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MO PAU

1. Tinh cép thiét cia dé tai

Cam chudng 1a mot trong bon loai hoa cét canh duoc trong phd
bién trén thé gidi, chiém 17% tong san lugng hoa cat (Nguyén Thi
Kim Ly, 2012). Pay ciing 1a loai hoa ¢ nhiéu trién vong trong san
xuét nodi tiéu cling nhu xuét khau cta Viét Nam. O nuéce ta hién nay,
cha yéu trong cac gidng cam chudng nhap ndi tir nude ngoai do d6
khong chu dong va chi phi san xuét cao, dic biét la khong thé mo
rong san xudt va xuat khau boi khong c6 ban quyén gidng. Vi vy,
viéc nghién ciru chon tao nhimg giéng hoa cim chuéng méi dap tmg
dugc nhu ciu thi truong, phu hop vai diéu kién sinh thai va c6 ban
quyén ciia Viét Nam 13 y8u ciu buc thiét.

Dbi v6i cdy hoa viée chon tao gidng tap trung chi yéu la tao
gidng c¢6 mau sic méi. Piéu nay dugc thuc hién thong qua con
duong lai xa va giy tao dot bién. Tuy nhién d6i véi cdy hoa cim
chudng ¢ nudc ta viéc lai xa rat kho thyc hién boi kha ning thy phan
thu tinh rat khé. Vi vdy viéc tao gidng c6 mau sic méi chi c¢6 thé
thuc hién thong qua con dudng giy tao dot bién. Phuong phap chon
tao gidng bang gy tao dot bién dugc phat trién tir giira thé ky 20 va
ngdy cang phat trién rong rai mang lai nhitng thanh tyu to 16n trong
cong tac chon tao giéng cdy trong. Hon thé nira, viée gy tao dot
bién nhén tao két hop véi nudi cdy mé té bao thuc vat in vitro di tré
thanh céng cu hiru hidu gitip giam thiéu chi phi va thoi gian chon tao
gidng cdy trong méi. K§ thuat nay da lam ting tan s6 xuat hién dot
bién v&i cac tinh trang c6 gia trj kinh té & cac loai thuc vat néi chung
va cdy hoa néi riéng, gop phan khéng nho cho viée cai tién gidng cay
tré)ng. (Okamura, 2006; Shu, 2009; IAEA, 2009, 2013). Xuét phat tir
nhitng van dé néu trén ching t6i thyc hién dé tai “Nghién ciru tao
dot bién in vitro va danh gia sinh trwéng, phat trién, sai khac di
truyén ciia cic dong ddt bién giéng hoa cAm chwéng Quin Chua
(Dianthus caryophyllus L.)”.



2. Muc tiéu ciia dé tai

Nghién ctru phuong phap xtr Iy dot bién in vitro nham xac dinh
dugc phuong phap xir Iy dot bién hiéu qua va tao dugc cac dong bién
di di truyén lam nguén nguyén liéu cho cong tac chon tao gidng hoa
cam chudng moi.

3. Yéu cdu ciia dé tai

- Xac dinh kha ning nhén giéng in vitro cho cdy cdm chudng
giéng Quan Chia, lam co sé cho viéc tai sinh va tao cdy hoan chinh
cac mau xur ly dot bién in vitro bang tac nhan gy dot bién.

- Xac dinh hiéu qua xur Iy gdy tao dot bién cho ciy hoa cdm
chudng trong nudi cdy mé mang lai hiéu qua cao:

+ Xéc dinh ndng do, thoi gian xir Iy EMS thich hop cho chdi nhan
in vitro cdy hoa cAm chudng.

+ Xac dinh lidu lugng xir Iy tia gamma ngudn ®Co thich hop cho
chdi nhan in vitro cdy hoa cim chudng.

+ Xac dinh hiéu qua cua xtr 1y phéi hop EMS va tia gamma
ngudn “Co cho chdi nhan in vitro cdy hoa cAm chuéng.

- Phén 1ap cac thé dot bién qua cac thé hé nhan chdi in vitro.

- Sang loc cac dang bién di ctia ciy cAm chudng sau xir 1y trong
diéu kién tu nhién.

- Panh gia su sai khac di truyén ctia mot sé dong dot bién cé trién
vong da phan 1ap bang chi thi SSR.

- Xac dinh phwong phap khir tring mau, mdi trudng nhan nhanh,
mdi trudng ra ré va gia thé ra cdy thich hgp cho mot sé dong dot bién
c6 tiém nang duoc tuyén chon.

4. Y nghia khoa hoc va thue tién ciia dé tai
4.1. Y nghia khoa hoc

Két qua nghién ciru ctia dé tai di cung cap cac dan liéu khoa hoc
c6 gid tri vé viéc img dung nhan gidng in vitro va phuwong phap tao
gidng méi thong qua xir 1y dot bién in vitro ciia ciy hoa cam chudng.

Céc két qua nghién ctru ciia d¢ tai 1a co s¢ dé tiép tuc nghién ctru
tao dong dot bién 1am ngudn nguyén ligu di truyén cho viéc chon tao
giong cim chudng mai. Pong thoi 1a tu liéu co gia tri cho viéc
nghién ctru linh vuc cong nghé sinh hoc va chon tao gidng cdy trong.



4.2.Y nghia thye tién

Dé tai da xay dung dugc quy trinh nhan giéng in vitro cho mét sb
dong, giéng hoa cim chudng, gop phan giai quyét kho khin trong
thuc tién vé nhan giéng hién nay; tng dung thanh céng phuong phap
xtr Iy dot bién in vitro va xay dung dugc quy trinh xir Iy gy tao dot
bién két hop nudi cdy in vitro cho ciy hoa cdm chudng bang tac nhin
EMS va chiéu xa tia gamma ngudn “Co; tao duoc cac vat lidu khoi
dau phuc vu cho cbng tac nghién ctru chon tao gidng hoa cdm
chudng mdi va chon loc dugc mot sb dong dot bién c6 trién vong.

5. Nhitng dong gop moi cia ludn an

Cac két qua nghién ciru di xac dinh dugc tic nhan gay dot bién EMS
va tia gamma cho hiéu qua cao trong viéc gy tao bién di c6 tiém ning
c6 thé 1am vat iéu cho cong tac chon tao giéng hoa cAm chuéng moi.

Dé tai di tao ra cac dong dot bién c6 tiém ning va danh gia duoc
dic diém sinh truong phat trién cia cac dong dot bién moi vé mau
sic hoa trong diéu kién ty nhién. Cac dong dot bién nay ciing di
dugc danh gia su sai khac di truyén bang chi thi phan tir SSR va xac
dinh mdi quan hé di truyén véi ciy me.

Pé tai da xay dung dugc quy trinh nhan gidng in vitro cho 2 dong
dot bién c6 trién vong (dong H6 va dong H7) trong sb cac dong dot
bién néu trén, phuc vu cho cac nghién ctru tiép theo dé phat trién hai
dong nay thanh giéng hoa cAm chudng moi.

6. Gi¢i han ciia dé tai

- Thoi gian nghién ctru tr nam 2009 — 2013.

- Pia diém nghién ctru: Vién Sinh hoc Nong nghi€p — Hoc vién
Nong nghiép Viét Nam.

7. B6 cuc ciia luin 4n

Noi dung chinh ctia luan an dugc thé hién trong 130 trang, gém: 4
trang m& dau, 34 trang tong quan, 17 trang vat lidu ndi dung va
phuong phap nghién ciru, 73 trang két qua va thao luan, 2 trang két
ludn va kién nghi. 126 tai liéu tham khao, trong d6 32 tai liéu tiéng
Viét, 94 tai lidu tiéng Anh. Két qua nghién ciru ¢6 34 bang s6 liéu va
41 hinh. Phan phuc luc hinh anh minh hoa va két qua xu ly s6 liéu.



Chuong 1
TONG QUAN TAI LIEU

Cam chudng 12 loai hoa co gia tri kinh té cao, chiém ty 1¢ 16n trong cac
lodi hoa cat canh trén thé gidi (chiém 17%) va trong cac loai hoa xuat
khau & nudc ta. Viéc ddy manh san xuét va nang cao chat lugng san phim
hoa cam chudng & Viét Nam con nhiéu han ché, trong d6 d& ban quyén
giéng dang 1a kho khan trong viéc tiép can thi trudng hoa thé gioi.

Dot bién dong vai trd quan trong trong chon giéng cay trong, nhd vao
qua trinh dot bién ma chung ta da tao ra nhiéu giong hoa méi, dic sic ¢6
ning suat cao, kha ning chéng chiu t6t, khang sdu bénh,... trén linh vuc hoa
canh noi riéng va trong nganh chon giéng néi chung. Xir 1y gy tao dot bién
két hop nudi cdy in vitro ¢ nhiéu uu diém so véi phuong phap chon giéng
truyén thong: tan sb dot bién cao va kha ning thu nhan nhimg thé dot bién
ddng nhat vé kiéu gen dé dang hon; c6 thé xtr Iy mot sb luong 16n té bao,
md, cdy con ma khong doi hoi dién tich 16n; co thé sir dung nhidu bd phan
khac nhau ctia cay (té bao, mo seo, chdi in vitro, doan than, hat, .. .); c6 kha
nang rit ngan thoi gian so phuong phép truyén thong (chi cn 3 - 6 thé hé).

Cac két qua nghién ciru cua cac tic gia vé chon tao giéng dot bién
hoa cdm chudng cho thiy viéc tmg dung ky thuat gy tao dot bién
nhan tao ddi voi ciy trong noi chung va cdy hoa cim chudng noi riéng
mang lai hiéu qua rat 16n. C6 rat nhidu gidng hoa cAm chudng méi véi
nhiing tinh trang méi duoc tao ra nhd xir Iy gy tao dot bién. Vi vay,
c6 thé noi rang, phuong phap chon gidng cAm chudng va cac loai hoa
noi chung bang xir ly dot bién 1a mot phuong phap day trién vong
trong cong tac chon tao gidng hoa méi cho san xuét.

Chuong 2
POI TUQNG, NOI DUNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Vit liéu nghién ciu
- Mit ngi1 cia chdi in vitro ciy hoa cam chudng thom gidng Quan
Chua (Tén khoa hoc Dianthus caryophyllus “Princess”; tén thuong
mai Princess).
- Cac thiét bi dung cu hoa chat trong nudi céy mo té bao.



- Phan tmg PCR-SSR dugc tién hanh 20 mdi SSR cua hing Bioneer
(theo Smulders et al., 2003, Tetsuya et al., 2009).

- Hoa chét ding trong nghién ctru sinh hoc phan tir nhu Tris bazo,
agarose, isopropanol, Ethanol, chloroform, isoamylalcohol, CH3COONa,
SDS, CTAB, Nacl, ETDA,...

- Céc hoa chét cho phan img PCR gdm deoxynucleotit triphosphat
(dNTPs) cia Sigma, Taq-DNA polymeraza cia Fermentas.

2.2. N§i dung nghién ciru.
2.2.1. Nghién ciru nhén giong in vitro cho cdy cdm chuéng giong
Qudgn Chiia

- Nghién ctru anh huéng cua phuong phap khir tring dén ty 18
song ctia mau.

- Nghién ctru anh hudng ctia méi trudng nudi ciy dén hé sé nhén,
su sinh trudng cia chdi in vitro:

+ Nghién cttu anh hudéng ctia BA va kinetin trong méi truong MS
dén hé sb nhan, su sinh trudng cua chdi in vitro.

+ Nghién ctru anh huéng cta td hop cytokinin va auxin dén
hé sb nhan, sy sinh trudng cta chdi in vitro.

- Nghién clru anh hudng cia a-NAA va than hoat tinh trong moi
trudmg MS t6i kha ning ra r& cta chdi in vitro.

- Nghién ctru anh huong cua gia thé ra cdy dén ty 1¢ séng va sinh
trudng cua cdy in vitro ngoai vuon uom.

2.2.2. Nghién ciru cdc phwong phdp xir Iy gdy tao dgt bién in vitro
cho cdy cam chuwéng

- Nghién ciru xtr Iy EMS cho cdy hoa cam chuéng in vitro.

- Nghién ctru xir 1y tia gamma ngudn “Co cho ciy hoa cim
chudng in vitro.

- Nghién ciru xir Iy két hop EMS va tia gamma ngudn “Co cho cy
cam chuéng in vitro.

2.2.3. Nghién ciru phén ldp cdc dang choi in vitro bién dj sau xir Iy
va ddnh gid sw sinh trwong phdt trién ciia cdc dang chéi

- Nghién ctru phan 14p cac dang chdi bién di vé mat hinh thai.

- Nghién ciru kha ning ra ré ciia cac dang chdi phan lap sau xir 1y.

- Nghién ctru kha ning sinh truéng phat trién ciia cac dang chdi



trong diéu kién vudn wom.
2.2.4. Nghién ctvu sw sinh trwéng phdt trién va phan lgp cdc dang
bién di ciia cdy cdm chwong sau xir Iy trong diéu kign tw nhién

Cay cam chudng sau xtr Iy dugc dua ra trong tai nha ludi, theo
ddi phan lap cac dang bién di.

2.2.5. Nghién ciru ddnh gid sw sai khdc di truyén ciia mjt s6 dong
bién dj cé trién vong dd phén lap bing chi thi SSR

Chon loc mot s6 dong bién di c6 tiém ning danh gia sy sai khac
di truyén & mutrc d6 phan tir bang chi thi SSR.

2.2.6. Nghién citu quy trinh nhén giéng in vitro cho mét sé dong
dgt bién dwoc tuyén chon

- Nghién ctru anh hudng ciia thoi gian khir tring dén ty 16 sng ctia miu

- Nghién ctru anh hudng ctia méi trudng nudi ciy dén hé sé nhén,
sinh truong cua chdi in vitro.

- Nghién ctru anh hudng cla auxin trong moi truong MS téi kha
nang ra ré cia choi in vitro.

- Nghién ctru anh hudng cua gia thé ra cdy dén ty 16 séng va sinh
trudng cua cdy in vitro ngoai vuon uom.

2.3. Phwong phap nghién ciru.
2.3.1. Phuwong phdp bé tri thi nghiém

Céc thi nghiém dugc bd tri hoan toan ngau nhién véi 3 14n nhic lai.
2.3.2. Phuong phdp nuéi cdy mé té bao thuc vit.

St dung phuong phap nudi ciy in vitro trén méi trudng co ban
MS (Murahige and Skoog, 1962) voi 6,5 g/l agar, 30 g/l saccarose va
100 mg/1 innositol) c6 bd sung cac chat diéu tiét sinh trudng.

Céc thi nghiém nhan nhanh, tao cay hoan chinh mau dugc nuéi céy o
nhiét d6 20 — 22°C, cudng do chiéu sang 2.000 lux, thoi gian chiéu sang
16 gio/ngay. Cac cong thirc thi nghiém dugc bd tri hoan toan ngiu
nhién, mdi cong thirc thi nghiém b tri 150 mau, chia 1am 3 1an nhic lai.
2.3.3. Phuwong phdp giy tao dét bién in vitro

Phuong phap gy tao dot bién dugc tién hanh theo quy trinh cta
Novak and Brunner (1992) ¢6 cai tién. Mdi cong thurc thi nghiém xt
1y 3 14n nhic lai mdi 1an 60 mau véi lidu lugng xtr Iy nhu sau:

- Xuk Iy gdy tao dét bién bang tac nhan EMS: Mau duoc xtr 1y &



cac muc néng d6 EMS 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0% voi 3 muc thoi gian 1,
2 va 3 gio.

- Xur Iy gdy tao dot bién bang tia gamma nguon “°Co: Mau dugc
xur 1y vai cac lidu hap thu 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 G,.

- Xir Iy gdy tao dot bién bang EMS két hop tia gamma nguon
%Co: Mau dugc xu Iy EMS véi néng d6 0,1; 0,2; 0,3; 0,4% trong
thoi gian 2 gio két hop tia gamma ngudn Co® véi liéu hap thy 10,
20, 30 G,.

2.3.4. Phuong phdp dinh gid sw sai khdc di truyén ciia cdc dong
dgt bién bang chi thi phan tir SSR

Pé tién hanh phén tich va dénh gia su sai khic di truyén cia cac
gidng hoa cam chudng & mirc do phéan tir, DNA cta 7 mau hoa cim
chudng duoc nhan ban bang phuong phap PCR véi 20 moi SSR. Céc
san pham duoc dién di trén gel agarose 3,5%.
2.3.4.1. Phuong phdp chiét tach DNA

Trong thi nghiém nay chiing t6i chiét tich DNA tong sb cua cdc
mAiu cAm chudng diwa theo phuong phép ciia Obara — Okeyo P. and
Kako (1998) c¢6 cai tién.
2.3.4.2. Phuong phap PCR — SSR

Phan tmg PCR duoc thyc hién véi nhiéu chu ki, nhiét do bién
tinh DNA 95°C, nhiét d¢ gin mdi 37- 55°C tuy theo timg moi, nhiét
d6 tong hop chudi DNA 72°C.
2.3.4.3. Phirong phap dién di trén gel agarose

San pham cta phan tng PCR-SSR duoc kiém tra trén gel agarose
1% va soi gel duéi anh sang dén UV, nhén biét san pham khuéch dai
dwa vao thang chuin DNA 1Kb.
2.3.4.4. Phuong phdp phan tich s6 liéu

Céc s6 liéu nay duogc dua vao xir 1y theo chuong trinh NTSYSpc
2.1 ctia Rohlf (2002) dé tinh ma tran twong dong giita cac cip mau.

Hé s6 PIC - Chi sb thong tin da hinh (Nei, 1973).

PIC=1—Zpi2

Trong d6: pi 13 tan s6 xudt hién alen th i.



Ty I¢ di hop tr (H%)
S6 mdi xuit hién >2 alen/ 1locus SSR
H%= — — — —F x 100
Tong s6 moi st dung-S6 moi khuyét so liéu
2.3.5. Phuwong phdp theo doi, ddnh gid diic diém néng, sinh hoc
Céc chi tiéu danh gia ngoai dong rudng theo Quy pham khao
nghiém tinh khac biét, tinh dé)ng nhét va tinh 6n dinh cua Hiép hoi

Qudc té vé bao ho gidng ciy trong méi (Hiép hoi Qudc té vé bao ho
gidng cay trong méi, 2008).
2.4. Phuong phap xir Iy s6 liéu

S liéu duoc xir Iy theo phwong phan tich phuong sai (ANOVA)
theo chuong trinh Irristat 5.0S va Excel. S lieu phén tich SSR duoc
xtr 1y bang phan mém NTSYS pc2.1. St dung thuat todn ndi suy
lagrange dé x4y dung mé hinh toan hoc. Str dung phuong phap Reed
and Muench (1983), Behrens and Karber (1935) dé xac dinh liéu gay
chét 50% mau thi nghiém (LDso).

Chuong 3
KET QUA NGHIEN CUU VA THAO LUAN

3.1. Nghién ciru nhan giong in vitro cho ciy cAm chuéng gidng
Quén Chia
3.1.1. Nghién ciru tao vit ligu khoi déu ) )

Két qua nghién ctu cho thay, doi voi cdy cam chudng giong
Quén Chiia sir dung hoa chat HgCl, 0,1% dé khir tring mau c6 hiéu
qua tét hon so v6i NaOCl (5%). Trong cac cong thirc thi nghiém
dugc nghién ctru cong thirc 2 (st dung HgCl» 0,1% trong thoi gian 7
phiit) cho hiéu qua tét nhét.
3.1.2. Nghién ctru nhan nhanh choi in vitro
3.1.2.1. Anh huong ciia BA va kinetin trong méi triwong MS dén hé sé
nhén, sinh truong ciia choéi in vitro cdy cam chudng

Két qua nghién ctru cho thiy: cac cong thirc c6 bd sung kinetin
hodc BA déu cho sy phét sinh chdi cao hon dbi chimg. Tuy nhién, &
mdi néng do BA hoidc kinetin bd sung khac nhau thi s6 chdi phat



