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LOT CAM DOAN
T6i xin cam doan ¢6ng trinh nghién ctru:”Ung dung chi thi phan tir PCR
va dong BAC dé xac dinh gen mui thom trén cay lGa (Oryza sativa L.)” nay la

cua riéng tdi. C4c s6 lidu, két qua néu trong ludn an 1 trung thuc va chua timg duoc

ai cong bd trong bat ky cong trinh nao khac.

Tac gia luan an

Chau T4n Phat



LOI CAM TA

Xin chan thanh biét on cac Thay, cac Cé hwéng din khoa hoc:

GS.TS. Nguyén Thi Lang, da hét 1ong chi din nhiing noi dung can thiét
thuc hién cac mén hoc, cac thi nghiém va ndi dung nghién ciru dé hoan
thanh luan an.

GS.TS. Bui Chi Biru, d4 tan tinh chi bao va huéng dan cac ndi dung,
phuong phap va ké hoach trién khai thanh céng cdc mén hoc, thuc hién
cac thi nghié¢m.

Céc thay co tham gia giang day I6p nghién ctu sinh khéa 1 cua co s& dao
tao Vién Lla dong bang séng Cuau Long.

Khong thé hoan thanh luan an néu khong co sy gitp dé huéng din khoa hoc

va dong vién cta CO va Thay.

Xin chan thanh biét on Hoi dong danh gia luin 4n cap Co S&: da danh nhiéu

thoi gian dé doc va déng gop nhiéu ¥ kién qui bau cho luan an dugc hoan thién.

Xin chan thanh cam on:

Vién Khoa hoc Nong nghiép Viét Nam.

Ban giam déc Vién Lua dong bang song Ciru Long, d4 gilp d& tao diéu
kién cho t6i trong hoc tap va thuc hién dé tai.

Ban giam hiéu Trudong Pai Hoc Can Tho.

Ban giam hiéu va tap thé thay co gido truong dai hoc Nong Nghiép I -
Trau Quy - Gia Lam - Ha Noi da tao diéu kién va giap d& t6i rat nhiéu
trong sudt thoi gian t6i theo hoc chuong trinh cao hoc tai day.

Phong Khoa hoc va Hop tac quéc té - Vién Lia dong bang song Ciru
Long, d4 theo d&i, dong vién tdi trong sudt qua trinh hoc tip ciing nhu
thuc hién dé tai tot nghiép.

B6 mon Di Truyén va Chon Gidng — Vién Lua dong bang sdng Ctru
Long, da gilp d& vé trang thiét bi cling nhu hudng dan chuyén mdn trong

suét qua trinh thuc hién dé tai tot nghiép.



B mon Cong Nghé Hat Gidng - Vién Lua dong bang séng Ctru Long, d4
dong vién va tao diéu kién vé thoi gian giup t6i c¢6 thé hoan thanh luan an
trong thoi gian qui dinh.

TS. BUi Thi Thanh Tam, TS. Pham Trung Nghia d4 déng gop nhiéu y
kién qui bau dé hoan thién cho cac mén hoc chuyén dé va luan an.

Sau cung, xin cam thong su hy sinh, chia sé va dong vién cua cha me, em
gai, Vo va nguoi than trong gia dinh, ban bé, ddng nghiép gop phan

khong nho vao su thanh cdng cta luan an.

Tac gia luan an

Chau T4n Phat



MO DAU
1.Tinh cap thiét cta dé tai

Cay lua (Oryza sativa L.) la mét trong nhitng loai cdy lwong thuc chinh nu6i
séng hon 50 % dan sb thé giéi [62]. Trude ddy, voi didu kién vat chét con thiéu
thén, luong thue khong du an ngudi ta chi c6 nhu cau 13 dn no. Nhung ngay nay do
muc séng cliia ngudi dan ngdy cang nang cao thi nhu cau in no d4 thay doi, viéc an
ngon, c¢6 dinh dudng cao dan dan tr& thanh nhu ciu quan trong khong thé thiéu dbi
V6i con ngudi. Mit khac, ngdy nay nude ta d qua thoi ky thiéu luong thue chuyén
sang thoi Ky san xut phai c6 10i va dang xuét hién nhitng mo hinh san xuét vira co
151, vira bén ving trong méi truong sinh thai trong lanh. Mot trong nhitng mé hinh
nay la lam lua thom dac san, do do chét lugng gao dugc xem nhu la mdt trong
nhitng muyc tiéu hang dau, trong d6 mui thom duoc danh gia rit cao trén thi truong
xuat khau gao cua thé gii. San lugng gao thom tir cac gidng lta thom cd truyén
nhu: Tam Thom, Nang Thom Cho Dao, Séng CU, Nép Cai Hoa Vang, Khao Dawk
Mali, Basmati,... thi c6 rat it khong du dap Gng nhu cau thi trudng va khd mé rong
dién tich. Do d6 cac nha chon giéng da lién tuc nghién ctru va lai tao ra nhiing
gidng laa mai c6 chét lwong cao va gitr duoc mui thom dic trung cia gidng.

Trong nhitng nim gan day, v6i su tién b ciia nganh c¢éng nghé sinh hoc da
mg dung nhimng k¥ thuat trong sinh hoc phan tir nhu ti t6 hop DNA, gidi ma chudi
trinh tw gen. Ung dung thu vién nhiém sic thé nhan tao cta vi khuin (BAC -
Bacterial Artificial Chromosome) nhu 13 mdt cong cu c6 sirc thuyét phuc manh mé
nhat dé xay dung thu vién b gen cho cay laa, thanh lap ban d6 vat 1y c6 chit lugng
cao va dung dé hop nhét ban d6 vat 1y voi ban dd di truyén. Bén canh do, viéc sir
dung chi thi phan tir PCR va dong BAC dé xac dinh gen mui thom trén cay laa ciing
la mot trong nhitng ing dung tir thu vién BAC.

Xuit phat tir nhitng cap thiét trén, dé tai: ”Ung dung chi thi phan tir PCR va
dong BAC dé xac dinh gen mui thom trén cay IUa (Oryza sativa L.)” duogc thyuc

hién.



2.Muc tiéu nghién ciru

- Ung dung chi thi phan tir DNA lién két chat véi gen qui dinh mui thom “fgr”
trén céc dong giéng 1am bé me va quan thé con lai nham xéac dinh nhimg dong con
lai cO chira gen mui thom.

- Khai thac thu vién BAC dé ho tro tim kiém nhimg chi thi lién két véi tinh
trang mui thom trén cay lua.

3. Y nghia khoa hoc va the tién ciia dé tai

3.1 Y nghia khoa hoc

- Xac dinh nhimg ddu chuan phan tir riéng biét lién két voi gen “fgr” trén cay
IGa gitp cho viéc chon dong con lai hiéu qua hon.

- X4c dinh nhitg dong BAC DNA d¢é tao cac chi thi méi lién két véi gen qui
dinh mui thom khai thac tir ngudn dong BAC dé hiéu rd hon vé ki thuat dong hda
gen muc tiéu, phuc vu nghién ciru sau hon vé chirc niang gen nay.

3.2 Y nghia thye tién

- Pé tai d4 gop phan bd sung nhitng dong lGa c6 trién vong biéu thi mui thom
thdng qua tng dung nhitng diu chuan phan tir riéng biét lién két chat vai gen “fgr”
phuc vu cho viéc phat trién nhitng gidng laa thom cao san & PBSCL.

- V6i nhitng két qua dat duogc tir viée khai thac thu vién BAC, dé tai d4 tim
va phan tich chi thi méi tir 46 chuyén sang chi thi chira doan gen mui thom phuc vu
cho chon gidng lua.

4. Péi twong va pham vi nghién ciru

- Nghién ctru trén cac d6i tuong 13 cac gidng laa mia va cac giéng lua cao
san hién dang dugc duy tri va nhan giéng.

- Khai thac thu vién BAC DNA dé xac dinh nhimg dong BAC chita gen muii
thom.

- Pham vi nghién ctu:

+ Chi xac dinh noi dung c6 lién quan dén céac chi thi phan tir lién két
véi gen “fgr” trén nhiém sic thé s6 8 va ung dung két qua trén dé chon gidng lta

cao san cO gen muc tiéu.



+ Phén lap dugc doan phan tir mang gen muc tiéu.
+ Chua phan tich ph6 chic ning (gene profile).
+ Chua nghién ctu dugc didu kién dé gen thé hién (gene expression)

& cac qui mo khac nhau.



CHUONG 1

TONG QUAN TAI LIEU VA CO SO KHOA HQC CUA PE TAI

1.1 Co sé khoa hoc ciia dé tai

1.1.1 Hop chét tao mui thom, gen thom va mdt sé yéu t6 mdi truweong anh
hwéng dén viée hinh thanh mui thom trén lua

1.1.1.1 Hop chit tao mui thom va sw thé hién cia ching trén cac bé
phan cua cay lia

Mui thom cta hat gao duoc xac dinh do nhom formaldehyde, ammonia va
hydrogen sulfide tao nén. M6t vai nghién cau con ghi nhan mui thom 1a do su tang
cua propanol, pentanol va hexanol trong qua trinh ton trir. Ngay nay bang phuong
phap hién dai dd xac dinh mui thom duoc tao thanh boi hang tram loal
hydrocacbon, alcohol, aldehyde, keton, acid, phenol, pyridine va nhiing hop chat
khac d& dugc ghi nhan trong com [3], [70].

Téc gia Kim [64] bao céo rang cac hop phan hydrocachon khong khac nhau
c6 y nghia gitta l0a thom va khong thom, tuy nhién IGa thom c6 mac do cao hon vé
alcohol, aldehyde, keton, acid; trong d6 1a thom c6 nong do 2-acetyl-1-pyrroline
cao gap 15 lan so voi lta khdng thom.

Lorieux va ctv [76] d4 phan tich miu gao cua 2 gidng laa Azucena (thom) va
IR64 (khong thom), két qua khong tim thdy chat 2-acetyl-1-pyrroline & IR64
(khong thom), trong khi d6 giéng lta thom Azucena c¢6 ham luong cao vé chat nay.
Trong sb 89 hop chat phan tich, xtr ly thong ké cho thiy cac chat sau c¢6 su khac biét
gitta giéng lta thom va khong thom d6 la: pentanol, 2-acetyl-1-pyrroline,
benzaldehyde, octanol, pentadecan-2-1,6,10,14-imethylpentadecan-2-1 va hexanol.

Téc gia Buttery va ctv [39] dé nghi rang su khac nhau giira l0a thom va
khéng thom khéng chi ¢ su hién dién hay vang mat caa chat 2-acetyl-1-pyrroline

ma con trong su khac nhau vé sé luong caa hoat chat cé trong IGa gao. Nhiéu alen



ciia mot gen thom c6 thé tao ra sy bién déi nho trong cling mot enzyme két qua 1a
dan dén tinh thom khac nhau.

Tac gia Buttery va ctv [40] da phén tich va xac dinh 2-acetyl-1-pyrroline (2-
AP) nhu 1a mot thanh phan quan trong déng gop vao mui thom cua cac giéng lda
thom. Theo danh gia vé& chat lwong mui thom cua 2-acetyl-1-pyrroline dugc md ta
gidng nhu mai cua ngd nd. Xac dinh ndng d6 mui thom cua 10 gidng lGa, khoang
nong do tir 6 ppb dén 90ppb vai l0a cha trang. Lda chua cha trang ndng do 2-acetyl-
1-pyrroline 14 100-200ppb. Vi thé c6 thé nghi rang bé mat 16p aloron cua hat gao
gitt mot vai trd quan trong trong viéc hinh thanh mai thom ciia com khi nau. Mii
ciia ngudi ¢ thé phat hién duoc hop chat thom 2-acetyl-1-pyrroline & noéng do
0,007ppm. Do d6, danh gia bang cam quan trong diéu kién nhat dinh va véi nhiing
ngudi c6 khau giac binh thuong két qua cé thé tin tuong duoc.[47]

Cac tac gia Ahmed va ctv [31], Lin va ctv [74] da khang dinh lai béo céo cua
Buttery va ctv [40], Paule va ctv [84] riang 2-acetyl-1-pyrroline 1a hop chét chinh
tao nén mui dac trung cho céc gidng lGa thom.

Bén canh do, Buttery va ctv [38] da phén tich 14 cua cay la dua (Pandabases
amaryllifolius) nhan thay rang thanh phan bay hoi chinh ciing l1a 2-acetyl-1-
pyrroline (2AP) va c6 mot su lién hé rat mat thiét gitra chat 2-acetyl-1-pyrroline
trong 14 caa cdy la dta va lua thom. Nong do cua chat 2-acetyl-1-pyrroline trong 14
cua cay l4 dira cao hon gap 10 lan trong la thom va cao hon gap 100 lan trong lda
khong thom.

T6m lai, hién nay c6 hai quan diém vé thanh phan chat thom cua lda gao.
Quan diém tha nhit cho riang chat thom duoc tao ra tir cAc hop chét aldehyde
(CHO) va keton (C=0) va cé4c hop chat vé6i luu huynh. Quan diém tht hai cho rang
chat thom lua gao, do vong ryrrol kiém soat tinh thom cua chét 2-acetyl-1-pyrroline
[34]. Téc gia Kader va Delseny [59] cho riang c6 su khac nhau trong viéc thé hién
mui thom trén cac bd phan cua cdy lda, hop chit 2AP duoc thé hién mot céch tu
nhién tir giai doan ma cho dén khi chin va dic biét 13 trong giai doan hat truéng

thanh trén céc bo phan cua cay lua ngoai trir ré, mui thom duoc tich liy nhiéu nhat



trén b phan hat l0a. Bén canh d6, cac tac gia Chen va ctv [42], Vanavichit va ctv
[102] ciing khang dinh mui thom khong thé hién hoic thé hién rat thip khong dang
ké trén bo phan ré lGa.

1.1.1.2 Gen thom

Li va Gu [71] ciing nghién ciru vé sy di truyén va vi tri ciia gen thom trén
lGa. Su lai thuin nghich giita cac giéng lua thom da cho thiy ring cic gen cua
chung cd alen véi nhau.

Tac gia Bradbury va ctv [78] da phan tich mui thom cua Ida Basmati va
Jasmine véi sy thé hién cua 2-acetyl-1-pyrroline. Mot gen lan fgr trén NST s6 8 cua
lGa qui dinh sy thé hién tinh trang quan trong ndy va cd mot gen tuong tng ma hoa
protein ¢ tén goi la Betaine Aldehyde Dehydrogenase (BAD) thé hién sy da hinh
c6 ¥ nghia trong viing chira gen thom. Gen fgr ¢ su twong déng véi gen ma hoa
BAD?2 trong lGa va c6 thé xem gen fgr 1a mot dang dot bién caa gen mé héa BAD2.
Nguoc lai, gen md hda BAD1 dinh vi trén nhiém sic thé sé 4. Gen ma hda BAD
lien két v6i gen khang stress trong cay trong.

Téc gia Shi va ctv [107] ciing két luan gen fgr 1a gen lan nam trén NST sb 8
lién quan dén mui thom cua lda. Gen ndy cd mot alen 13n mét chirc nang bad2 va
alen troi BAD2 ma hoa protein BAD2 lam cho Ita khong thom. Tong sé 34 gidng
laa thom va khong thom da duoc nghién cau va giai trinh tuy doan phan tu
BAD2/bad2. Trong s6 24 giéng lua thom c6 12 gidng chua alen bad2 (bad2-E7),
véi sy kién mat di 8 cip bazo va 3 SNPs trén exon s6 7, s6 con lai c6 mot alen bad2
méi (bad2-E2) - chudi trinh ty twong dong véi bad2-E7 nhung dd mat di 7 cip bazo
trén exon s6 2. Ca hai alen nay déu qui dinh mui thom cua lGa. Dua trén chudi trinh
tu khac nhau giita BAD2 va 2 alen lan bad2 d4 phét trién nhitng chi thi phan tir giup
cho viéc xéac dinh dong la thom, phan biét rd dong khong thom va thom xét vé
kiéu gen. Tuy nhién, kiéu hinh biéu thi ra bén ngoai v cing phic tap diéu nay c6
thé do diéu kién méi truong qui dinh sy tc ché hoic kich hoat promoter dé gen thé

hién mui thom.



