Theo nghién ctru ctia Phan Gia Tan (1984), trén giéng dira Queen, néu chi c6
6% s6 cay co rép va mdi cay c6 1 — 10 con rép thi cdy chua bi nhiém bénh hoic

nhiém rat nhe. Vi 90 — 92% cay c6 rép va luong rép 13n 4u tring trén mdi cay 1a 51
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- 200 con thi cay bi nhiém bénh ¢ mirc d6 trung binh. Vi 92% ciy c6 rép va mat do
au trung trén 300 con/cay thi cay bi nhiém bénh nang.

Mot sb thong ké vé tinh hinh bénh héo d6 dau 14 ciia truong Pai hoc Nong Lam
TP.HCM cho thay bénh xuit hién & cac ving duoc nghién ciru véi ty 18 cao: & Bén
Lirc — Long An, Tan Phudc — Tién Giang va Pirc Trong — Lam Pong, ty 1é bénh lan
lugt 12 9.3%, 8.1% va 4.1%. Con ty 1€ bénh & cac nong truong: ndng truong Pham
Vin Hai, néng truong Lé Minh Xuan — Tp.HCM va nong trudng Tho Vuc — Pong
Nai 1an lugt 1a 6%, 7% va 12,1%.

Nhu vy, hién nay bénh héo dé dau 14 di xuat hién & nude ta véi mat do 16m va
ty 1& cao, khi gip diéu kién c6 thé 1ay lan thanh dich, gay thiét hai 16n cho nguoi
trong. Bén canh d6 chung ta van chua c6 bién phap phong trir bénh hiru hiéu ma chi
c6 thé han ché bénh bang cach khéng ché nhiing ngudn trung gian truyén bénh. Tuy
nhién v6i nhitng viung chuyén canh quy moé 16n hang trdm, hang ngan hecta thi cac
phuong phap nay khong c6 tinh kha thi. Vi vay, véi nhiing du 4n dau tu 16n cho cay
dira hién nay thi rat can phai xay dung chién lugc that sy hiéu qua trong viéc khong
ché dich hai.

2.3. Tong quan vé tinh khang bénh trén thwe vat

Trong subt qué trinh sinh truong, mdi lodi cdy co thé bi tin cong boi rat nhicu
loai mam bénh nhu nim, vi khuan, virus va nematode khac nhau. Mit khac, mot cay
cling co thé bi tan cong bdi hang tram, hang ngan ca thé ctia mot loai bénh. Su tan
cong nay gay ra nhitng thuong tén ¢ cac mirc d6 khac nhau. Tuy nhién, nhd c6 kha
nang ty bao vé kha t6t nén cy van sinh trudng, sinh san va phat trién binh thuong.
Nhiéu nha khoa hoc tir khip noi trén thé gi6i dd tién hanh nghién ctru dé tim hiéu
kha ning ty bao vé tuyét voi nay cua thyc vat. Nho vy ma ngdy nay ban chat
nhing phan g bao vé clia cdy trudc sy tan cong ciia mam bénh da dan sang to &
murc do sinh ly, sinh hoa va phan tr.

2.3.1. Khai niém vé tinh khang bénh trén thwe vat
Khi cdy trong bi mam bénh tan cong, cdy luén c6 khuynh hudng chong ddi lai

v6i mam bénh. Néu cay khong du stuc chong lai thi s€ bi nhiém bénh, néu cay chong
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lai dugc véi bénh, khong bi hai hodc thiét hai khong dang ké thi goi la khang bénh.

Tinh khang hoic nhiém bénh cta cy trong tuy thudc vao dic tinh di truyén cua cay.

Céc dic tinh di truyén nay gitp cho cdy c¢6 nhitng co ché khang bénh khac nhau.
2.3.2. Co s6 sinh héa, sinh ly ciia tinh khang bénh & thuc vat

Ngay tir nhitng ngay du cua thé ky, cac nha bénh cdy da thuong xuyén dit cau
héi: Co ché nao ngin can sy lan truyén cia ky sinh trong cdy? Liéu c6 phai 1a sy
thiéu mot hop chat dic biét nao d6 cho qué trinh sinh trudng cia ki sinh hay 1a sy
hién dién cta nhiing chat (rc ché sinh trudng do cy tiét ra can trd sy xadm nhap va
lan truyén bénh? Nhiéu cong trinh nghién ctru dugc tién hanh va két qua di dugc
cong bd, trong d6 co ché bao vé nodi chung cua ciy duoc quy tu do hai dic diém
Sau.:

= Do dic diém ciu tric: cac ciu trac ndy 1am nén nhitng hang rao can trd viée
xam nhap va lan truyén cia tic nhan gay bénh.

= Sy san sinh ra nhitng hop chat hoa hoc trong cac té bao, mé nham gy doc
hodc can tré sy phat trién cia tac nhan gy bénh.

Tuy nhién, su két hop cta hai dic tinh ndy trong qué trinh bao vé ciing khac
nhau giita cac loai cdy ciing nhu giira cic mo trong qua trinh ddi mit véi tac nhan
gdy bénh dé hinh thanh nén cac co ché khang bénh. C6 hai nhom co ché khang
bénh: khang bénh thu dong va khang bénh chu dong.

2.3.2.1. Co ché khang bénh thu dong

Khang bénh thu dong 1a do cAu tao co thé cua cay c6 cac dac tinh lam cho mam
bénh khong tin cong duoc hoic khong gay hai dugc cho ciy trong. Cac cau tao nay
do bam sinh di ¢ sin trong cdy du c6 hodc khong c6 sy hién dién ciia mam bénh.
Co ché khang bénh thu dong dugc hinh thanh do hinh thai cAu tao, churc nang sinh
1y hodc do thanh phan 1y hoa hoc ctia ciy.

Do hinh thdi céu tao

Céc dic tinh vé cau tao hinh thai giup cho ciy khang bénh gom: Do day cua 16p
cutin bao che bén ngoai biéu bi 13; dic diém cia 16p 1ong, 16p sap trén bé mat ngoai

cua 14; cau tao cua 16p mo ban; sb lugng, kich thudc va hinh dang khi khéng; kich
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thuéc mach nhya; ngoai hinh cua cdy; dic tinh nd hoa... Cac yéu t6 nay chi thé
hién & thoi ky xam nhap cua ky sinh gay bénh. Ngoai ra, né ciing ¢ vai trd khong
ché toc do di chuyén lan rong cta ki sinh trong mé cay.

Do chirc nang sinh ly

Chire nang sinh 1y ¢6 ¥ nghia rat 16n trong sy khang bénh cta ciy. Bdi vi cac
hoat dong sinh 1y néu an khép véi cac hoat dong gdy bénh cua ky sinh, ciy sé
nhiém bénh. Nguoc lai, néu hoat dong nay khong pht hop co thé 13 trd ngai 16n 1am
cho ki sinh khong phat trién va gay bénh duoc. Cac yéu td thudc vé chitc nang sinh
Iy anh huong dén tinh khang bénh ctia cdy gom: ché do hoat dong cua khi khong,
kha nang han gén vét thuong, su trao ddi chat, dac diém nay mam cua hat giéng. ..

Do thanh phan Iy hod hoc

S¢ di thyc vat khang mdt sinh vat ky sinh nao dé 1a do thyc vat nay khong co
thanh phan hoic loai dinh dudng pht hop cho sy sdng cia ki sinh 4y. C6 tac gia cho
rang su ton tai cia nhitng dang dong phan lap thé cta nhitng chit trao ddi 1 nguyén
nhan co ban din dén tinh khang. Mit khéc, trong ciy con c6 sy diéu chinh can bang
giita nhitng chit trc ché cua cdy va chat kich thich sinh truéng cua ky sinh. Céac yéu
t6 thudc vé thanh phan 1y hoa tham gia vao tinh khang bi dong cta thuc vat bao
gom: s6 lugng va thanh phan glucid; protein va cac san pham phén giai cua né; acid
hitu co va do pH cua dich té bao; sb lugng céac alkaloid, phenol, tanin va cac chit c6
tinh bao vé - fitonxit; Trong d6 cac hop chat phenol (pirocatesin, hydroquinon,
pirogalon, acid chlorogeneic...) quyét dinh tinh mién dich va tinh khdng bénh cua
cay d6i voi nhiéu loai bénh khac nhau.

2.3.2.2. Co ché khang bénh chii dong

Khang bénh chu dong 1a khi cay bi mam bénh tin cong s€ sinh ra cac co ché
chéng lai mam bénh. Céac co ché nay khong c6 san trong cdy hodc c6 nhung voi
murc rat kém khong du dé bao vé cay trong trude sy tin cong do. Chi khi ndo co su
hién dién ctia mam bénh, co ché nay moi dugc tang cuong dén muc du suc chéng
lai chiing. Trong truong hop nay, su tin cong ciia mam bénh nhu 13 mét kich thich

dé cay huy dong cac phan ng ddi pho. Sy kich thich dé tao ra sy khang bénh & cay
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goi 13 kich khang (induced resistance). Cac co ché khang bénh cha dong c6 thé la:
cay tu tao ra cac cau truc dic biét ngan can mam bénh tin cong cac bo phan chua bi
xa4m nhiém, cay tiét ra chat chong lai mam bénh va phan tng ty chét ctia mo cay.

Sw hinh thanh mo khang

Dé ddi pho v6i sy xadm nhidm cia nam, virus, vi khuan, mot s6 giéng khang
bénh c6 kha ning hinh thanh nhiéu 16p té bao rong bao quanh ving mé bi bénh, cic
nut chdn tylose trong mach nhya hodc chat gom bit kin gian bao lam cho phﬁn
nhiém bénh bi ¢6 1ap, khong con dugce nang d& va rung di mang theo mam bénh.

Sw hinh thanh té bao khdng

Sy dé khang nay do cac bién doi vé hinh thé cta vach té bao hodc co ngudn gbc
tir vach té bao bi xdm nhiém. Loai dé khang nay yéu va gom 2 loai chinh: phinh to
véach té bao hodc hinh thanh 16p boc co lap mam bénh.

Khang sinh thuc vat

Khi bi mam bénh tin cong, & gidng khang bénh con c¢6 kha ning tich tu cac ho
chat can thiét dé chong lai mam bénh. Céac hoa chét nay & dang hop chét véi phenol,
cac polyphenol, chlorogeneic acid, caffeic acid. Trong d6 phd bién hon ca 1a
chlorogeneic acid va caffeic acid. Ngoai ra con c6 cac khang sinh thyc vat goi la
phytoalexide - nhiing chit chi c6 trong su khang bénh chu dong.

Phan vung siéu nhay cam (hypersensitive)

La phan tng ty chét ciia phan mo bi xaAm nhiém kéo theo su ¢b lap va bo doi ki
sinh 1am cho chung chét di. Su chét té bao cang nhanh, tinh khang cang manh.

Ngoai ra, trong co ché khang chii dong con phai ké dén tac dong khang cua té
bao chit, hién tuong thuc bao hay phan ung khang doc td, khang men ctia mam
bénh.

2.3.3. Co sé di truyén tinh khang bénh & thwe vat

Cay thé hién tinh khang dbi v6i ky sinh gy bénh 13 do chung mang céc dic tinh
phan loai khac v6i nhém ky chi cia ky sinh gdy bénh, hodc cdy chtra cac gene
khang ma ky sinh khong c6 gene twong tng dé pha v&. Hién twong khang va nhiém

clia cdy trong dbi voi vi sinh vat gay bénh 1a do sé lwong khac nhau cua gene khang
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hién dién & mdi gidng cay va mirc d6 anh huéng cua gene khang d6i vé6i ky sinh.
Truong hop gidng rat nhiém ddi véi vi sinh vat gay bénh thé hién su kién khong co
gene khang mot cach hiéu qua chong lai noi gay bénh d6. Nhu vy, sy khang bénh
ctia cdy trong 1a do gene diéu khién. Mot sd gibng cdy trong c6 thé co tinh khang
don gene hoidc da gene tuy theo sé gene d6i khang véi mot ddi twong bénh cdy ma
no co.

2.3.3.1. Khang bénh don gene (monogenetic resistance)

Tinh khang bénh don gene thudong do mét gene co tinh trdi diéu khién hoidc co
thé do mot vai gene diéu khién nhung cac gene nay dinh vi rat gan nhau va lién két
v6i nhau rat chit ché. Cac gene khang nay c6 tinh chuyén biét cao d6i véi dong sinh
1y ciia mam bénh. Do d6 cac giéng c6 tinh khang don gene thuong khang rat manh
d6i voi dong sinh 1y ciia mam bénh twong tmg. Tuy nhién, khi gip dong sinh 1y
khac ciia mam bénh, cac giéng nay trd thanh nhiém bénh va nhiém ning. St dung
thudng xuyén gidng khang don gene rat d& din dén sy chuyén d6i dong sinh 1y mai
cia mam bénh va tan cong duoc giéng nay.

2.3.3.2. Khang bénh da gene (polygenetic resistance)

Tinh khang bénh ctia nhom nay dugc biéu hién boi nhiéu gene. Cac gene khang
nay c6 thé ¢ gene troi 1an gene lan. Do c6 nhiéu gene khang nén cac giéng trong
nhom nay c6 thé khang véi nhiéu dong sinh 1y khac nhau ctia mam bénh. Nho do,
tinh khang cua giéng thuong bén hon, 1au bi pha v& hon nhom giéng khang don
gene. Tuy nhién, tinh khang ctia nhém nay thuong khéng manh bang nhom khang
don gene. Cac giéng khang da gene thuong giy phién phitc cho cac nha lai tao
gidng do c6 nhiéu gene khang va co ca gene 1an nén phan ly rit phirc tap va khoé
chon loc vé sau.

2.3.3.3. Tinh nhiém bénh do té bao chat

Hau hét cac truong hop khang hodc nhiém bénh 13 do gene diéu khién. Tuy
nhién c¢6 mdt s6 truong hop tinh nhidm bénh lai do té bao chat quyét dinh. Trong
truong hop nay, té bao chit l4n 4t ca gene diéu khién tinh khang lam cho gene nay

khong hoat dong duoc.
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2.3.4. Phan loai tinh khang bénh ciia ciy trong

Khang bénh doc va khang bénh ngang

Khang bénh doc (vertical resistance) Nhiing giéng cay trong duoc goi 1a khang
bénh doc 13 nhitng gidng chi khang dugc véi mot sé dong sinh 1y cua bénh. Tinh
khang nay rat manh. Nhu vay, cac gidng khang bénh doc c¢6 tinh chuyén biét rt cao
trong sy khang bénh. Cac gene diéu khién tinh khang bénh doc thudong twong mg
v6i tinh khang don gene.

Khang bénh ngang (horizontal resistance) Cac giong khang bénh ngang c6 kha
nang khang v&i nhidu dong sinh 1y ciia mam bénh. Kha niang khang nay khong cao
1am, chi & murc hoi khang. Cac gidng ndy twong ng voi khang da gene. Cac gidng
khang bénh ngang twong ddi on dinh hon, 1au bi pha v& tinh khang hon mic du
khang khong manh ldm.

Khadng bénh thdt sw va khdang bénh ngodi dong

Khang bénh ngoai dong 1a nhiing giéng khi sir dung trong san xuat thi to ra
khang bénh, nhung khi dwa vao trong nha kinh nghién ciru thi lai tr& thanh nhiém
bénh. Cac giéng khang bénh ngoai dong thuong khang véi nhiéu dong sinh 1y cia
mam bénh. Tinh khang bénh ngoai dong ciing duoc diéu khién boi gene.

Khang bénh that sy 1a nhitng giéng khang bénh ca ngoai dong lan trong diéu
kién thi nghiém & nha kinh. Khang bénh that su 13 dé chi cac gidng khang ngang
hoac doi khi khang doc.

Tinh hoi khang bénh

Trong cac gidng khang bénh va cac giéng nhiém bénh rd rét, c6 mot nhoém gidng
luén ludn thé hién & mic trung binh, tirc 1a khong khang bénh han ma ciing khong
nhiém bénh han. Cac giong nay bi nhiém bénh nhung ¢ mirc d6 nhe. Nhom giong
nay duoc xem 1a nhom hoi khang bénh, ciing do gene diéu khién va di truyén dugc
tinh khang nay cho thé hé sau.

Tinh chong chiu (tolerance)

La truong hop cay van tao nang sudt mic du bi nhiém bénh. Tinh chju bénh bét

ngudn tir nhitng dat tinh di truyén cta ky chu cho phép ki sinh phat trién mot cach
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han ché. Co s di truyén hoc cua tinh chiu bénh van chua duogc biét de‘iy du. Mbi
quan h¢ gitra tinh chiu bénh va tinh khang ngang cling chua rd rang. Tinh chiu bénh
hay gip & cac bénh virus. Trong truong hop cay nhiém cac chung hién cta virus sau
d6 khong bi nhidm cac ching doc nita va giup cy tao duoc ning suit.

2.3.5. Khai niém gene ddi gene (gene - for - gene concept)

Khi quan sat ting giai doan trong tuong tac di truyén gitta cdy lanh (Linum
usitatissmum) va bénh gi sit gdy ra boi Melamspora lini, Flor (1971) nhan thay c6
su twong quan giita gene gay bénh manh & ki sinh véi gene nhiém bénh & ky chu
cling nhu ¢6 sy twong quan giita gene gdy bénh yéu & ki sinh va gene khang bénh &
ki chu. Tt d6, Flor dua ra khai niém gene di gene nhu sau:

“Trong thién nhién, twong ing véi mot gene dicu khién tinh khang hodc nhiém
bénh ciia ki chi, ludn luén c6 mot gene diéu khién tinh gay bénh yéu hoidc manh ¢
ki sinh. Noi cach khac, gitra ki sinh va ki chi luon ¢6 mot mdi tac dong qua lai 1an
nhau vé gene nhu 1 céc bo thé cua nhau".

Nhu vay, mot gene gay bénh manh hay yéu cta ki sinh chi c6 thé duoc nhan ra
khi ¢6 twong tac gita n6 voi gene nhidm hoic khang bénh cua giéng ki cha twong
mg. Va nguoc lai, gene khang bénh hodc nhidm bénh ciia mot giéng ciing chi co
thé nhan ra dugc khi né twong tac voi mot dong sinh 1y twong tng cua ki sinh. Tuy
nhién, tuong quan nay chi phu hgp trong truong hop cac ki sinh cé tinh chuyén biét
cao hodc ki sinh bit budc va khong ap dung duoc véi cac ki sinh khong chuyén
tinh.

Co s cua khai niém nay 14 khi mam bénh xam nhap vao cay trong thi lap tirc
phat tan vat chét ctia chung (protein, cacbonhydrate...) hay con goi 13 elicitor vao
trong thuc vat. Nhitng elicitor nay duoc kiém soat mot cach tryc tiép hodc gian tiép
bai cac gene khong ddc trong tic nhan gy bénh (avr). Nguoi ta cho rang cic gene
khang (gene R) s& ma hoa cac thu thé - receptor d6i voi timg elicitor riéng biét
(Staskawicz va cs. 1995). Khi elicitor twong tac vdi receptor s& kich hoat hé thong
phong thu cua thyc vat béng viéc tao nén nhiing tin hi€u nhan biét khoi dau. Nhitng

tin hiéu nay tiép theo d6 da kich hoat mot chudi cac tin hiéu khac trong ciy (signal
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transduction cascade). Tin hiéu dugc nhan tur receptor s¢ duoc thé hién & dang
chuyén ning luong. Mot gdc phosphate tir phan tir cho s& chuyén sang phan tir
nhan. Cir thé, tin hiéu tiép tuc di chuyén tir mang té bao vao tdn bén trong té bao
chat. Hién tuong nay con duoc goi 1a phan tng phosphoryl héa, cung cip ning
lwong cho qua trinh truyén tin hiéu di truyén (B.C Btru va N.T Lang 2000), dan dén
mot loat cac phan tng sinh 1y, sinh hoa duoc kich hoat trong té bao cdy. Nhimng
phan tmg nay bao gdm: tao cic nguyén tir oxy hoat hoa hay lam hoat dong mét loat
gene trong hé thong bao vé. Nhitng gene trong hé thong bao vé gdm nhiing gene ma
hoa cho cac hop phan cia véach té bao, enzyme thuy phan va nhirng gene lién quan
dén viéc san xuat nhimg san pham tht cip c6 hoat tinh diét ndm va vi khuan
(phytoalexin, prohibitin). Hoat dong ctia nhitng nguyén tir oxy hoat héa va cac gene
trong h¢ théng bao vé din dén viéc tao thanh phan Ung si€u nhay cam
(hypersensitive resistance reaction - HR). Hé thong HR duoc biét 1a hién tugng tu
hy sinh ctia nhitng té bao xung quanh vi tri bi xdm nhiém cuta tic nhan giy bénh din

dén su han ché, ngin chin sy phat trién, 1ay lan cia mam bénh (Keen, 1990).
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cac motif trinh ty. Cac gene nay thuong cd nguon goc tien hod tr mdt gene to ti€n
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va hién dién & nhiéu loai khac nhau mi hoa cho nhimng protein c6 quan hé vé chirc
nang. Su twong dong cuia cac protein trong cing modt ho dam bao cho ching thuc
hién cing mot chirc nang trong mot co ché chung. Tuy nhién, mdi thanh vién déu co
mot sy chuyén biét dé phu hop voi dic tinh cua loai, gidng va ting ca thé. Su khac
biét gita cac thanh vién c6 thé duoc sinh ra dudi tac dung cia tién hoa (dot bién)
hay ap luc chon loc (stress, sy tin cong ciia mam bénh...).

Doi khi, thuat ngir ho gene c6 thé dugc sir dung dé chi tdp hop nhitng protein
dugc ma hoa bdi nhing gene trong cling mot ho. Pé kiém tra su tién hod cua cac
gene trong ciing mot ho nguoi ta thudng sir dung cac ki thuat khao sat hé thong
phat sinh loai.

Mot s6 ho gene tiéu biéu: Homeobox (Hox gene family); gene ma hoa cho cac
protein trong hé théng mién dich; MHC (Major histocompatibility complex).

Mot s6 ho protein: Myosin; Kinesin; Dynein; cac protein truyén tin hiéu; G-
protein; receptor tyrosine Kinase.

2.3.6.2. Cac ho gene khang

Nhiéu nim qua, trén co s& nhitng nguyén tic cta sinh hoc phan tir, nguoi ta da
thanh cong trong viéc nghién ctru va clone hda nhirng gene khang bénh hai chinh
trén nhiéu loai thuc vat (Staskawicz va cs. 1995, Baker va cs. 1997). Phan tich
chudi ky tu protein dugc du doan 1a san pham ciia gene khang, nguoi ta thay rang
chung c¢6 nhitng domain cdu trac rat gidng nhau, bao gom: Leucine rich repeat -
LRR, nucleotide binding site - NBS, ser/thr protein kinase - KIN, domain coiled
coil - CC, domain thu thé cta Toll va interleukin — TIR. Nhitng ciu tric nay c6 thé
dung don 1¢ hodc phdi hop lai dé hinh thanh nhimg t6 hop dinh vi ¢ nhiéu vi tri
trong té bao. Su to hop nay thuan loi cho tuong tac giita cac protein hay cu thé hon
1a giita gene khang véi gene avr ciia mam bénh ciing nhu nhirng phan tir downtream
trong con dudng truyén tin hiéu.

Dua trén nhimng dic diém vé cau tric, cic to hop gene khang dugc chia 1am 5 ho

chinh thé hién qua Bang 2.1.
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STT Cau trac Mam bénh Loai tiéu biéu| Gene
1 Enzyme giai doc HC - toxin Helmintosporium maydis Bép Hm1
reductase
2 Ser/thr kinase ndi bao Pseudomonas syringae (avr Pto) Ca chua Pto
Pseudomonas syringae (avr Rpt2) | Arabidopsis | RPS2
3a CCINBS/LRR Pseudomonas syringae
(avIR pm1/avrB) Arabidopsis [RPM1
Tobacco mosaic virus Thubc 14 N
3b TIR/NBS/LRR Melampsora lini Flax L6
Peronospora parasitica Arabidopsis | RPP5
Cf-2
o . . Cf-4
4 LRR ngoai bao Cladosporium fulvum Ca chua Cf5
Cf-9
5 LRR ngoai bao/kinase domain Xanthomonas oryzae Luaa Xa2l

CC TR

NB NB

LRR LRR
NB-LRRs

Hinh 2.8. Mot s6 domain khang, sw t6 hop va phan bd ciia chiing trong té

bao.
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2.3.6.3. Ho gene NBS-LRR

Trong nhiing ho gene khang chinh, NBS-LRR 1a t6 hop phd bién nhat trong
genome cuia nhiéu loai thuc vat. Chang han, loai Arabidopsis c6 163 gene, lta c6
hon 600 gene NBS-LRR (vander Linden va cs. 2004).

Trong t6 hop NBS-LRR, NBS 14 cdu triic ¢6 do bao ton cao, chiu trach nhiém
chinh trong viéc tuwong tac véi ATP hodc GTP trén con dudng truyén tin hiéu. NBS
cling 13 cdu trac c6 chtrc ning chinh trong san pham ctia gene khang (Walker va cs.
1982; Sarasteet va cs. 1990).

Nguoc lai voi NBS, LRR 1a cdu triic ¢6 dd bién di cao va c6 tinh dap tmg véi
hién tuong chuyén tinh. N61 mot cach khéc, do 1a vung ghi nhan pathogen mdt khi
n6 xam nhap va 1a nguon gdc cia sy tién hoéa cé tinh chat thich nghi vé tinh khang
bénh (Wang va cs. 1998a).

Tuong quan vé su bao ton va bién di cua to hop NBS-LRR con dugc thé hién

qua Hinh 2.13.

NBS LRR

Hinh 2.9. Twong quan vé sw bao ton va bién di ciia cAu tric NBS-LRR.
Ho gene NBS-LRR dugc phan thanh 2 16p:
TIR/NBS/LRR: chtta domain TIR (Toll interleukin receptor) & viung upstream.
L6p nay bao gdm cac gene: N (thude 14), L6 (lanh), RPP5 (Arabidopsis thaliana)
(Whitham va cs. 1994; Lawrence va cs. 1995; Anderson va cs. 1997; Parker va

€s.1997).
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CC/NBS/LRR chita domain CC (coiled — coil domain) cling ¢ ving upstream.
L&p nay bao gom cac gene: RPM1 (Arabidopsis thaliana), Dm3 (lettuce), Rx1 va
Gpa2 (khoai tay), Prf va Mi (ca chua) (Salmeron va cs. 1996; Bent va cs. 1997;
Botella va cs. 1998; Meyers va cs. 1998; Milligan va cs. 1998; van der Vossen va
cs. 2000).

Ving NBS chtra nhitng motif phd bién c6 d6 bao tdn cao nhu P loop (phosphate
- binding domain), kinase-2, va GLPL (Saraste va cs. 1990; Traut 1994; Meyers va
cs. 1999). Nhitng motif nay di dugc sir dung rong rii dé phan 1ap cac doan NBS
nhiéu loai khac nhau. Chil yéu bang cach khuéch dai trinh tu giira hai motif bao ton
(Aarts va cs. 1998; Collins va cs. 1998; Leister va cs. 1998; Shen va cs. 1998; Mago
va cs. 1999; Deng va cs. 2000; Noir va cs. 2001 Vicente va King 2001).

Pla
Flo

;- s FL w4 DD | W Kinase-2
P-oop Kinase2 —— GLPL —RNBSD| —  B=—x ¥§ % M =
Pau RNBS-D-7ew L GMGG GKTTL R

N-tarminal C-terminal

Hinh 2.10. Sw phén b6 va bio ton ciia cic motif trong viing

2.4. Phuwong phap PCR thoai hoa trong nghién ciru tinh khang thue vat
2.4.1. Mot s6 chién lwgc nghién ctru tinh khang thue vat
Xem xét gid tri thich nghi ciia pathogen doi véi gene khang chuyén tinh
Chién lugce nay co6 thé thyc hién bang phuong phap giy dot bién gene avr cua
pathogen chuyén tinh. Gia tri dot bién duoc xac dinh bang kha ning gy bénh trén
ky chu, sau d6 dugc so sanh véi dong nguyén thuy. Trong trudng hop su khac biét
1a c6 gia tri, ap dung phuong phap DNA fingerprinting dé nghién ciru mirc do tién

hod cua céc noi trudce va sau khi thich tng voi mdt to hgp gene khang nao do.
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Chién lirgc MAS va ldp ban d6 QLT

Tinh khang s6 luong tir 1au dugc xem nhu mot loai hinh 1y twéng cho tinh khang
6n dinh do ban chat khong chuyén tinh ndi ctia n6. Mit khac, do nhiing gene khang
chinh c¢6 anh huéng che khuét, nén rat kho khin trong viéc chon loc tinh khang sb
luong. Do d6, 1y thuyét vé chon gidng nhd marker phan tir (MAS - marker assisted
selection) ¢6 thé dugc ap dung dé két hop gene don c6 tinh khang manh véi gene sb
luong khong chuyén tinh noi. Tuy nhién, van dé chung nhit ctia ban ¢6 QLT 1a hau
hét nhitng marker gan vi QLT con cach biét qua xa voi nhau, chua du strc du doan
chinh x4c cho mét chwong trinh chon loc giéng hiéu qua.

Ap dung phédn tir danh dau EST

Nhitng doan phan tir danh ddu EST (expressed sequence tag) vé phan ung tu vé
ctia cdy khi gip stress dugc phat hién ngay cang nhiéu. Nhiéu EST duoc lap ban dd
trén nhitng ving cta nhiém sic thé dinh vi cho nhiing gene khang bénh da biét. Nhu
vy, ngudi ta co thé chuyén tir viéc sir dung cac marker c6 tinh chit ngiu nhién
sang viéc xac dinh cac gene muc ti€u cho k¥ thuat QLT mapping. Phuong phap nay
d3 duogc ap dung kha thanh céng trong viéc 1ap ban dd gene khang sdu duc qua bip
va trén mot s6 d6i tuong cdy trong khéc.

Hién nay, mot s6 cong nghé méi nhu DNA chip ciing di duoc sir dung nham
tang kha niang kham pha chirc ning gene tng ctr vién théng qua phan tich kiéu hinh,
kiéu gene dot bién va bd me. Mic khéc, viéc tao ra nhirng dot bién véi nhiing khiém
khuyét trong hé thdng gene khang sé& cho ta danh gia dugc chirc ning va gia tri cu
thé cua timg gene. Tuy nhién, cac phuong phap nay kha dat va doi hoi phai c6 mot
co s& dit liéu 16n vé genome cua ddi trong can nghién ctru.

2.4.2. So lwge vé qua trinh sir dung phwong phap PCR thoi ho4

Nam 1990, Compton da sir dung cic oligonucleotide c6 chiéu dai 14 nucleotide
¢ khoang 4 - 5 diém thoai hoa nhu nhimg primer xudi va nguoc trong phan tng
khuéch dai in vitro (PCR) dbi v6i gene ma hoa glycoprotein B (gB) tir cac loai

herpesvirus cé quan hé ho hang vdi nhau.
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Theo d6, mdt chién luge duge dua ra dé dinh vi va phan 1ap nhiing gene lién
quan dén tinh khang 13 sir dung k¥ thuat khuéch dai in vitro (PCR) véi primer thoai
hoa duoc thiét ké dua trén nhitng motif bao ton cua cac gene khang da biét, dic biét
12 ving NBS. Nhiitng trinh tu sau khi clone dugc sit dung cho cc phén tich tiép
theo v&1 muc dich phat hién nhitng marker chuyén bi€t cho tinh khang cua tung
loai. Mat khac, viéc phan tich trinh ty va so sanh véi co sé dir li€u cac loai gene
khang cho phép danh gia duoc do da dang di truyén ciing nhu su tién hoa cia gene
khang trén dbi tugng thuc vat nghién ctru. Cac marker khang con rat hitu ich trong
viéc 1ap ban dd nhimg loci lién quan dén tinh khang va bd sung thém marker cho
ban do di truyén. Chién luoc ndy di duoc ap dung kha hiéu qua va di dat duoc
nhiéu két qua trén nhiéu doi tuong thuc vat khac nhau:

Yu va cs. (1996) da thiét ké nhiing cip primer trén co s& ving NBS cia gene
khang N va RPS2 dé khuéch dai nhiéu lan thé orthologs (thé twong dong chinh
théng) ctia gene nay trong dau nanh. Tac gia da thu dugc 11 16p (class) cua chudi
ma di truyén, dai dién cho mot ho NBS. Trong s6 do, 5 16p da duogc lap ban dd gene
khang bénh gay ra boi polyvirus trén dau nanh.

Ap dung phuong phép tuong tu, Kanazin va cs. (1996) da xac dinh duoc 9 16p
analog cua gene khang va 1ap ban d6 nhiéu 16p dinh vi bén nhiing gene khang da
duoc biét truéc d6 & dau nanh. Leister va cs. (1996) da xac dinh dugc loci cua
nhimg gene khang tng vai gene Grol (khang tuyén tring) va R7 (khang bénh héo
rii) trén khoai tdy. Cac tac gia trén di st dung mot quy trinh gin nhu twong tu .(xem

Hinh 2.11)
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giong khang |— > DNA > hoa \
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khéang

Hinh 2.11. Tién trinh nghién ciru tinh khang thwe vit c6 sit dung phwong
phap PCR thoai hoa.
2.4.3. Thiét ké primer tho4i hoa
Phuong phap PCR véi primer thoai hod vé nguyén tac thi gan nhu 1a tuong tu
v6i PCR truyén thong duy chi c6 mot khac biét chinh. D6 1a thay vi st dung primer
chuyén biét cho mot trinh ty da biét, nguoi ta sir dung hdn hop primer. Hon hop nay
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dugc tao ra trong qua trinh tong hop oligonucleotide mét trinh ty DNA thoai hoa.
Mot trinh ty DNA duogc goi 14 thodi hoa néu mét hodc nhiéu vi tri c6 thé duoc thay
thé béng mot hodc vai loai nucleotide khac.

Thiét ké primer cho phan tng PCR thoai hoa 13 mét budc rit quan trong dam
bao cho su thanh cong cua thi nghiém va can phai dugc thuc hién mdt cach than
trong. Vi hau hét cac protein trong ciing mot ho déu c6 céu truc kha twong dong nén
bang viéc sap giong cot va phan tich cho phép phat hién ra va sir dung nhitng motif
bao ton dé 1am co sd cho viéc thiét ké primer thodi hoa.

Viéc thiét ké mot primer bao gdm céc bude:

e Sip giong cot (align) trinh tu gene hodc protein (hodc cé hai).

e Xac dinh it nhat hai viing bao t6n trén chudi trinh ty da giong cot véi
diéu kién trinh tu muc tiéu phai nam gitra hai trinh tu nay.

e Budc cudi cing 1a tim cdp primer théa min cac thudc tinh nhu nhiét
d6 bat cap, ham luong GC, dau dinh (ving 3°) bat cip chinh xac, do thodi
hoa thap va khoang cach hop 1y giita hai ving bao ton.

Thong thuong, primer thodi héa dugc thiét ké dua trén cic phan mém nhu:

geneFisher, CODEHOP, HYDEN, DePiCt...
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Code Description
M AC
R AG
W AT
5 CG
Y CT
K GT
A ACG
5! ACT
D AGT
B CGT
N ACGT

Hinh 2.12. So @6 cac budére thiét ké primer thoai hoa va bang ma cac

Vi du: Primer sau dugc thiét ké dua trén mot motif protein bao ton:

Trp Asp Thr

nucleotide thoai hoa.

Ala Gly GIn Glu

5' TGG GAY ACN GCN GGN CARGA 3

Trong d6: Y =C hodac T, R=G hodac A, N=G, A, T hodc C.

Tinh t6 hop ta s& ¢6: 2(Y) x 4(N) x 4(N) x 4(N) x 2(R) = 256 trinh tu khic nhau

trong mot hon hop primer. Va 256 ciing chinh 14 d6 thoai hoa cta primer vira thiét

ké. Phuong phéap tong hop primer thoai hoa don gian hon, nhanh hon va tiét kiém

hon so v6i viée tong hop 256 primer riéng 1& sau d6 phdi tron lai.

* Nhing luu ¥ trong viée thiét ké primer thoai hoa va PCR thoai hoa:

e Neéu doan amino acid bao ton dugc dung dé thiét ké primer chu yéu la

Ser, Arg va Leu thi primer thiét ké duoc s& co do thoai hoa rat cao dan dén

PCR khong hi¢u qua.
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e Ciing c6 trudng hop gene dang tim kiém khéng ton tai trong genome
sinh vat dugc chon. Vi du nhu domain TIR khong tdn tai trong cay mdt la
mam.

e Tranh viéc thiét ké vung 3’ c6 do thoai hoa cao, tdt nhat 13 nén sir dung
cac codon khong thoai hod & ving 3’ dé cho su bt cip hoan hao nhat.

Trong nhitng ngiy dau tién mdi xuat hién, phuong phap PCR thodi hoa ciing
khuéch dai thanh cong v6i do thoai hoa ctia primer trén 1000 lan. Tuy nhién, nhiing
bao cao nhu vay 1a khong nhiéu. Trong khi nhitng cong bd gan day cho thiy primer
thoai hoa véi do thoai hoa tir 100 1an trd lai cho két qua tét. C6 5 phuong phéap
nham giam d6 thoai hod trong viéc thiét ké primer nhu sau:

- Chon motif phu hop dé thiét ké primer

Motif dugc chon dé thiét ké primer phai 13 sy can nhac giita nhitng codon c6 do
bao ton cao nhét hodc nhitng codon c6 dd bao ton thip hon nhung dap tmg duoc
yéu cau vé do thoai hoa téng thé.

- St dung inosine nhu mdt base trung hoa.

Inosine 13 mot purine xuat hién trong thanh phan ty nhién cua tRNA va c6 kha
nang bt cip vdi cytidine, thymidine, and adenosine (mac du su bét cip giira inosine
va adenosine 12 khong chit 1am trong cdu trac DNA mach kép). Gan day, ngudi ta
c6 xu hudng sir dung inosine & nhitng vi tri doi hoi c¢6 su thay thé cua ca 4 base. Do
khi str dung inosine, d6 thoai hoa s& giam xudng, tuy nhién, mismatch I:G s& ting
1én.

- Téng hop nhiéu hon hop oligo ¢ tai mét vi tri

Mot nd luc dé stir dung nhitng primer c6 do thoai hoa thap 13 trén cing mot t6
hop codon, tién hanh tong hop hai hay nhiéu hdn hop primer thay vi chi téng hop
mot hdn hop chura tat ca cac codon. M&i hdn hop sau d6 s& duge sir dung riéng ré
trong phan ung PCR.

- Chon nhitrng codon dac biét ¢ dau primer 3’

Nhiéu codon mi hoa cho mét amino acid hay mot nhém cac amino acid twong

d6ng nhau thi thuong gidng nhau ¢ vi tri nucleotide dau tién hodc thir 2 va khac
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nhau & vi tri nucleotide thtr ba. Do d6, primer thiét ké s& c6 d6 thoai hoa thip hon
néu loai bo han nucleotide nay cua codon cubi cing & dau 3'.

- Str dung nhitng codon phé bién cho sinh vat muc tiéu

Trong mdi sinh vat, khong phai tat ca codon mi hoa cho mét amino acid déu
hién dién véi xac suat ngang nhau trong genome. Thuc t& c6 mot vai codon s&
chiém wu thé so vdi cac codon cung loai va xuat hién nhiéu hon. Do d6, theo 1y
thuyét, c6 thé lam giam do thoai hod ctia hdn hgp primer bang cach chi st dung
nhitng codon nay cho sinh vat dang nghién cuu.

2.4.4. Nhirng khuyét diém ciia phwong phap

Tuy c6 rat nhiéu vu diém, nhung phuong phap PCR thoai hod trong xac dinh va
phan 1ap gene khang con tuy thudc vao tinh chat gidng nhau giita cac trinh ty gene
khang. Hién nay, van chua c6 udc doan chinh xac nao vé ti 1é gene khang c6 motif
bao ton. Nhiéu cdu hoi dang dugc dit ra: Liéu rang chung ta c6 mat nhiéu gene
khang khi chi st dung don diéu phuong phép nay hay khong? Cé khac biét co ban
gitra gene khang trdi va gene khang 1dn hay khong?

Han ché cua phuong phap ndy con thé hién qua viéc rat khé xac dinh chtrc ning
cua gene muc ti€u, cho du ching dugc phan lap ban dd tai vung cé nhiéu gene
khang da biét vi nhiing gene c6 vung bao ton giéng nhau c6 thé hoan toan khac
nhau vé chuc nang sinh hoc trong té bao thuc vat. (trich dan boi Bui Chi Biru.
2002).

2.5. Ly trich DNA thue vat

Hau hét cac nghién ctru va tng dung sinh hoc phan tir déu c6 xuat phat diém
b'fmg viéc thu nhan mét lugng nucleic acid 16n va sach dé tién hanh céc thi nghi¢m
ké tiép. Céac ki thuat tach chiét nucleic acid phai dam bao thu nhan cic phan tir nay
¢ trang thai nguyén ven khong bi phan huy béi cac tic nhan co hay hoa hoc. Mot
quy trinh ly trich DNA & té bao thuc vt gdm 3 budc co ban:

Budc 1: Pha v& mang té bao, mang nhan, giai phong DNA

Budc 2: Loai bo cac thanh phan khong mong mudn, cha yéu 1a protein,

polysaccharide.
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Budc 3: Tua DNA.

Thong thudng, can phai tién hanh nhiéu quy trinh v&i nhiéu thi nghiém dé co
dugc quy trinh ly trich nucleic acid 6n dinh, dap tng dugc vé luong va do tinh sach
phu hop v6i d6i twong nghién ctu.

2.6. Dinh lwgng DNA

Sau khi tinh sach, dé kiém tra sb luong va chat lwong mau li trich nguoi ta st
dung mot s6 phuong phap nhu: do mat d6 quang, siéu ly tdm, sic ki, dién di...
Trong d6, dinh luong DNA bang phéan tir Mass dua trén ky thuat dién di 1a phuong
phap don gian, d& thyc hién nhét, co thé dap tmg dugc vi¢c phan tich mau cho cac
thi nghiém ké tiép mot cach twong ddi.

Phuong phép nay dua vao do sang cta band can dinh luong so véi band cua
phan tir Mass. Mau dinh lugng can phai duogc pha loang mdt lan, hai lan, ba lan, ...,
n lan. Sau d6, cac mau pha lodng duoc kiém tra bang dién di va dugc so sanh voi
phan tir Mass. Khi xac dinh duoc sy trong quan vé kich thuéce va do sang giita cac
band, tir d6, xac dinh dugc nong do cia mau pha loang. Vi hé sé pha lodng co thé
dé dang tinh duoc ndéng do mau gdc.

Nhitng hiéu biét vé dinh lwong DNA bang phan tir Mass s& 12 co sé cho viéc
dinh luong, pha lodng mau st dung cho cac phan tich tiép theo trong nghién ctu.

2.7. Phwong phap PCR (Polymerase Chain Reaction)

Phuong phap PCR 13 phuong phap khuéch dai nhanh, nhiéu cic ban sao cua
doan DNA muc tiéu ma khong can phai qua tao dong. Phuong phap nay duogc K.
Mullis dua ra nam 1985 va Saiki hoan thi¢én nam 1988. Pay la phuong phap duoc
thuc hién hoan toan trong 6ng nghiém va trong mot thoi gian ngan c6 thé thu rat
nhiéu ban sao DNA.

2.7.1. Nguyén tic ciia phwong phap PCR

Nguyén tic co ban cua phuong phiap PCR chil yéu dua trén kha ning nhan doi,
bién tinh, va hi tinh theo nguyén tic ban bao ton trong nhan ban DNA. Sy khuéch
dai dugc thuc hién nho cac chu trinh nhiét 1dp lai cung voi sy hoat dong cua DNA

polymerase.
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Phan tmg PCR gdm c6 nhiéu chu ky, mdi chu ky ¢6 3 giai doan:

- Giai doan 1 (bién tinh - denaturation): nhiét d6 duoc nang 1én 92 - 100°C. O
nhiét 6 nay, cac mach xodn kép ctia DNA tach ra. Giai doan nay kéo dai tir 30 gidy
dén 1 phut.

- Giai doan 2 (bét cap - hybridization): nhiét do dugc ha nhanh xuéng khoang tu
50 — 60°C, phy thudc vao Tm cua primer. O nhiét d6 ndy hai primer s& bt cip bd
sung v&i hai soi DNA cung theo huong 5° — 3°. Giai doan nay ciing kéo dai trong
khoang 30 gidy dén 1 phut.

- Giai doan 3 (kéo dai - extension): nhiét 46 dugc nang 1én 68 - 72°C. O nhiét d6
nay DNA - polymerase hoat dong dé kéo dai cac mach DNA. Poan DNA nam gifra
2 primer dugc tong hop.

Cu sau 1 chu ky gém 3 giai doan trén, tir 1 doan khuoén mau s& tao ra dugc 2
doan DNA méi. Va cir thé, sau mbi 1an 13p lai s& 1am ting gap doi lugng DNA mau

cua lan trudc.
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Hinh 2.13. Qua trinh cua phan ing PCR.

Chu thich: (1): bién tinh; (2): bat cap; (3): kéo dai; (4): hoan thanh mot chu ky; (P): DNA - polymerase.



34

2.7.2. Thanh phin va cac yéu t6 anh hwéng dén phan ing PCR
2.7.2.1. DNA khuén

DNA khuén chira trinh ty can khuéch dai c6 vai tro rat quan trong, anh hudng 1
rét dén hiéu qua PCR. Phan tmg PCR dién ra t6i wu véi cac DNA khuén hoan toan
tinh sach.

2.7.2.2. Dung dich dém (buffer)

Dung dich dém c6 tac dung cung cép luc ion can thiét cho phan tng xdy ra.
Nong d6 cac chat, pH cua dung dich dém tuy thudc vao ngudn enzyme DNA
polymerase dugc dung. Cac thanh phan cta mot dung dich dém dién hinh gom:
KCl, gelatin va Tris - HCI (pH 8,5 & nhiét do phong).

2.7.2.3. MgCl,

Nodng do Mg 1a yéu t6 anh huéng manh dén phan tmg PCR. Cu thé, Mg®" lam
tang hoat dong cuia DNA polymerase, ting Tm ciia DNA. Nong d6 Mg”* trong hdn
hop phan tmg cubi cung thudng bién thién trong khoang tir 0,5 - 5 mM. Nong do
MgCl, tir 1,5 — 2 mM thuong duoc xem 14 t6i wu.

2.7.2.4. Deoxyribonucleotide triphosphates (ANTPs)

La nguyén lidu can thiét cho phan tng tong hop DNA. Hon hop dNTP gém 4
loai: dATP, dTTP, dCTP, dGTP va thudng duoc sit dung ¢ néng do 20 — 200 uM
mdi nucleotide. Piéu quan trong 1a phai giit cho ndng do cua ca 4 loai INTP bang
nhau vi sy mét can bang thanh phan cac nucleotide s& lam ting 16i sao chép cia
DNA polymerase.

2.7.2.5. Primer

Primer 1a mot oligonucleotide thudng c6 chiéu dai tir 20 — 30 nucleotide. Pay 1a
yéu t6 anh hudng tryc tiép dén hiéu qua ciing nhu d6 chuyén biét cia phan g
PCR.

2.7.2.6. Taq — polymerase

La mot DNA polymerase chiu nhiét, dugc tach chiét tir vi khuan sudi nude nong
Thermus aquaticus. Taq - polymerase khong bi pha huy & nhiét d6 bién tinh cua
phan timg PCR va hoat dong ti wru ¢ 68 - 72°C.
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Nong d6 enzyme Taq polymerase dugc st dung thong thuong 1a 0.5 - 5
unit/100p] dung dich phan tng. Néu néng d6 Taq qua cao co thé tao ra nhimng san
pham khong chuyén biét 1am sai l1éch két qua. Néu nong do Taq qua thip, phan ung
s& khong ¢ du luong enzyme can thiét dé tao ra san pham PCR theo mong mudn

2.7.2.7. Nhiét dd bit cip

Phan tng PCR rat nhay cam véi nhiét do, dac biét 1a voi nhiét do bét cap cua
moi. Vi thé bit cir sy thay d6i nao cua yéu té nay ciing c6 thé anh huéng manh dén
nang suat va do chuyén biét. Thong thuong, sb base cta primer cang it, nhiét do nay
cang thap va nguoc lai.

2.7.2.8. S6 chu ky ciia phan ing PCR

S6 chu ky cho mot phan tng tiy thudc vao sé luong ban sao ban dau ciia mau.
Vi du néu luong ban miu ban dau 1 10° thi can 25 — 30 chu ky, néu luong ban mau
1a 10% - 10° thi sb lwong chu ky 1a 35 — 40.

2.8. Gioi thiéu chung vé da dang di truyén

Trong mét loai, cac giéng khac nhau ¢6 trinh ty by gene khac nhau. Trinh tu b0
gene ctia cac ca thé trong cuing mot gidng ciing c6 thé khac nhau, do su xuat hién
ctia mot loai dot bién nao d6. Poi khi sy khac biét nay lai c6 y nghia vé mat di
truyén. Do dot bién xut hién tai vi tri ctia mot gene nao do trong bd gene cua mot
c4 thé, 1am cho gene d6 khong biéu hién hay biéu hién khac di thanh mot tinh trang
khac v6i nhitng cé thé khac cung gidng. Su khéc biét vé di truyén nhu vay dugc goi
1a tinh da dang di truyén.

Sy khéac nhau vé di truyén cta cac ca thé trong cing mot gidng (hay giira cac
gidng trong ciing mot loai) co thé biéu hién hay khong biéu hién thanh nhimng tinh
trang bén ngoai. Nguoi ta thuong tim kiém nhiing déu hiéu dé nhan ra dugc sy khac
nhau vé di truyén giita cac ca thé (hodc giita cac giéng), goi 1a nhiing chi thi.

C6 3 loai chi thi thuong dugc str dung:

e Chi thi hinh thai.
e Chi thi isozyme.

e Chi thi phan tu.
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2.9. Phwong phap RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
2.9.1. Enzyme cit giéi han

Trong phéan tich genome, restriction endonuclease (RE) 1a nhom enzyme co
nhiém vu cuc ky quan trong. D6 1a nhom ctia DNase, ghi nhan va ciat DNA tai tai vi
tri chuyén biét goi 1a diém gi6i han theo hai kiéu cat khac nhau 1a cit tao dau bang
va cét tao dau so le. Hién nay, da co rat nhiéu enzyme cit gi61 han dugc phat hién
va duoc chia lam 3 loai:

Loai I: gém cac enzyme gidi han nhan biét dugc trinh tu dic hiéu (vi tri gioi
han), di chuyén doc theo DNA, dén cach vi tri gigi han khoang 1000 — 5000
nucleotide cit tai d6 va giai phong khoang vai chuc nucleotide.

Loai II: gdm céc enzyme gii han nhan biét vi tri gidi han cit ngay tai d6. Pay la
loai thuong dugc sir dung nhat trong k¥ thuét gen va cong nghé DNA tai t6 hop.

Loai III: gff)m cac enzyme gioi han nhan biét vi tri gi61 han va cat ¢ vi tri cach do
khoang 20 nucleotide vé phia trudc.

Cac RE c6 dic tinh cat DNA khong dac hi€u loai, nghia 1a RE tach chiét tr vi
khuan c¢6 thé cat DNA cua té bao dong vat, thuc vat va vi khuan khac & cung vi tri
gidi han hay diém giéi han. S6 luong va kich thuéce doan cit dai hay ngan tuy thudc
vao sd luong diém gidi han trén phan tr DNA. Ban d trinh tu cac vi tri cat boi
enzyme gi6i han goi 14 ban dd gidi han. Mdi loai enzyme gidi han chi hoat dong t6t
trong nhirng diéu kién nhat dinh vé nhiét do va dung dich dém thich hop.

2.9.2. Nguyén tic ciia phwong phap RFLP

Phuong phap RFLP — da hinh chiéu dai cac doan DNA cit bdi cac enzyme gi6i
han (restriction enzyme), 1 phuong phéap tao nén cac doan cit khac nhau, phan biét
dugc bang ky thuat dién di. Cac doan cit con duoc goi 1a cac fingerprinting dic
trung cho timg phan tir DNA. Xir Iy cic mau DNA bang cing mot enzyme cat giGi
han, cac gen co cAu trac khic nhau tao nén s luong doan cit c6 chiéu dai khéc
nhau, con nhiing gen c6 cau triic hoan toan giéng nhau tao nén cac doan cit giong

nhau.
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RFLP thuong duoc sir dung dé nghién ctru genome va co chit thuong 1a DNA
tong s6. Tuy nhién, véi muc dich phan biét chi trén mot ving gene nao do, nguoi ta
két hop ca hai phuong phap RFLP va PCR bang cach phén cat enzyme truc tiép trén
san pham PCR trén ving gene do.

Quy trinh phuong phap RFLP dya trén PCR (phuong phap RFLP-PCR):

e Tach chiét DNA tong sd.
e  Thyc hién phan tng PCR dé khuéch dai trinh tu dich.
e  Xuly cac san pham PCR bang enzyme cat gidi han.

e  Phan tich trén gel cac san pham PCR da duoc cit.
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Chuong 3
VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

3.1. Noi dung, dia diém va thoi gian nghién ctru
3.1.1. Ngi dung

Khoa luan dugc thyc hién vdi 3 ndi dung sau:

Noi dung 1: Ly nhiém bénh héo d6 dau 14 cho dira Cayenne.

No6i dung 2: Phan 1ap ving gene NBS trén cac mau dua thu thap.

No6i dung 3: Phan tich RFLP ving gene NBS trén cdc mau dira thu thap.

3.1.2. Pia diém va thoi gian nghién ciru

Pé tai duoc thuc hién tir thang 01/2007 dén thang 09/2007 tai Vién Nghién ctru
Cong nghé Sinh Hoc va Moéi Truong va Trai thuc nghiém bao vé thuc vat, khoa
Nong hoc Trudng Dai hoc Néng Lam Tp. Ho Chi Minh.

3.2. Vit liéu

3.2.1. Vit liéu ching bénh
3.2.1.1. Miu thi nghiém

Nguon dira nudi cdy mo sach bénh duoc cung cp béi Bo mon Cong nghé sinh
hoc, 4 thang tudi, cao 15 cm, ¢ 9 14.

Ngudn dira ngoai dong duogc thu thip 1a nhitng cdy c6 va khong cé biéu hién
bénh héo d6 dau 14 trén ca 3 gidng Lam Pong, Thai Lan, Trung Qudc tai ndng
truong Pham Van Hai, xa Pham Van Hai, huyén Binh Chanh, Tp. Ho Chi Minh.

3.2.1.2. Dung cu chiing bénh
e R¢&p sdp dugc cung cép bo1 B mon Bao vé thuc vat, Khoa nong hoc.
e Bi d6, mdi trai ning khoing 2 kg.

e Thung gidy.

e PensSW.
o Kéo.
o (o Ve.

e Kinh lup.



e (Can phan tich 2 sd.
3.2.2. Hoa chit va vat liéu dung trong li trich DNA téng s6 va PCR
3.2.2.1. Ho4 chit
Hod chat li trich DNA tong sé
e Nito long.
¢ Dung dich EB (extraction buffer):
CTAB 2% wiv.
NaCl 1,4 M.
Tris — HCI 100 mM pH 8.0.
EDTA 20 mM.
PVP 2%.
B — mercaptoethanol 0,1 % v/v.
¢ Dung dich phenol/chloroform/isoamylalcohol (25:24:1).
e Isopropanol.
e Ethanol 70%.
¢ Dung dich TE:
Tris—HCI pH 8,0 10 mM.
EDTA 1 mM.
Hod chat PCR
e Taqg polymerase (Promega).
e Taq buffer (Promega).
e MgClI2 (Promega).
o dNTP mix (Promega).
e Nudc cat 2 1an, hap khir tring va chiéu UV.

e Primer (IDT, Invitrogen).

39
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Hod chdt dién di

e Agarose (Bio-rad).

¢ Dung dich TAE 0,5X.

e DNA ladder 100 — 3000 bp (Bio-rad).

e Loading dye 6X.

e Ethidium bromide.

3.2.2.2. Dung cu

e Chén sur va chay gia (Pirc, Trung Qudc).

¢ Eppendorf 0,2 ml; 0,5 ml; 1,5 ml (My, Italia).

e Can phan tich 4 s6 (Ohaus - M¥).

e May hut va t cdy vo triung (Anh).

e Pipette cac loai (Bio-Rad, Biohit).

e Pau tip cac loai (P, Italia).

e May siéu ly tam (Hettich —Dtrc).

e May luan nhiét (Biorad, Eppendoft).

e B dung cu dién di (bdn dién di, khay, luoc do gel) (Bio-Rad).

e May chyp Geldoc (Bio-rad).

e [0 Viba (Electrolux).

e May dinh 6n (MemMert —Dtrc).

e Tu lanh cac loai (Sanyo —Nhat).

e May votex (BPuc).

e Gang tay (Malaysia).

e Noi hép autoclave (Nhat)

o TU say.
3.3. Phuwong phap nghién ciru

3.3.1. Noi dung 1: LAy nhiém bénh héo @6 dau la cho dira Cayenne.
Tién hanh 13y nhiém bénh héo doé dau 14 tir nhitng cay di biéu hién triéu ching

bénh rd rang sang cdy dira Cayenne sach bénh thong qua tac nhan lay truyén 1a rép
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sap. Nhitng cdy c6 va khong biéu hién bénh trén ngudn dia duoc ching va ngudn
dira ngoai dong & ca ba gidng Lam Pong, Thai Lan, Trung Qubc duge thu thap dé
tién hanh céc thi nghiém & N§i dung 2.
3.3.1.1. Nuéi rép

Bi mua vé rtra sach, dé kho. Lva chon nhitng con rép sap truong thanh, céy tur 30
- 50 con/qua, can trong lugng cia rép trude khi cdy. Pit nhitng qua bi da cay rép
vao thung kin d3 chuén bi (c6 16t gidy dé hut nhya chay ra tir qua bi). Rép sap phat
trién manh trong diéu kién anh sang yéu hodc tbi, am do tir 65 - 70%, nhiét do tir 25
- 28°C. Str dung may diéu hoa nhiét d6 dé diéu khién 4m d6 va nhiét d6 nhu mong
mudn, quat théng gid dé han ché su xép tang cua khong khi va gitp khong khi luu

thong dé dang.

Hinh 3.1. Chuyén rép 1én bi

Tién hanh can trong lwong ctia rép sap da phat trién trén qua bi dinh ky.

Khéi lugng rép dugc dinh luong mot cach tuong ddi trén bi béng cach can sb
rép dugc quét tir 3 vi tri khac nhau trén qua bi. Lay trung binh cia 3 trong luong
nay nhan voi ty sd gita dién tich ctia qua bi va trung binh dién tich cta 3 vi tri quét
rép.

Thi nghiém dugc thuc hién véi 3 1an lap lai trén 3 qua bi.



42

3.3.1.2. LAy nhiém bé¢nh

Chuyén rép 1én dira bénh

Chon nhitng cay dua co biéu hién triéu chirg bénh nhung van con tuoi du dé
hap dan rép. Rép dugc chuyén 1én dira bénh bang hai cach:

- Chuyén rép bang dén

Dung anh sang tir dén 5 W dé dan du rép tu di chuyén sang cay dira bénh. Cay
dira da cat bét 1a dugc dit trong thung gidy, phia dudi dén. Bi di c6 rép phat trién
dugc dit xung quanh cdy dira. Thiung phai kin & dam bao anh sang phat ra tir dén 1a

duy nhét.

baglie ="

Hinh 3.2. hy é ﬁng dén

- Chuyén rép tryc tiép

Rép duoc chuyén bang cach quét tryc tiép 1én dira bénh bang co mém.

Quan sat dinh ky dé theo ddi mtrc do di chuyén va phat trién cua rép trong mot
tuln.

Chuyén rép lén dira sach bénh.

- Trong va cham séc dira

Céc cay duoc trong thanh ludng, gidng nhau vé diéu kién sinh truéng, trong theo
kiéu nanh siu, cach nhau 0,4 m trén luéng 12 mx 1,5 m x 0,2 m. Cham soéc theo
huéng dan ciia Tran Thé Tuc va Vii Manh Hai.

- Chuyén rép tu dira bénh 1én dira sach bénh
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Dta bénh di c6 rép phat trién dugc cét thanh nhiéu manh nhé (co rép & trén).
bit cac manh nay lén cdy dra sach bénh & vi tri géc la gén sat mat dat. Sau khi tha
rép, dinh ky kiém tra sy hién dién va dém s6 rép trén dura 2 tuan/lan.

3.3.1.3. Thu thip miu

Chon nhitng cay daa biéu hién bénh va khong biéu hién bénh wilt trén cé hai
ngudn dira Cayenne, cdy cdy mo chung bénh va ngoai dong (trén ca 3 gidng).

Sau khi di chon mau, tién hanh ldy mau 14. Ly khoang 7 - 9 14 con non hay 3 1a
da truong thanh, khong ldy 14 da gia, cat bo phan ngon, lau sach roi cho vao tdi
nilon da ghi day dii thong tin vé mau va giit mat trong thung da. Sau d6, mau dugc
dem gift ¢ ti -20°C tai Vién Cong nghé Sinh Hoc va Moi Trudng thudc Dai hoc
Nong Lam Tp. HCM.

3.3.2. Noi dung 2: Phan lap vung gene NBS trén cac miu dira thu thap.

Nhitng mau dira thu thap trong Noi dung 1 s& duoc phan tich tai Phong Cong
ngh¢ sinh hoc thuc vat, Vién Nghién ctru cong nghé¢ sinh hoc va méi truong, PH
Nong Lam qua cac k¥ thuat ly trich DNA tong s6 va PCR thoai hoa.

3.3.2.1. Ly trich DNA tong so

L4 dira Cayenne tir cac mau thu thip duoc cit ra thanh timg manh nho. Phan 14
dugc dung dé ly trich DNA khong quéa non ciing khong qué gia (phan cach goc 1a
khoang 3 cm). Quy trinh ly trich DNA dugc thuc hién theo phuong phap ctia Doyle
(1990) nhu sau:

Budc 1: Nghién 0,5 g 14 da rira sach trong nito 1ong thanh bot min.

Budc 2: Thém vao 1 ml dung dich CTAB da dun néng & 65°C, votex déu va
dem u ¢ 65°C trong 1h.

Budc 3: Ly tdm 10 phut (5000 vong/phut, 4°C), hit 1y dich trong.

Budc 4: Thém 500 pl phenol:chloroform:isoamylalcohol (25:24:1), lac déu, li
tam 15 phut (11.000 vong/phit 4°C), hit 14y dich trong.

Budc 5: Thém vao dung dich isopropanol lanh mot lugng twong duong 2/3 thé
tich dich trong. Dé tia ¢ -20°C trong khoang 1 h (nén dé qua dém).

Budce 6: Ly tam 20 phut (5000 vong/phut, 4°C).
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Budc 7: B6 bo dich trong, thém vao 400 pl ethanol 70% lanh.

Budce 7: Ly tam 20 phut (5000 vong/phut, 4°C).

Budc 8: Do bo dich, 1am kho tw nhién trong 1 h.

Budc 9: Cho vao 30 ul TE 1X, 1 ¢ 37°C trong 1 h. Bao quan & -20°C.

Mau DNA sau khi dugc ly trich dugc kiém tra bang phuwong phap dién di trén
gel agarose. Cach thirc tién hanh nhu sau:

Pha gel agarose v6i nong do 1%: Céan 0,125 g agarose cho vao 12,5 ml dung
dich TAE 0,5X. Pun sdi bang 16 viba ¢ budc song 650 W cho dén khi agarose tan
hoan toan. P& ngudi dén khoang 60°C.

Do gel vao khudn di cim luoc tao giéng, chd gel dong.

Cho gel vao bon dién di chira dung dich TAE 0,5 X.

Bom mau vao cac giéng véi ty 1¢ 1 l loading dye : 2 ul DNA mau.

Chay dién di ¢ diéu kién 100 V, 400 mA, thdi gian 20 phut.

Nhuom gel bang dung dich ethidium bromide 10 mg/ml khoang 15 phit, vét ra,
rira lai nhiéu 1an véi nude. Chup anh két qua dién di bang méay Gel doc théng qua
phan mém Quantity One.

3.3.2.2. Pha loing miu DNA tong s6

San pham ly trich DNA duoc dinh luong so b bing phuong phap dinh luong
theo phan tor Mass. Tuy nhién, do khong c6 phan tir Mass nén chung t61 st dung
DNA ladder v6i ndng d6 400 ng mdi band néu st dung 2 pl cho mdi giéng trén gel
dién di theo hudng din cta nha san xuét (Bio-rad).

Dé dinh luong, ching t6i tién hanh dién di tit ca cic mau li trich (ty 1¢ miu :
loading dye 1a 1 : 2) va DNA ladder (ty 1€ ladder : loading dye 1a 2 : 2). Dya vao
quan sat va danh gia, tién hanh pha loing mau vé ham luong phi hop véi phuong
phap PCR thoai hoa.

3.3.2.3. T6i wu phwong phap PCR thoai hoa

Theo khao sat, phuong phap PCR chua ting duoc 4p dung trén dbi twong 13 cay

dua, dac biét 1a dira Cayenne. Vi vay, mot gidi phap dugc cho 1a c6 tinh kha thi 1a

st dung nhitng cip primer thoai hoa di duoc thiét ké va chimg minh 1a cho hiéu qua
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khuéch dai cao trén nhiéu d6i twong ciy trong khac nhu ddu nanh (Kanazin, 1996),
chudi (Georgio), cdy c¢6 mui (Z. Deng, 2000), khoai tdy (Linden)...Chi tiét vé cac

primer dugc chon thé hién qua Bang 3.1.

Bang 3.1. Cac primer thodi hoa sitr dung trong nghién ciru
Ton | | P s T
primer Trinh tu Motif °C) thodi | pham Tac gia
hoa (bp)
LM638 | 5’-GGIGGIGTIGGIAAIACIAC-3° P-loop | 50 0 500 Kanazin
LM637 | 5-ARIGCTARIGGIARICC-3’ GLPL 50 8
F11 ;-GGDGTDGGNAARACWAC- P-loop 50 144
RIL | 5-AGI GCHAGNGGNAGNCC3’ | GLPL |50 | 192 | °00 | % Deng
R16 5'-AGNGCHAGNGGYAANCC-3’ GLPL 50 384
TIR1 5-
GGTATGGGTGGTGTTGGTAAR TIR 66 32
ACNACN-3’ 300 Xitao
TIR2 5- Wei
GGTATGGGTGGTGTTGGTAAR TIR 67 32
ACNACN-3’

(I - inosine - mot purine, xuat hién trong céu tric ty nhién ciia tRNA, c6 thé bat cip véi cytidine, thymidine
aden?l“sa.llr(]f).thénh cac cap primer: (LM638, LM637), (F11, RI11), (F11, R16),
(TIRL,TIR2).

Thi nghiém 1: Xac dinh diéu kién ban dau cho phan tng PCR

Thi nghiém nay dugc thuc hién nham muc tiéu xac dinh thanh phén phan tng va
chu trinh nhiét dé PCR thoai hoa cho san pham trén gel dién di.

Céch tién hanh : Thyc hién theo quy trinh ctia Z. Deng va cs (2000), thanh phan
hon hop phan ung va chu trinh nhiét d6 ctia Thi nghiém 1 duoc trinh bay trong
Bang 3.2. Thuc hién PCR v61 4 cdp primer: (LM638, LM637); (F11, R11); (F11,
R16); (TIR1, TIR2) trén mau cho két qua li trich t6t nhat.

Két qua PCR duoc kiém tra trén gel agarose 2%, chay dién di voi ti 1€
mau:loading dye 1a 5:2 ¢ diéu kién 50 V, 250 mA trong 70 phit.

Chi tiéu theo ddi: su xuat hién band dién di véi kich thudc khoang 500 bp
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Biang 3.2. Thanh phin va chu trinh nhiét ciia phan ing PCR theo Z. Deng va

‘ _Cs (2000).
Thanh phan (25ul/ong) Chu trinh nhiét

Taq buffer 1X 92°C — 2 phut.
MgCl, 2 mM Lap lai 42 chu ky:
dNTPs 800 pM 92°C — 1 phut;
Primer 25 pM moi loai 50°C — 1 phut
DNA mau 150 ng 72°C — 2 phut.
Taq polymerase 1 unit 72°C — 5 phut.

Nudc vira du 25 pl. Giir 4°C.

T6i wu cdc yéu té dnh hwong dén phan img PCR

Do két qua PCR chiu anh hudng cua rat nhidu yéu té nén ching toi thuc hién

viéc t01 uwu dua trén nhi€u chi tiéu va thong so dé tim két qua tot nhat. Phan ung

PCR duogc thuc hién trén mau li trich tot nhat. Chi tiéu theo ddi 1a d6 sang va ro cua

band khang chinh (khoang 500 bp). Nghiém thirc t6t nhat cua thi nghiém trudc

dugc ap dung cho thi nghiém sau. Chi tiét cac phan ung t6i vu PCR thoai hoa dugc

trinh bay trong Bang 3.3.

Bang 3.3. Mét sb chi tiéu va ciac mirc tién hanh t6i wu phin ng PCR thoii hoa

Ten Chi tiéu tdi uu Céc mirc tién hanh
thi nghiém
(LM637, LM638), (F11, R11), (F11,
TN 2.1 Loai primer
R16), (TIR1, TIR2)
TN 2.2 Nong d6 primer 1, 2,3 pm/ul
TN 2.3 Nong d6 dNTP 150, 200, 300 pM
TN 2.4 Nong d6 Mg 1;1,5;2mM
TN 2.5 Nong d6 Taq polymerase 0,5; 1; 1,5 unit/25ul
TN 2.6 Nhiét do bat cap 47, 50, 53°C
TN 2.7 S6 chu ky 37, 40, 45

Chu thich: TN - Thi Nghiém
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3.3.2.4. Reampify san phim PCR

Muc dich cta thi nghiém nham lam sach hon (giam d6 smear) san pham PCR
1an thir nhat dé sir dung cho cac phan tich tiép theo.

Céch tién hanh: St dung dung dich san phim PCR 1an tht nhét (2 ul) véi vai tro
lam DNA khudén mau cho phan g PCR thodi hoa theo quy trinh da tdi uu.

Chi tiéu theo doi: dd sang va rd cua band khang chinh trén gel dién di.

3.3.2.5. PCR thoai hoa trén cac mé khac nhau

Muc dich cua thi nghiém la khao sat kha nang nhan ban cua phuong phap PCR
thoai hod vung gene NBS trén céc loai mo6 khac nhau.

Phuong phap tién hanh: ly trich va thuc hién phan tng PCR trén 3 loai mo: &,
than va 14 cua cy dira Cayenne khong c6 biéu hién cua triéu ching bénh. Phuong
phap ly trich va PCR duoc tién hanh theo quy trinh da tdi uu.

Chi tiéu theo ddi: 40 sang rd cua cac band & ca 3 mau: 14, than va ré.

3.3.2.6. PCR thoai ho4 phén lap ving NBS trén cac miu dira thu thap

Thuc hién phan tmg PCR thodi hod trén 9 mau dira Cayenne thu thap theo quy
trinh da tdi uu.

Chi tiéu khao sat: sy hi¢n dién cia band khang chinh trén gel dién di cta tirng
mau.

3.3.2.7. Giai trinh tu sian pham PCR thosi ho4

Muc dich: phan tich tinh nhay cdm va khong nhay cam véi bénh wilt ctia
cay dura Cayenne dua vao su khac biét vé trinh tw DNA cua vung gene NBS.

Céach tién hanh: Lua chon 2 miu c6 biéu hién triéu chirng nhiém 15 ddi
v6i bénh héo d6 dau 14 va 2 mau khong biéu hién bénh (du tuyén cho tinh khang).
Thuyc hién li trich, PCR thodi hoa va reamplify theo quy trinh d3 toi vu. Kiém tra do
sach clia san pham reamplify bang dién di va giri mau giai trinh ty tai Vién Pasteur,

TP. H5 Chi Minh.
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3.3.3. Noi dung 3: Phan tich RFLP viing gene NBS trén cic miu dira thu
thap.

N¢i dung dugc tién hanh véi muc dich khao sat sy da hinh cta san pham PCR
thoai hod tir cac mau dira Cayenne thu thap. Két qua cua thi nghiém sé& 13 co s& cho
viéc xac dinh marker dinh vi trén vung gene NBS.

San pham PCR thoai hoa dugc phén cit bai enzyme Hind 111,

Phan tng cat duoc thue hién nhu sau:

- U khoang 1 pg DNA da dugc khuéch dai voi 1 unit enzyme cit theo diéu kién
nha san xuat (Roche) hudng din. Thanh phan cta phan Gmg thé hién trong Bang 3.5.

- Nhimng doan DNA da cat duoc phan tach bang dién di trén gel agarose 0,8%,
140V trong 60 phut. Sau do, gel dugc nhudm ethidium bromide. Poc két qua va
chup hinh dudi tia UV.

Bing 3.4. Thanh phin phin #ng enzyme cit

Thanh phan phan ung Nong d6 dau Thé tich
Buffer 10X 25
DNA 100 — 150 ng 6-10ul
Restriction enzyme 10 Ul 0,1ul
Nuéc cit v tring Vira du thé tich 25 ul




4.1.1. Nubi rép

Chuong 4
KET QUA VA THAO LUAN

4.1. Noi dung 1: LAy nhiém bénh héo d6 diu 14 cho dira Cayenne.

Két qua nudi rép thé hién qua Bang 4.1.

Bang 4.1. Két qua nudi rép

STT KL bit dau cay KL rép sau KL rép sau | KL rép sau
KL Bi | KL Rép 30 ngay 45 ngay 55 ngay
1 5069 0,159 12,29 18,69 6,79
2 512¢g 0.15¢g 13,29 18,29 6,59
3 6129 0.15g 149 19,3¢ 8,29

Chu thich: KL — khoi lugng
Su phat trién cia rép theo thoi gian dugce the hién qua Biéu do 4.1 va Hinh 4.1.

e

khoi lwong rép
(9)

st phat trien cla rép

thoi gian (ngay)

—o—bi dd 1
—8—hido2
bi d6 3

Biéu d 4.1. Sy phat trién ciia rép theo thoi gian
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it 0 .C‘:I. <,

Hinh 4.1. Sy phat trién ciia i‘ép trén bi d6 sau 45 ngay.

S6 lwong rép c6 su gia ting dang ké bat dau ké tir 2 tuan sau khi cdy. S6 luong
rép taing manh nhét sau 6 tuan nudi va bat dau suy giam sau d6. Nguyén nhan vi bi
nudi r¢p hu hoai dan do murc do chich hat caa rép tang 1én cling nhu nhi¢t d¢ va do
am cao (do sy ho hap cia bi) 1am xuét hién hién twong thdi trai va nam. Rép tu diéu
chinh bang cach phat trién dan 1én cao, tranh xa phan dudi ciia qua bi da bi am, hu
hoai.

Nhu vdy phuong phap nudi rép cho két qua kha t6t va 6n dinh voi hé s6 nhan
sau 6 tudn nudi tir 124 — 129 1an, c6 thé tmg dung dé nhan sinh khdi rép phuc vu
cho viéc chung bénh.

4.1.2. LAy nhiém bénh
4.1.2.1. Chuyén rép 1én dira bénh

Chuyén rép bang dén

Sau mot tudn, chi c6 mot sb it rép di chuyén lén dura, chu yéu la rép con, da $6
rép gia khong di chuyén. Ngoai ra c6 mot s6 rép tap trung trén dén va chét. Nguyén
nhan c6 thé do rép khong c6 kha ning di chuyén xa hodc bi van con dinh dudng nén
rép khong mudn di chuyén.

Chuyén rép triee tiép

Sau 7 ngay, rép van song trén dua tuy s lugng c6 giam nhiéu so véi luc ban
dau. Diéu nay c6 thé 1a do trong qua trinh quét rép bang co, rép bi tac déng co hoc

nén bi thuong va chét. So voi phuong phap chuyén rép bing dén thi phuong phap
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quét truc tiép tuy lwong rép hao hut trong qua trinh quét c6 nhiéu nhung phuong

phap nay nhanh hon va rép duoc chuyén qua dtra nhiéu hon.

ba o
Hinh 4.2. Rép'héf‘trién trén dira sau 7 ngay
4.1.2.2. Chuyén rép 1én dira sach bénh.

Trong va cham soc dira

Sau khi dem ra vuon trong, nhin chung, da s cac cay dira déu thich nghi va sinh
truong tt ngoai trir mot sb cdy con yéu khong thich nghi duoc (sinh trudng kém,
chét) chiém khoang 8%.

Chuyén rép tw dira bénh lén dira sach bénh

Sau | tudn séng trén dra bénh, rép hép thu virus va duoc chuyén lén dira sach
bénh (xem Hinh 4.3).
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Hinh 4.3. Chuyén rép 1én dira sach bénh.

(a) manh 14 dra c6 rép, (b) va (c) chuyén rép.

Sau khi tha rép, dinh ky kiém tra sy hién dién va dém sd rép trén dira sau moi 2
tuan. S6 luong rép giam di so voi lic ching sau 2 tudn dau tién nhung bat dau ting
1én tir tuan tr 4. C6 18 trong 2 tuan dau rép chua thich nghi nén chét nhiéu. Sau do,

rép thich nghi dan va bat dau phat trién s6 luong.

Hinh 4.4. Rép phat trién trén dira sau khi ching.
a: 2 tudn; b: 4 tuln; c: 6 tudn; d: 8 tudn
Do cay dira 4 thang tudi chua c6 biéu hién bénh héo d6 dau 14 rd rét nén ching

t61 tién hanh ching bénh 1an hai dé dam bao sy truyén virus.
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Sau khi ching rép 8 thang (tinh tir 1an ching rép tht nhat), cdy biéu hién triéu
chtng nhu 14 d6 dan 1én, kém truong nuéc, ria 14 cudén vé phia lung, dau 1a cong
xudng dat. Loai trir cac truong hop cdy biéu hién triéu chimg twong tu nhung khong
phai do bénh, udc tinh sb cdy biéu hién bénh 13 107 cay chiém ty 1¢ 1a 35,66%.

\." ;?‘? I" .-‘{;;

1o

Hinh 4.5. Dira bi¢u hién bénh héo @6 dau 14 sau khi chiing bénh.

Nhu vay sau khi tién hanh ching virus PMWaV thong qua trung gian truyén
bénh 1a rép sap, ching toi di dén két luan: qua trinh chung rép da thanh coéng voi
35,66% cay dua biéu hién bénh. Tuy nhién, van con 64,34% s6 dira khong biéu hién
bénh. Piéu nay co thé do dua c6 kha nang chéng chiu bénh tét hodc do luong rép va
virus chua du dé lam biéu hién bénh. Mic khac, qua trinh chung bénh dugc tién
hanh c4n miia mua. Do d6 c6 thé bénh biéu hién nhung khong dit manh dé ghi nhan.

Song song v&i viéc theo ddi sy ting sinh cua rép, chiing t6i con quan sat so
luong cua kién hién dién trong vuon dira. K&t qua nhén thiy rang, nhitng cdy c6
biéu hién triéu chiing bénh thuong XUAt hién thanh tirng cum. O nhitng cum nay,
murc do hién di¢n va hoat dong cta kién (khoang 30 con/cay) la cao so voi cac cum
khac. Mat khac, do diéu kién mua, khong thuén lgi cho su phat trién nén kién khong
phan bd mot cach dong déu ma chi tap trung ¢ dudi nhitng cdy dia c6 1a twong d6i
16m.

4.1.3. Thu thip miu

Céc cdy c6 biéu hién triéu chimg bénh rd nhat va cac cay khong biéu hién triéu

chtng duoc chon ra dé tién hanh cac phén tich ké tiép.

Chi tiét vé cac mau thu thap thé hién qua Bang 4.2.



Bing 4.2. Danh sach cic miu thu thap

Nguén dira Bénh So luong Ki hiéu mau
A P - 1 LBbK
Lam Dong " 1 LDB
. - 1 TLK
Thai Lan " 1 TLB
B - 1 TOK
Trung Qudc " 1 TOB
Cav cAv mé - 2 CMK1, CMK2
ycay mo T 1 CMB
Tong 9

Chu thich: (+): ¢6 biéu hién bénh wilt, (-): khong biéu hién bénh wilt.

Hinh 4.6. Mt s6 miu dira Cayenne thu thép.

54
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4.2. Noi dung 2: Phan lap ving gene NBS trén cac mau dira thu thap
4.2.1. Két qua ly trich DNA tong s6
Ban dau, quy trinh li trich dwgc hién theo Doyle (1996). Két qua dién di DNA
téng sb cia dira Cayenne theo quy trinh nay khong duoc tét do c6 nhiéu smear va
tap (protein va RNA). Do dé, phuong phap duoc cai tién cho phu hop hon véi d6i
tugng 1a cdy dira bang cach ting thém mot lan tia protein bang hdn hop PCI. Két
qua li trich theo quy trinh cai tién thé hién trén gel qua Hinh 4.7.

DNA
tong s6

Hinh 4.7. Két qua dién di DNA tong s theo quy trinh cai tién.
Chu thich: Tir 1 — 9 1a cic miu CMK 1, CMK2, CMB, LPK, LPB, TLK, TLB, TQK, TQB (1 pl). L Ia
DNA ladder v6i ndng do mdi band 1a 400 ng (2 pl)

Két qua dién di cho thiy DNA genome déu xuit hién ¢ tit ca cac mau li trich
nhung v&i ham lwong khong dong déu. Mot s6 mau c6 nhiéu tap. Tuy nhién, smear
tir band DNA tong s6 13 khong c6 hodc khong dang ké. Do d6, nhitng mau nay co
thé tién hanh pha lodng, dinh luong dé str dung cho phan tmg PCR.

4.2.2. Két qua pha loing miu DNA tong sb

Trén gel dién di san pham li trich DNA téng s6 (Hinh 4.7), bd tri chay DNA
ladder (2 pl) v6i ndng ¢6 mdi band 1a 400 ng dé thuan loi cho viéc quan sat va dinh
cac hé sb pha lodng cho cac mau twong Gng. Két qua pha lodng thé hién trén gel

dién di qua Hinh 4.8.
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Hinh 4.8. Két qua pha loing DNA.
Chu thich: Tt 1 — 9 1a cac mau CMK 1, CMK2, CMB, LPK, LPB, TLK, TLB, TQK, TQB (3ul). C la
d6i chimg (mau DNA lan 1i trich), S 1a madu DNA hiéu chuan véi nong d6 1a 50 ng/ul (2pl).

Két quéa pha lodng cho thiy sy dong déu giira cac mau vé ham luong DNA. Déi
chiéu véi mau higu chuan, ching t6i nhan thiy c6 thé st dung DNA pha lodng nay
cho phan tng PCR (2 — 3 pl khoang 120 — 180 ng/phan tmng) theo yéu ciu cta
phuong phap (150 ng/phan tng).

4.2.3. T6i wu phwong phap PCR thoai ho4

Trong phan dau cia qua trinh tdi wu phan tng PCR thodi hoa, chung t6i thuc
hién theo quy trinh ctia Z. Deng va cs (2000). Nhung c6 1€ do sy khong tuong hop
v6i mau DNA, céc hoa chat PCR hay diéu kién may méc cua phong thi nghiém nén
két qua khong c6 band trén gel dién di. Do d6, tham khao mot s6 quy trinh khac,
ching t6i di tién hanh chay phan tng PCR v&i nhiét do bét cip 43°C va nong do
primer 13 1,5 pm/ul thap hon so véi quy trinh cia Z. Deng va cs. Pong thoi, ting
nhiét do bién tinh 1én 94°C va thoi gian bién tinh ban dau 1én 5 phut dam biao DNA
bién tinh hoan toan.

Do ban chét ciia Thi nghiém 1 va Thi nghiém 2.1 gan nhu giéng nhau nén ching
t6i tién hanh va theo ddi chung.

Thi nghiém 1 va Thi nghiém 2.1: Két qua tdi wu cac cip primer trong viéc

khuéch dai gene khang chinh
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St dung qui trinh ctia Z. Deng va cs (2000) c6 cai tién, 1an luot chay véi 4 cip
primer (LM637, LM638), (F11, R11), (F11, R16), (TIR1, TIR2) trén cing mdt mau
(TLK) theo Bang 4.3
Bang 4.3. Thanh phén va chu trinh nhiét ciia phin wing PCR thoai hoa cii tién

Thanh phan Nong d6 Nong d6 Luong ‘ o
(25 ul/éng) géc cuoi dung (ul) Chu trinh nhigt
PCR buffer 5X 1X 5 94°C — 5 phut
MqCl, 25 mM 2 mM 2 Lap lai 42 chu ky:
Primers xuoi 100 pm/pl | 1,5pm/ul | 0,4 94°C — 1 phut
Primers nguoc 100 pm/pl | 1,5pm/ul | 0,4 43°C — 1 phut
dNTP 10 mM 200 uM 0,5 72°C — 2 phut
Tag polymerase 5 unit/pl 1 unit/25ul | 0,2 72°C — 5 phut
DNA mau 60 ng/ul 150 ng/25ul | 2,5 Giir 4°C
Nudc 14
Tong 25
Két qua dién di san pham PCR duoc thé hién qua Hinh 4.10.
1000 bp
Khoan
510 bpg «——500 bp

Hinh 4.9. Két qua PCR t6i wu 4 cip primer theo quy trinh ciia Z. Deng va
cs ¢6 cai tién
Chu thich: Tir trai qua phai cac giéng 1, 2, 3, 4 14n lugt 1a phan mg PCR véi cac cap primer (LM637,
LM638), (F11, R16), (TIR1, TIR2), (F11, R11); Giéng 5 - DNA ladder (2 ul).
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Két qua trén cho thiy quy trinh PCR cai tién c6 kha ning khuéch dai ving gene
khang chinh trén cdy dira. Trong sd cac cdp primer st dung, cap primer (TIR1,
TIR2) khong cho san pham. Nguyén nhan 14 do khong thich hop véi nhiét do bat
cip cua phan tmg (Tm cua cip primer TIR 13 66°C — theo tinh toan cua nha san xuat
IDT). Ngoai ra, mot nguyén nhan khac c6 thé co 1a trén cdy dia khong c6 ving ma
ho4 cho céu trac Tol. Ba cdp con lai 1a (LM637, LM638), (F11, R11), (F11, R16)
déu cho san pham. Tuy nhién, chi c6 cip (F11, R11) c6 san pham khuéch dai gan
v6i mong mudn nhét (khoang 510 bp). Panh gia tong thé, phan tng PCR van chua
dat do con qua nhiéu san pham phu (smear) va band chinh md. Do d6, can phai tiép
tuc t6i wu cac yéu td khac voi cap primer (F11, R11).

Thi nghiém 2.2. T6i uvu ndng d6 primer

Két qua PCR trén gel dién di (Hinh 4.11)

" «<— Band chinh

Hinh 4.10. Két qua PCR t6i wu nong d primer
Chu thich: Tir trai qua phai cac giéng 1, 2,3 1a san phim PCR v&i
néng do primer str dung lan lugtla 1, 2, 3 pm/pl.

San pham dién di tuy c6 nhung kha md, chwa tao thanh vach r3. Trong do, ndng
d6 1 pm/ul khong cho san pham, néng d6 2 pm/ul tao ra band dién di mong va cé
phan rd hon so voi néng d6 3 pm/pul. Do d6 ndng d6 primer 2 pm/pl duoc st dung
cho nhiing nghiém thtrc toi wu ké tiép.

Két qua PCR tdi wu ndng d6 primer c6 vé mau thudn véi viée ha ndng do & giai

doan dau. Li gidi cho viéc nay chung t6i dua ra nguyén nhan nhu sau. Primer thoai
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hoa 1a mot hdn hop gdm rat nhidu primer khac nhau va cing tham gia vao phan tmg
PCR véi vai tro nhu nhau. Khi nong d6 primer qua cao, kha ning xay ra hién tugng
bat cap gilta cac primer 1a rat 1on. Hon nita, cac primer c6 trinh ty thich hop cho
phan tmg s& chiu su canh tranh nhiéu hon tir cac primer c6 trinh tu gan gidng nhung
khong c6 kha ning hay khuéch dai khong ding ving mong mudn. Do dé, phan tmg
s& rat kho thanh coéng & nong do primer cao. Khi nong do primer thap hon, su canh
tranh va bat cdp dién ra khong gay git lam cho lwong san pham va luong primer
quay vé méi quan hé ti 1é thuan.

Mit khac, khi so véi ndng do primer sir dung trong cac phan tmg PCR thong
thuong (single PCR, RAPD, SSR...) thi ndng d¢ primer sir dung trong phan tng
PCR thoai hoa cao hon nhiéu. Piéu nay ciing c6 thé giai thich bang ban chat cia
primer thoai hoa 12 hdn hop nhiéu trinh ty primer. Do d6, s6 primer ¢ trinh ty thich
hop dé bat cap va c6 kha nang khuéch dai DNA khu6n mau chi chiém mot ti 18 nho
trong hdn hop st dung. Ti 1€ nay phu thudc vao do thoai hod cua primer. Vi vay,
phai ting ndng d6 cua ca hdn hop dé tang s6 primer c6 kha ning khuéch dai dam
bao cho san pham dat yéu cau vé sd luong.

Thi nghiém 2.3. Tdi vu néng d6 ANTP

Két qua PCR thé hién trén gel agarose (xem Hinh 4.12).

. ¥ & W<« Band chinh

Hinh 4.11. Két qua PCR tdi wu nong do dNTP
Chu thich: 1, 2, 3 14n luot 1a két qua cua phan tng PCR & ndng do 300, 200, 100 pM.
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Két qua dién di cho thdy d6 sang cta band khang chinh giam dan theo ndng d6
dNTP. O mirc ndng do 300 pM band khang chinh lai kha nhoé. Do d6, ndng do
dNTP duoc gitt nguyén so voi thi nghiém cua Z. Deng va cs (2000) va dugc ap
dung cho cac thi nghiém sau la 200 uM.

Thi nghiém 2.4. Téi wu ndng d6 Mg”*

Két qua PCR thé hién qua Hinh 4.13.

= - <+—— Band chinh

Hinh 4.12. Két qua PCR t6i wu ndng d¢ Mg®*
Chi thich: Giéng 1, 2, 3 tuong g v6i ndng dd Mg?* 1an lugc 1a 1, 2, 3 mM

Trong 3 nghiém thirc, chi ¢6 phan ting voi ndong do Mg2+ ¢ 1 mM khong cho san
phém. Hai nghiém thirc con lai ¢6 su hién di¢n cia band chinh. Riéng nghi¢m thurc
2 (1,5 mM) cho két qua kha tt, d6 tap thip. Diéu nay c6 thé giai thich vi Mg”* 1a
cofactor ctia Taq polymerase nén viéc ting hay giam ndng cia yéu to nay anh
huong rat 1on dén san phém PCR. Do do n@)ng do Mg2+ 12 1,5 mM duoc cho 1a tdi
wu va ap dung cho céc thi nghiém tiép theo.

Thi nghiém 2.5. T6i vu ndng d6 Taq polymerase

Két qua PCR t6i vu ndng do Taq polymerase thé hién qua Hinh 4.14.
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i ) ,
- t‘ u <+—— Band chinh

Hinh 4.13. Két qua PCR t6i wu nong d Taq polymerase
Chi thich: Giéng 1 — 1 unit/25ul; giéng 2 - 1,25 unit/25pl; giéng 3 - 1,5 unit/25pl.

Két qua PCR thé hién trén gel dién di cho kha nhiéu tap, xung quanh band khang
chinh c6 nhiéu smear, khong c6 khéac biét 16n giita cac nghiém thirc khi sir dung cac
ndng d6 Taq khac nhau. Do d6 ndng d6 Taq polymerase toi wu 14 1 unit/25pl.

Thi nghiém 2.6. T6i wu nhiét d6 bat cip

Két qua tdi uu nhiét do bat cip thé hién qua Hinh 4.15.

<+—— Band chinh

Hinh 4.14. Két qua toi wu nhiét d§ bit cip
Chu thich: Tir trai qua phai cac giéng 1, 2, 3 twong g v6i nhiét do bét cap 47, 50, 53°C
Theo doi do sang va do rd clia band, nhiét do6 47°C so vé&i hai mirc nhiét con lai

cho hiéu qua khuéch dai kém nhat d6i v6i band chinh (band chinh khong hién rd,
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nhiéu smear). O nhiét do 50°C va 53°C khéng c6 su khac biét dang ké. Tuy nhién,
dé giam bat lugng tap cho cac phan tng ké tiép, chung t6i chon 53°C 14 mirc nhiét
do toi uu.

Thi nghiém 2.7. Téi vu s6 chu ky nhiét

Két qua PCR dugc ghi nhan qua Hinh 4.16.

<+—— Band chinh

Hinh 4.15. Két qua PCR to6i wu so chu ky
Chu thich: Giéng 1 — 3 1an luot 14 s6 chu ky cua cac phan ung: 45, 40, 37.

Theo két qua dién di, do dam cua band khang chinh ty 1€ thuan véi viéc tang sb
chu ky ctia chu trinh nhiét. O 45 chu ky, phan ng cho band rd nhung tap kha nhiéu.
Nhu vay, c6 thé giit nguyén sb chu ky theo thi nghiém cua Z. Deng va cs (2000) 1a
42.

Tong két qua céc thi nghiém, co6 thé két ludn rang gene khang bénh ton tai trong
genome cua cdy dira va duogc phan 1ap bang phuong phap PCR thoai hoa. Tuy nhién
san phém PCR thé hién trén gel dién di chua dugc rd, mire do tao tap va san phém
phu con cao. Co thé tam 1y giai diéu nay nhu sau:

Primer sir dung 1a mot hon hgp primer khac nhau, do dé trong qua trinh xdy ra
phan tng khong thé tranh khoi su canh tranh giita cac primer trong viéc bét cip voi
DNA mau.

Luong primer du c6 thé tao dimer lam xuét hién tap.

Mic khac, do d6 thoai hoa cao so véi ving gene khang chinh nén mot s primer

co thé bat cap vdi cac vung gene khac tao nén cac band phu.



63

Nhiét do bat cip cia phan tmg 53°C chua du 16n dé c6 thé loai trir hién tuong
bat cap khong chuyén biét.
Dung hoa cac yéu td, c6 thé di dén qui trinh cho phan ung PCR thoai hoa phan
lap gene khang ¢ cay dira Cayenne (xem Bang 4.1.)
Bang 4.4. Quy trinh PCR thoai ho4 t6i wu cho cdy dira Cayenne

Thanh phan (25 pl/dng) Nong d6 cubi Chu trinh nhiét
PCR buffer 1X 94°C — 5 phut
MgCl, 2 mM Lap lai 42 chu ky:
Primers xudi 1,5 pm/pl 94°C — 1 phut
Primers ngugc 1,5 pm/pl 53°C — 1 phut
dNTP 200 uM 72°C — 2 phut
Taq polymerase 1 unit/25ul 72°C — 5 phut
DNA mau 150 ng/25ul Gitr 4°C

Nudc cat Vira da 25 pl

4.2.4. Reamplify san phim PCR
Dé ting ting ham lugng ciing nhur d6 sach cua san pham PCR cho cac phan tich
tiép theo, chiing toi tién hanh khuéch dai lai (reamplify) san pham PCR. San pham
PCR tryc tiép trén genome (PCR 1an thtr nhat) duoc st dung lam mau (2 pl) cho
phan tGng khuéch dai lai (PCR lan thir hai). Ngoai ra, cic yéu té nhu ndng do céac
chat va chu ky nhiét déu gitr nguyén nhu da tbi uu.

Két qua PCR biéu hién trén gel dién di qua Hinh:



64

Hinh 4.16. Két qua khuéch dai lai san pham PCR lan 1 ciia mdt s6 mau dira
Chu thich: Tir trai qua phai, cac giéng L, 1, 2, 3 lan luot 1a DNA ladder, CMK 1, CMK2, CMB.

Sau khi khuéch dai 1an thir 2, san phém PCR cho ra band r0 va dep hon so véi
PCR lan thtr nhat. Piéu nay c6 thé 1y giai do mau cua phan tng PCR lan thir hai 13
nhirg doan DNA c¢6 kich thuéc nhé nén khong c6 hién twong bit cip nham vao cac
trinh tuy khac ctia genome. Do d6 san phdm s& chuyén biét hon. San pham PCR biéu
hién trén gel cho thiy ham lugng ctia PCR du 16n dé cac thé tién hanh cac phan tich
tiép theo nhu phén cét enzyme.

4.2.5. PCR trén cac loai mo khac nhau
Thuc hién phan Gmg PCR véi quy trinh di dugc t6i wu & trén dbi voi mau 14,

than va r& ciia cing mot ciy. Két qua dién di san pham thé hién qua Hinh 4.18.
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<+—— Band chinh

Hinh 4.17. San pham PCR véi quy trinh da tdi wu trén cac loai mé khac
nhau
Chu thich: Tir trai qua phai, cac giéng 1, 2, 3 1an Iuot 1a san pham PCR ctia m 14, than, ré
Band khang chinh déu xuét hién & ca ba loai mo. Tuy nhién, do sang 1o cuia band
tang dan tuong Gmg véi mo ré, than va 1a. Nguyén nhan khac c6 thé 1a do quy trinh
ly trich mau chi phu hop véi 14. Do d6, v6i cac loai mo khac nhu ré va than, quy
trinh khong cho phép loai bo céc tap chat trong cac mo nay. Vi vay, nhiing chét nay
c6 thé can tré phan tng xay ra mot cach tdi vu. Nhu vay 14 1a loai mé thich hop
nhat cho viéc li trich DNA mau dung cho phan timg PCR thoai hoa.
4.2.6. PCR thoai ho4 clone viing NBS trén cac miu dira Cayenne
Thuc hién quy trinh PCR thoai hod t6i wu trén 9 mau DNA li trich, két qua thé

hién trén gel dién di nhu sau:
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Hinh 4.18. Két qua PCR thoai hoa trén 9 miu dira Cayenne
Chu thich. San phém PCR thodi hoé: tir 1 — 9 cac mau CMK 1, CMK2, CMB, LPK, LPB, TLK, TLB,
TQK, TQB; D: miu lan Dendrobium; L: DNA ladder;
S: san pham PCR thodi ho4 dugc tinh sach véi kich thude khoang 510 bp.

Hau hét cac mau dira déu tao san pham PCR thoai hoa véi rat nhiéu band. Trong
d6 chi c6 hai band sang va rd nhét (khoang 510 bp, khoang 700 bp), band co kich
thude 16n hon 1000 bp (khoang 1400) mong va khong dong déu giita cac mau, cac
band con lai kha mo. Band khoang 700 bp c6 phin sang hon so véi band khoang
510 bp. Két qua dién di cho thay san pham PCR khong c6 su khéac biét 16n giira cac
mau dira (ngoai trir mau 8 - TQK khong cho san pham — c6 thé do sai sot trong pha
lodng hay ly trich cho nhiéu tap). Diéu nay cho thiy cdc miu biéu hién va khong
biéu hién triéu ching cia bénh héo d6 dau 1a khong c6 sy khac biét khi kiém tra
bang phuong phap PCR thoai hod va dién di.

Mau lan Dendrobium ciing cho két qua clone ving gene NBS kh4 tot (band sang
18, kich thudc khoang 510 bp). So sanh két qua PCR thoai hod giita mau lan
Dendrobium va dira Cayenne cho thay chi c6 su gidng nhau & band khoang 510 bp
(ving gene ma hoa cho cu triic NBS). Cac band con lai rat khac biét nhau (mAu lan
khong c6 band khoang 700 bp, cac band m¢ ¢6 kich thude nhd hon ciing khong cé
su tuong dong). Piéu nay chi ra ring ving gene mi hod cho ciu trac NBS c6 do
bao ton rat cao trén cac loai cach xa nhau vé phan loai.

4.2.7. Giai trinh tu san phdm PCR thoai hoa

Viéc c6 dugce trinh tu ciia nhitng thanh vién hg gene NBS cho phép phan tich

sau hon vé tinh khang trén cay dira Cayenne. Tuy nhién, c6 ging giai trinh tu truc
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tiép san pham PCR thoai hoa di khong thanh cong. Nguyén nhén 14 do mdi str dung
12 moi thoai hoa thay vi mdi chuyén biét nhu thong thudng. Do d6 hién twong nhidu
xay ra gay kho khan cho viéc doc trinh tu.

Mat khac, san phém PCR thoai hoa thuong 1a mdt hon hop da trinh ty. Vi vy,
mau sau khi da tinh sach dé dua vao may doc van c6 thé 1a mot hdn hop nhiéu gene.
Va diéu nay ciing 14 mot nguyén nhan gay nhidu.

4.3. Noi dung 3: Phan tich RFLP ving gene NBS cic miu dira thu thap.

Két qua phan cat bang cac mau PCR thoai hoa thé hién nhu sau:

Hinh 4.19. Két qua phén cat enzyme Hind III san pham PCR thoai hoa
Chu thich. Cac giéng 1-8: CMK1, CMK2, CMB, LPK, LPB, TLK, TLB, TQB; D: mu lan
Dendrobium; S: san phim PCR duoc tinh sach véi kich thuée khoang 510 bp; L: DNA ladder

Theo két qua dién di, nhitng khac biét so v6i san pham PCR ban ddu ma viéc xu
1i enzyme tao ra la:

Trén miu lan Dendrobium, band san pham PCR (510 bp) van khong c6 su thay
d6i. Ching t6 trén trinh ty san pham khuéch dai cia cdy lan Dendrobium khong ¢
su hién dién cua site cit phu hop vdi enzyme Hind I111.

Trén mAu dira, cac band sang ré ban dau (510 bp, 700 bp, 1400 bp) bién mat hay
hién dién rat mo. Thay vao d6 13 su xuét hién cta cac band méi (< 100 bp, 300 bp,
430 bp, 600 bp, 900 bp). Tuy nhién, san pham phan cit lai khong cho thiy su da
hinh giita cac mau dra. Do d9, c6 thé néi van chua xac dinh duoc marker lién két

v6i tinh khang bénh héo d6 dau 14.
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Chuong 5
KET LUAN VA PE NGHI

5.1. Két ludn

Qua nhitng ndi dung di thue hién trong khoa luan, chung t6i dua nhimng két luan
Sau:

Noi dung 1:

ba nudi rép va lay nhiém bénh thanh cong vaoi ti 1€ biéu hién 1a 35,66%.

NOi dung 2:

C6 thé sir dung quy trinh li trich ctia Doyle ¢6 cai tién dé 1i trich DNA tuong ddi
tinh sach st dung cho phan ting PCR thoai hoa khuéch dai ving gene ma hoa cho
cAu trac NBS trén cay dira Cayenne.

Di cai tién dugc chu trinh nhiét va ndng do cac thanh phan tham gia phan tng
PCR thoai hoa cho phép khuéch dai thanh cong ving NBS trén cay dira Cayenne.
Pay s€ 1a co so& cho viéc ing dung cac phuong phap sinh hoc phan tir cho phép
phan tich chinh xac hon dé tim ra ving gene lién quan dén tinh khang bénh héo d6
dau 14 trén cay dira Cayenne.

Noi dung 3:

Khoéng c6 su da hinh cho phép xac dinh marker lién quan dén tinh khang virus
PMWaV khi phan cit san pham PCR thoai hoa véi enzyme HindlIl.

5.2. Dé nghi

Tuyén lya va thanh 13p nhiing giéng dira Cayenne khang véi bénh héo do dau 14,
tao diéu kién thuan loi dé c6 thé thu thdp mau mot cach chinh xé4c, phan biét giira
gidng khang va giéng nhiém.

Tiép tuc phan tich RFLP trén vung gene NBS vdi nhiéu enzyme cit hon dé tim
ra marker lién két véi tinh khang virus PMWaV. Thuc hién clone, giai trinh tu san
phém PCR thodi hoa dé co thé phan tich sau hon cac RGA, nham xac dinh va 1ap

ban do cac marker lién két vdi tinh khang.
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