UNG DUNG CONG NGHE SINH HOC TRONG BAO TON TAI NGUYEN DI
TRUYEN THUC VAT NONG NGHIEP O VIET NAM
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Tai nguyén di truyén thuc vat nong nghiép déng vai trd rit quan trong doi véi doi
song con ngudi trén thé gidi cung nhu ¢ Viét Nam. Tai nguyén sinh hoc noi chung va tai
nguyén thyc vat noi riéng la ngudn cung cap thyc phim, vat liéu cho con nguoi va san Xuét
phét trién néng nghiép, cong nghiép dong thoi cling 14 nhéan t6 quan trong trong hé sinh
thai (L4 Tuan Nghia va cs. 2011).

Hién nay da c6 nhiéu phuong phap tiép can duoc sir dung trong viéc bao ton tai
nguyén di truyen thuc vat & Viét Nam, trong d6 viéc rng dung cong nghé sinh hoc
dugc xem 1a mét trong nhitng quan tdm hang dau.

Ung dung cong nghé sinh hoc tién tién nhu sir dung cong nghé nudi cay mo té
bao, sinh hoc phan tir dang dugc xem 1a mot trong nhitng cong cu chinh cua bao ton
tai nguyén thuc vat. Thong qua viéc tng dung cong ngh¢ sinh hoc, cac loai cay
trdng sinh san vo tinh, cay trong c6 hat dang “khé tinh” (recalcitrant) duoc luu gilr
hiéu qua hon trong diéu kién in vitro. Ngoai ra, cong ngh¢ sinh hoc da gitp do dac
Iu:c trong Viéc sang loc ngudn gen, nghién ctru da dang di truyén va giai quyét cac
véan dé lién quan dén phan loai thuc vat. Mat khac; cong nghé sinh hoc con mé rong
pham vi nghién cru chirc ning gen va st dung tai nguyén di truyén thuc vat.

Nhan thuc vai tro quan trong cia TNDTTV va cong nghé sinh hoc trong bao
ton va quan Iy TNDTTV néu trén, trong bai viét nay chung toi s& dé cap dén tam
quan trong cua tng dung cong nghé sinh hoc trong bao ton TNDTTV nong nghiép
o Viét Nam.

I1. Ung dung cong nghé sinh hoc trong béo ton tai nguyén di truyén thuc vat ndng
nghiép
2.1. Ung dung cong nghé té bao trong bao ton tai nguyén di truyén thue vat nong
nghiép

Cong nghé nudi ciy md té bao dugc sir dupgdé bao t(k)n’nhiéu loai cay trong sinh
san vO tinh khac nhau nhu: khoai mon so, san, hoa, chuoi, co ngot.v.v (Ashmore
S.,1997; Banerjee N., De Langhe E., 1985; Bunn va cs., 2007; Keller va cs., 2006;
Razdan va cs., 2008; Roca va cs. 1984) Hién nay tai ngan hang gen in vitro ¢ Trung

tam Tai nguyén thuc vat dang lu’u gitr khoang 500 mau nguén gen cac loai cay trong
sinh san vo tinh, trong d6 cay khoai mon so 1a tap doan ngudn gen chinh.

Céc nghién ctru vé bao ton ciing duoc tién hanh nhu xay dung quy trinh luu gitr
sinh truong cham trong ngan hang gen |n vitro (hinh 1) va vi nhan giong ngudn gen
tiém ning phuc vu san xuat nhu mot s loai phong lan ban dia Orchidaceae cua
Viét Nam.

' Giam dbc Trung tAm Tai nguyén thuc vat
2 Phé truong phuy trach BM da dang sinh hoc, Trung tam TNTV



Hinh 1. Bao ton in vitro nguon gen cdy hoa

2.2. Ung dung cong nghé gen trong bio ton tai nguyén di truyén thwe vt nong
nghiép

Ung dung cong nghé gen, mot trong nhiing cong nghé quan trong trong bao ton
TNDTTV nong nghiép v6i muc tiéu nham dénh gia cac dic tinh nong hoc nhu
khang sau bénh, chéng chiu cac diéu kién bat loi, da dang di truyén; 1ap ban do gen
va phan lap gen (Cai H., Morishima H., 2002; Garris va cs., 2005).

2.2.1. Ddnh gid cdc diic tinh chong chiu sau bénh va diéu kién bdt thudn

Ung dung cac ky thuat PCR, RT-PCR va k¥ thuat ELISA dé chuan doan bénh
virus trén mot s6 loai cdy trong di thu duge két qua chinh x4c va tin cdy. Pién hinh
nhu mot sé nghién ctru vé kha ning khang Begomovirus & ngudn gen ca chua
(Solanum lycopersicum), 6t (Capsicum sp.) va dau d6. Két qua tai Trung tam TNTV
da danh gia dugc tinh khang bénh kham vang 1a gay ra bdi Begomovirus trén hon
150 ngudn gen dau dd (gém dau xanh V. radita, dau xanh 6 thang V.glabrescens va
gen dau nho nhe V. umbrelata).

60 ngudn gen lha t& nuong da dugc danh gid kha ndng bénh bac 14 gay ra boi
mot sb dong vi khuan phé bién c6 ddc tinh cao, ban chit di truyén tinh khang cua
hon 20 nguon gen c6 tinh khang cao da dugc xac nhan bang cac chi thi SSR lién két
voi cac gen khang bac 14 chinh.

Bang phuong phap ldy nhiém nhan tao va sir dung cac chi thi phan tir lién két
v6i gene/QTL quy dinh cac dic tinh chéng chiu sdu bénh va diéu kién bét thuan,
Trung tim TNTV di khao sat 300 giéng ltia dia phuong ctia Viét Nam va xac dinh
dugc 73 ngudn gen c6 kha ning chong chiu diéu kién bat thuan va 57 ngudn gen cd
tinh khang sau bénh cao.

2.2.2. Ddnh gid da dgng di truyén nguén gen

Thong qua viéc st dung cac chi thi phan t¢ nhu RFLP, SSR, AFLP.v.v
(Guarino va cs., 2009; Jalaluddin va cs., 2007; Mohammadi va cs., 2003), viéc phan
tich da dang di truyén cla cac loai cdy trong khac nhau trong ngan hang gen nhu
nhom c@y ngi coc, rau, dau, cay an qua, cay cong nghiép.v.v. da dugc tién hanh.
Dudi ddy 1a mot s6 két qua nghién ctru dién hinh di thuc hién tai Trung tdm Tai
nguyén thyc vat:

Két qua ban dau vé da dang di truyén cua cac glong muop (Luffa sp) ¢ Viét Nam st
dung 16 mol ngau nhién dé x4c dinh da dang cua 25 gidng mudp nghién ctu; két qua cho
thdy 25 gibng mudp dugc phan loai thanh 2 nhém chinh la: Luff acutangula va
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L.cylindrica.

Chi thi phan tor SSR ciing dugc ung dung dé nghién ctru da dang di truyén cua
45 gibng laa nép dia phuong Viét Nam. Két qua nghién clru cac giong lua co6 su da
dang di truyén cao; nghién ctru con cho thiy 43 giéng lua c6 kiéu gen thuéc nhém
lta Japonica va chi c6 2 thuéc nhom Indica

Da dang di truyén cua 45 ngudn gen dau nho nhe (Vigna umbellata) ngudn goc
0 12 tinh khac nhau cua Viét Nam da dugc phan tich su dung 40 moéi RAPD. Ket
qua nghién ctru cho thiy cac gibng dau nho nhe dia phuwong kha da dang véi chi sb
tuong dong tir 0,60 dén 0,90. Tai mirc chi sd twong dong 0.60; 45 gidng dau nho
nhe nghién ctru chia thanh 3 nhém chinh.

Nghién ctru da dang di truyén 96 giéng dau xanh dugc thu thip ¢ cac tinh phia
Bic Viét Nam duya trén 20 chi thi SSR di thu duoc téng s6 60 alen (dao dong tir 3-6
alen), 3 locut (VR040, VR169 va VR226) xuat hién cac alen di hop tir va di xac
dinh dugc muc tuong déng di truyén dao dong tir 0,52 dén 0,98. Phat hién duoc 3
locut (VR040, VRO078, VR357) cho nhéan dang dac biét (unique allele) ¢ ngudn gen
Xanh 6 thang Cao Lang — Cao Bang ( SBK: 3198) la ngudn gen phan tach thanh
mot nhom riéng biét so voi 95 nguodn gen dau xanh con lai tai mirc twong ddng di
truyén 0,52.

Chi thi RAPD duoc st dung dé nghién ctru da dang di truyén céc giéng lta
vung Tay Bac va Tay Nam nudc ta cho thay hau hét cac gidng lta & ving Tay Béc
thudc loai phu Japonica, con cac gidng lua nude & Tdy Nam nude ta thudc loai
phu Indica

~ Su dung 20 chi thi SSR dé phan tich da hinh trén 65 gidng dau tuong Viét Nam.
Tong s6 alen thu dugc 1a 163, s6 alen trung binh trén 1 locus 1a 8,2. H¢ s6 tuong
dong di truyén bién dong tir 0,47 dén 1,00.

K§ thuat DNA fingerprinting d3 dugc ap dung dé nhan dang va phan biét giong
& lta (Oryza sativa L.), dau tuong, che, chudi (Prunus salicina), xoai (Mangifera
indica L.), nhan (Dimocarpus longan), vai (Litchi chinensis), buéi (C. maxima) va
hd tiéu (Piper nigrum)). Cac DNA barcode dya trén trinh ty dic trung trén hé gen
luc lap (matK, rbcL) va hé gen nhan (viung trnH-pbsA thudc ITS ribosome) va mot
s6 bo tiéu ban DNA cling da duogc thiét 1ap béng chi th1 SSR va ScoT.

Nghién ctru da dang di truyén tap doan 840 gidng lua dia phuong Viét Nam
bang 20 chi thi SSR di cho thiy tong sb alen thu dwoc 1a 175 alen, dao dong 13 4
(RM277) dén 14 alen (RM271) (trung binh dat 8,75 alen/locut). Co 4 chi thi cho
nhén dang ddc bi¢t (unique allele) 1a RM154 (SBK12984), RM452 (SBK12995),
RM271 (SPK12595), RM536 (SPK12577). Tan s6 alen ph bién dao dong tir 15,33
% dén 45,07%, trung binh 29,78 %. Hé sb da hinh di truyén PIC thu duogc tai cac
locut SSR bién dong tir 0,68 dén 0,89, trung binh dat 0,8 cho thdy muc do da dang
gen tOn tai trong lda dia phuong & mirc kha da dang.

Ung dung cac chi thi phan lién két voi mot sd gen khang chinh (gen khang
bac 14, riy ndu, min, han, dao 6n,.v.v..) dé nghién ctru da dang di truyen lién quan
dén kha nang chdng chiu sdu bénh va diéu kién bat thuin da duogc tién hanh tai
Trung tam.



20 chi thi SSR lién két voi gen/QTL chbng chiu man duoc st dung dé danh gia
da dang di truyén cua 110 giéng lta dia phuong mang alen chéng chju min. Két
qua thu dugc 122 alen da hinh, h¢ s6 PIC dao dong tur 0,66 dén 0,88, trung binh dat
0,81. Hé s twong dong di truyén dao dong tir 0,68 dén 0,92.

Nghién ctru da dang di truyén 84 gidng lta dia phuong mang alen chong chiu
han béng 20 chi thi SSR lién két véi gen/QTL chéng chiu han da thu duoc téng )
116 alen, hé s6 da hinh di truyén (PIC) bién dong tir 0,63 dén 0,95, trung binh dat
0,77. Ddng thoi, phan tich UPGMA bang phan mém NTSYS 2.1 d4 xac dinh mirc
do tuong ddng cua 84 gidng nghién ctru va 2 giébng dbi ching dao dong tir 0,72
den 0,94.

Str dung 20 chi thi SSR lién két v6i gen khang bac 1a dé danh gia da dang di
truyén lién quan dén kha nang khang bac 14 ctia 113 giong lia mang alen khéng bac
la cho théy, s6 alen da hinh trung binh dat 6,65 alen/locut, hé s6 PIC thu duoc tai
cac locut rat cao, tir 0,65 dén 0,88, trung binh dat 0,82. Hé sd tuong dong gitta cac
gidng lta nghién ciru tir 0,75 dén 0,94.

101 gidng lua dia phuong mang alen khang dao 6n dugc phan tich da hinh bang
20 chi thi SSR lién két voi gen khang dao 6n cho thiy kich thudc cac bang ADN
dao dong trong khoang 76 — 345 bp, s6 alen da hinh thu dugc 1a 126 alen, trung
binh dat 6,3 alen/locut. Hé sd twong dong di truyén ctia 101 ngudn gen nghién ctru
va 2 ngudn gen dbi chirmg dao dong tir 0,68 dén 0,92

Két qud danh gia da dang di truyén lién quan dén kha nang khang rdy nau cta
103 gidng lua mang alen khang ray néu bang 20 chi thi SSR lién két voi gen khang
ray nau cho thdy mirc d6 twong dong di truyen giira cac gidng dao dong tir 0, 72 dén
0,94. Thong ké trén 20 locut SSR, san pham PCR c6 kich thudc 98 — 247, s6 alen
trung binh dat 6,25 alen/locut, hé sé PIC thu duoc tai cac locut SSR bién dong tu
0,63 dén 0,86, trung binh dat 0,81.

2.2.3. Lap ban do gen

Nhiing gen thuc vat ¢6 gid tri can duoc danh gia va l1ap ban do dé phuc vu muc
dich str dung d& dang hon. Mot sé nghién ctru chi ra rang st dung mdi STS dé phat
hién cac gen khang bénh bac 1a gdm: Xa-4, Xa-5, Xa-7, Xa-21 da phat hién 4 mau
ngudn gen lia mang gen khang bac 1a trén tong s6 22 mau ngudn gen lta nép dugc
nghién ctru (McCouch va cs., 2002).

Mot nghién ctru khac chi ra rang 4 QTL dugc phat hién lién quan véi tinh khéng
bac 14 ¢ lua. Nhitng QTL nay nam trén cac nhiém sac thé sb: 3, 9 va 11 c6 tén la:
qBLASTI-3a-TXC; qBLASTI-3b-TXC; gBLASTI-9-TXC; qBLASTI-11-TXC. QTL
gBLASTI-11-TXC c6 chi s6 LOD I6n nhat lién quan dén thay doi kiéu hinh.

Nghién ctru vé 1ap ban dd gen laa chiu han dugc tién hanh st dung quan thé F2
c6 ngudn goc tir to hop lai gita gidng lua LC93-1 va Khang dan 18. 12 QTL da
duoc phat hién, trong s6 d6 5 QTL lién két v6i LDS duoc phat hién trén cac nhiém
sac thé so: 1,3,8,9,10 (hinh 2).

Ung dung cong nghé GBS (Genotyping By Sequencing) dd xay dung duoc ban
d6 QTL tinh khang Begomovirus trén déu xanh va 6t, thiét 1ap nén tang di truyén
cho muc tiéu chon loc gidng khang virus Begomovirus trén hai loai cdy trong nay.
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Qua phan tich tinh chiu min cua cac giéng lta dia phuong & Viét Nam cho thay
gidng Chanh chui mang alen chiu man twong ty véi gen Saltol 1 dd dugc phat hién
trén gidng laa Pokkali. Bén canh d6, bang phuong phap BSA, ban d6 QTL quy dinh
tinh chiu han & cay che (Camellia sinensis) da dugc xay dung va xac dinh dugc 6
chi thi CamsinM1, CamsinM2, CamsinM4, CamsinM5, CamsinM8 va Casmsinl3

lién két vai QTL chiu han nay.
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Hinh 2. Phan tich da dang di truyén va lap ban d6 gen.

A: Phan tich da dang di truyén, B: Lap ban dd gen

2.2.4. Phan lap gen

Nghién ctru tai Trung tdm Tai nguyén thuc vét chi ra ring mot sé gen co gia tri
can duoc phan 13p nhu gen khang bénh bac 14, cac gen nay dang ti€p tuc duogc
nghién ciru phan lap dé sir dung trong cong tac khai thic va chon tao giéng lia

khang bénh bac 1a.

Primer: MP1-2 (Xad)

3833383588888

Primer: MP1-MP2 (Xad)

678 9 101 121314151617 181920 122

Hinh 8. Phan 1ap gen lta

I11. Hwéng nghién ctru ing dung cong nghé sinh hoc trong bio ton tai nguyén

di truyén thwe vitnong nghiép

Cong nghé sinh hoc van s& 1a cong cu tiém ning va hiéu qua trong bao tén
TNDTTV nong nghiép; trong twong lai, viéc nghién ctru va dung cong nghé sinh

hoc trong bao ton quy gen s& tip trung vao:




- Mo rong ung dung cong nghé bao ton in vitro cho nhiéu loai cay trong khéac
nhau;

- Xay dyng quy trinh chuan cho bao ton in vitro timg loai cdy trong trong
diéu kién sinh truong cham dam bao 6n dinh vé mat di truyén;

- Bdo quan siéu lanh (cryopreservation) cho mot so loai cdy trong sinh san vo
tinh;

- Ung dung sinh hoc phan tr trong phan tich da dang di truyén cta nhiéu loai
cay trong nong nghi¢p khac;

- Nghién ctru chirc ning gen, 1ap ban d6 gen dic biét vu tién ciy trong dia
phuong va ban dia.
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