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MO PAU
Tur dau thé ky 20, phuong phap dot bién nhan tao nham tao ra ngudn bién di
phuc vu cho cdng tac lai hoic chon loc truc tiép cac ca thé dot bién tiém nang da duoc
tién hanh & cac vién nghién ctu ndng nghiép trong nudc ciing nhu cac vién nghién
ctru cua Vién ning luong nguyén tir Viét Nam ndi riéng va trén thé giéi néi chung va
da dat nhiéu thanh tuu dang ké, gop phan dam bao an ninh lwong thuc va phuc vu thiét
thuc cho nhu cau nhiéu mit caa nhan loai.

Sy gay tao dot bién c6 thé 1am tiang bién di di truyén, da dang hda vat lidu chon
gidng va c6 kha ning 1am phat sinh nhitng tinh trang quy hiém mai khéng c6 sin &
dbi tuong nghién ciu phuc vu lgi ich khac nhau caa con ngudi. Trong mot s6 trudng
hop, phuong phép giy tao dot bién co thé cai tién mot hoac mot s tinh trang ma
khong 1am anh huong dén nhiing tinh trang khac cua cay. Nhitng gidng dot bién duoc
trong va khai thac thuong pham & 50 nudc khac nhau trén thé gidi, chu yéu thuoc céc
nuéc Trung Qudc, An Do, Ha Lan, Nhat va My. Tinh dén nam 2010, trén thé gidi c6
3100 gidng cay thudc 170 loai dugc tao ra bang phwong phap giy dot bién voi su
tham gia caa 160 qudc gia va ving lanh thé, trong d6 tao gidng birc xa chiém 89%
lwgng gidng trong; trong d6 hoa, cdy canh va cay trang tri chiém hon 700 gidng. [5, 6]

Chuong trinh lién két FAO/IAEA vé cay luong thuc va néng nghiép hién nay
mdi nam dau tu 20 triéu Euro dé thuc hién 140 Du an qubc gia va khu vuc, thu hat
trén 400 Vién va Tram thyc nghiém tham gia nghién cau phdi hop trong Chuong trinh
ndng nghiép hat nhan. Hau hét cac nudc trong khu vuc ASEAN déu da thanh 1ap céc
trung tdm tng dung k¥ thuat hat nhan trong ndng nghigép.

G6p phan xay dung hudng chon tao gidng buc xa cua Trung thm Ung dung Ky
thuat hat nhan trong cdng nghiép, tap duot va trang bi cac kién thuec, tich liy cac kinh
nghiém trong cdng tac chon gidng birc xa vé sau trén cac mang cong viéc: chuan bi
vat liéu, chiéu xa dé san sinh d6t bién, nhan gidng, sang loc dot bién, nhan dang dot
bién & mirc do hinh thai va phan tir..., ching t6i tién hanh ding ky va trién khai nhiém
vy Cap co so: “Bwéc dau danh gia tinh da dang di truyén, tinh 6n dinh cac thé dot
bién tiém ning tir hai dong cic “Poa dong” va “Farm tim” thong qua chiéu xa
gamma”. Trong pha thtr nhit cua dé tai, nhém nghién ciru di tién hanh viéc thu thap,
chuan bi vat liéu nghién ctu, nhan gidng tao vat liéu hat nhan tao in vitro lam vat liéu
cho chiéu xa, xac dinh LDso bing thuc nghiém, théng qua d6 xac dinh liéu chiéu hiéu
qua phl hop véi diéu kién thuc tién vé trang thiét bi, nhan lec. Théng qua viéc sang
loc dot bién trén ddng rudng da thu thap duoc cac thé dot bién kiéu hinh, tir 6 chon ra
duoc cac dot bién kiéu hinh tiém ning dwa vao nhan gidng 1am vat liéu cho cac nghién
ctru tiép theo.
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Céc két qua dat duoc trong giai doan thir nhat cua dé tai da dap tng duoc muc
tidu, tién do ding ky, san pham trung gian cua toan bo dé tai. Nhitng két qua nay ciing
chinh 14 co s¢ dé trién khai tiép giai doan hai.

MUC TIEU CUA PE TAI:
Tao duogc vat lidu va xay dung co sd cho viéc chon tao giéng hoa méi.

Muc tiéu cu thé:

1. C6 duoc cac thé @ot bién tiém ning duoc nhan dang va danh gia on dinh di
truyén lam ngudn vat liéu phuc vy cho cong tac chon tao giéng hoa nham dap
rng cho nhu cau san xuit va thi tredng. Gop phan vao cong tac noi dia hoa viéc
chon tao gidng.

2. Théng qua qué trinh thuc hién dé tai, doi ngii can bd khoa hoc dugce dao tao,
nang cao vé& trinh do chuyén mdn, nghiép vu; Gop phan hoan thién phuong
phap, k¥ nang chon tao gidng

THOI GIAN THUC HIEN: 2 NAM (2012-2013)
NOQI DUNG THUC HIEN TRONG NAM THU NHAT 2012:

> N@i dung 1: Tao nguén mau in vitro hai gidng ciic Poéa Pong va Farm Tim,
g dung k¥ thuat tao hat nhan tao dé tao vat liéu ban dau cho viéc chiéu xa.

> Noi dung 2: Thuc nghiém xéac dinh LDso, thiét ké va trién khai thi nghiém
chiéu xa hat nhan tao bang tia Gamma nguén % Co

> Néi dung 3: Tao cay con in vitro tir vat liéu qua chiéu xa

> Néi dung 4: Trong khao nghiém dong rudéng voi quy méd nhé dé chon ra cac
thé mang kiéu hinh d6t bién, sang loc cac thé dot bién tiém ning.

NOI DUNG THUC HIEN TRONG NAM THU HAI 2013:
> Néi dung 1: Nhan dong thé dot bién tiém nang (tiép tuc)
> Néi dung 2: Trong thé nghiém cac thé dot bién tiém ning

> Noi dung 3: Nghién ctru dénh gia su da dang di truyén cua cac dong ctic dot
bién tiém ning so vai gidng gdc, danh gia tinh 6n dinh di truyén cua cac dong
dot bién tiém nang in vitro & mac d6 phan tir bang k§ thuat RAPD
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> PHAN 1: TONG QUAN TAI LIEU

1.1. Toéng quan chung vé linh vuc chon tao giong ddt bién thwc vat

Tur lau, gdy dot bién thuc nghiém dé 1am vat liéu khoi dau cho chon giéng da dugc
coi 1a mdt trong nhitng ky thuat rng dung cao trong nong nghi¢p. Phuong phap gay
dot bién duoc biét dén vao nim 1925 khi Natxon va Philippdp phat hién ring tia
Roentgen c6 kha ning giy ra bién di di truyén & nAm Ha Dang. Dén nam 1926 - 1928,
v6i cac nghién ctru cua Muller trén rudi ddm, Stadler trén lta mach,... di truyén hoc
phong xa da tré thanh nén tang cho su ra doi nganh chon gidng dot bién phong xa.
Niam 1946, Auerbach va Robson phat hién vai hop chit c6 thé giy dot bién, sau do,
ngay cang nhiéu hoa chit duoc tim thiy c6 kha ning 1am ting tan sé dot bién. Nhung
dén nay, phuong phap sir dung hoa chat gay dot bién bi han ché vi doc hai va c6 nguy
co gay ung thu cao.

Ung dung cac phuong phap gy tao dot bién nhan tao bang ngudn buc xa tia
Gamma tao dugc khoang 55,45% lugng gidng dot bién, trong khi d6 dung Ion beam
chi tao dugc 5% luong gidng dot bién, bang tia X 1a 28,4%, bang hoa chat 12 9,24% va
bang cac buc xa khéac 1a 4,67%. Bén canh d6, tng dung cac ky thuat nudi cidy mo té
bao dé tao nguon nguyén liéu chiéu xa ban dau da gop phan gilp giam thoi gian, cong
stc va chi phi vi thong qua cic co ché tai sinh cdy in vitro do tinh toan thé
(totipotency) ma thé dot bién “thuan” (solid mutant, sau khi tach kham hoan toan)
[phong theo Novak,1990] c6 thé dugc tai tao ngay trong long sector dot bién; thong
qua co ché uc ché wu thé dinh, thuc day su sinh truéng chdi bén ma kich thude cua
sector dot bién ting nhanh chong 1am sém 16 dién thé dot bién thuan; mau nguyén liéu
in vitro ludn c6 kich thugc rat nho bé tao thuan loi trong xir ly chiéu xa ciing nhu
trong viéc tang cao do nhay cam phong xa. [1, 2, 3, 4]

THE GIOI NHAT BAN
Ion

Ticnhin héa hoc 9.24% Tacnhin beam Lacmhin
589 khic 2.1%

Céc chifu xa khac 4.67% | 6.6% |

Neutron 4.67% =

X ray28.40% °
Nusi o
caymé
15.7%

Gamma ray 55.45%

(Micke va cdng sy, 1990) H.Nakagawa, TechnoInnovation No.68(2007)

Biéu do 1.1: Dong gbép cua cac tic ‘nhan giy dot bién vao thanh tuu cua cong tac
chon tao gidng.

O Viét Nam, linh vuc nay da duogc ) gido su Luong Pinh Cua khoi xudng tir
nhitng nim 1960. Nhung mai dén nim 1980, huéng nghién ctru ndy méi dugc phat
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trién mot cach twong dbi cé hé thong va dinh hudng do cd tién si Phan Phai va cong
su tién hanh.

Dé nhan thirc rd hon vé chon tao gidng dot bién, ta c6 mot sé khai niém lién quan
sau: [13, 15]

- Hién tuong dot bién (mutation): 12 mot thay doi dac tinh mot cach bat thuong
va dot ngot trong gene hay nhiém sic thé ¢d kha niang di truyén cua mot co thé sinh
vat khong do hién tuong phan ly hay tai té hop tu nhién.

- Thay dbi do dot bién (mutated): Céc gene hay ciu tric nhidm sic thé bj thay
doi.

- Thé dot bién (mutant): mot co thé sinh vat méi mang gene dot bién hay céc
nhiém sic thé duoc sap xép lai.

- Dot bién tu nhién (Spontaneous mutation): 1a hién tuong dot bién do céc yéu to
t nhién trong mdi truong séng (tia bic xa mat troi, tia cuc tim, cac san pham do phan
rng hda hoc trong ty nhién, dot bién tu phat trong ndi bao va mé nhu cac rdi loan cua
qua trinh sao chép DNA...).

- Dot bién nhan tao (Artificia/Intentional mutation): 13 hién tuong dot bién thyuc
nghiém do con ngudi chu dinh tao ra dudi tac dong cua cc tac nhan vat li va hda hoc.

- Chon gibdng dot bién (mutation breeding): viéc cai thién di truyén dic diém cay
trong & mot hay nhiéu tinh trang khac nhau théng qua sir dung cac thé dot bién dugc
tao ra.

1.1.1. Cac tac nhan gay dot bién.

Pot bién co thé xay ra & moi co quan, moi thoi Ky sinh truong cua cay trong, theo
nhiéu hudng khac nhau va tan sé xuat hién ciing khac nhau, dot bién c6 thé xay ra bat
ctr 14c ndo do nhitng thay doi noi tai trong cau tric vat chét di truyén, do méi truong
thay d6i dot ngot cling nhu nhitng tac dong vat ly, hoa hoc... ciia con ngudi. Dot bién
thuong c6 hai 1a gay di dang, gay chét... nhung ciing xuat hién dang c6 loi nhu ning
suit cao, chng chiu tot véi didu kién moi trudng, xuat hién cac tinh trang méi, khic
phuc cac nhuoc diém cua giéng vat lieu khai dau.[2,7,15]

Trong ty nhién dot bién ludn xay ra nhung lai xay ra véi tan sé thap, chi & mic
1/10.000.000 dén 1/10.000. Do vay, viéc tao dot bién nhan tao to ra c6 hiéu qua va
duoc st dung rong rai trong cdng tac chon tao gidng. Cac tac nhan duoc su dung trong
tao dot bién nhan tao: tdc nhan vat Iy (buc xa ion héa, bic xa khéng ion hda), sbc
nhiét, tdc nhan hda hoc. [19]
1.1.1.1. Tac nhan hoa hoc:

S6 lwong cac chat hoa hoc gay dot bién 1 rat nhiéu va sé luong céc chat nhu vay
duoc phat hién ngay cang nhiéu. Tuy nhién, trong thyc té céng tac chon tao giéng dot
bién & cay trong chi mot sé it duoc st dung va to ra hitu ich, hau hét trong sb d6 thudc
vé nhom alky hoéa nhu: ethyl methane sulhonate (EMS), diethy sulfate (DES),
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ethyleimine (El), ethyl nitroso urethane (ENU), dimethyl sulfate (DMS), ethyl nitroso
urea (ENH), methyl nitroso urea (MNH)... [13, 15]

CAc tac nhan hda hoc sé& tao sai hong khi sao chép: cac chat déng ding cua base
(bromouracil, 2-amino purine...) gdn vao sai khi sao chép. Cac chat mau acridine c6
thé gan vao giira cac base cia mach xoin kép 1am mat hay thém vao mot base. Cac
chat hoa hoc sé& tac dong tryc tiép l1én gene khi khong c6 cac sao chép co thé gay dot
bién diém hay cac bién d6i A-T thanh G-C hoic G-C thanh A-T. [24]
1.1.1.2. Tac nhan vat ly:

CAc tac nhan vat Iy c6 thé tic dong 1am thay ddi cau tric DNA, nhiém sic thé mot
cach hiéu qua so voi cac nhan té hoa hoc 1a didu da duoc chitng minh thdng qua lich
str chon tao giéng dot bién. Céc tac nhan vat ly bao gom:

- Viéc gay soc nhiét

- Buc xa dot bién gay ra buc xa ion héa cac cap base cé chua nito trong chudi
DNA xay ra trong qué trinh sinh tong hop DNA ¢6 kha ning gy ra cac dot bién.[13]

- Tia Gamma: Tia Gamma c6 budc s6ng ngan hon va do vay c6 muc nang luong
photon cao hon tia X. Khéc vdi tia X, tia Gamma duoc tao ra tir cac dong vi phong xa.
[3,13,19]

- Tia cyc tim (UV): C6 kha ning xuyén thau vat chit rt gii han, vi thé ching
chi duogc sir dung mot céch han ché dé xir ly cac vat liéu c6 kich thudc nhé nhu bao ti,
hat phan, c4c té bao hat va nudi cdy té bao. Budc song trong khoang 10 — 400nm
mang lai anh huong vé mat sinh hoc cao nhat bai day 1a ving hap thu anh sang cao
nhit cua cé4c acid nucleic. [2,7,13]

- Tia neutron: Chum tia neutron cham va nhanh tir viéc phan hach hat nhan
Uranium trong cac 10 phan @ng hat nhan ciing ¢ thé duoc sir dung dé chiéu xa gay
dot bién ¢ vat liéu thuc vat. [2,13]

- Chum electron: Hinh thanh tir cac may gia téc dién tir, phuong phap nay bi han
ché va cam sir dung trong viéc chiéu xa tao dot bién dé dam bao tinh an toan cho
ngudi van hanh thiét bi. [6]

- Chum ion: Chum ion dwgc tao ra tir cic may gia toc mang mot ning lwong 16n
véi mue ning luong cao truyén qua vi tri cac mé. Do dé, co thé trong doi nhitng anh
huong sinh hoc khac biét cua vat liéu thuc vat so véi cdc loai buc xa c6 mic nang
luong truyén qua thap nhu tia X, tia Gamma. [13]

Tuy c6 nhiéu loai buc xa c6 thé dugc ap dung trong chon tao gidng dot bién nhung
tai cac qudc gia phat trién manh vé cong nghé chiéu xa gy dot bién trén thé gii nhu
Nhat, An Do, M¥... c6 nhitng té chirc tién hanh viéc nghién ctru ndy mot cach quy mé,
chuyén nghiép va bai ban thi hai loai birc xa chinh la tia Gamma va chum ion hién
dang str dung. [5, 6]

Trong pham vi dé tai nay, loai buc xa duoc str dung dé san sinh dot bién trén doi
tugng nghién ciu 1a tia Gamma trén hé thiét bi buong Gamma
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1.1.2. Cac phwong thirc sang loc ddt bién

Nhu d3 biét, tan suit cac dot bién phu thudc vao chang loai, lidu luong, cudng do
xt ly bang cac tac nhan gdy dot bién va ban than loai cia mau chiéu. Vi vy dbi véi
viéc tao gidng thi tan suat thu nhan dot bién c6 ich dao dong trong mot dai kha 16n, co
thé tir 0,05 % - 5% . [14]

Piéu kién tién quyét dé nhan dang, xac dinh thé dot bién 1a so sanh véi thi nghiém
dbi chtng hay chung quan thé ty nhién vé céc tinh trang hiru ich dugc quan tam.

Déi véi tirng muc tiéu riéng, trén mot d6i twong nhit dinh nao dé, nha chon gidng
can xac dinh rd chi tiéu can theo ddi, do dac va mo ta riéng cho quy trinh chon gibng.
C6 thé chia viéc sang loc dot bién tiy theo muc tiéu sang loc dot bién nhu sau:

- Sang loc dot bién dé nghién ctu vé tinh nhay cam b xa caa gidng: trong thuc
té thi cong viéc nay chiém ty Ié cong viéc khong I6n, muc tiéu nay nhim xac dinh
muc d6 thay d6i vé DNA va ca kiéu hinh dudi tac dong caa buc xa. Tinh nhay cam d6
dugc chirng minh 1a phu thugc vao hai yéu té déu thuoc vé ban chat loai: quyét dinh
boi gene quy dinh tinh nhay cam va tinh bén viing caa bo gene (tinh bén viing do cau
trdc va phan bd gene trén nhidm sic thé va tinh bén viing cua bd may ty sira chita cac
sai léch di truyén). [6]

- Tuy muc dich, kiéu tinh trang quan tdm va ddi twong nghién cru ma viéc quan
sat va ghi nhan dot bién co thé thuc hién trén toan bo céac ca thé thi nghiém hay nhom
ca thé (sang loc hai chiéu -2 dimension screening) dé tiét kiém thoi gian va cong suc.
C6 thé hinh dung hai hinh thac sang loc dot bién thdng qua vi du vé sang loc dé chon
gidng lta duoc tién hanh tai Vién buc xa tao gibng Nhat Ban (Institute of Radiation
Breeding) nhu sau:

Dhreng tmh

i3

Hinh 1.1 So d sang loc dot bién toan bo cac ca thé va sang loc hai chiéu
Tong sb mau bé tri thi nghiém: (m x n) = 64 mau, vi du c6 mot thé dot bién mang
tinh trang quan tam thi viéc tim ra chiing c6 thé tién hanh theo hai cach sau: bang cach
sang loc toan bo cé thé, can khao st ca 64 mau riéng ré, nghia 1a can dén 64 1an khao
séat, trong khi sir dung céch sang loc hai chiéu, viéc khao sat duoc thuc hién trén n
nhém bé doc va m nhém bé ngang, sé lan khao sat can thuc hién 1a (m+n) = 16
1an.[16,18,19]
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Trong cac chuong trinh chon gidng, khi tinh trang quan tam thudc vé hinh théi c6
thé quan sat bang mat hay dya vao ning suit, ham luong hoat chat da biét nha chon
gidng thuong wu tién st dung phuong phap khao sat toan bo cac ca thé, phuong phap
sang loc hai chiéu duoc sir dyng nhiéu cho cac tinh trang lién quan dén hoat chat la
khi viéc sang loc duoc thuc hién bang ky thuat sinh hoc phan tir. [19]

Tuy vao ddi twong nghién cau 1a cay hitu tinh hay vo tinh ma qua trinh sang loc
dot bién khac nhau. Pdi vai céc gidng cay trong sinh san hodc dugc nhan giéng vo
tinh, cac tinh trang dot bién quan tdm c6 thé boc 16 ngay trong lan trong thé nghiém
dau tién, tuy nhién viéc nhan gidng in vitro, in vivo va trong thé nghiém cac lan tiép
theo ciing c6 thé thu nhan duoc cac thé dot bién khac do hién tuong céac thé kham tiép
tuc duoc tach va thé hién tinh trang. DI véi céc gidng cay trong sinh san hay nhan
gidng hitu tinh, viéc nhan giong thuong duge diéu khién theo chiéu hudng ty thu dé
cac thé dot bién dong hop lan cé thé dugc thé hién ra kiéu hinh, do vdy ddi voi cay
trong loai nay thi viéc thu nhan, chon dot bién thudong duoc tién hanh & thé hé thic
hai, thtr ba hay tha tu. Chinh viéc phan tich tang sé xuat hién kiéu hinh dong hop lan
qua cé4c thé hé con gitp cho nha chon gidng c6 co s¢ danh gia vé quy luat di truyén
cua tinh trang quan tam. [5, 6, 14]

Trong thyc tién chon giéng, thuong hay xuat hién cac thé dot bién kham vé tinh
trang nao d6. Bé tach dong té bao kham ra riéng phuc vu cho chon gidng thi nudi ciy
in vitro 12 mot phuong phap hiéu qua, bén canh d6 viéc kich thich (bang cach cat
ngon, chiéu xa...) dé 1am phat sinh va tai cdu tric dinh sinh truéng chdi bat dinh, choi
nach dé thu nhan cac vat liéu dot bién thuan (khdng kham) hay 6n dinh ciu trac dinh
sinh truong cd loi (cac thé kham periclinal trong chon giéng hoa, cdy canh) ciing 13
mét cach 1am mang lai hiéu qua cao. Vi du, tai Vién btc xa tao giéng Nhat Ban, ddi
vai thé dot bién hoa clc kham mau sic canh hoa, cac canh hoa c6 mau khac nhau
duoc tach riéng va nudi ciy in vitro (vai thé hé) dé tach thanh dong té bao thuan, tir d6
tai sinh thanh cac ca thé mang dic diém mong mudn. [8,17]

1.2. Chen tao gidng birc xa (Radiation breeding)

1.2.1. Ban chat cac loai birc xa chinh sir dung va tac dong ciia chiing dén vt chat
va vat liéu.

1.2.1.1. Ban chat céc logi bic xa chinh:

Céc loai btrc xa thudng duoc st dung trong chiéu xa vat liéu thuc vat 1a: chom tia
ion (ion beam), tia X (X ray), tia Gamma (Gamma ray).

Gamma ray va X ray mang hai ban chat séng va hat khong mang dién nén khi
turong tac v6i vat chat, chdng it bi mat ning lwong con cac loai lon beam thi ¢ ban
chat cia hat mang dién nén mat nang lugng nhanh khi twong tac véi vat chat. C6 thé
hinh dung tac déng cua cac bic xa c6 muc ning lwong truyén qua cao va thap thong
qua so dd sau: [18, 19]
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Energy depositi Irradi to cell
Gamma rays
—300nm
Spur: ~3nm
Gamina fa;vs.'
Ton beams 2,000 spurs /Gy
Core: e
~3nm @Q
D

Carbon ions:
4 tracks / Gy

Hinh 1.2 Tac dong cua cac bac xa

Qua dé cho thay su xuyén thiu qua vat chit cia Gamma ray, X ray |a tét hon Ion
beam. Do vay, khi @ng dung trong chiéu xa tao dot bién can tinh toan kich thudc mau
chiéu ciing nhu cdu tric caa nhitng phan bao vé bao quanh khu vuc can tac dong cua
birc xa nhu vo cay, 14 che phu dinh sinh trugng, vach cellulose cua té bao dé viéc
chiéu xa dat hiéu qua mong muén. [19]
1.2.1.2. Tac dong cua buc xa ion hda Ién thyc vt

Muc d6 nhay cam phong xa cia mét bac phan loai thuc vat nao phu thudc vao dac
diém di truyén caa né, dugc kiém soat boi gene hay cac gene. Theo d6, c6 mot s6
chung ndng nghiép cua cing maot loai thé hién mic do nhay cam véi phong xa khac
nhau. Cho di sy nhay cam ctia mau chiéu khac nhau ddi véi lieu chiéu va cuong do
chiéu xa 1a khac nhau, ciing c6 nhitng nguyén ly chung vé twong quan hiéu qua gay
dot bién, lidu chiéu va cudng do chiéu xa nhu sau: [6, 11, 22]

- Thuc vat cang nhay cam vai phong xa thi cang c¢6 nhiéu thay doi kiéu hinh khi
duoc &p dung clng mot liéu/suat liéu chiéu xa va cang cé nhiéu co hoi dé sang
loc cac thé dot bién.

- Cac phuong thirc chiéu xa khac nhau c6 cac anh huong khac nhau trén
cuing mot loai vat liéu thuc vat. Béi véi cling mét liéu chiéu hay cling mot loai
birc xa, hiéu g cac tac dong birc xa phu thudc vao suét lidu, LET va ban chat
cua loai burc xa.

- Céc vat liéu dang c6 sy trao ddi chit manh thuong nhay cam phong xa
hon cac vat liéu dang c6 murc d6 trao d6i chat yéu. Vi du, hat giong kho 1a kém
nhay cam phong xa hon hat gidng trurong sap nay mam.

- Vi cung mot chang loai vat liéu, cac vat liéu non thuong nhay cam hon
vt liéu truong thanh. Vi du: canh khac vai chdi.

- Liéu chiéu cang cao thi sé luong dot bién tao ra, kha ning thuong ton
cua té bao hay mo cang 16n nhung kém theo d6 1a kha nang séng ctia mau chiéu
cang thip hay ndi cach khac 1a ty 18 chon loc duogc thé dot bién ton tai duoc
trén tong dot bién tao ra l1a thap.
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- Cuong do chiéu cang Ién thi kha nang gay thuong ton cang cao DNA va
kha ning sira chita thp di.

- Hé thdng di truyén cia mdi taxon thyuc vat 1a khac nhau, c6 mac do 6n
dinh khac nhau va c6 tinh nhay cam véi bac xa khac nhau. Do d6 khong thé &p
dung mot chuan chung nao d6 cho tat ca cac taxon khi tién hanh chiéu xa dot
bién. C6 chiang chi la nhitng danh gia chung dé tién hanh thyc nghiém déi véi
nhém thuc vat nao d6 vai ting loai vat liéu chiéu xa (mé, hat, cay...).

Hiéu #ng ciia birc xa ion hoa Ién thanh phan cdu tao ciia DNA:

DNA la vat liéu di truyén quan trong, c6 hai chic ning co ban trong héa
sinh té bao: mot mat DNA dam bao viéc chuyén cac théng tin di truyén mot
cach chinh xac cho thé hé sau trong qué trinh phan bao cua té bao. Mt khac,
nhitng théng tin chira dung trong phan tir DNA xac dinh ban chat va thudc tinh
chtrc ning cua tat ca cac protein dugc tong hop trong té bao [3]. Néu mot té bao
tiép xUc Vi buc xa, Xac suat dé bic xa twong tic anh huong dén phan tir DNA
la rat nho.Tuy nhién, mdi té bao, gidong nhu 1a mot co thé con nguoi, chi yéu
c6 nude. Vi vay, c6 mot X4c suit cao hon cua birc Xa twong tac voi cac phan tir
nuéc, vi nudc chiém hau hét khdi luong cua té bao. Khi bic xa twong tac voi
nudéc, nd c6 thé pha v cac lién két gitta cac phan tir nude véi nhau, san sinh ra
cac phan tir nhu hydro (H) va hydroxyls (OH). Nhitng manh v& ¢ thé tai két
hop hoic ¢d thé twong tac v6i nhau hodc cac ion khac dé tao thanh hop chat,
chang han nhu nudc, ma khdng 1am hai cac té bao. Tuy nhién, chiing c6 thé két
hop dé tao thanh céc chat doc hai, chang han nhu hydrogen peroxide (H203),
c6 thé gop phan vao su hay diét cua té bao. Khong phai tit ca cac té bao song
déu nhay cam véi buc xa. Nhitng té bao dang trong qua trinh sao chép c6 nhiéu
nhay cam hon so véi nhiing té bao khdng sao chép. biéu nay 1a bai vi cac té
bao phan chia yéu cau théng tin DNA chinh xac dé cho céc té bao con cua té
bao ton tai.[28]

Tdc déng Ién cdu tric bdc hai ciua DNA:

Viéc dut céc lién két hydro cua ciu tric DNA bi chiéu xa 1a mét hién twong rat quan
trong vi hiéu suét tiép nhan phong xa cao. Song song véi viéc thay doi cau tric bac
mat, c¢6 3 tac dong 1én cau trdc bac 2 cua DNA 1a:

- Hién twong cat mach (degradation): cit dut hai mach cua phan tir DNA
va tao thanh cac doan DNA co6 kich thuéc nho hon.

- Hién twong bién tinh (denaturation): dat céc lién két hydro hoic céc lién
két photphodiester.

- Hién twong khau mach (cross linking): chudi da nucleotide dinh voi
nhau bang céc lién két héa hoc va khéng tach ra dwgc. Khi chiéu xa ion hoa
trén dung dich DNA thoat dau cic nha nghién ctu thay c6 hién tuong giam
trong luong phan tir thé hién qua viéc giam do nhot cia dung dich, nhung néu
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tiép tuc tang lidu chiéu thi trong luong phan tir ting 1én va tao thanh céc dang
gel khdng hoa tan do hién tugng “cross linking” tir cac doan DNA di bi cét dut.

1.3. Phwong phap xac dinh liéu chiéu xa dwec sir dung dé san sinh céc thé dét
bién
1.3.1. Quy trinh chung

Pé xac dinh liéu chiéu nham san sinh cac thé dot bién phuc vu cho chon tao gidng
btic xa, co thé 4p dung cac budc cin ban trong quy trinh tién hanh dugc mo ta dudi
day do Vién tao gidng birc xa Nhat Ban xay dung [21]. Cac budc trong quy trinh vé
cin ban twong dong véi cac phuong thire tién hanh duoc FAO/IAEA ghi nhan, thdng
ké ciing nhu duoc dé cp trong tai liéu.

- Tim hiéu va tham khao cic tai liéu hay internet vé cac thong tin lién quan.

- Tuy tinh huéng va hoan canh, chon loai bitc xa va thiét bi chiéu dé thuc hién
chiéu xa.

- Chon loai vat liéu dé chiéu.

- Chuan bi mau chiéu dé khao sat nhdm thiét ké lidu chiéu.

- Tuy vao kiéu vat liéu, thiét ké dai lidu thi nghiém kiém tra dé xac dinh Liéu gay
chét 50% (LDso - Lethal dose 50): Chiéu xa vé6i 10 lidu tir 0 dén tdi da (Ty 1& chét 1a
100%, LD1oo - Lethal dose 100). LD1oo cho cac nhom thuc vat va loai mau vat liéu 1a
khac nhau, nhitng nhom chinh duoc dé cap trong co so dit liéu cua Dién dan hop tac
hat nhan chau A (Forum for Nuclear Cooperation in Asia — FNCA) va céc co so dir
liu khac. Trong truong hop chua co cac dit lidu lién quan, viéc xac dinh LD1oo can
phai dua trén thuc nghiém: ddi véi cac vat liéu co mirc nhay cam voi buc xa cao: bd
tri 10 liéu chiéu tir 0 — 100Gy; voi céac vat liéu c6 muc nhay cdm vdi blic xa trung
binh: b tri 10 liéu chiéu tir 0 — 400Gy; véi cac vat lidu c6 muc nhay cam véi birc xa
thap: bd tri 10 liéu chiéu tir 0 — 2000 Gy dé xac dinh liéu gay chét hoan toan. [36]

- Quan sat cac ty 1¢ séng ctia mau theo liéu, vé& biéu do6 va xéac dinh LDso.

- Chuén bi mau dé chiéu xa lai nhdm muc dich xac dinh cac liéu chiéu toi wu.

- Chiéu xa vé6i 7 liéu: 5/8LDso; 6/8LDso; 7/8LDso; LDso; 9/8LDso; 10/8LDso;
11/8LDso
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- Khao sat dé chon 2-3 lidu tot nhat dé 1am dai liéu phu hop hay tdi vu nhat dé
san sinh dot bién dua trén tan suat xuat hién cac thay ddi hinh thai nhan dugc.

- Sau khi xac dinh lidu t6i wu, co céc lya chon dé ung dung chiéu xa thuc té phu
thudc hoan canh:

- Néu viéc chuan bi mau 1a dé dang va viéc tién hanh chiéu xa 1a san sang déap
g cho lwong mau 16n dong thoi dii ngudn nhan lyc dé sang loc vé sau thi viéc chiéu
xa c6 thé thuc hién véi tat ca 5 litu 5/8LDso; 6/8LDso; 7/8LDso; LDso; 9/8LDso;
10/8LDso; 11/8LDsg

Néu chuén bi mau khé khin va cac miu 1a hiém, cac lidu 14n can ngudng thip nén
duoc ap dung.

Néu chuén bi mau 1a d& nhung qua trinh chiéu xa 1a khong sin sang dé thuc hién
nhiéu 1an, cac liéu 1an can ngudng cao nén duoc ap dung.

Néu viéc chuan bi mau 1a dé dang, viéc tién hanh chiéu xa 14 san sang d4p tng cho
lwong mau 16n, di ngudn nhan lyc dé sang loc vé sau dong thoi ¥ do cua nha chon
giéng la c6 dugc cang nhiéu vat liéu dot bién cang tt thi viée chiéu xa co thé thuc
hién véi1 ca 10 lidu 0,1 LDso; 0,2 LDso; 0,3 LDso; 0,4 LDso; 0,5 LDso; 0,6LDso; 0,7
LDso; 0,8LDso; 0,9 LDsp; va 1LDso

Néu viéc chuin bi mau 1a d& dang, viéc tién hanh chiéu xa 1a sin sang dap ung cho
lwong mau 16n, di ngudn nhan lyc dé sang loc vé sau dong thoi ¥ do cua nha chon
giong 1a c6 dugc nhiéu vat lidu va chii trong cac dot bién bén thi viéc chiéu xa c6 thé
thuc hién véi 5 liéu 0, 2 LDso; 0, LDso; 0, 6 LDso; 0, 8 LDso; va 1 LDso.

Bwdc chon lwa ndng cao:

Néu viéc nghién ctru chi tiét 13 can thiét hay dé xac dinh tinh nhay cam véi buc xa
ctia vat liéu, chi tiéu Reduction dose RDso dugc yéu cau phai xac dinh. Pon vi duoc
st dung dé danh gia tin suét xuat hién cac thay ddi vé tinh trang quan tdm 1a
Reduction dose (RD). RDsp 1a lidu ma tai d6 50% dic diém quan tim xuat hién thay
d6i. S6 lwong mau dung cho kiém tra xac dinh RDso 13 nhiéu hon xac dinh LD50, phai
dat tir 100 tro Ién.

Pbi v6i mot s6 nhom d6i twong cay trong, thay vi stir dung LDso, cac chi tiéu LD7s
hay LD2s dugc str dung sau khi d3 khao sat nhidu va nim viing tinh hiéu qua cua viéc
chiéu xa khi ap dung chiéu xa mot loai birc xa nhét dinh.

C6 mot s cai bién tir quy trinh chung nay dé danh gia dai lidu tdi wu dé nhan duoc
ddt bién lam vét liéu cho chon tao giéng burc xa.

Cho du quy trinh trén duoc dé xuat chung cho ca hai phwong thirc chiéu xa, trén
thuc té nd duoc 4p dung chu yéu cho phuong thire chiéu xa cip tinh. Trong truong
hop chiéu xa truong dién thi rat khé va mét nhiéu thoi gian dé danh gid hay xac dinh
cac khoang cach ti vu (twong duwong véi lidu va suat lidu tdi wu) cho viéc san sinh céc
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dot bién va dot bién hiru dung trén Gamma field boi thoi gian thé hé cia cay trong
cling nhu thodi gian phat sinh dot bién kéo dai, dong thoi viée san sinh ra dot bién va
viéc van hanh co ché ty sira chira cua thuc vat xay ra song song, thé nén thong thuong
thi viéc sang loc dot bién duoc tién hanh trén mot dai liéu/sudt liéu rong. Sau mot thoi
gian sang loc 1au trén mot loai ciy trong nao do, cac nha nghién ctru thong ké lai cac
dot bién suat hién cho timg dai lidu/suat liéu nho hon va theo d6 thi ving thich hop dé
san sinh dot bién hitu ich s& duogc chi ra. [6, 11, 13]

1.3.2. Phuwong thirc xac dinh suit lidu thich hop cho viéc chiéu xa thwong xuyén
mot loai vat li¢u

No6i chung, thi vi¢c chon suét lidu cho chiéu xa thong thuong dugc thuc hién theo
kinh nghiém va phu thudc vao dac tinh, lich van hanh thiét bi va thuong chon mirc
trung binh ciia dai lidu duoc dé nghi duéi day. Tuy nhién, trong cic chwong trinh tao
giéng dot bién 1ap lai qua trinh chiéu xa nhiéu 1an, viéc xac dinh suit liéu thich hop
duoc yéu cau dé nang cao hi¢u qua tao thé dot bién va sb lugng dot bién dung lam vat
liéu cho sang loc vé sau. [6,21,22]

Sau khi x4c dinh dai liéu va liéu phu hop, bd tri thi nghiém xac dinh dai suét liéu
pht hop bang cach thay doi suat liéu (thoi gian chiéu) sao cho van giit duoc dung lidu
thich hop, so LD hay RD dé x4c dinh suit lidu thich hop dung cho mdt loai vat
lidu/loai ndo d6 dé ap dung vé sau.

Dai suat liéu dugc dé nghi dé thir véi phuong thire chiéu xa truong dién mdi ngay
8 gio la: tr 0,5Gy — 2,0Gy /ngay dbi voi cay thiao ngin ngay va 0,015Gy — 0,4
Gy/ngay voi cay gb dai ngay.

Dai suat lieu duoc dé nghi dé thir trong truong hop doan chiéu trén hé Gamma
room van hanh 20 gio 1 tir 10Gy-80 Gy/h véi cac vat liéu can chiéu lidu cao; 13 5Gy —
20Gy/h véi cac vat liéu can chiéu lidu trung binh; 12 0,4Gy — 5Gy/h.

Dai suét lidu dugce dé nghi dé thir trong truong hop doan chiéu bang cac kénh cua
cac may gia toc hay bang mdy phat tia X 13 5Gy-10 Gy/phut vé6i cac vat liéu can chiéu
lidu cao; 1a 1Gy — 5Gy/phiit véi cac vat liéu can chiéu lidu trung binh; 13 0,2Gy —
2Gy/phUt véi cac vat liéu can chiéu lidu thap.

Tuy nhién, v6i cac loai cy hay vat liéu xac dinh nao d6 thi dai suét liéu dé nghi
trén c6 thé gia giam phu thudc vao kinh nghiém va sy suy xét su twong quan, tinh
trong dong gitra cdc mau dang thuc hién chiéu xa va cac mau/loai da tién hanh trudc
d6 cling nhu loai birc xa duoc sir dung.

1.4. Cac thanh twu vé chen tao giéng birc xa

Ngay tir nhitng nim 1970, co quan ning luong nguyén tir quéc té (IAEA) va to
chtrc nong luong thé gigi (FAO) da tai tro mé rong hudng nghién ciru gy dot bién cai
tao nhirng gidng cay ndng nghiép va cay cong nghiép nhiéu nudc trén thé gidi nham
tao ra hang loat giong mai nhu: 1aa, laa my, 1Ga mach, tao, chanh va nhiing giéng cay
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trong khéac. Cho toi nim 2007 (FAO/IAEA Mutant Varieties Database), trén 2600
gidng cay trong di duoc tao ra bang gay dot bién thuc nghiém trén pham vi 62 nuéc.
Viéc tng dung k¥ thuat hat nhan dé cai tao cdy trong da mang lai hiéu qua cuc ky to
I6n vé kinh té ndng nghiép. Udc tinh hang trim ti d6 la My va hang ngan heta gieo
trdng bang nhitng gidng cay trong duoc tao ra tir d6t bién. Nhirng thanh tuu to 16n ma
gy dot bién thuc nghiém dem lai trén thé gidi do 1a mot s6 giéng cay trong nhu: Co
Bermuda, 18, gidng lta lin Remei, khoai lang, khoai tay, hoa clc, hoa hdng véi mau
sic khac nhau va hinh thai canh hoa da dang, hoa lan khang con tring va c6 mau sic
la cua Nhat, cam khéng hat cua Iran, vai khdng hat A4 caa Trung Qudc... Dac biét ¢
Trung Québc giéng lua dot bién Zhefu 802 duoc trong véi dién tich 16n nhat thé gidi
(trén 10,5 triéu heta) va duoc sir dung rong réi trong san xuat trong thoi gian kha dai
trén 10 nam.[54,55]

O Viét Nam, cac nghién ciu di truyén va chon tao giéng ¢ Viét Nam duoc tién
hanh cham hon nhiéu so véi thé gidi. Nam 1966, cac nghién ciru vé anh huang cua tia
Gamma, ngudn ©Co, DES, DMS dén cé4c bién di di truyén caa IGa, dau tam tai bo
mon di truyén khoa sinh Pai Hoc Tong Hop Ha Noi (Trinh B4 Hitu, Phan Phai, Lé
Duy Thanh). T nam 1968 trén dau ha lan cia Tran Minh Nam, trén
Nigenladamastica ctia Phan Phai (1969 — 1972), tiép theo 1a cac nghién ctu trén cay
ca chua, téo, I0a cua Vién ciy luong thuc va thuc pham (Vi Tuyén Hoang va cong su
nam 1975 — 1980). Cac nghién ciru anh huong caa tia Gamma cua Thai Céng Tung,
Nguyén Vin Mung (1971 — 1974)... trén mot s6 cay trong. [5,6]

Sau nam 1975, cac nghién ctu chon tao giéng dot bién phat trién manh & nhiéu
vién nghién ctru va cac truong Pai Hoc. Mot s6 nghién clru va thanh cong cia cac
trung tdm nghién ctru hat nhan:

- Céac dong lta Basmati dot bién (BPS3, BPBSS, v.v.) tir két qua ciia Dé tai cp
B6 trudc day do do TTHN Tp. HCM chu tri thuc hi€én nhiing nam trudc day hién
dang duoc khao nghiém dién rong (hon 1000ha mdi gidng) tai tinh S6c Tring va mot
sd tinh khac tai Pong bang Song Ciru Long (PBSCL).

- Nim 2012 ThS Nguyén An D¢ trung tdm nghién ctru giéng ciy budi dudng
khong hat (PLC240, DLC434, DLC436) [40],

- Nam 2002 Nguyén Van Vinh thudc Vién khoa hoc k¥ thudt hat nhan chiéu xa
gy dot bién hom mia,

- Nim 2004 T.S Nguyén Tién Thinh thudc Vién nghién ctru hat nhan Pa Lat
chiéu xa Gamma liéu thap 1én miu khoai tiy giong ,

- Nam 2012 Th.S Pao Thi Thanh Bé“mg va cong su tai Vién Di truyén Nong
Nghiép Vi¢t Nam da tao ra giéng cuc sach bénh va da duoc tréng thir nghiém & xa
Tay Tyu, Tir Liém Ha Nbi cho ning suit cao, chéng dugc sdu bénh, giam 1/3 chi phi
san xudt so voi gibng cii .[50]
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1.5. Két hop cong nghé nudi cAy mé té bao va cong nghé chiéu trong cong tic dot
bién gidng ciy trong

Trong thuc té chon tao gidng bing phuong phap giy tao dot bién truyén théng,
cac nha nghién ctru thuong phai doi mat vai nhiing van dé nhu sy hinh thanh thé
kham, nhitng kho khin trong phéan lap ving mé dot bién, kha ning bo sét cac ving md
dot bién tiém nang, viéc thiét 1ap cac ap luc chon loc, va cac han ché thuc té khi mau
vat quan tam xu 1y dot bién cd kich ¢ Ion. Nhing tré ngai nay c6 thé 1am cho chuong
trinh chon giéng tré nén cdng kénh, tén kém, kéo dai thoi gian va tham chi d6i khi
khong thuc hién duogc. [35]

Do dot bién 12 bién c6 don bao trong khi mau chiéu Ia hé thong da bao, ta ludn
nhan duoc cau tric kham gitra thiéu s té bao dot bién véi da s té bao binh thuong
sau khi chiéu xa (IAEA, 1986). Cung véi sy phat sinh cé& thé (ontogenesis), nhiing
viing kham s& hinh thanh nén tir té bao dot bién trong noi bo cau tric phan sinh. Khi
cho rang cau triic phan sinh c6 cau tao 3 16p, nguoi ta da dé xuat cac cau trac kham la:
kham xen (mericlinal), kham vung (sectorial), va kham vong (periclinal). Trong do,
dang kham vong trong nhiéu truong hop, vi nhu khi chi xét dén céc tinh trang hinh
thai, c6 thé xem nhu 1 dang dot bién thuc té ¢ thé dung duoc. [36, 37]

Sy phan lap dot bién nhu sau 1a qua trinh lam ting kich thuéc cua ving mo
kham qua mot sé thé hé cho dén khi ving mé nay du l6n dé c6 thé che phu mét viing
mam phan sinh ndo d6, sao cho thé hé sau phat sinh tir viing phan sinh nay c6 cu tric
di truyén ving mé kham. Nguyén ly tao 16p (layering) ¢ dinh phan sinh thuong duoc
&p dung cho qué trinh phan 1ap nay. Theo d6 c6 thé thay rang bang phuong phép trong
trot truyén thdng, chién lugc phan lap qua layering nhu vay s& kha tén kém khong chi
vé tién bac, cong sirc ma con kéo dai thoi gian chon gidng néu ddi twong quan tam la

nhiing cay dai ngay. [11]

Min 3o Ciy khéng 45t bién

A ST A
= \

Ciy khong 49t bién Ciy k]!u;n sector

Hinh 1.5: Nguyén ly layering trong tach kham va phan lap dot bién
Mot s6 tinh trang kho hay khéng thé thiét 1ap dé chon loc trong diéu kién dong
ruong c6 thé duoc phét hién théng qua cac ap luc chon loc in vitro. That vay, ky thuat
nudi cdy mé in vitro gidp cé thé gia 1ap lai nhitng ap luc ty nhién nhuw d6 man, phén,
kho han, doc t6 bénh hai...Tat ca trong mot quy mé thu hep, chu dong, va quan ly
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duogc; nghia 1a chon loc in vitro gidp tién hanh cdng tac chon gidng mot cach an toan
va tiét kiém hon. [38]

1.6. PA DANG DI TRUYEN VA MOQT SO PHUONG PHAP NGHIEN
CUU PA DANG DI TRUYEN

1.6.1. Pa dang di truyén [9]

Pa dang di truyén 1a mac do da dang sinh hoc, lién quan dén cac dic diém di truyén
trong cau tric di truyén caa mot loai. N6 khac biét véi bién dong di truyén, vén ding dé
mo ta xu hudng bién dong cac dic diém di truyén (www.wikipedia.org).

Céc yéu t6 anh huong dén tinh da dang di truyén c6 thé 1a: sy chon loc tu nhién,
su troi dat gene nglu nhién, dot bién, hé thdng giao phan khong ngiu nhién, sy di cu
di truyén (gita cac quan thé). Nam yéu t6 anh huong 16n nhat nay chinh 1a nguyén
nhén tao nén cac co hoi tién hoa.

S6 lugng khéc biét nhau vé& gene trong mot quan thé duoc xac dinh bai sé gene
trong von gene d6, thuong ¢ nhidu hon mot allele (dwoc goi 14 cac gene da hinh) va s6
luong cac allele cho m&i mot gene da hinh. Su ton tai ciia cac gene da hinh cho phép céc
ca thé trong quan thé co thé co kiéu gen di hop tir, c6 nghia 13 cac ca thé cd thé nhan
duoc nhitng allele khac nhau tir kiéu gene trong mdi bé me. Su khac biét vé gen cho
phép cac loai thich tmg dugc véi sir thay doi cua méi truong. N6i chung, nhitng loai quy
hiém thuong don diéu vé gen hon so véi nhirng loai phd bién, phan b rong va hau qua
la nhitng loai quy hiém thudng rat nhay cam véi su bién doi moi trudng va dé bi tuyét
chung.

Y nghia ciia sw da dang di truyén

Sy da dang di truyén giGp cho mot loai sinh vat cu thé c6 kha nang déap ung
lai nhitng bién d6i cua didu kién méi trudng sdng va ton tai theo thoi gian. Panh gia sy
da dang di truyén ctia mot quan thé 1a mot trong nhitng viéc 1am can thiét gidp
chiing ta phéc thao ra nhiing chién lugc bao ton in situ va ex situ. Hiéu biét vé su da
dang di truyén cua quan thé con gilp ching ta c6 huéng khai thac ngudn tai nguyén di
truyén mot cach phi hop.

Sy da dang di truyén ¢ nhiing loai cay c6 gia tri sir dung cao 1a diéu mong mai cua
c4c nha lai tao vi nhu thé ho cd thé tao ra mot ngudn nguyén liéu phong ph cho cong
t4c chon tao gidng méi hodc cai tién mot sé dac tinh cua mot loai nao d6. Theo do,
viéc bao ton ngudn gene ciing dong nghia véi viéc bao vé ngudn nguyén liéu séng cho
viéc s dung trong mot thoi gian dai nham tao ra thuc pham, thudc men, quan &o,
nhién liéu cling nhu nhitng san pham cdng nghiép khac cho cudc séng.

1.6.2. Cac phwong phap danh gia da dang di truyén
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1.6.2.1. Cac phwong phap 1am san sinh cac diic trung nhan dién dic diém di
truyén

1.6.2.1.1. Cac phwong phdp swr dung céc chi thi hinh théi [8]

Sy da dang di truyén c6 thé phat hién dya vao céac biéu hién hinh thai. Trudc day,
khi sinh hoc phan tir va ky thuat di truyén chwa phét trién, thi marker hinh thai thuong
duoc str dung dé nghién ctu su da dang di truyén. Tuy nhién, cac marker nay cé nhiéu
diém han ché nhu:

- Céc bién doi hinh thai khong phat hién duoc & mot sé loai

- Céc nghién ctu st dung dic diém hinh thai néi chung thudng giéi han trong
mot locus

- Nhiéu dic diém hinh thai chi c6 thé quan sat dwoc vao nhiing giai doan nhat dinh
trong chu ky sbng.

- Nhiéu dic tinh hinh thai khdng riéng biét ma lién tuc va chéng lap giira cac ca
thé gay tré ngai cho viéc phan tich chinh xac su da dang di truyén cua quan thé

- Hinh théi la két qua tuong tac giita kiéu gene va diéu kién song, vi thé nhiéu luc
khong phan 4anh dung vé ban chét kiéu gene.

Vi vy, ngay nay phuong phap danh gia da dang di truyén khong con dugc sir dung
nhiéu ma thay vao d6 13 cac phuong phép khac lién quan truc tiép dén khao sat & mirc do
DNA.

1.6.2.1.2. Phwong phdp sir dung cac chi thi protein va Allozyme

Déi vai viéc hinh thanh cac marker phan tir dua trén co so da hinh protein, k¥
thuat duoc sir dung thuong xuyén nhat 1a phan tach protein bang dién di, sau d6
nhudém dac hiéu cac phan lop protein riéng biét. Mot cach kém thong dung hon, cac
protein dic biét duoc phét hién bang cac khang thé dugc nhan dong don duoc gan véi
chat danh dau huynh quang. DU céc nghién ctru sém hon tap trung vao viéc tim céc
kiéu protein chtra trong hat, phan 16n cic marker protein dugc din Xxuat tir cac
allozyme (cac bién thé cua mot enzyme duoc ma hoa trong céc allele khac nhau cua
cung mét locus).

Tuy viéc ap dung chi thi protein va Allozyme d3 lam thay ddi viéc nghién ctru da
dang di truyén theo chiéu huéng thuan loi hon nhung s6 chi thi ciing qua it, khong
thoa man cho nhu cau nghién ctu.

1.6.2.1.3. Phwong phdp sw dung chi thi sinh heoc phan tw dwa trén DNA (dac
trung nhdn dgng DNA — DNA fingerprinting) [2] [7] [11]

Chi thi phan tir (Marker) di truyén déng gop vao linh vuc nghién ctu su da dang

quan thé thyc vat bang cach cung cip cac ky thuat dé phéat hién nhitng bién doi di
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truyén giita cac ca thé, quan thé va loai. Trong nhitng nim gan day, khi sinh hoc
phan tir va ki thuat di truyén phét trién manh mg, thi nhiéu marker di truyén dwa trén
DNA ciing duoc phét trién va mé ra mot ky nguyén mai cho nganh sinh hoc quan thé
va bao ton. Cac marker nay gilp chlng ta hiéu va tir d6 c6 bién phap quan Iy va sir dung
su da dang cua quan thé mot cach tot hon. Cac ky thuat nhu giai trinh tu
(sequencing), minisatellite, microsatellite, RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphisms) va mot sé k¥ thuat dia vao PCR nhu RAPD duoc phat trién sau nhu
RADP (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphisms), ISSR (Inter Simple Sequence Repeat Polymorphisms)... gilp phén
tich tinh vi hon cdu trdc di truyén cua quan thé va céac su kién khac trong qué trinh
sinh hoc tién hoa cua ching. Do dy phat trién manh mé& vé ki thuat va cong nghé, gan
day viéc giai trinh tu DNA di cai thién rat nhiéu vé thoi gian thao tién hanh, chi phi
giam nhiéu so véi trude day nén viéc (ng dung chlng trong viéc 1am nay sinh céc dic
trung nhan dién DNA ciing di tré nén phd bién hon, cic nha khoa hoc trén thé gioi da
va dang tap trung nhiéu vao giai trinh tu cac doan DNA/gene ngan mang thong tin
tién hoa cao (DNA barcodes) phuc vu cho viéc nhan dang loai, chung giéng va danh
gia da dang di truyén quan thé. Su phat trién manh mé& cling véi s6 lugng nhiéu céc ky
thuat phan tr trén da giap ching ta giai quyét duoc nhiéu van dé lién quan dén sy di
truyén ciing nhu bao tén cac quan thé thuc vat. Cac ky thuat nay cho phép khao sat dé
thu Iuwong 16N dix liéu vé sy bién do6i trong quan thé va loai nghién ctu. Marker phan tir
dau tién duoc phat trién 1a RFLP (1980), tiép dén 1a RAPD (1990).

MGi mot Ky thuat sinh hoc phan tir nham Iam nay sinh dic trung nhan dién DNA
(DNA fingerprinting) déu dua trén nhimg nguyén 1y khac nhau, cé cac uru diém va han ché
riéng va it hay nhiéu ciing da dat nhitng thanh tyu nhét dinh, phuc vu cho cac muc dich
nghién ctru khac nhau.

Trong pham vi cta dé tai nay, ching t6i chon st dung ki thuat RAPD nham lam
nay sinh dic trung nhan dién DNA phuc vu cho muc tiéu danh gia da dang di truyén
bai I8, cho du ky thuat nay co cac han ché :

- K¥ thuat RAPD c6 muc do tai 1ap két qua (productivity) khong cao, diéu nay
c6 nguyén nhén tr tinh nghiém ngét trong phan ing PCR va phu thufc mirc d6 thanh
thuc trong thao tac ciling nhu tinh 6n dinh cua diéu kién trién khai thi nghiém.

- Kha ning nhéan ban trong phan tmg PCR cao nhung kha ning xuat hién da hinh
thap va do tin cay khong cao do khé phan biét cac doan ADN c6 kich thudc gan gidng
nhau.

- Chi thi phan ta RADP 14 chi thi troi, khong phan biét dugc tinh ddng hop tir va
di hop tu.

Nhung né ciing ¢6 nhiéu uu diém, thich hop voi diéu kién thoi gian va kinh phi
thuc hién dé tai cling nhu bude dau tiép can thuc tién cong tac nghién cau cua sinh
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vién:

- V& mat k¥ thuat: Ky thuat RAPD dé ghu’c hién va dé thanh cong do khong can
biét trude trinh tur b gen cua doi tuwong can nghién ctru, thao tac don gian. ADN
Khuon mau khong can dg tinh sach cao.

- Thoi gian thyc hi¢n nhanh.

- Kha nang nhén ban cao. )

- V& mat kinh té: Chi p}}i thuc hién thap. ’ ,

- Ky thuat RAPD c6 thé dugc su dung két hop voi nhimng ky thuét cao cap khac
de dén}} gia da dang di :[ruyén va nhan dién chi thi pl}én tr ¢6 do tin cay cao.

Dé lam rd hon vé€ ky thuat dugc chon lwa d€ su dung trong nghién ctru nay,
chung t61 dé cap sau hon vé k¥ thuat RAPD dudi day:

K§$ thuat RAPD (Random Amplified Polymorphic ADN - da hinh cac doan ADN
dugc khuéch dai ngau nhién) do William phat minh nim 1990, Welsh va cong su
hoan thién nam 1991. K¥ thuat nay cho phép phat hién tinh da hinh cac doan ADN
dugc nhan ban ngau nhién bang viéc sir dung moi don chira trat ty nucleotide ngau
nhién. Pén nay, k¥ thuat nay da va dang duoc ang dung rong rai trong nhiéu linh vuc
cua sinh hoc phan tir. Nguoi ta da sir dung ky thuat nay dé thiét 1ap ban @6 di truyén,
danh gia hé gen cua gidng va su da dang di truyén cua tap doan gidng ciing nhu da
dang di truyén quan thé 1am co s& cho viéc bao ton, quan ly, khai thac, chon tao giong
va su dung tai nguyén sinh vat néi chung, thuc vat néi riéng mot cach hop ly.

K§ thuat RAPD dua trén nguyén ly phan @ng chudi polymer hoa (Polymerase
Chain Reaction — PCR), sir dung nhitng méi ngan (khoang 10 nucleotide) c6 trinh ty
biét trudc, bat cap va nhan ban ngau nhién nhitng doan ADN ¢4 trinh ty b sung véi
trinh ty cua cac moi. Theo nguyén tac, khi 2 ca thé hoan toan gidng nhau, sau khi thuc
hién phan tng PCR — RAPD ¢ diéu kién nhu nhau s& tao ra tap hop cac doan san
pham bang nhau vé chiéu dai (dic trung nhan dién DNA gidng nhau). Khi c6 sy sai
khac hodc dot bién & vi tri bat moi s& dan dén su khong bat cap duogc, hodc doan dugc
khuéch dai boi méi duge st dung thudc hai ca thé c6 kich thude s& san sinh cac dic
trung nhan dién DNA khac nhau. Vi vay viéc sir dung k¥ thuat RAPD ¢ thé gidp
phat hién dot bién va céc sai khac hoic twong dong trong bo gene sinh vat.

Ciing theo nguyén 1y chung cac yéu t6 can thiét dé tién hanh phan tng RAPD-
PCR bao gom:

(1) ADN khuén (ADN template) véi ndng do 5 - 50 ng trong 20 - 25 pl. ADN
khudn 1a vat liéu khoi dau cho phan tng RAPD, duogc tach tir cAc mau: virus, vi
khuan, té bao thuc vat, dong vat... ADN c6 dd tinh sach nhat dinh, c6 thé 1a soi don,
soi d6i, mach vong hoic mach thang. ADN khuén duoc khuéch dai duéi dang thang
c6 hiéu qua hon dang vong. Kich thuéc ADN khudn nho hon 3 kb cho két qua tot
nhat.

(2) Pogn méi (primer): chi sir dung mot moi d6 1a mot oligonucleotide c6 trat ty
nucleotide ngau nhién va c6 chiéu dai 8 - 10 nucleotide (thudng sir dung moi dai 10
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nucleotide). Nhiét do gan moi trong phan tng RAPD thap (32° - 40°C). Nong d§ moi
phai thich hop dé dam bao két qua phan ung (phu hop véi lugng ADN can tong hop)
tao nén luong san pham can thlet Néu ndng do mdi quéa cao co thé 1am cho hi¢u qua
phan tng kém chinh xéac, do méi bAm vao cac vi tri khong dac hidu. Néu nong do moi
qua thap s& khong dam bao du luong san pham RAPD. Nong do méi thich hop dé tién
hanh phan g thuong 12 0,1 - 0,5 puM.

(3)Tag-polymerase: 1a mot enzyme quan trong, ¢ vai tro quyét dinh dén phan
ung PCR. Pay la loai enzyme chiu dugc nhiét do cao trong cac loai enzyme. Bac
diém cua ching 1a c6 kha ning kéo dai moi dé tao mot san pham c6 chiéu dai 8 - 13
kb. Tag-polymerase dugc tach chiét tir ching vi khuan ¢ sudi nudc noéng Thermus
aquaticus, khdng bi mat hoat tinh & nhiét do bién tinh ADN (92° - 95°C). Taq -
polymerase c6 hoat tinh ¢ dai nhiét d cao, ton tai & nhiét 6 u 95°C kéo dai. Enzyme
nay c6 hoat tinh cao ¢ 72° - 80°C lam cho phan ng x4y ra nhanh, hiéu qua va chinh
Xac.

(4) dNTP: la cac nucleotide ty do dugc sir dung lam nguyén liéu cho phan tng
RAPD, gém bén loai: dATP, dTTP, dGTP, dCTP. Nong d6 dNTP mdi loai thudng
ding trong cac phan ttng RAPD khoang 50 - 200 uM. Néu ndng do céc loai dNTP qué
it thi tao san pham it khong du dé phat hién, nguoc lai, néng d¢6 dNTP qué cao thi
phan ung khé thuc hién.

(5) Dung dich dém: 1a mét trong nhitng yéu té quan trong anh huéng dén chat
lurong va hiéu qua cua phan ung. Dung dich dém cua phan tng phai dam bao thanh
phan cé&c chat can thiét cho hoat dong cia enzyme nhu: MgClz, KCI, Tris HCI...
Thanh phan cua dung dich dém caa phan tng bao gom: Tris HCI 10Mm (pH = 8.3 &
nhiét d6 phong), KCI 50mM, MgCl, 1,5mM khi & & nhiét d6 phong. Nong do MgCl.
c6 thé dao dong tir 0,5 - 5mM. Thanh phan nay dong vai trd quan trong dén kha nang
bat cap va gan cac moi véi mach khuén.

Phan tmg RAPD thudng duoc tién hanh qua cac giai doan trong chu trinh nhiét
nhu sau :

(1) Giai doan bién tinh ADN: O nhiét ¢6 95°C trong 30 - 60 gidy lam cho cac lién
két hydro giita 2 mach bi dat. Khi d6 ADN soi doi tach thanh 2 soi don tao diéu kién
cho su bét cap moi.

(2) Giai doan tiép hop moi: Nhiét d6 ha xubng 32° - 40°C, mdi bam vao dau
3’OH ctia mach khudn ADN va bat dau qua trinh tong hop soi mai.

(3) Giai doan tong hop: Nhiét do duoc nang lén 72°C thi cac doan méi da bat cap
véi cac mach don s€ dugc kéo dai vai su tham gia cua Taq - polymerase. Mot chu ky
trén xay ra, mot doan ADN duoc nhan 1én thanh hai, cac doan ADN duoc nhan tiép
tuc duoc coi 1a mach khuén dé tong hop cho chu ki sau.

Nhu vay, sau n chu ky thi sé& tao ra 2" cac doan ADN gidng hét doan ADN khuén
ban dau. Phan ang RAPD c6 thé thuc hién 40 - 45 chu ky.

Dugc phat minh va st dung ngay sau khi ky thuat PCR ra doi, méc du cho két
qua co do tin cay khong cao nhung van duoc str dung do uu diém dé thyc hién va chi
phi thap K¥ thuat RAPD da duoc ing dung va dat mdt s6 thanh tuu sau:

- Panh gi4 da dang di truyén: Pa dugc ap dung trén rat nhidu cac déi tuong: cic
lai, ca phé, bap, dau nanh, lua mi, lta mach, dau tay, khoai tay, ca chua, diéu,...
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- Nhén dién chi thi phén ti: nhu ¢ Viét Nam, nghién ctru da dang di truyen va
mdi trong quan giira kiéu gen va kiéu hinh phan anh bénh dao 6n cia mot sb gidng
laa ¢ Viét Nam (L4 Tudn Nghia va cong su , 1999)...

- Xay dung ban d6 gene: Str dung phu:()’ng phap BSA két hop ky thuat RFLP va
RAPD lap ban db gen tms — 1 ctia dong laa TGMS (5460S) (Wang va cong su, 1995)

1.6.2.1. Cac phuong phap va tiéu chi danh gia da dang di truyén quan the

Pé danh gia da dang di truyén quan thé, trén thé gidi dén nay da phat trién rat
nhiéu phuong phap, cac phuong phap ra doi sau thuong khac phuc nhiing han ché cua
cac phuong phap trude d6 vé ly luan, kha niang tng dung tin hoc trong xu ly dit
liéu.... Tuy nhién, di c6 tién hanh theo md hinh nao, thuat toan nao thi viéc danh gia
da dang di truyén ciing dua trén mot nén tang chung gan lién véi dinh nghia vé su da
dang di truyén: chinh 1 sy da dang vé vat chat di truyén ton tai giira cac ca thé trong
quan thé va cac yéu t6 anh hudong dén su da dang di truyén. Cac yéu t6 anh huéng do
c6 thé 1a: sy chon loc tir nhién, sy troi dat gene ngau nhién, dot bién hé thong giao
phan khong ngau nhién, sy di cu di truyén (giita cac quan thé). Nam yéu t6 anh huong
16n nhat nay chinh 12 nguyén nhan tao nén céc co hoi tién hoa.

Cong cu chil yéu cin ban tién dé cho viéc danh gia cac yéu to anh hudng noi trén
la nguyén ly Hardy-Weinberg (p? + 2pq + g2 = 1 d6i v6i tan sb kiéu gene; p + q = 1
dbi vé6i tan so allele (gene), khi ma p va q 1a tan s cta cac alleles trong hé thong 2-
allele).

Trong d4nh gia da dang di truyén hién dai, dir liéu dé danh gia thudng 1a cac dic
trung nhan dién DNA dugc nay sinh thong qua cac k¥ thuat sinh hoc phan tir dya trén
PCR, tic thuong la tap hop céc band sau dién di. Do vay, mot trong nhiing ti€u chi
don gian nhat dé thé hién tinh da dang di truyén 1a ty 18 cac locus da hinh (P), (xét cac
band trén gel sau dién di, ty 1¢ da hinh 13 s6 band da hinh so véi tong sé band). P =
Npi/Ntotat, VOi Npj: s6 locus da hinh; Niotar: tong s6 locus.

S6 luong allele trung binh cho mdt locus ciing 14 mot tiéu chi danh gia trong
truong hop sir dung cac marker dong troi, tuy nhién cach tinh nay chua thé hién duoc
vai trd cua cac allele trong téng thé nén ngudi ta tinh sd luong allele hidu qua trong
quan thé (Ae).

Trén thuc té khi trién khai danh gid da dang di truyén bang k¥ thuat sinh hoc
phan tir, ngudi ta thé hién cac dic diém ndi trén thong qua hé sb tuong dong Dice
(Dice’s coefficient) von con biét dén 1a hé sb tuwong ddng Nei va Li (Nei and Li’s
coefficient):

2n,,

S=—"—
n, +n,

Na va np dai dién cho sé lwong cac band hién dién lan luot trong hang a va b va nap
biéu hién sé luong cac band cung dwoc chia s& bai ca hai hang (hién dién ¢ ca hai
hang). S c6 thé dat gié tri bat ky gitta 0 va 1, khi S = 0 nghia 13 chang c6 band nao
chung, S = 1 nghia 14 hai kiéu hinh thanh band 1a y hét nhau. Mét chi sé khac, c6 18
tham chi con dugc sir dung pho bién hon 1a hé sb Jaccard (Jaccard’s coefficient):
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g = n,

=
n, + n,—1n,

Hai chi sé nay chi dua sy twrong Gng dwong tinh (ca hai band déu hién dién) vao
viéc tinh toan va thuong cho cac két qua tuong quan gan. Tuy nhién chi sb Dice dit
mét trong hai trong sé vao cac band cung duoc chia s& vén cho phép mot cach cong
khai thira nhan su khac nhau mot cach tét hon cta cac ca thé & mic do thap hon cua
su giéng nhau. Do su ving mat caa band, vi du nhu mot band RAPD, ¢6 thé cé vai
nguyén nhan khéc nhau, van dé duoc tranh luan 1 sy thiéu ving qua lai giira cac band
la khong thich hop cho viéc tinh toan su giéng nhau. Tuy nhién, hé sé tuong tng don
gian, vén bao gém diém khong kép, ciing da duoc sir dung trong mot sb truong hop:

n,+N,p

& day, nap dai dién cho sé band cing duogc chia s& bai ca hai hang, nas dai dién cho
téng s6 band thiéu vang ¢ ca hai hang a va b nhung c¢6 mat & vai hang khac) va N 1a
téng sé cac band. Nhiéu chi sé khac ciing dugc sir dung trong tinh toan véi ciing muc
dich.

Khoang cach di truyén giita cdc mau thuong duoc tinh toan nhu phan bd sung
cho céc chi s6 twong dong dé cap trén. Theo nhu thé, phan bo sung cho hé sé tuong
g don gian (Ss) duoc biét dén 1a chi s6 Gower. Mot trong nhitng cong thirc danh gia
khoang cach duoc 4p dung thuong xuyén nhat, dac biét 1a cho cac ma tran dit lidu
trong maot s trudng hop, vi du nhu cac phan tich 1ap nhom/dam, 13 cong thirc khoang
cach Euclidean, ma vén & d6 cac cong thire danh gia tinh binh phwong khoang cach
duoc tinh tong bao trim tat ca cac band dwgc ghi nhan trong hai mau lién quan:

D = Z(xa —xh)j

x = 0 khi mot band vang mat & hang a hay hang b va x = 1 néu band dién dién

Mot tiéu chi quan trong khéc trong danh gia da dang di truyén 1a Tinh di hop H
(Heterozygosity, He) (hay con goi la tinh da dang gene - gene diversity, D).
Trong treong hop don gian chi xét tren mot locus, tinh di hop dugc tinh theo
k \ r .
cong thuc H =1->"Pi?, véi vdi pi 1a tan so allele thir i cua k allele. Trong trudng hop
i=1
chi c6 2 allele voi tan sd p va g thi cong thirc H = 1 — p? — g2 duoc &p dung. Tuy
nhién, trong thuc tién cong viéc thi mot locus don khong phan &nh hét tinh da dang di
truyén nén thuong thi nhiéu locus duge dua vao xem xét, tinh toan, khi do6 tinh di hop
duoc tinh nhu sau:
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Véi m 1a sb luong cac locus xem xét. Cong thirc nay c6 thé dugc hiéu chinh thanh

n

H, = NI 1 ZP| dé phu hop véi thuc té cong viéc, khi ma cdc mau dai dién

cho tap hop duoc khao sat bé hon N < 50.

Trong trudng hop dit liéu troi, ngudi ta c6 thé st dung chi sé Shanon vé sy da
dang gene:

H’ = Ypilogz (pi), voi pi 1 tan s cua allele thir i trong quan thé hay loai, ca hai
allele (hién dién va thiéu vang) déu duoc dua vao tinh toan. Logarit ty nhién cling c6
thé dung dé thay thé cho log.

Mirc d6 di hop (H hay D) thé hién xéc sudt ky vong ctia mot c4 thé di hop tir vé 1
locus (hoidc dugc tinh toan véi nhiéu locus) trong hé thong da allele.

Khoang cach di truyén gitra hai quan thé cling 1a mot trong cdc tiéu chi can xem
xét, nhét 1a trong truong hop mot tong thé bao gém cac quan thé bi chia nho. Cach
thirc tinh toan phd bién trong trudng hop nay 1a Khoang cach di truyén cua Nei: Dxy

‘]XY

Vi Jy

Dxy la khoang cach di truyén giira hai quan thé X va Y

= -In (Ixv) dugc dya vao co so tinh trong dong voi 1, =

Jx va Jv lan luot 13 gid tri dong hop tir trung binh cua quan thé X va 'Y

Jxy 1a gid tri dér}g hgp tir trung binh gitra hai quan thé X va Y
(Tai liéu tap huan vé Ly thuyét va ing dung chi thi di truyén “Genetics marker
training course” cua Pai hoc Wyoming, 2008)

Ngoai viéc dua ra cac con s6 thong thuong dé danh gia luong hoa cac tiéu chi da
dang di truyén quan thé, viéc danh gia quan hé¢ di truyén cia cac ca thé, su lap
nhom/dam, sy bi¢t hoa di truyen khoang cach di truyén con c6 thé dugc thé hién mot
cach sinh dong thong qua viéc xay dung biéu d6 dang cdy quan hé phét sinh cic miu
khao sat.

Ngoai ra, nguoi ta con sir dung nhiéu tiéu chi khac dé xem xét tinh da dang di
truyen quan thé nham xem xét cac dong gene di cu, su dong gop ctia quan thé vao su
téng muc da dang gene... (‘DNA fingerprinting”, Taylor & Francis group, 2005)

Hién nay c6 kha nhiéu cac phan mém chuyén cho viéc xir ly cac dit liéu di truyén
phuc vu da muc dich hay cac khao sat chuyén biét nhu POPGENE, CLUSTAL W,
Structure, LCDMV, NTSYSpc 2.1...
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PHAN 2: POI TUQNG VA PHUONG PHAP
NGHIEN CcUU
2.1 Péi twong nghién ciru

Déi trgng nghién ctu 1a 6 thé dot bién tiém ning cua hai giéng hoa clc chung
ndng nghiép Boa Bdng va Farm Tim.

Cuc Farm tim Ciic Doa dong
Hinh 2.1: Ciic Péa dong va Farm tim
Sau thé dot bién tiém ning cac dic diém thay doi khac véi ddi chiang vé mau
sic hoa, hoa can ddi tron déu khong hodc it bi di dang, mang tinh tham my cao, it bi
kham. Sau thé dot bién tiém ning nay duoc tap trung dé xac dinh da dang di truyén,
nhan dang cac khac biét vé di truyén so véi cac gidng goc ddi ching twong (g cua
ching. Cac thé dot bién nay c6 cac dic diém cu thé nhu sau

Bang 2.1: Pic diém hinh thai cia 6 thé dot bién tiém ning so véi cac chiing doi
chirng cia chung

. Phwong thac A L% ~ Shh 2
STT Ki £ o % iy Mb ta dac diém da chon dwgc Hinh anh
hiéu chiéu va lieu chieu
- Chiéu cao than cay trung binh 80 -
110cm
- S lugng hoa trung binh 5-8
hoa/cay
1 18 Gamma 40 Gy

- Kich thuéc cum hoa trung binh; 7 -
11 cm.

ps - GANAA JodY"
m;@nﬁwﬁ.
e Ak 1 3 0 R0

- Hoa mau vang tuoi, canh hoa ngan
hon so véi ddi chimg va bung déu.
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- Canh hoa chuyén mau vang tuoi,
2 19 Gamma 40Gy c4u trlic trong canh hoa c6 1-2-3 I6p
canh hoa phu
3 17 Gamma 30 Gy Canh hoa chuyén mau vang tuoi
- Canh hoa c6 cau trdc hinh dng
4 E2 Gamma 20 Gy
5 E28 Gamma 40 Gy Cénh hoa chuyén mau tim nhat
6 E29 Gamma 40 Gy - Canh hoa chuyén tréing phot tim

Chung t6i chon dai dién cho céc kiéu dot bién vi nhiéu dot bién cung kiéu va

cung liéu chiéu voi nhau.

canh phu

Farm tim: mau siac canh hoa chuyén sang tring
Farm tim: mau sac canh hoa chuyén sang tim nhat
Farm tim: c4u tric hoa chuyén sang hinh éng

DPo6a ddng: mau sic canh hoa chuyén sang vang tuoi
DPoéa ddng: mau sic canh hoa chuyén sang vang, ciu tric canh hoa cd thém

- Doba dong: thay doi két ciu canh hoa ngan hon va hoa né bung déu.

Céc thé dot bién duoc thu thap, vao mau lai (canh hoa) va nhan giéng tao vat
lieu cho viéc trong thé nghiém dong ruong nham xéac dinh tinh 6n dinh hinh thai dot
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bién. Két qua vao mau c4c thé dot bién dén giai doan vao mau canh hoa tir nhitng cum
hoa dot bién di dugc sang loc va tao callus tir canh hoa d6 dang duoc ghi nhan lai.
Quy trinh vao mau canh hoa va tao callus tir canh hoa dua trén quy trinh c6 san qua
nghién cau Nhiém vu Nghi dinh thu “Hop tac chiéu xa in vitro, in vivo trong chon tgo
mét s giong hoa dét bién ¢ Viét Nam” cua phong Tao gidng buc xa.
2.2 Phuong phap nghién ctru
2.2.1 Quy trinh vao miu c4c thé dét bién tiém ning:

Ung dung theo quy trinh dé hoan thién trong dé tai Nghi DBinh Thu (2009-
2012) “Hop tac chieu xq in vitro, in vivo trong chon tao mgt so giong hoa dot bien o
Viét Nam™ cua phong Tao giong bic xa, CANTI dé tién hanh vao mau va nhan nhanh
hai giéng hoa ctic Doa dong va Farm tim nhu sau:

Céanh hoa cho vao binh tam giac 250

ml
Lc trong dung dich xa
l phong lodng 5 phut, trang
Lam sach so bd ngoai phong ciy lai bang nuée may 5 -7 lan
mé <+— chosach
Dua vo ti cly
trong phong vo N l
trung

Khir tring bang HgCl, 1%o 2 phut

Rira lai bang nudc cat vo
trang 3 lan

Mbi truong phét sinh chdi truc tiép:
MS + BA 1mg/l + NAA 0,3mg/l +
TDZ 0,3mg/I <«— 35ngay

}

Mbi truong nhan choi:
30 ngay
MS + BAP 1 mg/l + NAA 0,3mg/I|
Moi truong co ban duoc sur dungltrong qui trinh trén la MS (Murashige &
Skoog, 1962) bd sung 30gram/l sucrose, 0 gram/l agar, pH 5. 8 va cac chat d1eu hoa
sinh trudéng dugc b sung Maéi trudng tai cay hoan chinh: he )

A N s , A 20 30 ngay
cay hoan cr]mh. Cac moi MS + NAA 0,5mgl PR )
trong 18 phdt.

Cac mau sau khir trung ciy trén moi truong phat sinh chdi truc tiép dugc dé
trong phong tdi 14 ngay trude khi dua ra phong nudi cdy, cdy & giai doan nhan nhanh
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cling nhu tao cdy hoan chinh dugc dit trong phong nudi cay véi cac diéu kién nhu
sau:

+ Anh sang : 2000 — 2500 lux

+ Thoi gian chiéu sang : 12h/ngay
+ Nhiét do : 22 — 25°C

+Dgo am : 60-70 %

Céc hoa cua cac ca thé dot bién dugc Idy mang ngay vé phong thi nghiém xu Iy
va tién hanh theo qui trinh chung d3 trinh bay & trén.

S6 luong canh hoa dugc vé mau la: 20 canh (tir 1 hoa dugc chon tir 1 cay Xuat
hién dot bién)
Theo dbi va ghi nhan:

+ Tilé mau séng sau 35, 43, 45 va 53 ngay tuong ¢ng 4 dot thu mau

+ S6 lwong mau phat trién thanh callus

+ S lwgng mau phét sinh chdi

+ S6 luong chdi M1V1 trung binh/callus

+ He¢ s6 nhan chdi M1V1

+ S6 lwong cay in vitro tao ra tir cay dot bién qua qua trinh nhan dong sén
sang cho dot trong xac dinh phan i.
2.2.2 Trong thé nghiém va xac dinh sy 6n dinh vé mit hinh thai c4c thé dot bién

tiém ning

Qui trinh wom cAy in vitro va trong cay trén dong ruong duoc trinh bay &p dung
chung cho cac chung hoa cic nhu sau:

a. Giai doan vuon wom:

- Cay ciy mo cac liéu chiéu xa sau khi du s luong mdi 16 thi nghiém 200 cay/Id.
Cay giit nguyén trong chai cdy mé chuyén ra ngoai vuon wom dé tap ning (trong nha
mang nylon ¢6 che ludi den, cdy nhan duoc 75% anh sang tu nhién) dé cay thich nghi
véi dnh sang tu nhién 3- 5 ngay.

- Sir dung gia thé 1a dang dat sach cua cong ty dit sach Bén Tre hién dang ban
trén thi truong. Gia thé duoc nhoi vo céc vi xop 112 16 (8 x 14 19).
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- Dung panh gap cay ra khoi chai cay, rira bang nudc sach 3 1an, ria lai bang
dung dich thudc tim lodng 3%. Sau d6 cay duoc ciy Ién vi va ky hiéu theo ting 16 thi
nghiém.

- Céc vi xdp dugc dé trong nha nylon c6 che ludi den che 25% anh sang (trong
qué trinh nay khi cay ra vi 2 ngay ching ta pha thudc trir sdu va trir bénh xit cho cay
lan dau). Tudi phun swong giit 4m cho cay; xit thudc trir su, bénh 2 — 3 ngay/lan
(thubc trir sdu dung loai: abamectin/binhtox/supracid thubc trir bénh dung
dithan/kasuzan néng do sir dung theo huéng dan ctia nha san xuat). Chiéu dién thém
vao ban dém 6h/dém tir 19h t6i dén 2h sang ngay hém sau, sir dung bong dén 3U loai
anh sang vang. Théng ké ti 1& cay sdng chét va nhitng thay ddi va kiéu hinh trong giai
doan cay con.

- Cay trong vi duoc 30 ngay I to than ciing cao 5cm tré 1én san sang ra vuon
tréng.

- Chi tiéu theo doi:

+ Ty 18 séng cay con
+ Céc thay d6i vé mat hinh thai
b. Giai doan trong cay:

- Dit trong, duoc cay xdi ki va nhat sach co

- BOn 16t: Phan chudng hoai muc: 10m3/1000m?2, Phan lan 170 kg/1000m2. B6n
vOi b6 sung dé diéu chinh pH dét dat 6.5 — 7.2 (khoang 100kg v6i/1000m?).

- Cay con duoc trdng véi mat do trung binh 4.000 cay/100m?(khoang céch 15 x
15 cm). Trdng theo tirng 16 thi nghiém va trong céac 16 cuing gidng lién ké nhau.

- Phan boén: (Luong phan bén tinh cho 100 m?)

+ Boén xam moi: 7-10 ngay sau khi trong: 1kg Uré + 2 kg DAP.

+ Bon thic 1: 20 ngay sau khi trong: 1 kg DAP+ 2kg N-P-K (15- 5-20).

+ Bon thic 2: cay hoa clc sau 45 ngay trong s& xuat hién nu hoa, tién hanh theo
ddi qua trinh phaét trién cua cy so véi cay dbi ching, ghi nhan nhitng khéc biét
vé kha ning phat trién cua cay (chiéu cao, cac bién di bat thuong vé hinh thai
cay, mau sic l4....). Giai doan nay bd sung N-P-K (15-5-20) véi liéu lugng 3
kg.

- Luwdi dé cay: cay trong sau 30 ngay bd tri ludi d& cay dé cay khong bi nga rap

& giai doan tao nu va ra hoa (gian d& cd thé dé dang nang ludi theo chiéu cao cua cay).

- Twéi nwéc: Sau khi trong cdy can tudi nhe 1 1an/ngay lién tuc 3 — 4 ngay dé cay
nhanh hdi phuc. Sau d6 chi can tudi di am, 2 - 3 ngay/lan.

- Bao vé thyc vat:
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+ Phun phong dinh ky 2 — 3 ngay/lan (théng thuong phun thudc vao budi chiéu
t6i nhirng ngay tudi cay) luan phién bing cac loai thuéc chéng nam: Dithan/kasuzan
két hop thudc trir su, con trang: abamectin/supracid, liéu luong theo khuyén céo cua
nha san xuat. Cay sau khi trong duoc 75 — 95 ngay nu hoa bat dau no, tién hanh quan
sat va lya chon mau dua trén su thay ddi vé& hinh théai cay, mau sic 14, sé luwong hoa/
cay, mau sic hoa, kich thuéc hoa

Sau khi sang loc duoc céc thé dot bién tir vat liéu sau chiéu xa va chon ra céc
thé dot bién tiém ning, trong trudng hop nay 1a cac dong hoa clc E2a, E2c, E28, E29
tir chung goc Farm tim (E); 17, 18 tir chung gbc Poa ddng (1) thi viéc xem xét tinh on
dinh vé hinh thai dot bién cua ching 1a mét viéc 1am can thiét dé khang dinh dong dot
bién tao ra va phat trién ching thanh cac gidéng vé sau.

Trong thé nghiém cac dong dot bién va danh gia tinh 6n dinh cia cac dong
chinh 14 xac dinh do phan li (néu c6) cua cac dic diém dot bién mai khac biét véi
gidng géc ma nha chon gidng mong muén giit lai ¢ ching va 1a mot trong nhiing khau
quan trong nhat trong qua trinh chon giéng.

Viéc trong khao sat su phan ly tinh trang dot bién dugc chon ngoai viéc tao
dung co s vé tinh on dinh vé hinh thai qua céc thé hé on farm, con muc dich tht hai
1a gisi han bét s6 cac dong dot bién dé phi hop véi quy md caa nhiém vy. Chinh vi
vay, chi c6 nhitng dong d6t bién c6 trén 5% sb ca thé trong giit tinh trang dot bién moi
duoc thu thap vat liéu vao mau in vitro lai dé khao sét tiép voi muc dich tao giéng.

2.2.3 Panh gia s da dang di truyén cac dong ciic dot bién tiém niing nhin dwoc
trén dong rudng & mirc phan tir

a. Phuong phap tach chiét DNA
Phuong phap tach chiét DNA tong sé dua theo quy trinh CTAB 1 (Kurt Weising va
cong su, DNA fingerpriting, 2005) c6 cai tién.

Quy trinh tach chiét DNA:

1. Nghién téi da 3g mAu 14 twoi thanh bt min bang cach s dung dung dich

nitrogen long bang cdi va chay su.

2. Chuyén mé dugc nghién vao 800ul dung dich dém CTAB lam 4m trudc &
60°C trong ong eppendorf 2ml c6 nip day. Pém CTAB duoc cai tién bd sung dung
dich SDS 10%.

3. U 30 phit ¢ 60°C trong bé 6n nhiét. Bao nhe 10 phat/lan.
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4. Bo sung dung dich chloroform-isoamyl vai ty Ié 1:1, tron nhe nhang nhung

du dé xuyén subt dau toi cudi dé dam bao su nhu twong hoa céc pha.

5. Ly tam 11,000 vong trong 15 phat, nhiét do phong. Pha long (phia trén) co

thé duoc chiét lai mot 1an véi dung dich chloroform—isoamyl sach véi ty 16 1:1.
6. Chuyén phan pha long cudi ciing vao eppendorf.

7. Thém dung dich isopropanol tinh khiét vai ty 1& 1:1, boc bang parafilm, tron
nhe nhung xuyén sudt dau cudi bang cach dao nguoc ng vai lan. O giai doan nay,
phitc DNA-CTAB c¢6 thé két tia ¢ dang mang hoi tring. Trong truong hop nay,
mang phan két tua ra khoi dung dich bing cach st dung méc thay tinh (nhu pipet
Pasteur cong), chuyén né sang ethanol 70% (budc 8) va dé cho kho (buéc 9). Néu
mau xuit hién tinh trang déng cuc, van duc hay trong nhu nuéc sau khi tron véi
isopropanol (vén thudng xay ra trong truong hop ndy), thu taa bang viéc ly tam
11,000 vong trong 15 phdt & nhiét do phong. Néu quan sat dugc cac vién von, tiép
tuc buéc 8. Néu khong, dé dung dich trong ta lanh &m -20°C trong tir 30 phuat dén

qua dém va ly tam lai an nita, ¢6 thé ¢ toc do cao hon.

8. Thém 100ul ethanol 70%, rung dong nhe nhang phan von vai phat sau d6
thu bang cach ly tam 11,000 vong trong 10 phit ¢ nhiét ¢ phong. Phan CTAB du
duoc loai bo trong budc nay.

9. Lat nguoc ng va cho dich thoat ra vao gidy tham khoang 1 gio. Can than
dé phan vén khong duoc trugt ra khoi thanh dng eppendorf. Phan von nén khéng
chtra ethanol du ma cling khong dugc tré nén qua khd. Trong ca hai truong hop, viéc
hoa tan lai s&€ kho khan.

10. Cho thém moét thé tich thich hop nudéc cat va dé cho céac vién von hoa tan lai
& 40°C ma khdng can phai rung dong. Su hoa tan cia DNA trong lugng phan tir cao
c6 thé dién ra tir vai gio dén qua dém.

11. B6 sung RNase A duoc xir 1y lam nong dén nong do 250ug/ml. Tron, o &
37°C trong 2 gio.

12. Thém 5% thé tich dung dich NaCl 5M (nong d6 cudi 1a 0.25M), tron déu.
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13. Thém 3.5% thé tich con 100%, tron bang cach dao nguoc va giir trong nudc
da khoang 10 phut. Polysaccharide s& két tua trong budc nay.
14. Ly tam 11,000 vong trong 30 phit & nhiét do phong. Chuyén dich néi sang
bng méi.
15. B6 sung dung dich isopropanol theo ty I thé tich 1:1, tron bang cach dao
nhe vai 1an va git trong 1 gio ¢ -20°C.
16. Ly tdm 11,000 vong trong 15 phut ¢ nhiét d6 phong, rira von trong ethanol
70% va ly tam lai lan nira.
17. Théo dich khoi phan von va hoa tan lai trong nudc cat. Bao quan & -20°C.
b. Phwong phdip PCR
K§ thuat duoc sir dung dé 1am san sinh cac dic trung nhan dang DNA 1a k§
thuat RAPD-PCR. Trong nghién ctu ndy, 33 méi RAPD duogc st dung trong nghién

ctru thugc nhém mdi BIO, OPA, OPC, OPM, OPN, S, va UBC do hang Operon cung
cap (bang 2.2).

Bdng 2.2. Tén va trinh tw cac méi RAPD

STT | Moi Trinhte Nu (5°-3°) | STT | Moi Trinh tw Nu (5°-3’)
1 |BIO27 TGGGCTCGCT 12 | OPN6 GAGACGCACA
2 | OPC2 GTGAGGCGTG 13 | OPN7 CAGCCCAGAG
3 | OPA1 CAGGCCCTTC 14 | OPN10 ACAACTGGGG
4 | OPA2 TGCCGAGCTG 15 | OPN13 AGCGTCACTC
5 | OPA18 | AGGTGACCGT 16 OPM9 GTCTTGCGGA
6 | OPA4 AATCGGGCTG 17 S300 AGCCGTGGAA
7 | OPA15 | TTCCGAACCC 18 S201 GGGCCACTCA
8 | OPA6 GGTCCCTGAC 19 | UBC728 GTGGGTGGTG
9 |OPC10 | TGTCTGGGTG |20 OPM9 GTCTTGCGGA
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10 | OPC11 AAAGTCGCGG 21 OPM18 CACCATCCGT

11 | OPC14 TGCGTGCTTG 22 OPN5 ACTGAACGCC

Phuong phap PCR: phan mg dugc tién hanh véi cac thanh phan phan (mg nhu sau:
DNA mau 25ng, dung dich dém PCR 1X, MgClz 2mM, dNTP 10uM, Taq polymerase
1U, mdi RAPD 1uM va bd sung H20 dé tong thé tich phan ung 1a 15pl.

Chu trinh nhi¢t phan ung PCR:

Buéc Phan wng Nhiét d¢ (°C) Thoi gian Chu ky
1 Bién tinh 95 5 phut 1
2 Bién tinh 95 1 pht
3 Bat cap moi 35 1 pht 30 giay 40
4 Kéo dai mach 72 1phat 45 giay
5 Hoan tat kéo dai 72 7 pht
6 Két thic phan tng 4 0

C. Dién ditrén gel agarose

San pham PCR duoc phan tach bing dién di trén gel agarose 1% trong dung dich
dém TBE 1X. Thuc hién dién di ¢ dién thé 100V, 90mA trong khoang 30 phit.
Nhudém ban gel véi ethidium bromide trong 10 phut roi rira lai bang nuéc. Hién thi san
pham khuyéch dai dudi anh sang dén cuc tim (UV) cua may soi gel. San pham
khuyéch dai duoc nhan biét nho kich thuéc cua ching dya vao thang DNA chuan
1Kb.

d. Phwong phdp phan tich sé liéu

Céac sb liéu duoc xir Iy theo phuong phap théng ké sinh hoc trén phan mém
Microsoft Office Exel 2003. Cac bang RAPD duoc ghi nhan su ¢ mat hoic vang mat
cta chiing trén gel, cac bang xuét hién dugc chdm 1a 1 va cac bang khong xuét hién
dugc cham 13 0. Cac s6 liéu nay duoc xir Iy theo chuong trinh Numerical Taxonomy
and Multivariate Analysis System computer program vesion 2.01 (NTSYS-pc2.1.1)
(F.J Rohlf., 2000) [15] dé x4c dinh hé sb twong dong di truyén va xay dung cay quan
hé phat sinh.
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Tinh toan hé sé twong dong dugc dua theo cdng thic:
2nij
Jj =
ni + Ni
Trong d6: - nijj 12 56 bang DNA c6 & ¢ca hai mau i va j
ni va n;j la tong s6 bang RAPD cua tirng ca thé i va |
tuong ung.

- Jij 12 hé s6 twong ddng giita hai mau i va j

2.2.4 Panh gia sy on dinh di truyén cac dong cic dot bién tiém ning qua céc thé
hé vi nhan giéng

Vat ligu nghién ctru 1a cdc mau cia 06 dong hoa cac dot bién tiém nang dugc
chon loc va nhéan in vitro ¢ cac thé hé khac nhau cung vai 02 giong goc doi chung
turong ung cua chung.

Phuong phap tach chiét DNA va phuong phép chay PCR nhu phan danh gia da
dang di truyén 2.2.3.

Mbi RAPD dugc sir dung trong nghién ctu 12 07 mdi decamer, gom: BIO27,
OPC2, OPA2, OPAG, OPA15, OPA18, S201, S208, va UBC728.
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3.1

phwong phap nudi cay in vitro

dbi ching cua chiing nhu sau:

NGUYEN TUONG MIEN

PHAN 3: KET QUA VA THAO LUAN

Két qua nhan c4c thé agt bién qua sang lec trén dong rugng (M1V0) bang

Két qua vao mau va phat sinh chdi tryc tiép cua 6 thé dot bién tiém nang va 2

Bang 3.1: Két qua vao miu canh hoa cia 06 thé dét bién tiém ning (M1V0) va
mau giéng gdc ddi chieng cia ching

Céc thé S6 lwong % mau % mau % mau S6 choi S6 lwong
ST | dbiching | canh hoa song st | phatsinh | phatsinh trung chdi tao ra
T | vadotbién | vaomiu callus chdi binh/mau M1V1
M1V0

1 E2 20 80 80 70 6,9 97

2 E28 20 80 75 70 6,8 95

3 E29 20 75 70 70 6,9 97

4 E 20 80 80 70 6,9 97

5 17 20 75 70 65 7,2 94

6 18 20 70 70 65 7,1 92

7 19 20 80 80 70 6,9 97

8 I 20 75 70 60 7,2 86

Ghi chu: Céc ty I¢ trong bang 12 so véi tong so lirong mau khar triing, vao mau lai ban dau

Trong nhitng mau bj nhiém thi phan 16n 1a ca&c mau bi nhiém khuan phat hién
sau 5 — 10 ngay sau khi vao mau. Nhitng mau khoéng nhiém nhung bi hoa nau theo
quan sét cua ching toi 1a do cac mau nay qua qua trinh kht tring 1am mau da bi dap
gay tén thuong mo.

Két aua sau 30 ngay ciy nhu sau:
2 _ .

Tai sinh cum chdi tir canh
hoa

Nhén nhanh Tai sinh cay hoan chinh

Hinh d@nh mé td cdc budc nhin dong dét bién in vitro

Tién hanh tach céc chdi dugc hinh thanh chuyén sang méi tredng nhan cum
chdi, cac chodi duogc tach ra Iic nay thudc thé hé M1V1, két qua sau 30 ngay nhu sau:
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Bang 3.2. Hé s6 nhan in vitro cia 06 dong dét bién tiém ning (M1V1) cung véi
ddi chirng twong wng cia chang

STT | Cacthedot | Soluong choicdy | Hésénhanchoi | S6 lugng chE?i tao ra

bién chuyén M1V1 sau nhan choi lan 1
1 E2 97 3,6 357
2 E28 95 3,7 352
3 E29 97 34 348
4 E 97 3,8 367
5 17 94 3,2 333
6 18 92 3,0 323
7 19 105 3,2 298
8 I 86 33 312

Trung binh 3,4 336,25

Sau khi nhan qua 3 thé hé, dén thé hé M1V3 chdng t6i tién hanh tao cay hoan
chinh dé trong tha nghiém ngoai ddng rudng xac dinh do phan li vé mat hinh thai.

Cay tai thoi diém 22 ngay c6 4 - 5 14 cao trén 3 cm, ching tdi chon nhiing binh
nudi cay md (200 cay) co chira cac cay c6 kich thudce twong dbi déu nhau dem ra dé
du6i 4nh sang tan xa ngoai méi truong (75% anh sang tu nhién) dé cdy thich ung véi
diéu kién tu nhién 7 ngay trude khi dem cay ra vuon wom. Céc cdy con lai ching toi
dé luu gitr tai phong cdy mé cua Trung tam.

3.1.2 K&ét qua xac dinh tinh phan li trong lan tréng thir nghiém dau tién cac thé
dét bién tiém niing
Két qua chudn bj cdy giai doan vwon wom

Qua qué trinh chuyén cay tir trang théi in vitro sang trang théi ex vitro va cham
soc trong vudn wom sau 30 ngdy, ty 1& séng cua cdy nhu sau:
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NGUYEN TUONG MIEN

Bang 3.3. Ty 1é séng cia cay con tir cac dong ddt bién thudc thé hé M1V3

Ty | S |G
_ Phuong thic chiéu va > tr{) ra cay con g
STT Ki hi¢u lidu chiéu . sbng sau (%)
vuon 30 ngay
wom
) E2 Gamma 20 Gy 200 176 88
3 E28 Gamma 40 Gy 200 178 89
4 E29 Gamma 40 Gy 200 185 92.5
5 1 d6i ching 0 200 168 84
6 17 Gamma 40 Gy 200 183 91.5
7 18 Gamma 30 Gy 200 179 89.5
8 19 Gamma 40 Gy 200 182 91
Trung binh 180.1 90.1

sac 14, mau than, mot sé dic diém khac.
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Qua d6 cho thay ty I¢ séng cua ciy dao dong trong khoang ¢ cac dong 84% dén
95%, trung binh 12 90,1%. So v&i viéc ra cay in vitro binh thuong, ty 1& song cua cay
nam trong muc trung binh va cac dong dot bién c6 ty 1& séng ¢ giai doan vuon wom
hau nhu khong phu thudc gi vao viée chung dugc tao ra thong qua chiéu xa.

Ciing qua qua trinh theo di, ghi nhan dic diém sinh truéng phét trién, dua trén
c4c tiéu chi sang loc ddt bién dugc néu trong phan phuong phap, nhdm thuc hién dé
tai da phat hién va ghi nhan duoc cac thé bién di/dot bién kiéu hinh (phenotypical
mutants) chu yéu vé chiéu cao than cy, kich thudc hoa, mau hoa, ciu trdc hoa, mau
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NGUYEN TUONG MIEN

Bang 3.4: Pic diém hinh thai cia 6 thé dét bién tiém ning so véi cac chiing doi
chirng cia chung

Trong thé nghiém lan 1 (M1V3)

Hinh anh

Phuong Pic diém xuat
. thuc A an ae R an ie o
Ki AN MO ta dac diem da hién sau trong
STT i chieu va
hi¢u 1 chon dwoc
lieu
chiéu T Te
P yl¢
Mo ta
(%)
Chiéu cao than cay trung
binh 80 - 110cm
) - S lugng hoa trung Khéngq
boi inh 5- 5 thay doi
L | ' binh 5-8 hoa/cay y" 100
chung S0 Véi ban
- Kich thuéc cum hoa dau
trung binh: 7 - 11 cm.
- Hoa mau dong
- Chiéu cao than cay
trung binh 80 - 110cm
- S6 lugng hoa trung
Gamma | pinh 5- 3 Hoa mau
) 18 binh 5-8 hoa/cay : . 87.3
40 Gy vang tuoi
- Kich thuéc cum hoa
trung binh: 7 - 11 cm.
- Hoa mau vang tuoi
. PO 5 91.5
7 Gamma | Canh hoa chuyén mau Hoa mau
3 30 Gy | vang tuoi vang tuoi
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Canh hoa
Gamma | Céanh hoa chuyén mau Ch}j yen
4 19 40G vang, xuit hign canh phu | Mo Vang 2.1
y ' i | xuat hién
canh phu
Chiéu cao than cay trung
binh 80 - 110cm
N - 6 luong hoa trung th“)ng“ 100
£ boi binh 6-8 hoa/cay thay doi
5 ching S0 V&i ban
- Kich thuéc cum hoa dau
trung binh: 7 - 11 cm. W Y\ S
. - FARM TIRI-$01 CHING
Céanh hoa mau tim
Gamma | Cénh hoa c6 cAu triic C,a nt: hoa}
6 E2a 206G hinh éng €0 cau traic | 78.2
y hinh 6ng
Canh hoa
- Canh hoa c6 cu tric c6 ciu trdc
Gamma hinh 6ng toan bo bong hir\1h ong
7 E2c 206G hoa toan bo 65.8
y b6ng hoa
Céanh hoa
Gamma | Canh hoa chuyén mau | chuyén
E28 . s, 92.1
8 40Gy | timnhat mau tim
nhat
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Canh hoa
G mm _ 7 A < A
£29 amma Cfa\nij hoa chuyén trang cfluyen ’ 795
40 Gy phét tim trang phot
tim

C6 thé nhan thiy & cac dong hoa cuc dot bién E2, E28, E29, 17, 18 phan ly it
ngay tir vu trong thé nghiém dau tién. Cac chung gdc tuong ng véi cac thé dot bién
khong phan ly. Chi c6 cac thé dong 19 1 thé hién sy phan ly gan nhu mét hét dic diém
canh hoa c6 16p canh phu bén trong, chi 2.1% s6 cay trong giir duge dic diém nhu dot
bién ban dau.

Mau 14 lay tir cac ca thé mang tinh trang dot bién van duoc thu thap cling véi 6
thé dot bién tiém nang con lai (E2a, E2c, E28, E29, 17, I18) ciing nhu cac doi chang
turong (g cua ching dé tach chiét DNA phuc vu cho viéc khao sat sy khac biét va da
dang di truyén caa ching.

3.2 K&t qua vé danh gia da dang di truyén cac thé dot bién tiém ning tao ra
thong qua chiéu xa gamma

Str dung 9 moi decamer dé khuéch dai 8 mau DNA cua 2 giéng gdc Doa dong,
Farm tim va céc thé dot bién tiém ning tir ching, ghi nhan anh va lap ma tran vé su
Xuat hién, vang mit cia cac band DNA sau qua trinh dién di da di dén két qua ghi
nhan dugc dugc téng sé 61band DNA, trong d6 c6 11 band don hinh va 50 band da
hinh. Ty I¢ band da hinh ghi nhan duoc nhu vay la kha cao so véi két qua nghién ciu
cua Barakat. TAc gia nay di str dung 5 moi RAPD dé khuyéch dai cac bang ADN cua
gidng hoa ctic Delistar va 13 dong cuc dot bién. Két qua di thu duoc tir 6-14
bing/mdi, cac bang co kich thudc dao dong tir 300 dén 1200bp. Trong tong sé 48
bang thu duoc, ti 1€ bang cho da hinh 1a 52.1%, ti 1€ cac bang don hinh 1a 46.9%. Hé
s6 twong ddng di truyén giira gidng goc va cac dong dot bién dao dong tir 0,425 dén
0.95. Qua d6 tac gia da két luan c6 su khac biét di truyén 16n giita giong clc goc va
cac dong dot bién gay tao bing tia gamma (Barakat, 2010) [1].
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BIO 27

Hinh 3.1: Anh dién di d4anh gia tinh da dang di truyén va tinh 6n dinh céc
thé dot bién tiem ning véi mdi BIO 27

OPA 02

Hinh 3.2: Anh dién di d4nh gia tinh da dang di truyén va tinh on dinh cac
thé dét bién tiém ning véi mdi OPA 02

OPA 06

Hinh 3.3: Anh dién di d4nh gia tinh da dang di truyén va tinh 6n dinh céc
thé dot bién tiém ning véi mdi OPA 06
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Hinh 3.4: Anh dién di d4nh gia tinh da dang di truyén va tinh on dinh cac
thé dot bién tiém ning véi mdi OPC 02
UBC 728

Hinh 3.5: Anh dién di d4nh gia tinh da dang di truyén va tinh on dinh cac
thé dét bién tiém ning véi moi UBC 728

OPA 18 OPA 15
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Hinh 3.6: Anh dién di d4anh gia tinh da dang di truyén va tinh 6n dinh céc
thé dot bién tiém ning véi mdi OPA 18, OPA 15

Hinh 3.7: Anh dién di d4anh gia tinh da dang di truyén va tinh 6n dinh céc
thé dot bién tiém nang voi méi S201, S208

Tur tap hop hinh anh va cac ma tran vé sy xuat hién, vang mat cua cac band
DNA sau qua trinh dién di c6 thé nhan thiy cé 9 sy xuat hién duy nhat va 3 sy ving
mat duy nhat caa mot band DNA sau dién di & mot mau tir thé dot bién dugc khao sat
khi str dung mot moi nhét dinh. Pac diém nay duogc théng ké lai trong bang dudi day:
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Bang 3.5. Ghi nhan vé sy xuit hién, viing mit dic biét cia cac band DNA

Marker
MOI Bing xuat hién duy nhat & mau Thiéu vang bang duy nhat & mau
Band c6 kich thuéc Mau Band co kich thudc Mau
UBC 728 1 E2a
5 E29
6 17
BIO 27 2 17
S201 7 E2c
8 18
S208 1 17
4 E29
OPAI18 2 E29
7 E29
9 E29
OPA2 2 E29

Theo nhu thong ké trén thi cac thé dot bién sau c6 thé duoc phan biét véi tong
thé mau con lai: & thé dot bién E29 1a thong qua 5 su xuét hién va 1 sy ving mit cua
band DNA sau dién di duy nhat; ¢ thé dot bién 17 12 théng qua 2 su xuat hién va 1 su
ving mat duy nhat caa band DNA; ¢ thé dot bién E2a 1a théng qua 1 sy xuat hién
duy nhit cua band DNA; & thé dot bién I8 1a thdng qua 1 sy ving mat duy nhat cua
band DNA. C6 thé dé xuat sir dung dir liéu nay dé lam marker nhan dang cac dong dot
bién. Ciing tir két qua nay cho thiy thé dot bién E29 di c6 nhitng thay d6i manh mé vé
di truyén do tac dong cua birc xa Gamma so voi nhimg dot bién khac, ciing cing tir
mét gidng géc (E), cuing chiu tac dong ctia mot lidu chiéu va cung duoc khuéch dai
DNA trong cling diéu kién nhung thé dot bién E28 khong hinh thanh nén cac dic diém
khéac biét duy nhat nhu thé dot bién E29. Tuy rang c6 thé 1a do s lwong moi khuéch
dai duoc st dung trong khuén kho dé tai nay 1a chwa du nhiéu dé c6 thé nhan ra tat ca
cac thay doi di truyén sau qua trinh chiéu xa nhung nhiing gi dugc ghi nhan va trinh
bay trén ciing c6 thé gop phan bo sung dan lidu cho luan diém cac dot bién di truyén
xay ra trong cac bo gene cua thuc vat dudi tac dong cua tia Gamma ndi riéng, cac loai
birc xa noi chung 1a mang tinh ngau nhién, déng thoi ky thuat (RAPD-PCR) sir dung
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dé 1am nay sinh cac dic trung nhan dang DNA trong nghién ctru ndy dang nhu tén goi
cua n6 ciing mang tinh ngau nhién, khong dinh huéng.

Tur ma tran vé sy xuat hién hay vang mat cac band DNA sau dién di, qua xir ly
théng ké nhém nghién ctru dua ra duoc két qua vé tinh twong ddng/khac biét di truyén
duoc thé hién trong bang sau:

Bang3.6. Hé sé twong dong di truyén giira cac mau thudc hai giong goc Poéa dong,
Farm tim va cac thé dét bién tiém ning tir ching

E2a E2c E28 E29 E 17 18 I
E2a 1.000
E2c 0.738 1.000
E28 0.770 0.836 1.000
E29 0.689 0.721 1.000
E 0.672 0.902 0.902 0.689 1.000
17 0.656 0.557 0.590 0.508 0.557 1.000
18 0.492 0.443 0.525 0.803 1.000
I 0.623 0.557 0.525 0.475 0.525 0.803 0.869 1.000

Tir bang hé sé tuong dong gitra cac giéng gbc va cac thé dot bién tir chiing, cé thé co
cac nhan xeét sau:

- Trong nhém | (gidng goc Poa dong va cac dot bién tir no) thi:

+ Mirc @6 khéc biét di truyén giira thé dot bién 18 va giéng goc (hé sé twong dong
0,803) 1a xa hon so voi gitra thé dot bién 17 va gidng gbc (hé sé twong dong 0,869).

+ 80.3% ciing 1a mirc d6 twong dong gitra hai thé dot bién 17 va 18.

+ S0 V&i cac nghién ctru co trude thi muc do sai khéc vé di truyén gitra cac thé dot
bién va giéng géc trong nghién ciru nay 1a & muac trung binh kha.

- Trong nhém E (gidng gbc Farm tim va cac dot bién tir né) thi:

+ Muc do khac biét di truyén giira thé dot bién E2a so véi gidng gbc xa nhat (hé sb
tuong dong 0.672), khac biét di truyén it nhat so véi gidng goc 1a hai thé dot bién E2¢
va E28 (hé sé tuong dong 0.902), thé dot bién E29 twong dong véi gibng gbc ¢ mirc
68.9%.
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+ Trong ca nhdm, mirc do di biét di truyén cao nhat 1a gitta hai thé dot bién E28 va
E29 (hé sb twong ddng la 0.656) va mirc do di biét di truyén thap nhat 13 giita gidng
g6c khi so voi hai thé dot bién E28 va E29 (hé sé twong ddng 0.902).

+ S0 v&i cac nghién ctru co trude thi mae do sai khac vé di truyén giira cac thé dot
bién va gidng gbc trong nghién ciru nay 1a cao.

- Khi so sénh ca hai gidng gbc va céc thé dot bién tir ching c6 thé nhan thay:

+ Hé s twong ddng gitra hai giéng goc 1a 0.525, diéu nay thé hién rang mic do sai
khéc di truyén giira ching 1 rat cao va cao hon so vé6i cac khac biét di truyén do dot
bién théng qua chiéu xa dugc thuc hién trong nghién ctu ndy. N6i cach khac 1a qua
trinh chiéu xa tuy da tao ra cac dot bién nhung cac thé dot bién hinh thanh c6 mtc do
di biét di truyén khong vuot qua pham vi phan biét cac gidng gbc ban dau.

+ Murc d6 sai khac di truyén trong téng thé cac mau Ién nhét duoc ghi nhan khi so
sanh hai thé dot bién E29 va 18 (hé sb tuong ddng 0.443), tiép dén 1a giira thé dot bién
E2c va I8 (hé sé tuong dong 0.443). Nhin chung khi so sanh riéng cac phan tir trong
nhoém E (gidng géc Farm tim va cac dot bién tir n6) véi cac phan tir trong nhom |
(gidng gdc Poa dong va cac dot bién tir n6) thi mirc do sai khac di truyén Ia rat cao,
hon han muc di biét di truyén trong méi nhom.

Ciing qua xu ly bang phan mém NTSys 2.1, nhdm nghién ctru thu duge so dd dang
cay vé mdi quan hé di truyén giita cac mau DNA thudc hai gibng goc Doa dong, Farm
tim va céc thé dot bién tiém nang tir chung nhu sau:

| .

1 - - - - T - - - - 4
(] 42 [T

Hinh 3.8: So' @6 dang cay vé méi quan h¢ di truyén giira cac giéng va cac thé dot bién tiém ning
tir chang
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Tur so d6 dang cdy vé mdi quan hé di truyén gitra ca&c mau khao sat vé tinh da dang

giira cac giong gdc va cac dot bién hinh thanh tir chlng c6 thé nhan thay:

- C6 sy phan tach thanh hai nhém khé rd: nhém tha nhat gdm giéng géc Doa dong va
cac dot bién tir né (nhdém 1); nhém thi hai gom giéng goc Farm tim va cac dot bién tir

n6 (nhom E). Hai nhom nay twong dong nhau ¢ muc khoang 54%.

- Nhém E c6 thé chia thanh ba phan nhém chinh: phan nhém thi nhat chi gom thé dot
bién E29, khac biét khéa xa so véi tap hop gidng goc va cac dot bién khéac; phan nhom
thr hai ciing chi gdm thé dot bién E2a, hinh thanh nén mét nhanh song song véi phan
nhém thir ba; phan nhdm thtr ba gom gidng gbc va hai thé dot bién E2c va E28 vén ¢6

muc d6 twong dong di truyén véi gidng gbc cao hon hai thé dot bién con lai.

- Nhom | ¢6 thé chia thanh hai phan nhém chinh: phan nhém thir nhat chi gom thé dot

bién 17, khéc biét so véi phan nhém thir hai gom gidng géc va thé dot bién con lai.

Mtic d6 da dang di truyén cua cac dong ctic dot bién so véi cac gidng gdc ciing
turong tu két qua nghién ciu nhdm tac gia Senapati va cong su [59]. Két qua phan tich
da dang di truyén giira cac dong hoa hong dot bién gay tao bing viéc st i EMS két
hop véi nudi cay in vitro, tac gia di chi ra su sai khac di truyén dao dong tir 19.2 dén
27.1% (hé sb tuong dong di truyén gitra cac dong hoa hong dot bién First red; Cri Cri
va Pusa Gaurav dao dong tir 72.9 dén 80.8%) (Senapati va cong su 2008) [59]. Ciing
trén d6i twong hoa hong, Chakrabarty da sir dung 20 mdi RAPD dé khuéch dai céac
bang ADN cua 6 giong goc va 12 dong dot bién duoc tao ra bang chiéu xa tia gamma.
Két qua da thu dugc 48 bang da hinh & 7 méi, hé sé twong ddng di truyén gitra 18
gidng dao dong tir 0.40 dén 0.91. Tac gia két luan thi RAPD khong chi hiéu qua dé
danh gia da dang di truyén giira cac gidng duoc gay tao dot bién bang tia gamma ma
con rat hiru ich d& nhan dang chinh xac cac gidng hoa hong dot bién mai phuc vu

cong tac bao ho va dang ki ban quyén gidng. (Chakrabarty, 2010) [49].

Trén d6i twong hoa clc, khi phan tich da dang di truyén caa 10 dong cuc dot
bién duoc tao ra bang viéc chiéu xa tia gamma tir giéng ctic Richmond bang ky thuat
RAPD, Lema di chi ra mirc do da dang thap gitra cac dong dot bién va cho thiy nhom
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gidng ctc Lady c6 thé nhan dang chinh xac chi bang mét mdi don, hoic mét bo 2 -3
mdi (Lema va cs, 2004) [53]. Tiép do, Lema ciing d st dung 20 moi RAPD dé danh
gia da dang di truyén va nhan dang cac gidng ctc dot bién tir gidng Red Nero va Lilac
Wonder. Gidng Mini Nero duoc tao ra tir gidng Red Nero bing chiéu xa tia X liéu 25
Gy, 2 gidng Rad Wonder va Bronze Wonder duoc tao ra tir gidng Lilac Wonder bang
chiéu xa tia gamma liéu 15Gy. Két qua da thu dugc 7 mdi cho cac bing da hinh véi
téng s6 67 bang ADN (2 dén 16 bang/moi), kich thudc bang dao dong tir 212-2730 bp.
Mbi OPR-06 va RAPD-09 c6 cac bing dic trung dé nhan dang chinh xéc ca 5 ging
nghién ciru. Cac mdi con lai c6 thé phan biét tir 2-3 giéng. Hé sé twong dong di truyén
cao nhat 1a 0.829 giira giong Lilac Wonder va giéng dot bién Red Wonder. Hé sb
twong dong di truyén giira gibng Red Nero va giéng dot bién duoc tao ra tir nd (Mini
Nero) 1a 0.696. Hé s6 twong dong di truyén thap nhat 1a 0.511 gitra gidng dot bién
Mini Nero va giéng dot bién Red Wonder. 5 giéng clc nghién ctu dugc chia thanh 3
nhém: nhém | gém gidng Red Nero va gidng dot bién Mini Nero; nhoém 11 gém gidng
Lilac Wonder va giong dot bién tir né (Red Wonder; nhém 111 chi ¢6 duy nhat giéng
dot bién Bronze Wonder (Lema va cs, 2005) [54]. Bhatacharya ciing dd bao céo rang
hé sb twong ddng di truyén gitta cac gidng cuc dot bién 1a rat cao, dao dong tir 0.17
dén 0.90. Cac giéng cuc dot bién vé mau sic ¢ thé nhan dang bang chi thi RAPD
tuong tu nhu chi thi SCAR (Bhatacharya va cs, 2006) [45].

3.3 Két qua V'é danh gia tinh 6n dinh di truyén cac thé dét bién tiém niing tao
ra thong qua chieu xa gamma

Ciing st dung 9 moi decamer da ding dé danh gia da dang di truyén cac giong
gbc Poa dong, Farm tim va céac thé dot bién tiém nang tir ching, sau khi thyc hién k§
thuat RAPD — PCR trén ddi twong 1a cdc mau in vitro qua céc thé hé M1V3, M1V5,
M1V7 cua hai giéng goc va 6 dong dot bién tiém nang tir ching, ching ti thu dugc
két qua nhu sau: ghi nhan duoc duogc téng sé6 61band DNA, toan b nhiing band thu
duogc 1a band da hinh. Két qua nay ciing tring véi két qua khuéch dai DNA dé danh
gia da dang di truyén. Xét vé khia canh k¥ thuat, tuy ky thuat RAPD-PCR duoc s
dung dé 1am nay sinh cac dic trung nhan dang DNA (DNA fingerprinting) dugc cho
la c6 mirc d6 tai lap két qua thi nghiém (producibility) khong cao (Kurt Weising va
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cong su, 2005 — [62]) nhung trong cing mot 1an khuéch dai trong mot may luan nhiét

thi két qua khdng thé hién sai lech 16n.

Qua xir ly théng k&, nhém nghién ctru da ghi nhan duoc cac két qua vé tinh 6n
dinh di truyén qua cac thé hé M1V3, M1V5, M1V7 cua cac thé dot bién tiém nang va
cac gidng géc cua ching thong qua bang hé sé twong ddng di truyén va so dd dang
cay vé mdi quan hé di truyén duoc trinh bay dudi day:

Bang 3.7: Hé sé twong dong di truyén giira cac miu in vitro qua ba thé hé thudc
hai giéng géc Péa dong, Farm tim va cac thé dot bién tiém ning tir ching
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E2a- | E2a- | E2a- | E2c- | E2c- | E2c- | E28- | E28- | E28- | E29- | E29- | E29- | E- E- E- 17- 17- 17- 18- 18- 18- I- I- I-
a b c a b c a b c a b c a b c a b c a b c a b c

E2a-a 1.00

E2a-b 1.00 | 1.00

E2a-c 1.00 | 1.00 | 1.00

E2c-a 0.74 0.74 0.74 1.00

E2c-b 0.74 0.74 0.74 1.00 1.00

E2c-c 0.74 0.74 0.74 1.00 1.00 1.00

E28-a 0.77 0.77 0.77 0.84 0.84 0.84 1.00

E28-b 077 | 077 | 077 | 084 | 084 | 0.84 | 1.00 | 1.00

E28-c 079 | 079 | 079 | 085 [ 085 | 085 | 098 | 098 | 1.00

E29-a 0.69 | 0.69 | 069 | 072 [ 072 | 072 | 066 | 0.66 | 0.67 | 1.00

E29-b 0.69 0.69 0.69 0.72 0.72 0.72 0.66 0.66 0.67 1.00 1.00

E29-c 0.69 0.69 0.69 0.72 0.72 0.72 0.66 0.66 0.67 1.00 1.00 1.00

E-a 0.67 0.67 0.67 0.90 0.90 0.90 0.90 0.90 0.89 0.69 0.69 0.69 1.00

E-b 0.67 | 0.67 | 0.67 | 0.90 [ 090 | 090 [ 090 | 090 | 0.89 | 0.69 | 0.69 | 0.69 | 1.00 | 1.00

E-c 0.67 | 0.67 | 0.67 | 0.90 [ 090 | 090 | 090 | 090 | 0.89 | 0.69 | 0.69 | 0.69 | 1.00 | 1.00 | 1.00

17-a 0.66 | 0.66 | 0.66 | 0.56 | 056 | 056 | 059 | 059 | 061 | 051 | 051 | 051 | 056 | 0.56 | 0.56 | 1.00

17-b 0.66 0.66 0.66 0.56 0.56 0.56 0.59 0.59 0.61 0.51 0.51 0.51 0.56 0.56 0.56 1.00 1.00

17-c 0.66 0.66 0.66 0.56 0.56 0.56 0.59 0.59 0.61 0.51 0.51 0.51 0.56 0.56 0.56 1.00 1.00 1.00

18-a 0.62 0.62 0.62 0.49 0.49 0.49 0.56 0.56 0.57 0.44 0.44 0.44 0.52 0.52 0.52 0.80 0.80 0.80 1.00

18-b 062 | 0.62 | 062 | 049 [ 049 | 049 | 056 | 056 | 057 | 0.44 | 044 | 044 | 052 | 052 | 052 | 080 | 0.80 | 0.80 | 1.00 | 1.00

18-c 062 | 0.62 | 0.62 | 049 [ 049 | 049 | 056 | 056 | 057 | 044 | 044 | 044 | 052 | 052 | 052 | 080 | 0.80 | 0.80 | 1.00 | 1.00 | 1.00

I-a 0.62 | 0.62 | 0.62 | 056 [ 056 | 056 | 052 | 052 | 054 | 0.48 | 048 | 048 | 052 | 052 | 052 | 080 | 080 | 0.80 | 0.87 | 0.87 | 0.87 | 1.00

I-b 0.62 0.62 0.62 0.56 0.56 0.56 0.52 0.52 0.54 0.48 0.48 0.48 0.52 0.52 0.52 0.80 0.80 0.80 0.87 0.87 0.87 1.00 1.00

I-c 0.62 0.62 0.62 0.56 0.56 0.56 0.52 0.52 0.54 0.48 0.48 0.48 0.52 0.52 0.52 0.80 0.80 0.80 0.87 0.87 0.87 1.00 1.00 1.00




C6 thé nhan thay khdng co su sai léch dang ké gitra két qua vé hé sb tuong
ddng khi so gitra cac mau khong ciing ngudn gdc tir mot thé dot bién tiém ning
nhat dinh nao dé tir bang ndy so véi bang Hé sb twong dong di truyén giira cac
mau thuoc hai gidng gbc Poa dong, Farm tim va cac thé dot bién tiém nang tir
ching.

Trong bang 3.7, nhiing 6 lién nhau dwoc t6 mau Iap thanh ving cé dang
hinh tam gi4c vudng thé hién mic d6 tuong dong trong tirng nhém gom mau
DNA cua ba thé hé timg dong dot bién tiém ning cung véi cac gidng gbc caa
chdng. Quan sat nhitng ving 6 ¢6 mau hong cho thay tinh 6n dinh di truyén ¢
muc tuyét ddi gitra cAc mau clng ngudn goc qua ba thé hé in vitro cua cac dong
dot bién tiém niang va cac gidng gbc d6i chung (hé sé twong dong 1a 1) ngoai trir
c4c mau cé clng ngudn gdc tir thé dot bién E28.

Poi véi dong dot bién E28, muc twong dong di truyén giira hai thé hé
M1V3 va M1V5 van la tuyét doi, tuy nhién chi sé nay khi so mau M1V3 va
M1V5 véi M1V7 12 98%. Diéu nay co nghia 1a da co su bién dong di truyén ¢ thé
hé M1V7, tuy sy bién dong nay khong Ion (¢ mirc 2%) nhung ciing phan nao thé
hién tinh chua 6n dinh hoan toan vé& mit di truyén cua dong dot bién. Trong
nghién ciu cua tac gia Mohamed Mohamed Abd-Alla, tinh twong ddng di truyén
giita c4c cac mau in vitro va cdy me cua ching ¢ dbi tugng Phoenix dactylifera
var. karama trong dai 0,82 — 0,97. S. Mohanty, M. K. Panda, S. Sahoo va S.
Nayak nghién ciru tinh 6n dinh di truyén qua céc thé hé in vitro & Zingiber rubens
cho thdy ludn c6 su bién dong di truyén & tt ca cac thé hé. M.J. Prado va M.T.
Herrera d3 tién hanh vi nhan gidng cay Kiwi va tién hanh phan tich bién dong di
truyén bang k¥ thuat AFLP, két qua cho thay cac mau & lan cay chuyén thir nhat
va thir 5 cho c&c band c6 muc d6 da hinh dén 57%. Trong mot nghién ctu c6
truéc cua ciing nhdm tac gia thuc hién dé tai nay trén di twong twong tu 13 hoa
clic Artfarm trang va Boda trang, su bién dong di truyén qua cac thé hé in vitro
cling duoc thé hién & muc thap khoang 1% tai thé hé in vitro M1V10 - M1V12.
(Nhiém vy Nghi dinh thu cip nha nugc).

Tinh 6n dinh di truyén qua cac thé hé vi nhan gibng M1V3, M1V5, M1V7
cua cac thé dot bién tiém niang va cac giébng gbc cua ching cé thé dugc nhan ra
mét cach truc quan hon théng qua so d6 sau:

C6 thé nhan thay khong c6 su sai léch dang ké gitra két qua vé hé sb tuong
ddng khi so gitra cac mau khong ciing ngudn gdc tir mot thé dot bién tiém ning
nhat dinh nao dé tir bang ndy so véi bang Hé sb twong dong di truyén giira cac
mau thuoc hai gidng gbc Doa dong, Farm tim va cac thé dot bién tiém ning tir
ching.

Trong bang 3.7, nhiing 6 lién nhau duoc t6 mau Iap thanh ving cé dang
hinh tam gi4c vubng thé hién mic d6 tuong dong trong tirng nhém gom mau
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DNA cua ba thé hé ting dong d6t bién tiém ning cung véi céc gidng gbc caa
ching. Quan séat nhiing ving 6 c6 mau hong cho thay tinh 6n dinh di truyén ¢
muc tuyét ddi gitra cAc mau clng ngudn goc qua ba thé hé in vitro cua cac dong
dot bién tiém niang va cac gidng gc d6i chung (hé sé twong dong 1a 1) ngoai trir
c4c mau c6 cung nguodn géc tir thé dot bién E28.

Poi véi dong dot bién E28, muc twong dong di truyén giira hai thé hé
M1V3 va M1V5 van la tuyét doi, tuy nhién chi s6 nay khi so mau M1V3 va
M1V5 véi M1V7 1 98%. Piéu nay c6 nghia 1a da co su bién dong di truyén ¢ thé
hé M1V7, tuy sy bién dong nay khong 16n (¢ mirc 2%) nhung ciing phan nao thé
hién tinh chua 6n dinh hoan toan vé& mat di truyén cua dong dot bién. Trong
nghién ciru cua tac gia Mohamed Mohamed Abd-Alla, tinh twong ddng di truyén
giita c4c cac mau in vitro va cdy me cua ching ¢ dbi tugng Phoenix dactylifera
var. karama trong dai 0,82 — 0,97. S. Mohanty, M. K. Panda, S. Sahoo va S.
Nayak nghién ciru tinh 6n dinh di truyén qua céc thé hé in vitro & Zingiber rubens
cho thay luén c6 sy bién dong di truyén ¢ tat ca cac thé hé. M.J. Prado va M.T.
Herrera di tién hanh vi nhan giéng cay Kiwi va tién hanh phan tich bién dong di
truyén bang k¥ thuat AFLP, két qua cho thay cac mau & lan cdy chuyén thir nhat
va thtr 5 cho cac band c6 muc d6 da hinh dén 57%. Trong mot nghién ctu c6
truéc cua cing nhém tac gia thuc hién dé tai nay trén di twong twong tu 13 hoa
clic Artfarm trang va Poéa trang, su bién dong di truyén qua cac thé hé in vitro
cling duoc thé hién & muc thap khoang 1% tai thé hé in vitro M1V10 - M1V12.
(Nhiém vu Nghi dinh thu cdp nha nudc).

Tinh 6n dinh di truyén qua cac thé hé vi nhan gibng M1V3, M1V5, M1V7
cua cac thé dot bién tiém nang va cac giébng gbc cua ching cé thé dugc nhan ra
mét cach truc quan hon théng qua so d6 sau:
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r T T T T T T T T T T T T T T T
055 0.66 0T 089

Hinh 3.9: So' @6 dang cay vé tinh 6n dinh di truyén qua cac thé hé in vitro caa
cac thé dot bién tiém ning va cac gidng géc cia ching

Trong so d6 trén, sy bién dong di truyén duy nhat ¢ cac mau c6 ngudn géc
tir thé dot bién E28 dugc khoanh ving va chi ra bang miii tén. Nhitng bo ba cac
mau cd clng ngudn gc & phan tan ciing bén phai caa so d6 thé hién tinh 6n dinh
di truyén tuyét d6i caa cac dong dot bién con lai va cua céc gidng géc.

Két qua vira dugc trinh bay va ban luan trén cho thay rang vé tong thé thi
cac dong dot bién tiém ning ciing nhu cac gibng gbc cua ching thé hién tinh 6n
dinh di truyén qua cac thé hé vi nhan giéng & mic cao va rat cao.
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PHAN 4. KET LUAN VA KIEN NGHI

4.1. Két luan

Nhitng két qua dat duoc cua dé tai 1a phu hop véi noi dung, sé luong san
pham khoa hoc cong nghé va tién do da ding ky. Bong thoi cac két qua dat duoc
trong giai doan 2 cua dé tai cling da chiing t6 duoc kha ning tao giéng bang
phuong phap dot bién thdng qua chiéu xa Gamma. Tuy nhién cac két qua néu trén
chi 14 tién dé cho cac khao sét thi nghiém sau nay dé c6 thé dua vao san xuat thuc
té.

Trong giai doan 2 ciia dé tai da dat cac két qua nhw sau:

— O thé h¢ M1V3, cac dong hoa cuc dot bién E2, E28, E29, 17, I8, khong phan
ly tinh trang doét bien vé mau sac duoc [ua chon ngay tur vu trong thé nghiém dau
tién, tuy nhién c6 ti I¢ phan li kha 16n ve dot bien cau truc canh hoa nén ching toi
tien hanh lay mau trén nhiing ca thé git nguyén dac diém dot bién dé€ nhan va
khao sat lai, riéng dong 19 ti I€ phan li I6n chung t6i loai bo.

Panh gia da dang di truyeén:

C6 su phan tach thanh hai nhdm khé ré: nhdm thir nhat gom gidng gc Poa
dong va cac dot bién tir né (nhém 1); nhom thir hai gdm gidng goc Farm tim va
cac dot bién tir n6 (nhom E). Hai nhom nay twong dong nhau & mic khoang 54%.

Nhom E c6 thé chia thanh ba phan nhém chinh: phan nhém thir nhat chi gom
thé dot bién E29, khac biét kha xa so véi tap hop gidng goc va cac dot bién khac;
phan nhém th hai ciing chi gdm thé dot bién E2a, hinh thanh nén mot nhanh
song song véi phan nhom thir ba; phan nhém thir ba gom giéng goc va hai thé dot
bién E2c va E28 von c¢6 muc do twong dong di truyén véi gidng gbc cao hon hai
thé dot bién con lai.

Nhom | ¢6 thé chia thanh hai phan nhém chinh: phan nhém tha nhat chi gom
thé dot bién 17, khac biét so véi phan nhom thir hai gdm gidng gdc va thé dot bién
con lai.

Panh gia on dinh di truyén:
Céac dong dot bién tiém ning ciing nhu cac gidng goc cua ching thé hién

tinh on dinh di truyén qua céc thé hé vi nhan gidng ¢ muc cao va rat cao.
4.2 Kién nghi

Nhim @ng dung két qua nghién ctu cua nhiém vy vao thuc tidn san xuit
ndng nghiép tai ving trong hoa Pa Lat theo chi dao cua Bo Khoa hoc va Cong
nghé ciing nhu mong mudn cua chinh quyén dia phwong, chung t6i xin duoc kién
nghi nhu sau:
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Trdng thir nghiém khao st thém 3 vu dé thuc hién thém cac khao nghiém
danh gia tinh khac biét (Distinctness), tinh déng nhat (Uniformity), tinh 6n dinh
(Stability) cua gidng cay trong méi (DUS) ciing nhu danh gia gia tri canh tac va
gié tri sir dung (Value of Cultivation and Use - VCU).
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PHU LUC

PHU LUC 1

Thanh phian méi trudong khoang MS duoc sir dung trong thi nghiém nuéi ciy in

vitro ctc Farm tim (Chrysanthemum sp.)

Thanh phan Dang st dung Nong d6 (mg/l)
NH4NO3 1650
KNOs3 1900
Khoéng da luong
KH2PO4 170
(Macro MS)
MgSO4.7H20 370
CaCl2.2H20 440
H3BOs 6,2
MnS0O4.4H>0 22,3
) CoCl2.6H20 0,025
Khoang vi lugng
) CuS04.5H20 0,025
(Micro MS)
ZnS04.4H,0 8,6
Na:Mo004.2H20 0,25
KI 0,83
FeSO4.7H20 27,8
Fe EDTA
Na;EDTA.2H.0 37,3
Myo-lIsositol 100
Nicotinic acid 0,5
Vitamine Thiamine-HCI (B1) | 0,1
Glycine 2

Pyridoxine-HCI (Bs) | 0,5
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