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MO PAU

Tay Nguyén la mot trong nhiing ving gidu loai 14 kim nhat Viét Nam. Hau
hét nhirng loai 14 kim & Tay Nguyén déu 1a nhitng loai cé gia tri khoa hoc va kinh té
cao. Nhiéu loai dang dimg trudc nguy co bi de doa tuyét ching, trong d6 cé loai
Thong 1a det (Pinus krempfii Lecomte) hay con goi la Thong hai 1a det, Thong Sri,
Thong Sré, 13 loai dic hitu hep ciia Viét Nam [4]. Pay 1a ngudn gen quy va doc dao
ctia v6i 14 hinh dai méac khong hinh kim nhu céc loai Thong khac [32], [33]. Go
Thong 14 det mém, it nhya, mau tir tring dén vang nhat, nhe, c6 nhiéu dic tinh k¥
thuat tot. Hién nay cac rimg Thong 14 det dang bj de doa nghiém trong do tinh trang
pha rimg 1am nuong riy, nhiéu cdy bi mat moi trudng sinh séng toi wu nén chét ryi,
mot s cdy qua gia ciing tr d6 giy dan dén suy giam sé luong loai nghiém trong.
Téi sinh tu nhién hau nhu chi han ché ¢ giai doan cay mam, lai gap chu yéu 0 noi co
khoang tréng, ven duong. Mit khéc lai thiéu vang cac cdy tai sinh & tudi trung gian,
nén kho du strc thay thé nhitng canh rimg Théng 14 det c6 thu dang ton tai [5], [6].
Theo Quy Béo ton Thién nhién qudc t& (IUCN) 2013 Thong 14 det duoc xép vao
bac sip bi tuyét chung VU A2c, Blab (iii) [65]. Vi vay, viéc bao ton hiéu qua
nguodn gen Thong 14 det 1a nhiém vu cdp bach dit ra cho cac nha nghién ciru. Tuy
nhién, cac nghién ctru trudc day madi chi tip trung vao viéc phan loai dya trén dac
diém hinh thai va noi phan b, con cac nghién ctru vé da dang di truyén ngudn gen
van rat han ché va méi chi tip trung cho mét sb loai [7], [8], [46]. Pic biét cac din
liéu vé da dang ngudn gen di truyén, cac trinh ty nucleotide dic trung cho loai

Thong 14 det hau nhu chua duoc nghién ctru.

Vi sy phat trién manh mé& cia cong ngh¢ sinh hoc hién dai, nhiéu loai chi
thi phén tir d3 duogc str dung dé danh gia da dang di truyén ngudn gen lam co s cho
nghién ctru bao ton va tai tao ngudn gen & dbi twong sinh vat néi chung va & cac
loai cay la kim nai riéng [7], [10], [29], [34], [56], [68]. Trong cac loai chi thi thi
chi thi ISSR (Internal Sequence Simple Repeat) va SSR (Sequence Simple Repeat)
dang dugc ing dung rong rai va c6 hiéu qua trong viéc danh gia da dang di truyén &

ca mirc d6 quan thé va loai. Hon nita, phan tich phan tir va nhan dang ving gen dic



trung cling duge sir dung rong rai trén thé gisi va ca ¢ Viét Nam dé danh gia cac mo
hinh da dang di truyén ¢ thuc vat va k§ thuat nay co loi thé tiém ning cho viéc diéu
tra thuc vat quy hiém. Vi thé d¢én nay da c6 mot sb cong trinh nghién ciru cong bd
vé hiéu qua cao cua phén tich phan tir trong nghién ctru da dang di truyén va xéac
dinh trinh tir nucletide ving gen dic trung cho mot s loai 14 kim cua Viét Nam [2],
[3], [7]. Pién hinh 13 cong bd cua Vit Dinh Duy va cong sy (2010) vé viéc sir dung
chi thi ISSR va SSR danh gia da dang di truyén cua 4 loai 14 kim 1a Po mu
(Fokienia hodginsii), Sa moc dau (Cunninghamia lanceolata var. konishii), Hoang
dan hiru lién (Cupressus tonkinesis) Thuy tung (Glytostrobus pensilis) va giai ma
trinh ty ving gen 18S di chi ra hai loai Po mu va Sa moc dau co6 mirc do suy giam
cao hon lodi Thuy tung va Hoang dan hitu lién. Két qua giai ma trinh tu ving gen
18S con cho phép giai quyét van dé ton tai vé taxon cua Sa moc dau (Cunninghamia
lanceolata var. konishii). Tuong tw, Pinh Thi Phong va cdng sy (2009), Vii Thi Thu
Hién va cong su (2009) ciing di sir dung chi thi thi RAPD, ISSR va cpSSR dé
nghién ctru mdi quan hé di truyén loai Po mu, Bach xanh phuc vu cho cho cong tac
bao ton. Hién nay trong ngan hang Genbank (2014) da luu giir trén 884.000 trinh tu
nucleotide cho céc loai 14 kim (conifers), tdp trung vao hai vung gen chinh la nhan
(ITS) va vung gen luc lap (cpDNA), lam co s& cho xac dinh trinh ty nucleotide dac

trung cho loai Thong 1a det.

Xuat phat tir cac co so khoa hoc trén day, chung toi tién hanh dé tai “Nghién
ciru da dang ngudn gen di truyén quan thé Thong la det tw nhién (Pinus
krempfii Lecomte) & Tay Nguyén - loai ddc hiru ctiia Viét Nam” voi cac muc tiéu

va ndi dung nghién ctru sau:

- X4c dinh muc d6 da dang ngudn gen di truyén cho 4 quan thé Thong 14 det
tu nhién thu tai cac tinh & Tay Nguyén bang chi thi SSR va ISSR.

- Xac dinh trinh ty nucleotide ddc trung tai 3 vung gen (2 vung gen luc lap va

1 ving gen nhan) cho loai Thong 14 det & Tay Nguyén.



CHUONG I. TONG QUAN TAI LIEU
1.1. Giéi thiéu tong quat vé loai Thong 1a det
1.1.1. Vi tri phdn loai

Thong la det (Pinus krempfii Lecomte) con goi la Thong hai 14 det hay
Thong Sri, Théng Sré, 1a loai dac hiru cia Viét Nam, phan bd & cac tinh Khanh
Hoa, Lam Déng, Pic Lic va Ninh Thuan. Theo phan loai khoa hoc, Thong 14 det

thudc:

Gioi (regnum): Plantae
Nganh (phylum): Pinophyta
Lép (class): Pinopsida

Bo (order): Pinales

Ho (familia): Pinaceae

Chi (genus): Pinus
1.1.2. Mt s6 dic diém sinh hoc chinh va gid tri bao ton loai Thong ld det

Theo danh gia cta cac nha khoa hoc trong va ngoai nude, Thong 14 det la
loai cb sinh vat hiém hoi con sot lai cho dén ngay nay, véi chiéu cao 1én dén 30 m,
duong kinh ¢ thé dat 1,5 - 1,6 m, doi khi toi 2 m [47]. Tan cua ciy thuong kha
rong, day, sim mau va c6 hinh ré quat. Poan than dudi canh 16n, hau nhu khong co
canh nhanh, tron déu va moc thang Ién (Hinh 1.1). Non xuat hién vao thang 4 - 5 va
ton tai trén cay trong mot thoi gian dai. Hat chin vao thang 7- 10, mau nau nhat va
c¢6 canh tring. Khi chin, hat c6 thé phat tan trong mot pham vi twong dbi rong. Cay
mam thuong c6 khoang 10 - 13 14 mam dau tién c6 hinh xoan cong vé mot hudng
nhu ludi liém, 14 dai khoang 2 - 3 cm, sau dén 1a cac 14 nho moc quanh than, dai 1,5
- 2,5 cm. Khi cay con non, 14 dai va rong ban (dai 10 - 15 cm) xép nhu hai ludi kéo
0 phﬁn dau canh. Khi cay trudng thanh, 1a nho va ngén lai (dai 4 - 5 cm), mau sam,
moc tip trung ¢ dau canh, 1am cho tan cdy thong gia tré nén day va sim mau hon.

Pic diém dic trung nhat 13 14 hinh dai méac nhon dau, det [32], [33].


http://vi.wikipedia.org/wiki/Pinophyta
http://vi.wikipedia.org/wiki/Pinopsida
http://vi.wikipedia.org/wiki/Pinales
http://vi.wikipedia.org/wiki/Cupressaceae

Hinh 1.1. Hinh anh cdy Thong 14 det & Lam Ddng (A: cdy trudng thanh; B: non
qua; C: cay tai sinh) (anh Nguyén Tién Hiép)

G Thong 14 det mém, it nhya, mau tir tréng dén vang nhat, nhe, co nhiéu dic
tinh k¥ thuat t6t c6 thé sir dung trong cong nghiép va xay dung. Theo IUCN (2013),
Thong 14 det duoc danh gia mic sap bi tuyét chung (VU A2c Blab (iii). Hién nay,
cac rung Thong 14 det dang bi de doa nghiém trong do tinh trang phd rung lam
nuong ray, nhiéu cdy bi mat méi trudng sinh sdng t6i uu nén chét ryi, mot sb ciy
qua gia ciing ty d6 gay. Tai sinh tu nhién hau nhu chi han ché ¢ giai doan cdy mam,
lai gdp chu yéu 6 noi c6 khoang tréng, ven dudong. Mit khac lai thiéu ving cac ciy
tai sinh & tudi trung gian, nén khé du sirc thay thé nhitng canh rimg Thong 14 det c6
thu dang ton tai [5], [6].

1.1.3. Tinh hinh phén bo Théng ld det 6 Tay Nguyén

Phan bd trong nudce: Loai dic hiru hep cua tiéu vung dia ly thuc vat Nam
Truong Son, phan bd chi yéu tai tinh LAm Ddng va mot s ving giap ranh thudc

cac tinh lan can nhu Pac Lac, Khanh Hoa va Ninh Thuan.



Phan bb thé gidi: khong gip bat ky noi ndo trén thé giGi ngoai Viét Nam.

Thong 14 det thuong moc & do cao tur 1000 dén 2000 m so v&i muc nuée
bién, trong nhitng khu rimg khép tan thuong xanh, xen véi nhing cay ho Dau va ho
Long ndo. Loai thudng moc trén dinh hodc sudn nui noi c¢é 16p dit 4m va ting mun
day [4], [36]. Can cr vao cac dan liéu thu thap dugc qua khao sat, nghién ciru & céac
diém con rimg nguyén sinh & hau khip nuéc ta va ddi chiéu véi tiéu chudn cua cac
thr hang trong Danh luc do6 cua IUCN, thoat dau théy vai tiéu chuén loai chua dén
mitc bi de doa tuyét ching (su suy giam quan thé trong qué khtr, hién tai nhiéu nhat
< 30%, EOO < 5.000 km? AOO < 500 km?, sé lugng tiéu quan thé < 10, va hau hét
cac tiéu quan thé déu nam trong cac Khu bao ton thién nhién, Khu du lich sinh thai
hay ¢ cac vung nudi xa x01 chua bi lam tac vao chat trom). Tuy nhién trong khoang 5
nim gan day ¢ hai tiéu quan thé quan trong nhat déu thuéc VQG Bi Pup - NUi Ba
gdm céc cay gb to 16n & doc dudng giao thong méi xay dung tir Khanh Hoa di 1én
ba Lat qua VQG Bi Bup - Nti Ba va duong giao thong dang xay dung & Dong
Truong Son (tir Ba Lat ra Quang Nam) xuat hién nguy co bi lam tac chat ha va van
xuat nén & thoi diém hién tai viéc xép loai vao thir hang s& nguy cap VU A2a,c,d,

A3a,c,d, B2a,c, C1 1 hop 1y nhit [4].
1.2. Pa dang di truyén quin thé thwe vat
1.2.1. Khdi niém vé quan thé thuwe vit

Quan thé duge dinh nghia 1a tap hop mot nhém ca thé cua mot loai trong mot
noi séng cu thé, chung doc lap véi cac quan thé khac vé quan hé sinh san [1]. Di
truyén quan thé dugc truyén tir thé hé nay sang thé hé khac, va bi anh huéng boi cac
yéu t6 nhu kich thudc quan thé, stc sinh san, kha ning séng sét, phuong phirc sinh
san, trao doi va dot bién di truyén. Kich thudc quan thé 1a két qua cua su tuong tac
phirc tap lién quan dén cac diéu kién moi trudng séng va cac dic tinh quan thé cia
loai. Kich thuéc quan thé dong vai trd quan trong lién quan dén phuong thirc sinh
san, di truyén va tién hod. Ngudn gdc tién hoa thuong lién quan dén ca thé lai (thé
hé tiép theo) trong quan thé va loai. Thu phin chéo c6 thé san sinh nhimng ca thé lai

da dang. Ciu truc di truyén cta nhitng ca thé nay déng goép vao tinh da dang trong



quan thé va duy tri kha ning thich nghi cao cua quan thé trong nhiéu méi trudng

song.

Tac dong cla con nguoi dén moi trudng séng thuong dan dén sy pha vd cdu
tric quan thé hinh thanh nhitng quan thé nho, c6 lap va dan dén lam suy giam kha
nang thich nghi cta quan thé véi méi truong séng. Trong quan thé, thé hé sau dugc
san sinh bang thy phin cin nodn s& dan dén sy khac biét vé di truyén giira cac quan

thé 12 16n va lam ting tan sd gen dong hop tir trong cac quan thé nho.
1.2.2. Tinh da dang di truyén quan thé thuc vit

Pa dang sinh hoc thudng dé cap dén muc d6 khac nhau cua cac dang sdng bao
gém céc ca thé dong vat, thyc vat, vi sinh vat va dugc biéu hién tir mérc d6 phan tr dén
hé sinh thai. Cong udc qudc té vé Pa dang sinh hoc (1994) di xac dinh da dang sinh
hoc bao gdm 3 cap: (i) da dang trong loai (da dang di truyén hay da dang ngudn gen),
(ii) da dang gitra cac loai (da dang vé thanh phéan loai hay da dang loai) va (iii) da dang
hé sinh thai. Pa dang sinh hoc 1 két qua ctia qua trinh tién hod ty nhién trai qua hang
triéu nam, bao gém ca 3 muc do hé sinh thai, loai va di truyén. Ly thuyét tién hoa trén
co s chon loc tu nhién cua Darwin da du doan ré“mg da dang di truyén la thanh phén
chinh cua da dang sinh hoc. Pa dang di truyén hay con goi 1a da dang gen (da dang
DNA), 1a tip hop nhitng bién d6i cta cac gen va cac kiéu gen trong ndi bd ciia mot
loai. Pay la sy da dang quan trong nhét, quyét dinh mot loai o thé ton tai 1au dai trong
tu nhién hay khong. Tinh da dang ndy, vi thé di va dang 1a ngudn cung cép vat liéu
cho cac chuong trinh chon tao va cai tién giéng [1]. Pa dang di truyén cho phép cac ca
thé va loai xtr 1y truéc nhing bién d6i bat lgi cia moi truong séng va co kha nang tu
phuc hdi trong méi truong sdng cia ching. Nhu vay, da dang di truyén dugc dé cap
dén nhu 1a mic do da hinh ctia mdi c4 thé trong sudt thoi gian sdng ciia nd, hodc duoc
phan anh boi s6 alen ciia quan thé tai mot vi tri dia 1y trong mot khoang thoi gian cu

thé hodc s6 alen cua mdt loai trong pham vi phan bo dia 1y va lich sir ton tai ctia no.

1.2.3. M4t sé ky thudt sinh hec phan iz trong nghién ciru da dgng di truyén ¢ thuc

vat

a) Ky thudt isozyme



K¥ thuat isozyme la k¥ thuat nghién ctru sy da hinh enzyme. Phuong phap
nay dugc Hunter va Market dua ra tor ndm 1957, sau d6 Harris hoan thién vao nam
1966 va bat dau duoc sir dung phd bién tir thap nién 70 dén nay. Mic du hién nay
c6 nhiéu k¥ thuat phan tir phat trién nhung k¥ thuat isozyme van dugc st dung vi
cach thuc thyc hién tvong ddi nhanh, chi phi thap, thich hop cho cac nghién ctru xac
dinh méc d6 bién ddi di truyén & cAp do thip. Ngoai ra viéc két hop ky thuat
1sozyme vo1 cac ky thuadt nghién ctru da hinh DNA cho phép phan tich, so sanh
nhimg dic tinh bén viing (hoic thay dbi) theo diéu kién khac nhau ctia méi trudng
[9].

b) Ky thudt RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

K¥ thuat RAPD dugc hai nhom nghién ctru cia Welsh va Clelland (1991) va
Williams va cong su (1990) dong thoi xay dung [70], [71]. K¥ thuat nay dua trén
mg dung k¥ thuat PCR str dung cac mdi don c6 trinh ty ngau nhién gom khoang 10
nucleotide. S6 luong cac doan DNA dugc nhan ban phu thudc vao do dai va vi tri
cac doan moi, kich thudc va cau tric DNA genome. Su da hinh cua k¥ thuat RAPD
n6i chung 1a do d6t bién & vi tri gdn moi lam ngin trd dén viée bat cip cua moi. Két
qua la sau khi dién di san phém RAPD — PCR s¢€ phat hién dugc sy khac nhau trong
phé cac phan doan DNA dugc nhan ban. Su khac nhau d6 goi 1a tinh da hinh chiéu
dai san pham PCR.

K§¥ thuat RAPD thao tac nhanh, don gian, gia thanh thap, d& thyc hién do
khong can biét trude trinh tw bo gen cua ddi twong can nghién ctru, sir dung luong
nho DNA khuon, chit lugng DNA khudén khong can do tinh sach quéa cao. Tuy
nhién chi thi RAPD 1a chi thi troi do d6 nhitng kiéu gen 1in quy dinh tinh trang nao
d6 s& kho phat hién su da hinh khi dién di san pham [13], [72]. K§ thuat RAPD c6
d6 chinh x4c khong on dinh (thé hién & mirc do lip lai giong nhau thap) [9], [10].

¢) Ky thudt RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
bay 1a k¥ thuat dua trén tinh da hinh chiéu dai cac doan cét gidi han, do
Botstein va cong sy (1980) xay dung vao nam 1980 dé 1ap ban dd di truyén & ngudi

[15]. K§ thu4t ndy dua trén dic diém cua cac enzyme gi6i han khac nhau, tao nén
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cac doan cit DNA khac nhau phan biét duoc béng dién di do. Sb lugng cac doan
nay phu thudc vao s6 diém nhan biét cua enzyme gio1 han trong hé gen, cac doan
cit con duogc goi 1a cac “dau van tay” dic trung cho ting phan tt DNA. DNA cuia
mau nghién ctru sau khi dugc tach chiét va tinh sach s& duoc cit véi cung mot )
loai enzyme gidi han. Tinh da hinh d¢ dai dugc phat hi¢én nho danh dau phoéng xa
cac mau do DNA bd sung tao ra tir cung mot locus. Chi thi RFLP thuong duoc Gmg
dung trong mot s6 linh vuc nhu: nghién cuu sy da dang cua by genome, xay dung
ban d6 di truyén, xac dinh muc do lién két véi cac tinh trang nong sinh hoc, Xac
dinh con lai F1 trong lai hitu tinh va lai t& bao tran, ciing nhu kha ning c6 chira gen
bat duc té bao chét, bat duc duc nhan man cam véi nhiét d6 va anh sang, tim diy
alen tu bat hop, gen phuc hoi va gen duy tri. Tuy nhién k¥ thuat nay c6 nhugc diém
1a quy trinh phirc tap, cdng kénh, tén kém va sir dung chit dong vi phong xa giy

nguy hiém cho ngudi thao tac thi nghiém.
d) Ky thudt AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

K§ thuat AFLP dugc hiéu 1a sy da dang cua cac doan DNA duoc nhan 18n c6
dinh hudng sau khi bi cit boi cac enzyme gidi han. Nguyén tic cta k¥ thuat nay
tuong tu nhu k§ thuadt RAPD nhung mdi duogc sir dung ¢ day bao gdbm mét phan cd
dinh dai hon (5bp) chira vi tri nhan biét ctia enzyme giéi han va mot phan thay doi
ngan (2-4bp). Phan cb dinh dai tao ra sy 6n dinh cta san phim dugc nhan 1én, phan
thay d6i ngan sé& tao ra nhiéu locus, c6 thé 1én dén hon 100 locus duoc nhan 18n voi
mdi AFLP don. AFLP phat hién su khéac nhau cua cidc doan DNA boi sy nhan c6
chon loc cac trinh ty DNA hé gene da dugc cit (boi enzyme gioi han) va dugc gén
v6i doan tiép hop (adapter). Phuong phéap cho phép sang loc dong thdi mot sb lwong
16m céac chi thi khong c6 nghia. Sy da hinh dugc xac dinh boi su c6 mat hodac khong
c6 mit ciia mot phan doan DNA. Phuong phap AFLP két hop duoc nhimng uu diém
cua RFLP va RAPD nén c6 hiéu qua trong phat hién va phan tich da hinh mt cach
nhanh chéng, 6n dinh va dang tin cdy. Tuy nhién chi phi va yéu cau chuyén moén k¥
thuat dé thuc hién phén tich AFLP 1a rat cao nén phwong phap nay it dugc sir dung
dé nghién ctru phan loai hoc phan tir ma chu yéu duoc sir dung trong viéc thiét lap

ban dd di truyén céc tinh trang sb luong [72].



