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LOT CAM ON
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*  Ban Giam Hiéu Truong Pai hoc Nong Lam Tp.HCM.

*  Ban Gidam Ddc Trung tdm Phan tich Thi nghiém Hoa — Sinh, Truong Dai hoc
No6ng Lam Tp. HCM.

» Ban Chu nhiém va céc Thay — Cd thuoc B6 mén Cong Nghé Sinh Hoc.
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trong thoi gian hoan thanh dé tai.
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TOM TAT

PHAN HUU XUAN, Pai hoc Nong Lam Tp. H6 Chi Minh, thang 8/2005, “BUGC
DAU PANH GIA MUC PO DA DANG DI TRUYEN CUA QUAN THE DIEU
(Anacardium occidental L.) TAI TINH BINH PINH BANG KY THUAT RAPD”.

Giang vién huéng dan: TS. BUI MINH TRI.

Thoi gian thyuc hién tir thang 3/2006 dén thang 6/2006 tai tinh Binh Dinh va tai Trung
tdm Phan tich Thi nghiém Hoa Sinh, truong Pai Hoc Nong Lam Tp. HCM.

Pé tai duoc thyuc hién trén ddi tugng 1a ciy diéu hién dang duogc trong tai tinh Binh
Pinh. Cay diéu 12 mot loai ciy cong nghiép quan trong cua Viét Nam. Dé c6 thé dé ra mot
chién luoc phat trién cay diéu lau dai dem lai loi ich kinh té cao, phai c6 nhitng chuong
trinh bao ton, phd bién nhiing giéng diéu tot, thich nghi trén dién rong va lai tao nhiing
gidng diéu co chat luong uu viét so voi cac gidng hién c6. Mudn vay trudc hét phai danh
gid dugc muc do da dang di truyén cua quan thé cay diéu hién co. Do d6, chung toi st

dung k¥ thuat RAPD
Céc két qua dat duoc:

> Thu thap dugc 50 mau 14 cia nhitng cdy diéu c6 nhimg dic diém noi bat (vé

nang suat, diac diém thuc vat hoc, .. .) trén dia 3 huyén cua tinh.

> Thuyc hién tach chiét DNA 50 mau 13, két qua thu dugc 50 mau DNA c6 chat
luong dat yéu cau dé thuc hién k¥ thuat RAPD.

> Thuyc hién phan tng PCR — RAPD sir dung primer 11 véi 50 mau DNA, két
qua c¢6 50 mau thuc hién thanh céng. Nhan dién duoc 8 band, trong d6 c6 6 band dong
hinh va 2 band da hinh. Nhitng band da hinh c6 d6 dai khoan650 base pairs,850 base pairs
c6 thé 1a nhimg band dic trung cua ciy diéu khi thuc hién phan tng PCR — RAPD sir
dung primer 11. Nhitng band déng hinh c6 d6 dai khoang 200 base pairs, 400 base pairs,
600 base pairs, 700 base pairs, 750 base pairs, 800 base pairs, 900 base pairs, c6 thé 1a
nhitng band dic trung cua cay diéu khi thuc hién phan tmg PCR — RAPD Nhiing band da



hinh c6 d6 dai khoang 650 base pairs, 850 base pairs co thé kha dic biét, co thé dugc
nghién curu thém va st dung nhu la chi thi phan tir ctia nhitng tinh trang dang quan tam.
Qua ky thuat RAPD danh gia tinh da dang di truyén cia quan thé diéu tai tinh Binh Dinh

¢ muc trung binh.
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CHUONG I

GIOI THIEU

1.1. Pit van dé.

Cay diéu (A canardium occidentale L.) hay con goi 1a dao 16n hot, 1a cay cho
san phém rat da dang nhu nhan hat diéu, nudc ép tur qua diéu, dau tr vo hat, gS. O
Viét Nam, nhén hat diéu 1 san phim quan trong nhét, hang nim xuét khiu mang lai
hang tram triéu USD cho nén kinh té nudc nha. Cung véi lta va cao su, cdy diéu
dugc xem 1a mot cAy nong - cong nghiép chién luge cta nudc ta.

Ngoai vu thé 13 cdy cho san pham xuét khau, cdy diéu con dung dé cai tao, bao
vé moi trudong, phu xanh dat trong, doi nai troc, dat nghéo kiét dinh dudng... cho
nén canh tac diéu dang dugc phat trién nhanh va manh & Viét Nam.

Tuy nhién do viéc phat trién dién tich tu phat, tinh tap giao tu nhién phuc tap
va viéc thiéu chién lugc chon tao gidng hop 1y, nén ning suat ciy dicu con thip va
chua 6n dinh. Dé c6 chién luoc phat trién 1au dai dem lai hiéu qua kinh té - k§y thuat
cao, van dé danh gia tong quat quy gen va mirc 46 da dang cua cac giong diéu hién
c6 duoc xem 12 mot viée lam cap thiét. Song song v6i qua trinh xac dinh da dang di
truyén cua quﬁn thé dé tir d6 co chién luge cu thé cho viée bao vé nguén gen ddi vai
cdy diéu, chung ta ciing c6 thé tim ra cac chi thi phan tir (molecular marker) va phat
trién ching thanh nhitng céng cu hitu hidu cho phép rit ngan thoi gian ctia qua trinh
chon, tao giéng.

Hién nay, c6 rat nhiéu k¥ thut phan tir dugc sir dung dé danh gia tinh da dang
di truyén ciia quan thé. Nhung v6i nhitng dbi twong chua c6 nhiéu thong tin vé bo
gene, nguoi ta thuong c6 xu hudng st dung ky thuat RAPD hoac AFLP. Hai k¥
thuat nay déu dya trén co sé khuéch dai bang PCR va déu c6 nhiing thé manh riéng,
tuy nhién khong c6 k¥ thuat nao 1a hoan toan chiém wu thé. Trong dé tai nay, ching
t61 da st dung k¥ thuat RAPD dé danh gia so bd mirc do da dang di truyén cia quan
thé diéu hién duoc tréng tai tinh Binh Dinh nham phuc vu cho cong cudc nghién

ctru sau hon vé cay diéu tai tinh nha va trong nudec.



1.2. Muc dich va yéu ciu.

1.2.1. Muc dich.

>  Hoan thién phuong phap nghién ctru da dang di truyén bang ki thut
RAPD-PCR.

>  Danh gid so bo da dang di truyén cua nhitng gidng diéu hién dang trong
tai tinh Binh DPinh.

1.2.2 Yéu cau.

>  Thu thip duoc mau 14 cia nhiing cdy diéu ¢ nhitng dic diém ndi bat va
dién hinh dya trén kiéu hinh nhu: kha ning chiu han t6t hay khong tot, nang suat va
chat luong hat cao hay thip, co tinh dé khang véi sau bénh cao hay thap, ra hoa som
hay mudn,...

> Trich DNA ¢6 chét luong tdt tir cac mau 14 thu duogc (dugc bao quan
lanh) 1am nguyén li¢u cho k¥ thuat RAPD.

> Thyc hién thanh cong k¥ thuat RAPD tir d6 danh gia so by muc d¢ da
dang di truyén quan thé diéu tai tinh Binh Dinh

>  Lam tién dé phuc vu cho cong tac chon, tao giéng cay diéu.

> Ly trich duoc DNA ctia cac mau diéu di tiéu chuan cho cac bude phan
tich tiép.

>  Thuc hién k¥ thuat RAPD va phan tich két qua bang phan mém NTSYS.

1.3. Han ché cua d@ tai.

>  Nghién ctru phan loai gidng diéu tai Viét Nam chwa duoc thiét 1ap, dong
thoi khé c¢6 kha niang nhan dién gidng trong thuc té tai vuon néng ho nén chi thuc
hién 1dy mau nhiing cdy diu c6 dic diém noi bat va dién hinh, khong dua trén dic
diém phan loai gidng.

>  Khong co du diéu kién dé thu thap luong mau 16n.

>  Khéng c6 du diéu kién dé thuc hién phan tng RAPD-PCR véi nhiéu
primer va tim ra quy trinh RAPD-PCR t6i vu.



1.4. Gi6i han khéa ludn

»  Khoa luan duoc thuc hién tir thang 2-2006 dén thang 6-2006 1a mot
khoang thoi gian twong d6i ngan nén két qua chua phan anh day da va chinh xac ddi
v6i tit ca cac gidng diéu hién co.

>  Céac nghién ctru vé phan loai giéng diéu van chua dugc thiét 1ap nén viéc
14y mAu nghién ctru dua trén co sé diéu tra cac ca thé ndi bat, khong thu thap nghién

ctiru trén cac dong, giong cu thé da dugc xac lap.



CHUONG 11
TONG QUAN TAI LIEU

2.1. Gi6i thiéu vé ciy diéu.

2.1.1. Nguon gbc.

Cay diéu hay con goi la dao 1on hot, c6 tén khoa hoc la Anacardium
occidentale L., thuoc ho Anacardiaceae, tén tiéng Anh 1a Cashew tree.

Khoang vai thé ki truéc day, cdy diéu von di chi 12 mot loai cidy moc ty nhién
hoang dai & mién Pong Bic Brazil thuoc Nam M.

Vao thé ki 16, khi B6 Pao Nha va Tay Ban Nha xam chiém Nam My, cac thay
thil ciia ho d& mang hat diéu ra khoi qué huong lanh tho cta no, dem dén trong thir
tai mot sd nudc thude dia & Trung My, Pong Phi va An Do. Vi vay, co thé thoi
diém nay 1a mdc thoi gian cay diéu dugc chuyén tir hoang di sang trong trot.

Tai cac nuéc Pong Phi, chu yéu 1a Mozambique, Tanzania va mot phan Kenia,
ngudi B Pao Nha di tim thiy ¢ nhitng noi d6 cac diéu kién sinh théi rat thich hop
cho ciy diéu phat trién.

O Chau A, diéu dugc dua t6i Goa (An Do) vao nim (1550), Cochin (1578),
roi tir day phat tan nhanh chong ra toan bd cac bd bién phia Ty va phia Pong Nam
cta tiéu luc dia An P cling nhu té1 ddo Ceylon, Andamane, Nicobar va Indonesia.
Diéu phat tan téi Dong Duong va nhimg nudc khac & Dong Nam A va mot s dao
nhé ¢ Thai Binh Duong c6 thé 1a do tac nhan chim choéc, doi, khi va con nguoi.

Cay diéu co thé duoc dua vao trong & Mién Nam Viét Nam tir thé ky 18. Luc
dau, diéu dugc trong 1é té quanh nha vira dé 1dy bong mat vira dé 1ay qua an. Dén
nam 1975, khi cudc chién tranh chdng My ciru nuéc thang loi, cay diéu méi chinh
thirc c6 tén trong danh muc nhitng cay tréng duoc chon dé tr@)ng lai rung bi pha hai
bdi bom dan trong chién tranh & céc tinh phia Nam.

2.1.2. Pic diém hinh thai.

2.1.2.1. Than va canh.

Cay diéu thudc loai than gd, thuong cao 8 — 12 m. O nhitng ving cé diéu kién
dat dai va khi hau thich hop, cy c6 thé cao t6i 20 m. Puong kinh than cay doan gbc
c6 thé dat 40 — 50 cm,



Cay diéu phan canh sém, thuong ngay tir gbc voi ca canh so cp va canh thi
cap. Theo Kumaran va cong su (1976), cay 4 tudi co sb canh so cap thay doi tir 9-
30 va s canh tht cép tlr 246 - 412. G diéu tuong ddi mém, nhe, ty trong 1a 0,5. V6
cdy ca than ciing nhu canh khi b t6n thuong thuong tiét ra nhiéu mu tring trong.

2.1.2.2. RE.

Cay diéu 1a loai cay vira c6 hé r& coc vira c6 hé ré ngang. O nhitng viung dat
kho, mach nudc ngdm thip ré coc c¢6 thé ddm xudng rat sdu dé hat nudc. Hé ré
ngang phat trién rat rong, c6 thé lan rong téi 2 — 3 m ¢ tang 50 — 60 cm 1dp trén cua
dat tréng. bic biét hé ré co su phat trién khac nhau tuy thudc vao diéu kién séng.
Nho vy cay diéu van ra hoa két qua trong sudt ca mua kho kéo dai 5 - 6 thang.

2.1.2.3. La va tan la.

L4 diéu thudng tap trung ¢ dau canh, loai 14 don, nguyén, moc so le, gan hinh
mang. L4 co6 hinh thudn hay hinh trimg nguoc, dudi 14 thuong hoi tron hay hoi 16m,
mat trén nhan bong. Khi non 14 ¢6 mau xanh nhat hodc dé, khi gia c6 mau xanh
dam. L4 diéu dai tir 6 — 24 cm, rong 4 — 15 cm, cudng 1a dai 1 —2 cm.

Cay diéu c6 kha ning phat trién bo tan rat rong. Trong diéu kién ddy du anh
sang, va dat dai phu hop, tan 14 ciy diéu c6 thé rong dén 5 m tinh tir gbc, chiém dién
tich 50— 60 m? tir khi cay méi 6 - 7 tudi.

2.1.2.4. Hoa.

Binh thuong khi két thuc mua mua bude sang mua kho 1a luc cdy diéu bat dau
trd hoa, cung luc ra ca hoa duc va hoa ludng tinh.

Hoa trd & dau canh thanh chum hinh chuly, dai trung binh tir 14 — 21 cm va c6
tir 200 dén 1600 hoa

Theo tac gia Bigger (1960) ty 1¢ giira hoa ludng tinh va hoa duc 1a 1 : 6 va s6
hoa ludng tinh s€ ddu qua téi chin cho thu hoach chi c6 10,2% .

V& hinh thai hoc, hoa diéu c6 nhirng dac trung sau:

»  Bao hoa c6 5 canh hoan toan tuong tu nhau

>  Dai hoa gdm céc 14 dai dai 3 — 4 mm, mit ngoai c6 mau xanh 14 ma sang,

mat trong c6 mau xanh 14 cdy vang va co6 16ng to day .



>  Trang hoa c6 cac 14 trang hinh miii méac phu day 16ng to ¢ ca 2 mat, dai 1 -
1,5 cm, rong 0,1 — 0,15 cm mau trrflng hoi vang véi céac soc xép thanh hang tr mau
hong toi tim.

>  Céc nhi dyc thang dimg, cac bao phin hinh cau mau dé va nirc doc. S6
nhi duc tir 8 - 11 xép thanh 2 vong va phan 1am 2 loai theo chiéu dai

»  Nhj lén c6 tix 1 - 2, chiéu dai trung binh 1a 6 mm ¢ hoa duc va 8§ mm ¢
hoa ludng tinh.

>  Nhinho c6 tir 7 — 10, chiéu dai trung binh 1a 3 mm ¢ hoa dyc va 5 mm &
hoa ludng tinh.

>  Nhuy goém bau don 1 6, voi nhuy cé chiéu dai 1 cm, tin cing 13 nim
nhuy.

O hoa duc, nhuy thui 1ép di, con ¢ hoa ludng tinh phat trién manh hon. Voi nhuy
dai hon nhi 16n, rat hiém c6 truong hop ngan hon hogc bang, néu co thi su tu thu phan sé
cao hon.

»  Suthuy phén va dau qua.

Hoa diéu nd tir sang som t6i trua thi bat dau héo dan. Trude khi hoa ng 24 gio,
nam nhuy di & trang thai tiép nhan dugc phin hoa va tiép tuc nhu vay trong 48 gio
nita sau khi hoa no. Hat phan c6 stic séng kéo dai 48 gio. Nhd ¢ ciu tao ndt san &
mit ngoai, hat phan bam chic vao cac 16 hong trong bao phan khién gié khong thé
thdi bat duoc no ra. O thoi ky hoa nd, hoa téa ra mui thom hép dan cac loai con
trung nhu kién, rudi, ong... do vay & cay diéu viéc thu phén duoc thuc hién chu yéu
nh¢ tic nhan 1a con tring va gié. Tuy nhién theo Rao (1974) viéc thu phan ty nhién
1a chua du, qua thu phan bang tay, di thu duoc két qua 1a 55% dau qua. Theo
Kumaran va cong su (1976) thu phén chéo thu dugc 61,3% dau qua .

Ngay sau khi thy phan hoa diéu c6 nhiing bién doi: Noan bién dbi thanh hat
(nhéan), bau chuyén thanh vé bao boc chung quanh dé bao vé hat. Nhan va vo tao ra
qua that cia cay diéu da quen goi khong dung 1a hat diéu. Cudng va dé hoa phong
1én phat trién thanh qua gia quen goi 13 trai diéu .

Hat diéu phat trién dat dén kich thudc cuc dai trong 30 ngdy, ctng lai trong 10
ngay tiép theo va giam bat 10% kich thude lac thu hoach.



2.1.2.5. Hat va qua diéu.

Hat diéu (thuc chit 13 qua that) c6 hinh than mau luc sdm khi hat twoi va
chuyén sang mau nau hoi xam khi hat kho. O cac giéng thong thuong hat cé chiéu
dai trung binh 2,5 - 3,5 cm, rong 2 cm va day 1-1,5cm, trong lugng trung binh 5—
69.

V& céu tao, hat diéu gdm c6 vo va nhan. Vo hat diéu gdm 3 16p. Lép ngoai
cung nhin, dai mau xam hodc nau xam, 16p vo giita day nhat, xdp cau trac t6 ong c6
chira mot chat long c6 tinh nhya, nhot, mau nau dé. Khi tiép xuc voi khong khi bi
sam mau di rat nhanh, chat 10ng nay c6 tén goi 1a du vo hat diéu, tén thuong mai
tiéng anh 1a Cashew nut shell liquid - viét tat 1a “C.N.S.L”. Dau v c6 vai tro 1a chat
bao vé ty nhién cho hat chng lai con tring. Lép trong cung ctimg nhu da. Nhan do
2 14 mam tao thanh dugc bao boc bdi mot 16p vo lua mau nau hoi d6. Nhén 1a phan
an dugc c6 dang hinh thén va c6 ham luong lipid (trén 40% theo trong lugng) va
protein (khoang 20%) cao. Ty 18 thanh phan cua hat diéu nhu sau :

Nhan: 20 - 25%

Vo lua: 2 - 5%

Dau vé: 18 - 23%

Vo: 45 -50% .

Trai diéu chira nhiéu vitamin C, gép 5 - 7 lan trai cam, chanh va dugc xem la
nhiing loai trai cay giau vitamin C.

2.1.3. Pic diém sinh thai

2.1.3.1. Piéu kién khi hau.

Cay diéu chiu duoc nhitng diéu kién khi hau khic nghiét. Khi hau nhiét déi
voi mét luong mua hﬁng nam dﬁy da va mot mua kho 1o rét 1a nhitng diéu kién toi
thich dé cdy dicu phat trién tét. Cy ua nhiét do cao va rat nhay cam véi gia lanh
nén vung Duyén hai ctia cdc vung nhiét doi nam & do cao tir 0 - 600 m so v6i mit
bién 12 méi trudng thién nhién phu hop cho cay diéu sinh truéng va phat trién. Tuy
vay, cling co théy ngoai 1€ la cay diéu ton tai duoc & nhiing d6 cao khoang 1000 m
so v6i mat bién nhu & Chau My (Mexico, Brazil, Venezuela) hodc & Chau Phi

(Tanzania). Nhu vy 1000 m c6 18 1a d6 cao gi6i han ciy diéu c6 thé ton tai duoc.



Nhin chung d6 cao noi tréng diéu so voi mit bién cang 16n thi cdy sinh truéng cang
cham, ning suat cang giam.

C6 5 yéu t6 khi hau chii dao quyét dinh su sinh truong, phat trién va ning suat
ctia cay diéu:

»  Ché d6 mua

Luong mua cia cac vung trong diéu trén thé giéi thay doi tir 500 - 4000
mm/nam. Song theo nhiéu tai liéu tong két cia cac nude thi cac ving c6 luong mua
nam trong gi¢i han 1000 - 2000 mm/nam 14 thich hop nhat. Tuy nhién nguoi ta lai
con nhan thiy rang nhitng ving c6 luong mua thip hon hoic cao hon gidi han thich
hop d6 diéu van sinh truong t6t va hang nim déu sai qua tiy thudc vao tinh chét
dat.

>  Ché do nhiét

Ché @6 nhiét thich hop nhét dé cay diéu moc manh, trai nhiéu 1a & nhirng noi
nhiét d6 binh quan hang nim khéng dudi 20° C, trong nim khong c6 thang nao
nhiét d6 binh quan dudi 15° C, v6i nhiét do i thdp khong lic nao dugi 7° C.

>  Ché d6 anh sang

Cay diéu 1a cAy wa sang hoan toan. Mic du ta co thé thay ciy diéu van sbng
dugc ¢ noi ram, rop, song ¢ nhirng noi do diéu moc coi coc, khéng khiu va khong
bao gio co6 trai, co hat. Vi qua trinh ra hoa, dau tréi cta diéu ludén doi hoi mot lugng
anh sang ddy du nén khi trong day diéu chiang nhitng khong phat trién bo tan 14
dugc ma hau nhu khong c6 hoa va trai hodc chi nhitng canh ¢ dinh tan c6 lua thua
vai hoa, vai trai. Do d6 cay diéu trong c6 hiéu qua kinh té cao ¢ nhimg ving c6 anh
sang chiéu nhiéu, khéng c6 thang nio luong may che phu bau troi vuot qua chi sb
7,2.

> Do am tuong d6i cuia khong khi

Tac dong cta d6 4m twong d6i ctia khong khi ddi voi cdy didu chu yéu 1a vao
thoi ky ra hoa, két hat ctia n6. PO am twong dbi ctia khong khi khong vuot qué mirc
75% la thich hogp cho sy né ciia bao phan va sy truyén phan hoa ciing nhu sy thu
tinh. D6 4m twong ddi cua khong khi qué cao cung v6i chit mét cua hoa diéu tiét ra
s€ 1a moi truong thudn 1gi cho nhiéu loai ndm bénh phat trién gay théi, rung hoa va

qua non. Song, néu do 4m twong d6i ctia khong khi vao thoi ky nay qua thap, dudi
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ngudng 50% lai kém theo gio kho ndng thi tuy qua trinh truyén phan va thu phén it
anh huong nhung lai trd ngai rat 16n cho qua trinh thu tinh béi phdn hoa kho ndy
mam nén nim nhuy bi kho, lam anh huéng dén san lugng hat diéu. Ngoai ra, nguoi
ta con nhdn thiy rang trai didu non méi hinh thanh gip thoi tiét qua kho, cay thiéu
nude ciing rat dé bi kho rung trude khi chin.

» Gio

Téc d6 gi6 toi thich cho ving trong diéu 1a 2 - 25 km/gid. Tuy nhién gié manh
lai c6 thé 1am rung hoa, qua va lam cho viéc trong diéu that bai nhu da thdy ¢ dao
Fiji, Antilles, hodc gié kho nhu ¢ Tay Phi lai 1am ting su boc hoi nudc gy ra sy
mat can bang sinh Iy ¢ giai doan ra hoa két qua, hodc gié min (c6 chira mudi) lai
dan dén cac mam va 14 non bi chdy ning.

2.1.3.2. Piéu kién dat dai

Cay diéu dugc xem la mot loai cdy trong ciia cac ving dat hoang hoa, moc
dugc trén nhiéu loai dat nhu dat cat roi, dat nbi lira, dat boi, dat c6 chira sit, dat
Feralit. Tuy vay cdy diéu chi sinh trudng tot trén dat xop, siu, thoat nudc tot (cy
diéu khong wa dat ngap nudc) va do pH tir 4,5 - 6,5. Cay diéu nhay cam voi cac
diéu kién 1y tinh hon cac diéu kién hoa tinh cta dat. Viéc trong dat thiéu mot sd chat
dinh dudng nao do thi co6 thé khic phuc bang cac bién phap bon phan thich hop va
ding 1uc.

O Mién Nam Viét Nam nhiing loai dat c6 thé quy hoach cho viéc trong diéu,
ma khong bi cac loai cay kinh té quan trong khic canh tranh con rat nhiéu va déu
nam vao vung sinh thai cia cdy diéu (Duyén hai Nam Trung Bo, Dong Nam Bo)
nhu dét cat d6 & ven bién Binh Thuan, dit cat tring bd bién Duyén hai Nam Trung
Bo, dit xam phu sa cd (loai dat chinh chiém mot dién tich 16n & cac tinh thudc mién
Dong Nam BJ), dét bazan (c6 3 dang chinh 1a d4t bazan 1an da bot, dat do bazan va
dat bazan thoai hoa, phan bd chu yéu & cac tinh Tay Nguyén). Nhimng loai dat nay
phan 16n 1a dat trong ddi ndi troc can phai phii xanh nén rat thuan lgi cho cac ké

hoach m¢ rong di¢n tich trong dicu.



2.1.4. Su phan bo.

Cay diéu chu yéu dugc phan bd tir phan Nam déo Hai Vén trd vao va chia
thanh 3 ving chinh. Ving trong diéu uu tién I dat hiéu qua cao, ving wu tién 11 dat
hiéu qua kha va vung wu tién III dat hiéu qua trung binh béi c6 nhitng nhan t tu
nhién han ché can khic phuc.

2.1.4.1. Vung trong diéu vu tién I

C6 thé xép vao ving nay phan phia Nam cua tinh Binh Thuan, tinh Ba Ria —
Viing Tau va tinh Binh Phudc. O day diéu duoc trong trén dat cat trang, dat xam
pht sa ¢6 va mot phan dat do bazan. Néu ap dung k§y thuat chon gidng t6t, trong va
cham soc thich hop thi vuon diéu chic chan s& cho ning suit cao va kha 6n dinh véi
san luong hat dat pham chat cao theo tiéu chuan thi trudng quoc té.

2.1.4.2. Ving trong diéu wu tién II

Bao gém mién Duyén hai tir Pa Nang vao dén phan phia Bic cua tinh Binh
Thuén, tinh Pak Lik va cac tinh Pong Nai, Binh Duong va Tdy Ninh cta mién
Pong Nam Bo. Trong cac ving ndy, diéu dugc trong trén dat cat trang di cb dinh,
dat xam phu sa c6 va dét bazan thoai hoa. Cac nhan t6 sinh thai ciia ving nay kha
pht hop v6i yéu cau cia cay diéu. Song c6 mot sé mit han ché nhu: mua bio som &
mién Trung tong lugng nhiét thap ¢ Pak Lik, co dai phat trién manh liét va dat xam
bi bac mau ¢ céac tinh Pong Nam Bo khién nang suét hat diéu khong cao va khong
6n dinh nhu  vungl.

2.1.4.3. Ving trong diéu wu tién ITI

Thudc ving nay 1a loai dat phén ciia mién Tdy Nam Bo bai can c6 nhiing
bién phap chdng ung va rira phén dé trong diéu. Do vay chi c6 thé tin dung cac
dién tich han hep cia cac cong trinh thuy nong va dat thd cu dé trong. Ngoai ra,
dat ving nay thuong cé thanh phan co gi6i nang, thoat nudc kém nén niang suat
cay diéu kho co thé dat cao.

2.1.5. Pa dang sinh hoc cdy diéu

Cay diéu ciing giébng nhu cac loai cdy trong tir hat khac, kha ning xay ra thu
phan chéo cao va phat tan rong, do d6 trong mot quan thé diéu cé nhitng tinh da

dang vé hinh thai.
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2.1.5.1. Xét vé hinh dang ciy

Ta c6 thé thiy c6 cac giéng chil yéu sau day:

Gidng diéu than cao thudng kém theo dic diém 13 than phan canh cao, it canh
nhanh, tan thua va hep.

Gidng diéu than lun véi cac dic trung thudng gip 1 tan ciy xode rong, canh
nhanh rdm rap, than phan canh thip nhiéu khi sat gdn mat dat.

Giita 2 dang cay nay lai con c6 nhiéu dang trung gian khac nhau

2.1.5.2. Xét vé mau sic 14

C6 gidng c6 14 non mau xanh ndn 14 chudi va 14 gia mau xanh nhat, c6 giéng
¢6 14 non tir mau hong dén do tia va 14 gia mau xanh dam.

2.1.5.3. Xét vé hoa

Hoa diéu moc tap trung thanh chum & dau nhanh gdom hai loai 13 hoa dyc va
hoa ludng tinh. Tuy ciing moc chung trong mot vuon nhung c6 giéng hoa nd sém
c6 gidng hoa nd mudn chénh léch nhau dén ca 10 —15 ngay. S6 luong hoa trong mdi
chum ciling nhu ty 1€ hoa duc va hoa ludng tinh binh quan trong mét chum ciing
thay doi 10n tir giéng nay dén gidng khac, co giébng chum hoa thua thét chi ching
vai chuc cai, c¢6 giébng chum hoa day dic t6i vai trim hoa, c6 giéng ty 1¢ hoa ludng
tinh thap khong qua 5% lai c6 giong ty 1& hoa ludng tinh rat cao 1én dén gan 30%.
Ty 1& hoa ludng tinh sau khi né dau thanh trai cing rat khac nhau giita cac giéng, c6
gidng ty 1¢ dau trai binh quan ¢ mdi chim rat cao co thé dat t6i 6 —10 trai mdi chum
ta thuong goi 1a diéu chum, c6 gidng ty 18 dau trai rat thip binh quéan chi c6 1-3 trai
moi chum.

2.1.5.4. Xét vé trai

Mau sic, hinh dang, kich ¢ va mui vi cua trai diéu (trai gid) thay ddi rat da
dang giita giéng nay voi gidng khac ngay trong mot vuon. C6 nhirng giéng nhu: trai
mau do, trdi mau hong hay mau vang hodc mau d6 soc xanh, trai tron, trai dai, trai
rat to, trai nho .v.v. Co giong trai khi chin rat ngot, c6 giong trai rat nhat, khi an rat
khé ¢6 do ham luong Tananh trong nudc trai cao. C6 giébng nudc trai chira ham
luong vitamin C rat cao, ¢ giéng rat thap. Cac dic diém cua trai diéu ké trén c6 lién
hé quan trong dén cong nghé ché bién trai diéu thanh nudc giai khat va didu ché

vitamin C trong nganh dugc.
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2.1.5.5. Xét vé hat va ning suit hat

Hat diéu ciing c6 su khéac biét rat 16n vé hinh dang, kich thudc, trong luong, ty
1¢ nhan bén trong hat giira cic giong khac nhau. Hinh dang gidng nhu qua than la
dic trung cua tit ca cac loai hat diéu, song c6 gidng hat tréng no tron, phdng may,
c6 gidng hat 1ép dep. C6 gidng hat rat to va nang, khi chin trong luong kho dat dén
xap xi 8 gam/hat (khoang 127 — 132 hat/kg); c6 gidng hat lai bé chi dat 3,5 gam/hat
(binh quan mdi kg c¢6 téi gan 300 hat). V& ty 1é nhan bén trong hat ciing rat khac
nhau c6 giéng ty 1& nhan chiém trén dudi 20% so véi trong lwong hat nhung ciing
co giéng dac biét vdi ty 1€ nhan dat dén hon 30% trong lugng hat.

2.1.5.6. Xét vé di truyén

Tat ca cac dic diém ké trén tuy rat phong phu va da dang song vé y nghia khoa
hoc khong thé goi 1a gidng dugc. Nhirng khac biét vé hinh dang cay, tan 14, hoa, trai
va hat d6 thuc sy chi 13 nhitng bién di c4 thé nghia 13 nhiing bién dbi tir cAy nay qua
ciy khac. Nguyén nhan din dén nhitng khéac biét d6 13 do cay diéu 1a cdy thu phan
chéo, do d6 khi lay hat tir mot cdy dem gieo trong ta s& dugc nhiéu cdy con c6 thé
t6t, c6 thé x4u, c6 thé thudc dang nay hay dang khac, khong hoan toan giéng nhau.

Ngoai ra, phan 16n cac vuon didu & ta duogc trong tir cic gidng khong rd ngudn
gbc, tham chi 1a cac giéng budn ban ngoai cho nén ciy trong vuon lai hon tap 13
hién nhién. Bén canh d6 sy khac biét vé dit dai, vé thoi tiét mdi ving, mdi nim, vé
ky thuat gdy trong va chim séc vuon diéu cling 1am ting su khac biét gitta cac
giéng. Chi khi nao c6 mot cong cudce cai thi¢n giéng diéu that sy khoa hoc thi méi
c6 thé ¢6 duge mot vuon diéu cung cép hat giéng tdt va 6n dinh duogc.

2.2 Cong dung

2.2.1 San pham chinh

Diéu c6 hai loai san pham chinh 1a nhan diéu va dau vé hat diéu:

Nhan diéu: chiém khoang 20-25% trong luong hat diéu. La thuc phim cao cip
gdm nhiéu chat dinh dudng va can ddi trong thanh phan dinh dudng, ham luong
calo cao hon ngii cde, thit va céac loai hoa qua tuoi. Hat diéu dung dé an: Hat diéu
rang, lam gia vi , nhan banh trung thu, nhan keo sdcdla va mot sb loai banh keo

khac. Ngoai ra hat diéu con dung dé ép 1y dau ché margarin (bo thyuc vat), thic in
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lanh han ché va chita duoc nhiéu loai bénh hiém nghéo: Chay méu ndo, xo cung
dong mach, huyét ap, than kinh.

Dau vo hat diéu: Chiét xuat tir vo hat diéu, chi yéu 1a acid anacardic
(CaH3,03) va mot luong it cardol (CpsH30,). Dau vo hat diéu dung dé diéu ché
verni, son chéng thdm, chju nhiét, bao vé kim loai, dung moi chéng nong, chay, vat
liéu cach dién, chit boi tron, ma phanh 6 t6, xe Itra, keo dan gé, chét phong lao cho
cao su, ximang dac biét, thudc nhudm, thudc trir sau, diét moi, chéng ndm, muc in,
muc déu, thude trir bénh phong, mun coc, nit got chan, huong liéu, my pham. ..

Trong ki thudt nhiét d6i héa cac may moc thiét bi, nhét 1 cac thiét bi dién tir
tinh vi, dau vo hat diéu 1am tang tudi tho cac linh kién dién tir va ting d6 an toan
trong may moc. Dac biét dau vo hat diéu con duge dung lam tranh son mai. Vo lua
chtra mot it dam, dudng va mudi khoang c6 thé dung dé nudi ga vit.

2.2.2 San pham phu

Qua diéu chira nhiéu vitamine By, B, va dic biét 1a vitamine C va cac loai
khoang. Trai diéu vang chira nhiéu vitamine C va it vitamine B, hon trai diéu do.
Trai didu co thé an sdng, ndu canh chua hay ché bién thanh tinh dau chudi, nuéc
giai khat, ruou, gidm, mat, ép 14y nudc 1am sird nguyén chat hay dem c6 dic, dong
hép. Ruou tir trai diéu co tinh giai nhiét, trj nhirc moi, 1am loi tiéu, chita viém hong.
Nudc trai diéu pha v6i sunfat sit ¢6 thé dung dé nhuém dem toc.

Gd diéu kha ciing va sau 30-40 nam duong kinh c6 thé 60-70cm, gd diéu dung
dong thuyén, 1am gd din dung nhu 1am ban ghé, lam nguyén liéu gidy. Than va
canh cdy cung cip cui.

> V6 cay diéu: Chtra nhiéu tanin(4-9%) dung dé thudc da, lam muc
khong phai, thubc nhuém vai. Vo cdy diéu ngam lay nuéc chita bénh dau co, trir

bénh ia chay nhe va tdo bon.

RE cay diéu dung 1am thudc chdng nén, thude x6.

Nhya cay diéu dung lam thude sat trung, diéu ché verni, lam keo dan sach,
thudc trir bénh phong hay cac bénh ngoai da.

La diéu nguoi Indénéxia an 14 non, ngudi Bo Pao Nha nau 14 didu dé lam

thudc ngt, ngudi An D6 dung 14 gia dé chira bénh da bi phong 16 hay phong lira.
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2.3 Tinh hinh san xuét diéu trén thé gi6i

Tir cay hoang dai, cAy diéu dan dan duogc trong trén dién tich 16n va trd thanh
cdy c6 gia tri kinh té nho tinh da dang vé san phim. Theo cic chuyén gia, nhu cau
sir dung diéu cua thé gidi sé taing khoang 5% mdi nim cong vai gia hat diéu ting
lién tuc trong nhitng nim gan day. Chinh vi vdy viéc san xuat va ché bién hat diéu
tén thé gidi ngdy cang ting thé hién rd trong bang 2.1.

Bang2.1. San xuét nhan hat diéu caa thé giéi nién vu 2000 — 2001.

DVT: tan

Nuwdc/khu vue 2000 — 2001
An Do 425.000
Brazil 200.000
Viét Nam 140.000
Tanzania 150.000
Nigieria 30.000
Mozambique 20.000
Indonesia 30.000
Guinea-Bissau 45.000
Benin 20.000
Céc nude chau Phi néi tiéng Phap 70.000
Cac nuoc khac 70.000
Cong 1.200.000

2.4Tinh hinh sin xuit diéu & Viét Nam.
Nudc ta, cdy diéu duogc xép thu tu trong sd cic cdy cong nghiép xuat khau
quan trong. Cay diéu c6 kha ning chiu dung diéu kién khic nghiét, dé tham canh

tang nang suét dem lai 1gi nhuan cho nhan dan nén duoc cha trong phat trién.
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Hién nay Viét Nam c6 trén 350 ngan ha diéu, ting 40% so voi nam 1999,
trong d6 dién tich cdy trong da cho thu hoach 14 3180 ngan ha dién tich trong giong
cao san 1a 130 ngan ha. Cay diéu duoc trong nhiéu, tip trung & cac tinh mién Dong
Nam Bé. Riéng cac tinh nhu Binh Phuéc, Binh Duong, Dong Nai loai ciy nay phat
trién kha manh va chiém khoang 2/3 dién tich diéu ctia ca nudc.

Niam 2004 san luong diéu cua viét Nam dat 350 ngan tin va dtng thi 3 thé
gidi. Ciing trong ndm 2004, ca nudc da xuat khau hon 105 ngan tan diéu nhan, kim
ngach dat 436 tri¢u USD va 6 thang dau nam 2005 d3 xuat khau duoc 43 ngan tan,
dat kim ngach 210 tri¢u USD.

Tir chd chu yéu chi xuit khau sang Trung Qudc, dén nay san pham diéu cua
Viét Nam da c6 mit tai thi truong My, Tay Au, Pong Nam A.

Thi truong xuat khau cua Viét Nam ngdy cang mo rong, va da xam nhép vao
nhiing thi trudng duge coi 1a khé tinh vé nhiing yéu cau vé an toan thuc pham, chat
luong ....

Tir chd chi sudt khau hat diéu tho trong nhitng nim dau, thi nganh ché bién hat

diéu trong nudc dan phat trién thé hién ¢ bang 2.2.
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Bang 2.2. Tinh hinh san xuit, xuat nhap khiu nhan diéu ciia Viét Nam

Hat diéu thé (tdn) | XuAt khau (tin)
Gia tri kim

Nim San xuit Nhap H.z.:t Nhan ngach

:1:23 khau Zizu didy | (tri¢u USD)
1986 1530 - -
1987 1449 - -
1988 468 300 33,6
1989 12.000 11.000 261
1990 28.000 27.000 286 14
1991 31.000 30.000 360 23
1992 47.000 40.000 1.400 29
1993 60.000 30.000 6.000 49
1994 90.000 50.000 9.526 75
1995 100.000 18.257 90
1996 110.000 23.791 110
1997 140.000 33.000 133
1998 100.000  10.000 26.000 117
1999 70.000  20.000 16.000 100
2000 135.000  25.000 30.000 150
2001 140.000  40.000 38.000 135
2002 - - 63.000 214
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Bang 2.3. Thi phin xuit khiu nhin diéu cia Viét Nam giai doan 2000-

2002.
STT  Quodc gia va khu viee 2000 (%) 2001 (%) 2002 (%)
1 Hoa Ky 18 24 33,7
2 Trung Qudc 32 28 20,3
3 Uc 17 18 10,8
4 Anh 8 7 5,3
5 Ha Lan 8 10 10,9
6 Nhat 3 2,5 2,2
7 Canada 3 2,5 2,3
8 Hong Kong 3 4 4.8
9 buc 2 1 1
10 New Zealand 1 1 1
11 Pai Loan 1 1 1,1
12 Cac nuoc khac 1 5 6,6

Trudc tinh hinh ngdy cang phat trién cua thi truong, thi nuéc ta c6 tao ra mot

chién luogc 1au dai cho viéc cung cap nguyén liéu bang cach quy hoach cac vung

trong dieu chuyén canh, c6 sy dau tu 16n vao viéc tao ra giong di€u cd nang suat,

chat luong cao ... dé c6 thé dap ing nhu cau cang cao cta thi trudong. Dudi day 1a

bang duy kién cho cac vung trong diéu trong ca nude duoc hoach dinh dén nim 2010

bang 2.4.
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Bang2.4. Tinh hinh phit trién san xuit diéu tai Viét Nam dy kién dén

nam 2010.DVT:ha

Viing T Nim 1997 2005 2010
Toan qudc 250.000 340.000 500.000
Duyén hai Nam Trung Bo 61.000 100.000 180.000
Quang Nam 4.000 10.000 25.000
Quang Ngii 3.000 10.000 25.000
Binh Dinh 15.000 15.000 25.000
Phi Yén 8.000 15.000 20.000
Khéanh Hoa 7.000 15.000 25.000
Ninh Thuan 3.000 10.000 20.000
Binh Thuan 21.000 25.000 40.000
Tay Nguyén 27.000 60.000 120.000
Kon tum 500 16.000 25.000
Gia Lai 10.500 17.000 35.000
Dic Lac 10.000 15.000 30.000
Lam Dong 6.000 12.000 30.000
DPong Nam B 149.000 170.000 190.000
Ddng Nai 35.000 40.000 40.000
Ba Ria—Viing Tau 20.000 25.000 30.000
Binh Dwong 32.000 28.000 28.000
Binh Phudc 50.000 65.000 65.000
Tay Ninh 10.000 10.000 25.000
Tp. H5 Chi Minh 2.000 2.000 2.000
Pong bang séng Ciru 13.000 10.000 10.000
Long
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2.5 Da dang sinh hoc.

2.5.1 Pinh nghia da dang sinh hoc.

Pa dang sinh hoc 1a su phén thinh cua su séng trén trai dét, la hang tri¢u loai
dong vat, thyc vat va vi sinh vat, 1a nhitng gen chtra dung trong céc loai va la nhirng
hé sinh thai vo cting phtic tap cling ton tai trong tu nhién.

2.5.2 TAm quan trong ciia da dang sinh hoc.

Cudc song ciia chiing ta lién quan mat thiét dén nguodn tai nguyén ma trai dat
cung cép (nudc, khong khi, khoang san, cdy cdi va dong vat). Nén van minh cua
chung ta ngay nay dang bi de doa do con ngudi lam dung ngudn tai nguyén thién
nhién dé lam loi ich riéng lam réi loan cac hé sinh thai tu nhién. Sy ting dan sb va
tang phét trién xa hoi nhu viéc cong nghiép hoa, mé rong hé thong giao thong, do
thi hoa, di va dang giy ra nhirng tac dong 16n 1én moi truong, tinh da dang vé sy
song trén trai dat dang bi suy giam. Viéc nghién ciru va bao ton tinh da dang sinh
hoc hién nay la mot van dé cép bach.

Néu ching ta duy tri dugc tinh da dang sinh hoc thi sé bao vé va diéu hoa
dugc lugng nudc trén trai dat va chéng duoc x6i mon, diéu hoa khong khi, tao
nguén thirc an cho céac sinh vat khac nhau, han ché dugc su tang nhi¢t do cua khong
khi va chong han han 1i lut..

2.5.3 Phan loai da dang sinh hgc.

Pa dang sinh hoc dugc xem xét theo 3 murc do:

- Da dang hé sinh thai: La sy khac biét gitra cac quén xa ma trong do cac loai
sinh séng va cac hé sinh thai noi ma cac loai ciing nhu cac quan xa sinh vat ton tai
va ca su khac biét ciia méi twong tac giita chiing v6i nhau.

- ba dang loai: Gom toan bd cac sinh vat séng trén trai dat, tir vi khuan dén
cac loai thuc vat, dong vat va cac loai nam.

- Pa dang di truyén: Su khac biét vé gen giira cac loai, giita cic quan thé séng

cach li nhau vé dia li cling nhu giira cac c4 thé cung chung song trong mét quan theé.
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Hé sinh thai

Pa dang loai

Pa dang di truyén

2.5.4 Hién trang vé da dang sinh hoc & Viét Nam

Viét Nam 1a mot trong muoi nude ¢6 hé sinh thai phong phti nhat trén thé gioi.
Viét Nam c6 khoang 10% sb loai sinh vét cua thé gidi. Song sy da dang nay dang bi
de doa vi mdi trudng sdng bi hity hoai bai tinh hinh ting dan s6, viée xay dung dap
nudc va duong xa cling nhu viéc mé rong cac hoat dong cong nghi€p. Tinh trang
tang dan sd va d6 thi hoa dang gy sirc ép dbi v6i nang luc bao vé moi trudng. Mic
du dién tich che phu cta rimg da ting 1én, song mdi quan tAm thyc sy 14 van dé chat
lwong. Mot nira s6 rimg nguyén sinh da bi mat. Hién c6 700 loai sinh vat nim trong
danh sach cac loai c6 nguy co tuyét chung. Muc do 6 nhiém thuong xuyén vuot qua
mirc do cho phép, va riéng mirc d6 bui ¢ cac khu db thi it nhat ciing cao gip doi so
v6i tiéu chuan t6i da. Vi vy ma céc loai sinh vét bi tiéu diét dan va mot s6 loai c6
nguy co tuyét chiing, 1am anh huong dén da dang sinh hoc.

2.6. Thong tin di truyén va phwong phap nghién ciru tinh da dang di
truyén.

2.6.1. Thong tin di truyén.

Nucleic acid, vat liéu mang thong tin di truyén clia cac hé thong song, 1a mot
polymer hinh thanh tir cac monomer 13 nucleotide. Mdi nucleotide gdm ba thanh
phan: nhém phosphate, duong pentose (dudong 5C) va mot base hitu co (vi cac
nucleotide chi khac nhau ¢ base nén nguoi ta thuong dung tor “base’thay cho

“nucleotide”).
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Céc base hitu co thudc hai nhém: cac purine gdm Adenine (A) va Guanine
(G), cac pyrimidine gdm Thymine (T), Cytosine (C) va Uracine (U). Cac nucleotide
duoc ndi véi nhau bang lién két phosphodiester tao thanh chudi pholynucleotide.

Nucleic acid gébm hai loai phan tir cd cdu tao rit gibng nhau Ia
deoxyribonucleic acid (DNA) va ribonucleic acid (RNA). O sinh véat Eucaryote,
thong tin di truyén 14 phan tir DNA, 13 mot chudi xodn kép gdm hai mach don, mdi
mach don 13 mot chudi nucleotide. Mdi nucleotide gdm nhom phosphate, dudng
deoxyribose va mot trong bon loai base (A, C, G, T). Hai mach don lién két véi
nhau nho lién két hydro hinh thanh giira base bo sung nam trén hai mach: A bo sung
cho T, G bd sung cho C. Mbi mach don 13 mot trinh tu c6 dinh hudng véi mot dau
1a 5° phosphate ty do va mot dau 1a 3 hydroxyl ty do (hudng quy udc 1a 5°> 3°).
Hudng ciia hai mach don trong chudi xoan kép nguoc nhau, ngudoi ta goi ching la
hai mach déi song song. Mdi mach don 1a mot trinh tu nhitng base khac nhau, do dé
mdi mach don mang thong tin khac voi mach kia. Hai mach don lién két v6i nhau
boi tinh chat bo sung. Chinh tinh chat nay giai thich duoc ciu trac chit ché cia
phan tr DNA, dac biét 1a cach thiuc tu sao chép dé tao ra hai phan tr con tor mat
phan tir me.

2.6.2. Phuwong phap chiét tich DNA.

Phuong phép chiét tach DNA co ban gdm ba budc

- Bu6c 1: Phd mang té bao va mang nhan. Thong thuong ngudi ta nghién té
bao, mo trong mot hdn hop chét tiy (nhu SDS, Sarcosyl) va proteinase (Proteinase
K). Hon hop nay sé pha v& mang té bao va mang nhan, giai phéng DNA ra moi
truong déng thoi phan huy céc protein lién két véi DNA.

- Budc 2: Loai bo cac thanh phan khéng mong mudn trong mau, chu yéu la
cac protein. Mau dugc lac that manh trong mdt dung dich chloroform va phenol,
dung dich phenol chloroform cé tac dung 1am bién tinh protein dong thoi khong
hoa tan nucleic acid. Protein sau khi bi bién tinh s& khong con hoa tan trong
pha nuéc c6 chira nucleic acid va sau khi ly tim s& ttia thanh mot 16p ndm gitra
pha nudc va pha phenol chloroform. Pha nudc c6 chura nucleic acid dugc thu

nhan lai.
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- Budc 3: Tua nucleic acid. C6 thé tia bing ethanol hodc isopropanol,
nhung thong thudong nguoi ta dung isopropanol. Nucleic acid s€ duge thu nhan
lai bﬁng ly tam. Sau d0, cdn tia dugc rta trong ethanol 70% dé loai bo cac
mubi hodc cac ddu vét cua isopropanol con dinh lai trén mau.

Muc dich caa viéc taa 13 nhim thu nhin nucleic acid dudi dang co dac,
nhiam béao vé chung khoi sy phan hay cua cac enzyme, ddng thoi c6 thé hoa tan
chiing lai trong dung dich theo nong d6 mong mudn.

2.6.3. Cac chi thi dung trong nghién ciru da dang di truyén.

Nguén géc tinh da dang sinh hoc & thuc vat néi riéng va ¢ sinh vat noi
chung nam ¢ thir tw cac bo ba trén phan tir DNA 1am nén bd may di truyén cua
chiing. Hiém c6 cac ca thé trong cung mot loai hodc cing mot gidng co thir tu
cic bo ba trén DNA trong bo gene giéng hét nhau. Viéc xac dinh tinh da dang
sinh hoc cyuc ki quan trong trong chon gidng vi cac vat liéu di truyén dung dé
lai tao thuong duoc doi hoi c6 tinh da dang cang 1on cang tét.

Cong nghé Sinh hoc thuc vat di phét trién nhiéu phuong phap méi, nhay
va chinh x4c dé xéac dinh va st dung tinh da dang & sinh vat.

Dé nghién ctru tinh da dang di truyén cta céc ca thé, quan thé vé cin ban
ngudi ta thuong dya trén cac DNA marker. DNA marker cé thé dugc chia 1am

ba loai chi thi thuong st dung:

- Chi thi hinh thai: Gene thé hién ban chat di truyén s& duoc lién két véi mot
tinh trang hinh thai nao d6 ma nguoi ta co6 thé phat hién dugc. Tuy nhién néu dua
vao nhing chi thi loai nay dé lap ban dd gene va chon loc s& mat thoi gian, s lugng
chi thi it do khong phai tit ca nhimng tinh trang kiéu hinh nao ta ciing c6 thé nhan

dién dugc, dong thoi d6 chinh xac va do tin cdy thap.

- Chi thi allozyme. La nhiing chi thi protein. Mdi protein 1a sin pham biéu
hién cta mdt hay mot vai gene, do vay ngudi ta dua vao diéu nay dé tim ra nhiing
chi thi. Dya vao hang loat nhiing enzyme giéng nhau dugc ma héa boi nhing allen
khac nhau nim cung trén mot locus. Do sy khac nhau vé dién tich ctia aminoacid,
allozyme c6 thé dugc phan tach bang dién di. Nhiéu enzyme bét bién trong quan thé
va hau hét sy da hinh cta nhitng enzyme nay chi do mét vai bién d6i nho. Két qua
ma chi thi allozyme dem lai kha quan hon so véi chi thi hinh thai do c¢6 s6 luong chi
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thi c6 thé phat hién dugc nhiéu hon, tuy nhién sb luong chi thi cling van it, khong

dap ung cho nhitng nghién clru sau rong.

-Chi thi phén tr :phan tich sy khac nhau cic ca thé & muc d6 phan tir
(DNA, protein) SSCP, SSR, RAPD, AFLP...

Cac phuong phap nghién ctru tinh da dang di truyén & mutc d6 phan tir nay
déu st dung san phém DNA da dugc chiét tich va tinh sach.

2.6.3.1. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism).

La phuong phap ding dé so sanh DNA cuia cac ca thé khac nhau sau khi cit
mau DNA bang mot enzyme gidi han. Néu trinh tu DNA cua hai ca thé cung loai
giong nhau hoan toan thi sau khi cat DNA bang enzyme gidi han cing loai sé thiy
cac band DNA hoan toan giong nhau vé s6 luong va kich thude. Nguoc lai néu c6
su khac nhau vé trinh ty DNA (khac giéng hoac do dot bién) thi s€ co6 su khac nhau
vé cac band DNA.

Phuong phép tién hanh: DNA sau khi tach chiét duoc phan cat bang mot
enzyme nhat dinh, roi chay dién di, luc nay cac doan DNA tach riéng ra vdi nhau
tuy theo kich thudc cua nd chay trén gel agarose, va tinh trang m¢ day don
(denature). Nhirng doan DNA nay dugc chuyén tir gel sang mot thé ran (tdm loc
nitrocellulose hodc mang loc bang nylon), noi né bi ¢6 dinh. Sau giai doan trudc khi
lai DNA, ngudi ta ¢b dinh cac vi tri trén mang noi qué trinh lai DNA s& xay ra, cac
DNA (gene lién két v6i marker) s& gan véi nucleic acid thim do (probe, hay RFLP
marker) dugc ddnh ddu bang phong xa. Qua trinh lai gitta DNA (gene) va probe nhu
vay duoc goi 1a lai DNA. Sau khi lai, tim loc hay mang loc duoc rira dé loai bo cac
probe khong gin, hodc gin yéu véi DNA dang nghién ctru. Tiép sau d6, DNA lai
véi probe tu ghi trén biéu dd phat xa. Sau khi di¢n di, gel dugc chup dudi tia cuc
tim. Cac doan DNA xuét hién thanh cac ddm lién tuc. DNA lai véi probe s& cho tin
hiéu khi thé hién ra trén phim X-quang. Cac soc ¢ tinh da hinh (polymorphism) c6
thé dugc quan sat dé danh gia.

RFLP marker c6 kha ning sir dung rt phong phu, nhung quy trinh thyc hién
phirc tap, nguy hiém dén sirc khoe nguoi thuc hién, dat tién, yéu cau DNA c6 s6
lwong va chat luong rat cao. Do d6, ngudi ta ¢6 xu huéng ap dung nhirng marker

don gian hon, an toan hon, trén co s& phan tmg chudi polymerase.
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2.6.3.2. SSCP (Single - Strand Conformation Polymorphism).

Ngudi ta da tim thdy c6 su chuyén dich ctia doan DNA dang diy don, ngan,
trong diéu kién chua qua qua trinh bién tinh DNA thanh diy don (denaturation).
Nguoi ta gia dinh rang su thay doi chudi mi di truyén DNA 1a do su thay ddi ngoai
hinh cua day don (single-strand conformation). Sy thay d6i nay lam cho DNA
chuyén dich trén gel, tao ra thé da hinh.

Trong phan tich SSCP, phan ung chuan PCR da hoan thanh. San pham cua
PCR nay lai bi m¢ day don 1an nita va ngdm vao trong nude da. Khi d6 hién tuong
snap-back s& xay ra trén cau tric thi cap. Dé tranh hién twong dit giy cau tric thir
cip, cac mau phai dugc xur Iy trong diéu kién lanh. Néu P*¥ duoc dung trong PCR,
thi phim chup X-quang s& thé hién vi tri cia DNA trén gel. Néu khong, nguoi ta sé
dung bac dé nhuém gel. DNA khi nhuém bang bac s& nhay cam gap tram lan
nhudm ethidium bromide.

SSCP marker 1a cong cu rit manh va nhanh, nhung né chi ap dung cho viéc
tim kiém thé da hinh cta nhimg doan phan tir DNA tuong d6i ngan. SSCP c¢6 thé
xac dinh tinh chat di hop tr ctia nhitng doan phan tir DNA (c6 cung trong luong
phan tr), va n6 cé thé phan bi¢t dugc su thay ddi ctia mot vai nucleotide nao do.
Ngudi ta cho nd 13 céng cu hitu dung trong xét nghiém bénh di truyén ¢ ngudi.
Trong thuc vat, SSCP chua dugc phat trién nhiéu. Nguoi ta hi vong, SSCP marker
s& gitip cho viéc phan nhom di truyén & con lai trd nén dé dang hon, khi chiing ta co
primer thich hop ddi véi tinh trang quan trong nao do.

2.6.3.3. Microsatellite ( SSR: Simple Sequence Repeat).

SSR 1a cac trinh tu hai nucleotide ((AC),, (AG),, (AT),) hoac ba nucleotide
((TAT),, (TCT),, (CAG),) lap lai. Do vay nguyén tic cua phuong phap nay 1a dua
trén sy khuéch dai cac trinh tu lap lai trén bo gene bﬁng cac primer dac hi¢u co6 kha
ning bd sung vao hai dau cua locus microsatellite. San phdm PCR 1a cic doan DNA
c6 chiéu dai khac nhau do sy bién thién vé d6 dai duoc tach ra trén gel
polyacrylamid hoidc trong mao quan ctia may giai trinh tw DNA. Do s6 1an lap lai
cao ciia microsatellite & cic ca thé nén sy da hinh cao hon ¢ cac trudng hop khac
nhu RFLP, RAPD va su da hinh & cac c4 thé khac nhau tit nhién 1a khac nhau.
Chiéu dai cac doan DNA qua dién di thuong cé kich thudec 100 — 200 bp. Tuy
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nhién, SSR thuong duogc phan tich trén DNA h¢ gene nhd mang trinh ty 1dp lai va
kich thudc cia chiing dugc nhan biét sau khi dién di trén gel.

SSR duoc thue hién theo bdn budc:

v Tach chiét va tinh sach DNA cua cic mau nghién ctru.

v Thuc hién phan tng khuéch dai qua PCR véi cac primer dic trung cho
cac doan 1ap don gian.

v Dién di két qua trén gel polyacrylamid va tinh toan sb liéu, xac dinh
mirc do giéng va khac nhau giita cac doan lip DNA.

v Xt 1y s6 liéu bang cac phan mém Map Marker Program, SYSTAT,
NTSYSpc .v.v. 1ap ban dd di truyén va dung cay phat sinh chung loai.

2.6.3.4. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism).

AFLP — da hinh chiéu dai cidc doan DNA duoc khuéch dai chon loc, do Vos va
cong sy phat minh 1975. La k¥ thuat dugc ap dung dé phan tich tinh da dang cua
sinh vat tir hang trim doan DNA gi6i han da dugc khuéch dai dong thoi nhd phan
mg PCR. Trén nguyén tic, AFLP gom hai noi dung co ban:

o Cit DNA bang enzyme cit gidi han c6 bo sung cac adapter dic hiéu tao
nén cac doan c6 dau mat giéng nhau, dic trung cho cac primer da chon trudc.

Adapter 12 mot doan oligonucleotide d6i, dugc tong hop nhan tao va co trinh
ty twong Ung voi trinh ty & dau doan DNA duoc phan cat boi mot loai enzyme nhét
dinh

. Nhan doan DNA bang k¥ thuat PCR qua hai giai doan voi hai loai
primer khéc nhau.

X Enzyme dugc st dung

Dé cit DNA cua bd gene, hai enzyme cat han ché duoc st dung:

o Msel: La enzyme cat & vi tri xac dinh 1a 4 base

° EcoRI: La enzyme cit & vi tri x4c dinh 14 6 base

Ba loai doan DNA thu nhan duoc 1a: Mot loai doan DNA duoc cit boi EcoRl
& ca hai dau két thiic, mot loai doan DNA duge cit béi ECORI ¢ mét dau két thic
nay va Msel ¢ dau két thic khac, va mot loai doan DNA duoc cit bai Msel & ca hai

dau két thuc.

25



Cét bt Msel Cét b EcoRl

Hinh 2.1: Co ché cit ciia enzyme Msel va EcoRlI
X Adapter
Adapters so1 doi chuyén biét cho ca vi tri ctia ECORI va vi tri cia Msel. Sy gén
két cua adapter doi voi DNA da duoc cat thay doi vi tri cat dé ngan chan su phan

cat thur hai xdy ra sau khi da gan két.

Adapter Msel  Adapter BcoRlI Poan DNA cit bii Msel va EcoRl

Hinh 2.2: Co ché giin ciia adapter Msel va adapter EcoRI

<> Primer

C6 hai loai primer dugc st dung:

° Primer dung trong khuéch dai tién chon loc:

EcoRIA 5-GAC TGC GTA CCA ATT CA-3
Msel C  5°-GAT GAG TCC TGA GTA AC-3’

Primer nay duoc thiét ké twong tng v6i adapter di st dung, dong thoi co gin
thém mot nucleotide & dau 3’ dé chon loc nhirng doan DNA can khuéch dai, cu thé
1a ECORI gan thém nucleotide A va Msel gan thém nucleotide C & dau 3°.

Két qua chu yéu cua viéc chon trudc PCR 1a cac doan DNA d6 c6 mot vi tri
cit ciia Msel va ECORI, va ciing co nucleotide quan tim. Budc khuyéch dai tién

chon lgc s€ lam giam di sy phure tap trong viéc thu nhan nhitng doan DNA.
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Primer tién chon loc
- Primer fcoRI + base A

c Primer Asel + base C

Hinh 2.3: Co ché khuéch dai tién chon loc trong phan wing AFLP
. Primer dung trong khuéch dai chon loc:
La céac primer khuéch dai tién chon loc dugc thém vao tir 1 dén 2 nucleotide &
dau 3”. Vi du: ECORI A gin thém CT va Msel C gin thém AG vao dau 3’

EcoRI 5’FAM-GACTGCGTACCAATTC ACT-3’
Msel 5’-GATGAGTCCTGAGTAA CAG-3’

Két qua 1a so v6i primer dugc thiét ké tuong ung véi adapter thi primer
khuéch dai chon loc c¢6 thém ba nucleotide & dau 3°. Piéu nay gitp cho viée lua
chon cac doan DNA chét ché hon, gidam sy phtrc tap khi doc két qua cac doan DNA
trén gel.

Sau khi duoc khuéch dai PCR véi cac primer ndy, két qua cia mdi mau dugc
phan tich trén may giai trinh tu DNA.

Viéc chon lya sy khuéch dai véi hai primer ECORI va Msel 1a khuéch dai chu
yéu cac doan DNA duoc gin hai primer EcORI-Msel. Cac doan DNA EcoRI-EcoRl
khong duge khuéch dai. Cac doan DNA Msel-Msel khong dugc nhan biét trong qua
trinh khuéch dai do khong chira chit phat huynh quang. Chi c¢6 nhing soi chira

EcoRI duogc nhan biét.
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A Primer chon loc ! *- Ao [ COxx * Mau huynh quang

* B Axx -+ 1 trong 16 primer ZcoRI khuéch dai chon
loc duee gan mau huynh quang

[1Cxx~ 1 trong 8 primer M5e] khuéch dai
chon loc

B.Chay AFLP khuéch dai chon loc

S h—

CAG 1GT
GTC ACA

Hinh 2.4: Co ché khuéch dai chon loc trong phan ing AFLP
Trén co s& d6 quy trinh thuc hién AFLP c6 thé gdm bdn bude co ban:

» Téch chiét va tinh sach DNA.

> Cit cac mau DNA nghién ctru bang cac cip enzyme gidi han chon loc ¢6
b sung adapter tuong tmg.

» Tién hanh PCR hai giai doan voi hai loai primer dac hi€u, primer 1 + 1
nucleotide va primer 2 + 2 nucleotide.

> Phan tich két qua bang cac phan mém thong dung, lap cAy phét sinh
chung loai dé xac dinh su khac biét di truyén va da dang sinh hoc ciia cac mau

nghién curu.
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Ta c6 thé tom tit k§ thuat AFLP nhu sau:

DNA bi gene
Cét bii 2 enzyme FcoRI va Msel

Gén adapter

Khuéch dai tién chon loc

Khuéch dai chon loc

AFLP fingerprint

Hinh 2.5: Co ché phan ng trong ky thuat AFLP
K§ thuat AFLP c6 cac uu diém:
> Luong DNA can cho phan (g rat it

» Cho két qua nhanh, on dinh va cac lan 18p lai c6 do tin cay cao do k¥ thuat

AFLP c¢6 cac diéu kién nghiém ngit ctia phan ing PCR.
> Ky thuat AFLP thyc hién trén nhiéu dbi twong sinh vat khac nhau.
» Khong can biét trat tu nucleotide cta hé gene.

AFLP duoc ung dung trong viéc xay dung ban do gene thuc vat bao gom:
> Thiét lap nhom gene lién két nhau trong mot thé nhidm sic trong qua

trinh cho tap giao
» Lam bao hoa cac vung co6 gene la dua vao
» Ubc lugng mirc d ¢6 quan hé gitta cac giong.

2.6.3.5. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).
La phuong phap xac dinh su da hinh vé kich thudc cac doan DNA sau
khi thyc hién PCR mau DNA thi nghiém. K§ thuat cho phép phat hién thé da hinh
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ma khéng can biét trude thtr tu cac nucleotide bang cach dung cac primer tong hop,
don, ngén, day ma duoc thiét ké ngﬁu nhién dé thuc hién PCR. Sau khi bat cap tai
cac vi tri chuyén biét trén sgi DNA, primer tién hanh sy khuéch dai dé tao ra cac
doan co kich thudc khac nhau, c¢6 khi 1én t61 2 kb. Cac doan voi kich thudc khac
nhau nay dugc nhan biét béng dién di. Mot primer co thé tao nén sy da hinh DNA
giita cac ca thé va cac doan da hinh nay c6 thé dugc dung nhu nhitng marker dé xac
dinh sy da dang di truyén. RAPD dugc xem nhu mdt phuong phap tao sy da hinh
DNA nhanh va hitu hi¢u. Céac bd kit primer dung cho RAPD da dugc thuwong mai
hoa trén thi truong va cic primer ciing rat d& duoc tong hop. Vé trang thiét bi chi
can c6 may PCR va hé thong dién di. Can quan tdm dén yéu t6 ndong d6 DNA, diéu

kién thi nghiém, chuong trinh chay PCR va can lua chon primer thich hop cho su da

hinh cao.
3 -1 —2 - 3
5’
DNA mau
5 4 S« 6
H_} H_}
37
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San pham A San pham B
Hinh 2.6: Sw bit ciip va khuéch dai trong phan ing RAPD — PCR

Ghi cht: - Cac miii tén biéu thi cho cac primer (cac primer c6 trinh tu gidng
nhau, khoang 10 nucleotide); cac s61,2,3,4,5,6 tuong trung cho cac vi tri trén
DNA miu ma primer gin vao; cac primer bat cip vao cic vi tri 1, 2, 3 trén mach
don DNA mau 3°- 5°, cac primer bét cap vao cac vi tri 4, 5, 6 trén mach don DNA
mau 5’ - 3°. Trong trudng hop ndy, ¢6 2 san pham PCR dugc tao thanh:

- San phém A: Lasan phrflm PCR khuéch dai mot doan DNA nam gitra hai vi
tri 2 va 5.

- San ph'flm B: La san phém PCR khuéch dai mot doan DNA nam gitra hai vi
tri 3 va 6.
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- Khéng c6 san phim PCR hinh thanh boi cic primer nam & vi tri 1 va 4 do

hai vi tri nay qua xa nhau dé cho phép hoan thanh sy khuéch dai.

- Khong c6 san pham hinh thanh boi cac primer ndm ¢ vi tri 2 va 4,3 va 5, do
cac primer khong c¢é chiéu hudng vao nhau.

K¥ thuat RAPD duogc thuc hién theo ba budc co ban:
> Téch chiét DNA tong sd, nhdn DNA bang may PCR
» Dién di trén gel agarose hoac gel polyacrylamid

> Xac dinh tinh da dang di truyén bang cic phan mém thong dung
(NTSYSpc, UPGMA cluster, Gelcompar, 1ap dendrogram) cac s6 liéu thu duoc cho

thay su gan giii hodc cach biét di truyén cua cadc mau nghién ctru.

PCR (Polymerase Chain Reaction).

K¥ thuat phan g chudi polymerase do K. B. Mullis phat minh ra nim 1985.
Pay 1a phuong phap invitro dé nhan ban nhanh mét doan DNA nao d6 ma chi can
mot khoi lugng mau ban dau rat nho. K¥ thuat nay c6 do nhay rt cao va duoc ung
dung trong nhiéu linh vuc nhu sinh hoc phan tir, chan doan, di truyén quan thé va
phéan tich phap y.

K¥ thuat PCR dya trén sy xUc tdc cua enzyme dé nhan ban modt doan DNA
nhd 1 cdp primer (oligonucleotide) twong hop voi hai dau 3’ ¢ ca hai mach cta doan
DNA dich (target sequence). Cac oligonucleotide dugc dung lam primer nay cho
phép DNA mau duoc nhan ban nhd sy xuc tac cia DNA - polymerase. Qua trinh
nay gom 3 giai doan:

» Bién tinh: Hai mach cta chudi xoan kép duoc tach ra nho nhiét do cao (94

-96°C)

> Bait cip: Nhiét do phan ting giam xudng dé primer lién két vao cic mach
ctia DNA dich theo nguyén tic b6 sung (nhiét d6 nay phu thudc vao primer nhung
thuong 13 50 - 56° C)

» Kéo dai: Kéo dai ddy médi nho primer dudi sy thyc hién cia DNA -

polymerase (72° C).
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b6 1a mot chu trinh PCR. Do cac san phélm moi duoc téng hop ra lai duogc
ding lam khudn cho mét primer khac, nén sau mdi chu ky sb ban sao cia DNA dich
lai duoc ting 1én gip doi so v6i chu ky ngay trude d6. Chu ky gdm ba giai doan nhu
trén duoc 13p lai nhidu 1an (thudng 13 30 - 40 chu ky) s& din dén viéc nhan ban doan
DNA dich dén hang triéu phién ban trong vai gio dong ho.

Ban déu, khi chwa sir dung loai enzyme Taq - polymerase ngudi ta phai thém
DNA - polymerase trong timg chu ky nhan ban, vi DNA - polymerase can cho qua
trinh téng hop DNA khong chiu dugc nhiét d§ 16n hon 90°C & giai doan tach hai
soi ciia phan tr DNA. Sau nay khi tim duoc loai Taq - polymerase tir vi khuan
Thermus aquaticus - loai vi khuan séng & sudi nudc néng - mét loai enzyme chiu
nhiét, thi chi can cho mot 1an Taq - polymerase 1a du.

Pé cho céc primer dé dang lién két vao doan tuong hop trén DNA dich nguoi
ta thuong tao ra mot sd thay doi ¢ primer. Chang han nhu gan thém diém tiép nhan
enzyme gi6i han vao dau 5° ctia mdi primer, hay viéc 1am thay d6i ving xung quanh
codon khéi ddu c6 thé lam ting hiéu qua dich ma & sinh vat Eukaryote dugc chuyén
gen...

Mot phan tng PCR c6 su tham gia cia cac thanh phan: Taq buffer, MgCl,,
dNTP, Primer, Taq DNA polymerase, DNA khuén mau va H,O. Bé phan ing PCR
thanh cong thi cac thanh phan nay phai c6 mot sy két hop hai hoa v6i nhau vé nong
do.

C6 thé tom tit qué trinh PCR nhu sau:
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PCR : Polymerase Chain Reaction
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(Andy Vierstraete, 1999)
Hinh 2.7: Co ché ciia phan ing PCR

Tuy nhién trong thuc té khi thyc hién phan tng RAPD — PCR thudng gip phai
mot sb van dé:

> Nong d6 DNA méu khac nhau c6 thé lam thay d6i sb band trén bang gel
dién di. Vi vay ndng do DNA mAu thich hop cho mdi phan g 1a 20 — 50 ng.

> PCR buffer thuong dugc cung cip theo Taq - polymerase va co thé co
hodc khong cé Mg2+. K¥ thuat RAPD phu thudc rat nhiéu vao néng do Mg2+, néu
ndng d6 Mg®* khac nhau thi san pham RAPD s& khéc nhau.

> Taq - polymerase clia cac nha san xuét khac nhau cho két qua san pham
khac nhau rat 16n. Vi vay, loai Taq - polymerase va néng do ctiia Taq doi hoi phai

chinh xac va dugc xac dinh qua thuc nghi¢m.

33




> Chu ky nhiét c6 thé c6 sy thay dbi vé sd chu ky va nhiét d6, diéu nay phu

thudc vao may PCR va do day cua eppendorf.

Vai tro ciia cac thanh phén trong phan ing PCR.
> Nong do cac chét trong hdn hop PCR:

. Nong d6 enzyme: thuong sir dung & ndng d6 0,1 — 0,5 U/25 ul dung
dich phan tng. Néu nhu ndng do enzyme Taq polymerase qué cao co thé lam phat
sinh nhitng san phim khong dic hiéu, con néu ndong d6 enzyme Taq polymerase qua
thap thi phan (mg khong xay ra hoan toan do khong c6 du enzyme.

o Cac ANTPs: Ham luong cac dNTPs trong khoang 20 — 200 pM cho két
qua on dinh va dic hiéu. Bén loai dNTPs (A, T, G, C) phai co néng do gﬁn tuong
duong nhau.

o Ham luong MgCl,: Nong d6 t6i uu ctia MgCl, cho két qua PCR tdt. Ion
Mg" c6 thé anh huong dén:

- Nhiét d6 dé bién tinh mach d6i thanh mach don.

- Qua trinh bat cip cua primer: MgCl, 1am ting kha ning bét cip chinh xac

cua primer véi DNA template.

- Su déc hi¢u cua san pham PCR: bao gom ca sy bat cap chinh xac cua primer

voi DNA khuén va sy ndi dai chinh xéc.
- Hoat dong ctia enzyme va su trung thuc cia két qua.
Thong thuong ham luong ion Mg” can thiét tir 0,5 — 2.5 mM.

Hién trong nudc da ap phuong phap RAPD-PCR dé nghién ciru da dang di
truyén nhu. Panh gi4 da dang di truyén xuit x& lim xanh bing chi thi RAPD va AND
luc lap (Néng nghiép va PTNT, 2005, 15, 80-8) cia Nguyén Hoang Nghia va CS St
dung phuong phap RAPD dé x4c dinh ngudn goc giong dira Cayenne va xay dung
bién phap phong trir mot sé sdu bénh hai quan trong trén cay dira cua TS. Lé Dinh
bon, KS. Huynh Van Quang - B mén Bao vé thuc vat - PH Nong 1am. 2004 St
dung chi thi phan tt RAPD-PCR dé d4nh gi4 tinh da dang di truyén ¢ mot s6 loai ciy
duoc li¢u ban dia & Viét Nam”. ThS. Hoang Thi Hoa, Khoa Sinh hoc, Truong Pai hoc
Khoa hoc Tu nhién, PHQGHN.v.v.
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3
3 Thuye hién PCR véi nhfrni
primer ngau nhién
3 — . . .
'q— ————— 'q— ————— [ ; —_— : —_———— - ——
Primer ngiu nhién
—Em e e o
5% : '

ét qua PCR, phat hiénl)and

Hinh 2.8 So' d6 tom tit quy trinh RAPD-PCR
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CHUONG III
VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

3.1. Thoi gian va dia diém.
3.1.1. Thoi gian.
>  Pé tai duogc thuc hién tir thang 3/2006 dén thang 6/2006.

3.1.2. Pia diém.
» Thyc hién thu thiap mau 14 diéu cta nhimg cay diéu dic biét va dién hinh.

Cac mau diéu duge léy tai cac huyén cua tinh Binh DPinh.

> Mau dugc ly trich DNA, chay RAPD tai Trung tam Phan tich Thi nghiém
Hoa Sinh truong Pai hoc Nong Lam TP H6 Chi Minh

3.2. Phuong phap chon méu.

Tién hanh thu thip mau 14 cta nhitng ciy diéu c6 nhitng dic diém ndi bat va
dién hinh trong vuon cua nhitng néng ho duoc khao sat theo mau in san (xem phy
luc). Lya chon nong hd dé khao sat mot cach ngau nhién. Nhiing dic diém ndi bat

duoc chon chu yéu gom:
> Nang suét: cao hay thap.

> Ra hoa: nhiéu hay it, sém hay muon, mét dot hay nhiéu dot, nd dong loat

hay phéan tan.
> Chum: nhiéu hay it, mot chim c6 nhiéu hay it hat.
Hat: to hay nho, mau sdc hat.

Than va canh cay: sum sué hay thua thot.

>

>

» Hién tuong rung trai non: nhiéu hay it.
> Qua: to hay nho, mau sic, ngot hay chat.
>

Kha nang chdng chiu sau hai: cao hay thap.
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3.3.Vit liéu
3.3.1. Cac miu diéu thi nghiém.
> Dia diém léy mau: Mau dugc léy tai cac nong ho ¢ 3 huyén Hoai

Nhon,Hoai An, An Lio, cia tinh Binh Dinh.

> Cach chon mau: Dau tién thu thap cac thong tin vé nhimng ciy diéu trong
vuon, sau d6 chon cac mau cé nhitng tinh trang dic biét. Tuy theo thong tin thu
dugce ma sé mau thu nhan c6 thé khac nhau. Néu vuon diéu co nhiéu cay dic biét thi
c6 thé thu thap 3 — 5 mau, néu khong c6 cdy nao dic biét thi c6 thé khong lay.

> Cach ldy mAu: Chon nhiing 14 tuoi tbt, 1dy ca 14 non, 14 trudng thanh va 14
gia. Mdi mau lay khoang 4 - 6 14, cho vao bich nylon va dé vao thung lanh dé bao
quan do tuoi ciia 1a. Pong thoi ghi ddy du nhimg thong tin cia cdy dugc lay mau
theo phiéu diéu tra c6 sin (phuy luc I)

> Cach bao quan mau dua vé phong thi nghiém: Mau sau khi 1y duoc cho
vao thung lanh dé bao quan tam thoi. Sau doé cho vao ta lanh, dé am & téng mat va
dung thung lanh dyng mau van chuyén vé phong thi nghiém.

3.3.2Phwong phap nghién ciru.

3.3.2.1. Héa chit thi nghiém va kiém tra DNA

Hoa chat dung cho tach chiét va kiém tra DNA 14 diéu

» Dung dich chloroform — isoamyl alcohol (CIA) c6 ti 1€ chloroform :
isoamyl alcohol =24 : 1.

» RNase (10 mg/ml) — enzyme phan huy RNA.
Dung dich isopropanol lanh.
Sodiumacetate 3 M.
Ethanol 96 % va ethanol 70 %.

Agarose.

TAE (Tris — Acetate — EDTA).

YV V V V VY VY

Dich tach chiét EB (Extraction buffer), pha 100 ml (bang 3.1).
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Bang 3.1. Thanh phan va cich pha EB.

Thanh phan Luong dung (pha trong 100 ml)

CTAB (hexade- 29.

cyltrimethylammoniumbromide)

EDTAOQ0S5M 4 ml.
Mercaptroethanol 1 ml.

NaCl5M 28 ml.

Tris—HCI 0,5M 20 ml.

Nudc Thém cho dén 100 ml.

»  Dungdich TE 1 X (Tris — HCI va ethylendiamine tetra acetate), cach pha
(bang 3.2).
Bang 3.2. Thanh phén va cach pha TE 1 X.

Luong dung (pha trong

Thanh phan

250 ml)
Tris—HCI 1 M 1ml
EDTA 0,5M 0,2 ml

»  Loading dye.

>  Ethidiumbromide.

»  Nudc cit siéu sach khtr ion.

3.3.2.2. Hoba chit dung trong kiém tra dinh lwgng DNA

- Nudrc cat 2 1an khir ion (d4 hap khir tring) -TE 1X

3.3.3. Phuwong phap ly trich DNA

3.3.3.1. Quy trinh ly trich miu twoi (Doyle va Doyle (1988)): gdm 12 budc

» Budc 1: Can 0,15 g 14 da rira sach. Cho 1,2 ml dich trich EB vao
eppendorf, nghién 14 v6i dung dich nay. Khudy bang vortex that k§. U ¢ 65° C trong
45 phut.
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>  Budc 2: Thém 500 pl Chloroform : isoamyl alcohol (24 : 1), khudy bang
vortex 10 phut, li tim 5 phat 14000 vong & 10°C.

>  Budc 3: Chuyén lay dich trong lap lai budc 2.

»  Budc 4: Chuyén ldy dich trong, thém vao 2 ul RNase, u & 37° C trong
1gio.

»  Budc 5: Thém vao 250 ul dung dich isopropanol lanh. Dé tia & —20° C
khoang 30 phut (nén dé qua dém).

»  Budc 6: Li tam 5 phut 14000 vong & 10°C. D6 b6 dich trong.

»  Budc 7: Chovao 300 Wl TE 1X,u & 37°C trong 1gio.

>  Budc 8: Thém 20 pl mudi Sodium acetate 3 M, va 640 ul Ethanol 100%,
tron déu va dé — 20° C trong 30 phit.

»  Budc 9: Li tam 10 phut 14000 vong & 10°C, d6 bé dich trong.

>  Budc 10: Rira can véi 400 ul Ethanol 70% bang cach ly tam 2 phut
14000 vong & 10° C, db bo dich trong.

>  Budc 11: Lap lai bude 10. Dé khé cin, hoa tan cin trong 100 pl TE 1X,
1 6 37° C trong 30 phit.

»  Budc 12: Bao quan miu ¢ 4°C.

3.3.3.2. Pinh tinh DNA bang phwong phap dién di.

Dé dinh tinh DNA, ta dién di cAc miu DNA di ly trich trén gel agarose. Trong
dién truong DNA di chuyén tir dién cuc 4m sang dién cuc dwong, vi DNA mang
dién 4m (do tinh chit ciia nhém phosphate). Khi DNA di chuyén qua cac 16 caa
agarose, su co sat gilra hat agarose va phan tu DNA tao ra luc khang 1am ngén can
sur chuyén dich cua DNA. DNA c6 phan tur cang 16n thi lyc cdn cang manh, do do
DNA c6 phan tir cang nhé di chuyén cang nhanh. Nho vy ta ¢ thé phan loai duoc
cac doan DNA trén gel agarose.

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

Cach tién hanh:

>  Pha gel agarose voi ndong do 0,8%: Can 0,1 g agarose cho vao 12,5 ml

dung dich TAE 0,5X. Pun sdi bang 16 Viba cho agarose tan that déu.
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Db gel, chd agarose dong
Load mau vao cac giéng vai ty 18 2 pl loading dye va 4 ul DNA mau.
Chay dién di ¢ diéu kién 100 V, 250 mA, thoi gian khoang 20 phut.

YV V V

»  Nhudém ethidium bromide khoang 15 phut, sau d6 dua vao may Geldoc
doc két qua.

3.3.3.3. Pinh lwgng DNA bing quang pho ké.

Trén nguyén tic, sy hap thu 4nh sang khic nhau cta cac base nito ctia phan tir
DNA mach kép va mach don, co thé xac dinh ham luong ciia DNA trong dung dich.
Gia tri mat do quang & budc song 260 nm (OD,g) cia cac mau DNA cho phép xéc
dinh nong d6 DNA trong dung dich. Pong thoi dé kiém tra do tinh sach cua dung
dich DNA thuong do gia tri OD,go. Do protein c6 phd hap thu cao nhét & budce song
280 nm, dong thoi hap thu & budce song 260 nm gy nén su sai 1éch khi tinh ndng do
cua acid nucleic. Khi gia tri OD,go/ODygp = 1,8 — 2,2 thi dich trich DNA duoc coi la
tinh sach.

Ham luong DNA dugc tinh theo cong thirc:

DNA (ng/ 1) =[(62.9 * OD2g0nm) — (36 * OD5gonm)] * PO pha loang

Céch tién hanh:

>  Xay dung duong chuan: Dung dung dich TE 1X dé tao duong chuan.

>  Pha lodng dung dich DNA dén ndng d¢ thich hop dé do (thuong pha
lodng 100 lan) véi dung dich TE 1X: Hat 10 pl dung dich DNA hoa tan v&i 90 pl
TE 1X. Cho vao Curvette. Tién hanh do OD.Két qua do OD. DNA sau khi tich
chiét va kiém tra dinh tinh, dinh luong s& duoc bao quan & 4° C dé dung cho viée

chay RAPD.
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3.3.3.4 Héa chit va quy trinh chay RAPD - PCR.

Bang 3.3: Héa chét cho phan RAPD — PCR.

TEN NONG PO
PCR BUFFER 250um
Tag DNA polymerase 0,5u
MgCl, 200pm
DNTP 120pm
Primer 11 6,5pm
Nudc cat
DNA 20ng/ul
Bang 3.4 thanh phan héa chit cho mét phan irng RAPD — PCR.
HOA CHAT DUNG THE TICH | NONG PO CUOI
DICH GOC SU DUNG
PCR BUFFER 25mM 2,5ul 250 Ml
Taq DNA polymerase | 5u 0,1 ul 0,5u
MgCl, 25mM 2 ul 200 M pl
dNTP 10MM 0,3 ul 120 M ul
Primer 11 10PMOL/L | 0,65ul 6,5PMOL (260pm/pl)
Nuéc 18,45ul

Quy trinh nhiét RAPD - PCR
Bang 3.5: Chuong trinh nhiét cho phian ing RAPD — PCR

S6 chuky  Nhiét dp (°C) Thoigian (phut)
1 94 4
94 1
37 Ta 1
72 2
1 72 10

Hold 4° C
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3.3.3.5. Phén tich két qua bing phin mém NTSYS

Cac band thu duoc tir két qua dién di RAPD va sb liéu tir AFLP dugc ma héa
thanh dang nhi phan 0 va 1. Band nao c6 thi chuyén thanh 1, band khéng c6 chuyén
thanh 0. Bang ma hoa duoc luu dudi dang file excel va chuyén sang phan mém

NTSYS phién ban 2.1 dé xir 1y.
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3.3.4. Thiét bi va dung cu thi nghi¢m

3.3.4.1.Thiét bj va dung cu thi nghiém cén cho tach chiét va kiém tra DNA

>
>
>
>

Chay cdi nghién miu (D).

Can dién t¢r (Ohaus, M¥).

Ong eppendorf 1,5 ml (Phap).

Céc loai pipette 0,5 pul — 10 pl, 10 pul — 100 pl va 100 ul — 1000 pl

(Nichiryo, Nhat).

>

Céc loai dau tipe 0,5 pl — 10 pl, 10 pl — 100 pl va 100 pl — 1000 pl

Bao tay (Malaysia).

May vi ly tam 14.000 vong/phut (Hettich, Buc).
Ta sdy (Anh).

TG & mau (Anh).

Tu — 20°C (Sanyo, Nhat).

Noi hap autoclave (Nhat).

May dién di (Biorad, Thuy Dién va Cosmo Bio Co, Nhat).
May vortex (DPuc).

Ta hat, ti cay vo trung (Viét Nam / Anh).

May chup hinh DNA Geldoc (Biorad, USA).
Giéng db gel.

3.3.4.2. Thiét bi va dung cu thi nghiém can cho k§ thuat PCR — RAPD

YV V V V V V V V VY

Cac loai pipette 0,5 pl — 10 pl va 10 pul — 100 pl.
Céc loai dau tipe 0,5 pul — 10 pl va 10 pl — 100 pl.
Bao tay.

Tu hat (Viét Nam / Anh).

Tu lanh cac loai (Nhat).

Ong eppendorf 200 pl.

May PCR PTC Thermocycle 100.

Giéng d6 gel.

May dién di (Biorad).
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»  May chup hinh DNA Geldoc.

Chi tiéu danh gia: S6 lugng va chét luong cac band DNA trén gel dién di.

Sau khi x4c dinh quy trinh t6i vu ciia phan tmg RAPD — PCR, tién hanh chay
RAPD v6i 50 miu va phan tich két qua bang phin mém NTSYS 2.1.
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CHUONG IV
KET QUA VA THAO LUAN

4.1. Thu thap miu tai cic ving trong diéu thudc tinh Binh Pinh.

Chung t61 da tién hanh thu thap 50 mau diéu thudc 3 huyén cuta tinh Binh Dinh
véi cac dic diém co ban vé: kich thuée hat, qud; nang suét; thoi gian ra hoa; s6 dot
trai trong nam, mau sic hat, qua;...Trong d6 nhém diéu Viét Nam chiém 38%, diéu
An D6 chiém 62% (cach phan chia nhém diéu do nguoi trong diéu dua ra); tinh trang
hat to chiém 54%, hat nhé va trung binh chiém 46%; tinh trang ning suat cao chiém
64%, ning suit thip va trung binh chiém 36%; cic mau vira co tinh trang hat to vira
cho ning suét cao chiém 32% va c6 vai mau mang nhiing dic diém dic biét nhu: trai
mau tréng, mau nau, mau xanh, mau héng hoa nhiéu nhung khong trai; ra hoa, trai
som...(cac ddc diém chi tiét dugc trinh bay & phan phy luc II).

Do cay diéu ¢ tinh Binh Pinh dugc trong theo mot cach ty phat trong dan va
cac chuong trinh giy rimg, phu xanh doi ndi troc déng thoi gitp nguoi dan x6a doi
giam nghéo nén vé mat giébng con nhiéu han ché. Cac giéng diéu chua dugc phan
chia 16 rét. Theo kinh nghiém ngudi trong diéu chia 1am hai loai: Mot loai cdy phan
tan rong, hoa chum, 14 non mau do goi la diéu An Do; mot loai cdy phan tan hep
hodc trung binh, 14 non mau xanh goi la diéu Viét Nam.

Pé danh gia da dang di truyén To61 da thu thap mau nhiéu noi va lya chon
nhiing tinh trang dic biét vi vay s6 lugng mau tuy it nhung van mang tinh dai dién
cho viéc danh gia.

Toi tién hanh qua trinh i trich DNA ciia 50 miu va thu duoc DNA & ca 50
mau dat tiéu chudn dung cho cac k¥ thuat phan tir. Viéc kiém tra két qua 1i trich chi
duogc thuc hién trén gel dién di. Sau khi dién di dugc nhudm ethidium bromide 25
phut. Két qua duoc nhan dién trén hinh chup.

Qua hinh chup két qua li trich. T6i thay két qua li trich DNA cta toi con nhiéu
tap chat va DNA gdy. Tu qua trinh thyuc hién T6i da rat ra mot s6 nhan xét nhu trinh

bay & phan 4.2.
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4.2. Mot s6 van dé tach chiét DNA ¢ 14 diéu

>  Dic diém: Sau khi tach chiét, DNA 14 diéu thuong bi giy nhiéu (hinh
4.1), c6 1& do té bao 1a diéu co 16p thanh té bao day va ctng, kho nghién nén khi
nghién manh tay dé lam giy DNA. Luong DNA thu dugc trong nghién ctru ndy
khong cao, trung binh khoang 70 — 80 ng/ul, c6 thé do 1a diéu cé nhiéu chat thir cap
khac nhu polyphenol, polypeptide,...gay kho khin cho qua trinh tach chiét. Mot sb
mau c6 ndong 46 DNA rét thap (khoang 30 ng/ul trd xudng) déu 1a cia nhitng mau 1a
non hay nhiing 14 da trudng thanh nhung con mém.

> Kho khan trong viéc tich DNA tir 14 diéu:

J La diéu gia trong qua trinh i trich thu dwoc rat it DNA khong dat yéu
cau cho viéc thuc hién phan tng RAPD- PCR.

. La diéu con non cho két qua taich DNA khong tbt gia tri do OD cao
nhung tap nhiéu. Piéu ndy c6 thé do 14 non dang trong thdi ky sinh truéng manh
nén ndéng do cac hop chat thir cap nhiéu, anh hudng khong tét dén viéc tach chiét
DNA, ngoai ra trong 14 non ham lugng nudc cao lam cho sd lugng DNA trong 14
non it hon la trudng thanh.

. Vi vay két qua li trich chi dat duoc két qua t6t d6i véi 14 trudong thanh.

> Bién phap khic phuc:

. Déi vai 14 didu trudong thanh, chung toi cling dwa ra mot s luu ¥ khi
thuc hién qua trinh tach chiét.

-Trude khi nghién m3u dem EB u & 65°C dé trach dich trich bi két

> Can phai giit cho 1a khong bi kho truwdc khi nghién, cong doan nghién phai

déu tay, khong nghién manh, tranh tao bot. Str dung may vortex khudy tron ky & toc

do thap, khoang 600 —1.000 vong/phit.

> Khi thém 500 pl chloroform : isoamylalcohol (24:1), sau d6 c6 thé dung
may vortex khudy tron & toc do thap nhu bude 1 hay chi can dao nhe trong khoang

10 phut dé han ché gdy DNA.
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> Chi nén hut khoang 500 pl dich & bén trén, tranh cham dau tip vao vach
ngin cach gitta 2 pha vi day 1a phan chtra nhiéu protein bi loai bo s& lam anh hudng
dén két qua 1 trich.

»  Chi nén hat khoang 250 — 300 ul dich trich.

> Thém vao 250 pl dung dich isopropanol lanh. Dé tia ¢ -20°C trong
khoang 1 gio (nén dé qua dém). Nén lay ti 16 DNA : dung dich isopropanol lanh ti 18
1:1.

> Cho vao 300 pl TE 1 X, 0 37°C trong 1 gio. Co thé chi dé khoang 30 phut
vi muc dich cta budc nay chi dé cho DNA tan ra.

» Lap lai budc trén, dé kho cdn, hoa tan cin trong 100 ul TE 1 X, u ¢ 37°C
trong 30 phut, phai dé that kho, khong con ethanol trong két tia DNA do ethanol
anh hudong xau t6i DNA va phan tmg PCR.

> So v4i mot sd nghién ciru trude trong quy trinh 1i trich t6i c6 mot vai thay
doi.

Tang thoi gian U tir 45 phat 16n 60 phit giam nhiét do G con 55°C nhim muyc dich
tang sy on dinh ctia DNA.

Tt kinh nghiém thuc nghiém t61 dua ra quy trinh sau.
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Toém téit quy trinh ly trich:

~
X

Mau

0,159
‘t 1,2 ml dich trich EB
Cho Vao cbi

r‘lNghlen

Dung dich nTau xanh dam

(vortex, i 55-60° C/60 pht)

r‘r 500 wl chloroform : isoamyl alcohol

au xanh dam (24 : 1) .
vortex 10 phut, ly tam 5 phut/14000 vong/10° C

Cin (bo) Dith long mau xanh
+ 500 ul chloroform : isoamyl

Dich l16r®kRiiokanh 0
vortex 10 phut, ly tam 5 phut/14000 vong/10°C

Can (bo) Dich léng mau xanh nhat
l+ 2 1l RNase

Dung dich

137° C/1 gioy

}Isopropanol lanh (1: 1)
Dich 16ng ma xanh nhat c6 huyén phu
(tia & -20° C qua dém)

ly tam 5 phat/14000 vong/10° C
Dich léng (bo) N

Tua trang duc
+300 ul TE 1X
0 37° C/1 eidy
Dung dich trang duc
l+ 20 ul Sodium acetate 3 M,

640 pl Fthanal 100%
Dung dich trang duc c6 huyén phu

(dé - 20° C / 30 pht)
ly tam 10 phtt/14000 Vong/lOO C

Dich long (bo) Tua trang dyc

Rira bang £than01 70%
(2 13n)
. 1+ 100 ul TE 1X
Bekhd| 370 ¢ 130 phat

Béo quan ¢ 4° C

Hinh 4.1 : Quy trinh ly trich DNA
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Quy trinh ly trich st dung 2-mercaptroethanol c6 tac dung pha hiy manh
thanh té bao gitip cho viéc gidi phong DNA hiéu qua hon, mudi sodium acetate 1am
bét hoat enzyme phan hity DNA va cho chloroform isoamyl acohol 2 lan véi viéc ly
tam tdc d6 cao gitip loai bé duoc tap chat nhu protein, polysaccharide...qua d6 chat
lugng DNA thu dugc tot hon. Nhin chung quy trinh ly trich kha 6n dinh va hiéu
qua, van dé 1a tim cach han ché sy dut gay cua DNA, diéu nay phu thude nhiéu vao

cac tac nhan co hoc.

ALO4 ALQ09 ALO7 ALO8 HA04 HAO5 HA06 HAO7 HH14 HH15 3HO03 3H10

Hinh 4.2Két qua ly trich DNA dwoc dién di trén gel agarose nong dé 0,8%
4.3 Két qua thyc hién RAPD — PCR va danh gia da dang di truyén.

Viéc phat trién ki thuat RAPD-PCR da dugc thuc hién ¢ mot sb dé tai trudc tai
trung tam trén cac mau thu thap & dia phuong khac (Nghién ctru da dang di truyén
cac cé thé diéu trong tai Binh Thuan ctia Pham Vin Binh 2005, Nghién ciru da dang
di truyén céc c4 thé diéu trong tai Viing Tau ctia Quynh Anh 2005). Nhin chung cac
phuong phap trude day da twong dbi 6n dinh. Chinh vi vay khéng nghién ctru dé
tim ra nghiém thuc t6t nhat nhu & cic dé tai truéc. Toi chi chay RAPD-PCR &

nghiém thirc ma dé tai trudce cho 1a tot nhat.

4.3.1. Panh gia mic do da dang di truyén ciia mot sé ca thé diéu dwoc

trong tai Binh Pinh véi primer11

Chung t6i thuc hién chay RAPD véi primer 11 trén 50 mau két qua thu duoc 8
band trong d6 ¢6 3 band da hinh va 5 band dong hinh (kich thuéc khoang 580bp va
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850bp), kich c¢& cac band da hinh c¢6 & mau nay nhung khong c6 ¢ mau kia. Cac
band da hinh 13 co so phan biét giira cac mau c6 tinh trang khac nhau tir d6 lam nén
tang dé phan chia va sac dinh gidng. Cac band da hinh chi xuat hién & mot vai mau.

Bang 4.1Thanh phin cho mdt phan ing RAPD-PCR:

HOA CHAT DUNG THE TICH | NONG PO CUOI
DICH GOC | SUDUNG

PCR BUFFER 25mM 2,5 ul 250M pl

Taq DNA Polymerase | 5u 0,1l 0,5u

MgCl; 25mM 2 ul 200M pl

dNTP 10MM 0,3 ul 120M pl

Primer 10pmol/l 0,65 ul 6,5pmol(260um/ pl)

Nuée 18,45 pl

Bang 4.2 Chu trinh nhiét cho phan irng RAPD-PCR

S6 chu ky Nhiét d§ (°C) Thoigian (phut)
1 94 4
94 1
37 33 1
72 2
1 72 10
Hold 4° C

Sau khi thuc hién phan tng RAPD-PCR, san pham sau phan tng duoc dién di
trén gel agarose nong do 2% vé6i dung luong 8 Ul mau véi 3 ul loadindye dién di
trén dién cuc 50V-100mA thoi gian 60 phut, sau d6 dem nhudm trong ethidium
bromide trong 30 phiit. Két qua duoc chup tai may chup gel hinh 4.3.
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Ladd AL07 HA03 HA04 HA19 HH08 HH16 HH18 HH23 HH19 3H05 3H11

Hinh 4.3: Két qua dién di san pham RAPD-PCR trén gel khi thuc hién
vo6i primerll

4.3.2 Panh gia quy trinh phin ing RAPD-PCR

Quy trinh thyc hién phan tng RAPD-PCR kha 6n dinh cho nhiéu band, c6 do
phan giai va do sang kha tét, song con mot sd van dé:

Khéa nang nhan ban qua phan tmg RAPD-PCR cao, tuy nhién kha nang lam
phat sinh chi thi phén tir lai thap, thé hién mirc do gidng nhau vé sd luong va do dai
cac band trong téng s6 cac mau thuc hiéen RAPD-PCR thanh cong. Nhu vay, hi¢u
qua phat hién chi thi phan ttr bang k¥ thust RAPD-PCR c6 han ché.

Mot s6 mau khong ra két qua tot: ching t6i nhan thdy mot diéu 1a nhitng mau
ra két qua khong tét 13 nhitng mau 14 trudng thanh nhung con nén, c6 ndng d6 DNA
ly trich duoc thap (chi khoang 20-30ng/ pl) hodc do ham lugng tap chét trong qua
trinh ly trich. Vi nhitng mau nay c6 thé thyc hién lai va c6 thé cho nhiéu hon 1ul
DNA mau vao hon hop phan ung.

Mot s6 band khong rd: ¢6 thé trong qua trinh dién di, cac band c6 do dai gan
bang nhau nén kho tach ra rd rang. Ching t6i st dung ndng d6 2% agarose va dién
di & 50V trong 1 gio cho d6 phan tach cao hon xong van gip mot sé kho khin, dién
hinh 1a cac band di chuyén khong déu, co6 thé do dién cuc bj cong hay do hiéu ung
thanh may dién di anh hudng dén su di chuyén ciia cac DNA. Nhitng mau nay nén
thuc hién lai phan mg RAPD-PCR hay chay dién di lai, cho lugng mau nhiéu hon

va chinh stra mdy dién di c6 thé cho két qua t6t hon.
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4.3.3 Phén tich két qua phan wing RAPD-PCR bing phian ném NTSYS

Tir két qua dién di chung toi ma hoa thanh dang nhj phan 0 va 1 ( xem chi tiét
& bang 4.3 phan phuc lyc ii) dé phan tich mdi twong quan di truyén giita cic mau
nghién ctru bang phan mém NTSYS2.1.

4.3.4 Panh gia da dang di truyén.

Danh gia da dang di truyén thong qua cay di truyén dua trén cac yéu to:

Hé s6 twong dong di truyén.

Mitc do phan nhanh cia cay di truyén.

>  Tai Binh Pinh noi ¢ dién tich tréng diéu khong duoc tap trung nén viéc
thu thap mau gap nhiéu kho khan. Chinh vi vy toi chi thu thap mau ¢ nhiing huyén
c¢6 dién tich doi nai 16n. Vi tir nim 1995 tinh c¢6 chuong trinh trong diéu dé phu
xanh d6i nui troc voi dy an x6a doi giam nghéo cia tinh, ¢ ba huyén Hoai Nhon,
Hoai An, An Lo 14 noi c6 dién tich doi nai nhiéu. Vi vay chung t6i chu yéu thu
thap mau & nhitng huyén nay. Khi danh gia da dang di truyén cua cdy ching t6i co
két qua sau:

>  Da dang di truyén caa huyén An Lio c6 8 miu c6 két quta RAPD-PCR,
két qua danh gid da dang di truyén duoc hién thi theo dang bang va dang cay di
truyén (hinh 4.4 -4.5)
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ALOL

AL1D

ALDZ

ALD7

ALDZ

ALll

ALDE

ALDE

ALDG

I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ]
0s5s 068 ora nse 100

Coeffirient

Hinh 4.4 Ciy di truyén mdt sé ciy diéu tiéu biéu ¢ huyén An Lio

Towsh Cols|ALol ALO3 |ALD4 ‘J&LDS |ALU'? ‘ALDS ‘ALDS |AL1E| ‘ALll |
ALOL

ALOE 0. 8750000 1. 0000000

ALO4 0. 5000000 0. 6250000 1. 0000000

ALOE 0. 7500000 0. 6250000 0. 5000000 1. 0000000

ALO7 0.8750000 1. 0000000 0. 6250000 0. 6250000 1. 0000000

ALOE 0. 6250000 0. 7500000 0. 6250000 0. 5750000 0. 7500000 1. 0000000

ALOS 0.8750000 1. 0000000 0. 6250000 0. 6250000 1. 0000000/ 0. 7500000 1. 0000000

ALLD 1.0000000 0. 8750000 0. 5000000 0. 7500000 0. 8750000 0. 6250000 0. 8750000 1. 0000000

AL1L 0. 6250000 0. 7500000 0. 6250000 0. 6250000 0. 7500000 0. 7500000 0. 7500000 0.&250000 1. 0000000

Hinh 4.5 Két qua danh gia da dang di truyén dang s6 liéu NTSYS déi véi

cac mau dieu tai huyén An Lao

>  Két qua phan tich ctia huyén An Lo ta thay hé s6 di truyén dao dong tir
0,5-1,00. nhu vay cac mau phan tich c6 hé sb di truyén kha gan nhau. Qua bang s6
lidu va cdy di truyén ta thdy c6 mot miu Al04 nim riéng biét mot nhanh. Theo két

qua diéu tra thi miu nay c6 tinh trang vé hinh thai cay thip,it canh, trai vang chat,
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hat 16n nhung bj 1ép hat. Trén két qua dién di t6i thdy mau nay khong co vach
850bp so v&i cac mau khac. Co thé vach 850 bp 1a vach co gen quy dinh tinh trang
hat 16n tron cang. DAy c6 thé 1a mot chi thi lam tién dé cho nhiing nghién ctru sau
nay cho cong tac tuyén chon gidng.

>  Pa dang di truyén cta ciy diéu ¢ huyén Hoai An C6 19 miu co két qua
RAPD-PCR két qua danh gia da dang di truyén duoc hién thi theo dang bang va
dang cdy di truyén ¢ hinh 4.6.

Haol

Hall

HAlS

HAOD2

HaD4

Ha0s

Hal0

Ha0z

HAOQT

Hala

Halz

Haog

Ha0z

Hal4

Ha0s

|H.A15

IH..'ll’.l‘

|H.A12

lH.AlS

| T T T T T T T T T T T T T T T
0z 0z0 026 0oz
Coeffirient

Hinh 4.6 Cay di truyén mét s6 ciy diéu tiéu biéu & huyén Hoai An

>  Két qua phan tich ctia huyén Hoai An ta thiy hé s6 di truyén dao dong tir
0,73-1,00. Nhu vay cac mau phan tich c6 quan h¢ di truyén kha gan nhau vé mat di
truyén. Co6 thé nhitng giéng diéu ¢ day c6 su tap giao v6i nhau hodc co thé 1a su
ddng bo trong viéc tuyén chon giéng cia huyén.Qua bang diéu tra néng dan toi
cling nhan thay sy dong bd vé nhiing tinh trang nhu: cay thap dén cao trung binh,
hat 16n tron cang .v.v.

>  Pa dang di truyén cua cdy diéu & huyén Hoai Nhon c6 22 mau co két
qua RAPD-PCR, két qua danh gia da dang di truyén duoc hién thi theo dang bang
va dang cay di truyén( hinh 4.7).

1
100
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HHO4

SHOZ2

SHO3

|

SHO&

|3HDS

|3H09
HHO5

HHI1&

|

HHI12

HH23

HHOZ

HHI17

SHOL

3H11

SHOS

HTO3

HH20

SH10

HHI1Z

HH14

h T T T T T T T T T T T T ]
02s 046 064 IE¥) 100
Coefficient

Hinh 4.7 Cay di truyén mt s cdy diéu tiéu biéu ¢ huyén Hoai Nhon

>  Két qua phén tich cia huyén Hoai Nhon ta thdy hé s6 di truyén dao dong
tor 0,375- 1,00 nhu vay céc mau phan tich c6 quan hé di truyén kha xa. Cay di
truyén dugc chia thanh 11 nhanh. Riéng mau HH14 tao thanh mot nhanh riéng
trong cdy di truyén ctia hyén Hoai Nhon. Trong phiéu diéu tra t6i nhan thiy cdy nay
c6 tinh trang cAy cao tan rong, trai vang ngot hat rat 16n ning suit cao va kha 6n
dinh. Trén hinh dién di t6i thdy c6 xuat hién vach khoang 650 bp, qua bang so sanh
t6i thdy vach nay chi c6 & mau nay khong c6 & mau khac day co thé 1a mot chi thi
phan tir ¢é 1am tién dé cho nhiing nghién ciru cho cong tac tuyén chon gidng.

> Da dang di truyén cua ciy diéu ¢ Binh Pinh c¢6 50 miu c6 két qua
RAPD-PCR, két qua danh gia da dang di truyén dugc hién thi theo dang bang va
dang cdy di truyén (hinh 4.8)
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ALO7
Hal3
3HO?
Haol
ALDY
AL03
Hall
Hand
Hanz
Ha0s
Hald
HHO3
|3HOE
I3HO9
[ALOL
laL1o

Hal?
|AL11
|HA15
Ha0s
HHO4
3HO2
3HOE
3H13
3HO3
Ha03
Hal®
HHI&
HH12
Hao?

T T T T T T T T T T T T T T T
050 a7 0s3 100

Coefflcient
Hinh 4.8 Cay di truyén mot so cdy diéu tiéu biéu tai Binh Pinh

»  Theo nhu cay di truyén, céc ca thé diéu tai Binh Dinh duoc chia thanh
10 nhanh trung binh mdi nhanh 5 miu, c6 mirc 46 twong dong di truyén tir 37,5%-
100%. Theo danh gia cta chung toi théng qua ki thudt RAPD-PCR, nhiing cdy diéu
trong tai Binh Pinh co tinh da dang di truyén & mirc tir trung binh dén trung binh
kha. Chung t6i nhan thay cac giéng diéu dugc trong tai huyén Hoai An, An Lao ¢6
mirc d6 phan bd rong nhat, déng thoi c6 mic d twong dong di truyén kha cao, thé
hién c6 nhiéu mau cé sé vach giéng nhau va cing phan b6 cing mot nhanh trong
cay di truyén. Cac cay diéu trong tai huyén Hoai Nhon c6 mirc da dang di truyén
kha cao, dong thoi c6 ban chat di truyén gidng véi cac cay dicu trong tai Hoai An va
An Lio. Diéu nay ciing that d& hiéu vi theo két qua diéu tra thi cay diéu ¢ Hoai
Nhon ¢6 d tudi cao hon. C6 thé cac giéng diéu & Hoai Nhon dem trong & céc

huyén khéc.
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4.3.5.Han ché cia két qua danh gia da dang di truyén bing ki thuit
RAPD-PCR.

TUr qua trinh thuc hién t61 rt ra mot s6 két luan.

Sd lugng mau thu thap duoc chua du dé thuc hién thyuc té, chua mang tinh dai
dién cao.

Do nhiing han ché cua ki thuat dién di bang agarose khong cho do phan tach
cao, d dai ciia cac band c6 thé khong bang nhau nhung khong thé phan biét bang
mat thudng nén c6 thé nhan dinh sai léch band dién di.

4.3.6. Mot vai diém hru y khi thue hién phan ing RAPD-PCR.

>  Khong dung gidy dan vao thanh eppendorf dé danh ddu mau khi chay
RAPD-PCR.

> RAPD-PCR rat nhay cam voéi cac thanh phan hoéa chat, chi can cé su
thay d6i vé mot yéu té nao do6 thi san pham thu dugc s& khac nhau. Do d6 can kiém
tra lai toan b quy trinh khi ¢6 sy thay d6i mot yéu té nao do.

»  Khi thay dbi v& nhiét d6 béc cip cua primer thi thuong bién thién 2°C,
thay d6i 1°C it c6 su khac biét.

>  May PCR khéc nhau cho két qua khac nhau.

< Khi gap tro ngai vé viéc dién di thi nguyén nhan cé thé do:

> Ky thuat d6 gel: agarose chua tan déu hoic do agarose qua ngudi khi d6.

>  Dién truong ctia may dién di: do dién thé khong on dinh hodc dién cuc bi
cong V.v.

>  Dung dich dién di: can thay dung dich dién di khéc.

>  Dung dich nhudém gel ciing anh hudng, tot nhat nén st dung dung dich

m&i pha va chi dung cho nhu¢m gel RAPD-PCR.
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CHUONG V

KET LUAN VA PE NGHI

5.1Két luan.

Tur cac két qua thu dugc, chiing t61 rat ra mot s6 két luan sau:

Quy trinh tach chiét DNA kha 6n dinh. Ly trich dugc 50 mau DNA dat tiéu
chuén dung trong cac ki thuat sinh hoc phan ti.

>  Primer 11dung trong ki thudt RAPD-PCR cho 8 band d6i voi cac mau thi
nghiém, trong d6 c6 5 band dong hinh, 3 band da hinh. Primer 11 c¢6 tinh da hinh
cao ddi voi cac ca thé didu. Két qua thu duoc 217 band trong tong sé 50 miu thu
thap tai Binh Dinh.

>  Viéc phan tich RAPD-PCR str dung primerl1 céac ca thé diéu trong tai
Binh Pinh c6 hé s di truyén trén cdy phat sinh ching loai dao dong trong khodng
0,375-1,00.

>  Cay phat sinh nhiéu nhanh ching t6 cac ca thé diéu trong tai Binh Dinh
c6 sy tap giao gitta cac gidng diéu.

5.2D¢ nghi.

5.2.1Pé nghi phwong phap nghién ciru.

»  Khao sat thém cac primer khac dung trong ki thuat RAPD.

>  Khao sat thém cac maker phan tir nhu AFLP,SSR...dé phén tich da dang
di truyén mot cach chinh sac hon.

»  Can xéc dinh da dang di truyén clia cac ca thé trén dién rong, ) luong
mau 16n hon.

> Céc band c6 trong luong 850 bp va 650 1a nhiing band tao nén sy khéc
biét. Co thé sir dung lam cac chi thi phan tir cho nhitng nghién ctru sau nay.

5.2.2 Vé phuong hwéng phat trién canh tic diéu & Binh Dinh.

>  Tranh tinh trang phét trién cay diéu mot cach tu phat nhu hién nay.

>  Tién hanh diéu tra va nghién ciru da dang di truyén nhiing giong diéu
hién c6. Chon loc ca thé co nhiing tinh trang tdt, tién hanh nghién ctru sau hon vé

nhiing c4 thé nay.
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»  Dinh huéng phat trién chién lugc 1au dai cu thé cai thién giéng ciing nhu

ki thuat canh tac
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MOT VAI HINH ANH CAY PIEU.
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