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1. Dit van dé

Nubi cAy md t& bao thuc vat 1a ky thuat chu yéu cua cdng nghé sinh hoc thuc vat.
N6 c6 nhitng déng gép to 16n cho nén néng nghiép thé gidi. O Viet Nam nudi cAy mé méi
duge nghién citu 1/4 thé ky, dén nay da c6 kha nhiéu két qua. Nudi cAy mo thuc vat
trude hét nghién ctu ing dung nhan nhanh va phuc trang mét so gidng cay trong nhu:
chuéi, dia, cam, nho, khoai tay...[1]. CAy chuéi da dudc nghién citu va nhan giéng hang
loat 6 nhiéu phong thi nghiém cua cac truong Pai hoc va cac Vién nghién ciu trén ca
nude. Nhung van dé diat ra & ddy la trong qua trinh nudi cdy md, ngoai san pham cay
gidng thu dudc c6 chit lugng t6t va sach bénh thi xuit hién nhiing ciy gidng cé kiéu
hinh khac thudng do dot bién tao nén. Pé danh gia su sai khac vé mat phan tl cua
nhing cay c¢é kiéu hinh khac thudng véi cdy binh thudng trong quéa trinh nuéi ciy,
ching téi st dung ky thuat RAPD - PCR dé phan tich su sai khac cia ADN hé gen céc
miu chudi dot bién do nudi cAy invitro tao ra.

2. Nguyén liéu va phuong phap
2.1. Nguyén liéu

- Cac mau chudi nudi cdy mé bi dot bién do Vién rau qua trung uong cung cap la
giong chuéi Tiéu Nghé An (Musa cavendishii Lamb) gdm:

1- Cay d4t bién than cao (C1)

2- Cay dot bién hinh dang phién 14 (C‘2)

3- Cay d6t bién than lun (C3)

4- Cay dot bién duong kinh than (C4)

5- Cay déi ching (C5)

Trong nghién ciu chung tdi da st dung hoa chit cua cac hang: Sigma, Merk va

Invitrogen.
2.2. Phuong phdp nghién ciu

- Tach chiét ADN: ADN dudc tach chiét va tinh sach bing phuong phap CTAB
cua Saghai — Maroof (1994) [2]
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- ADN tong sd dude dién di trén gel agaroza 0,8 % [3]
- Ky thuat PCR véi cac méi RAPD [4].

Tén va trinh tu caAc moi da st dung duéi bang sau:

Bang 1: Tén va trinh ty cac moi RAPD da sif dung

STT Tén moi Trinh tu méi STT Tén moi Trinh tu méi
1 OBAT1 TTCCCACCCA 2 0OBA2 TGCTCGGCTC
3 OBA5 TGCGTTCCAC 4 OBAGB GGCAGCACCTC
5 OBA7 GGGTCGCACT 6 OBA12 TGTTGGGCAG
7 0OBB6 CTGAAGTCGG 8 0BC2 ACAGTAGCGG
9 0BC4 GCACGTGCCA 10 OBC10 AAGGTCGAGG

- Phan tng PCR cua ADN hé gen véi moéi RAPD ngiu nhién trén may Thermal 480.
- San pham PCR thu dudc, dién di trén gel agaroza 1,2% [3]
- Phan tich s6 liéu: S6 liéu dudge st 1y trén phan mém NTSYS _ pc [5]

8. Két qua nghién citu va thao luan

3.1. Két qud tdach chiét ADN

Sau khi thu dugec ADN tdng s6 ctia cac mau chudi nghién citu, ching tbi ti€p tuc
dién di trén gel agaroza 0,8%.
1 2 3 4 5

Hinh 1: Bang dién di ADN cda cac mau chudi 1. mau C1, 2. mau C2, 3. mau C3, 4. mau C4, 5. mau C5

Két qua dién di cho thay tat ca ADN cua cac mAu chudi nghién citu déu cé mot
bang ADN. Nhu vay ta cé thé sit dung ADN thu dude cho cac thi nghiém tiép theo.

3.2. Phén tich su sai khdc ADN ctia cdc mdu chudi nghién cttu bdng ky thudt
RAPD -PCR

Véi ADN cta 5 mau chuéi nghién ctu ¢6 hinh thai khac nhau da duge nhéan véi 10
méi RAPD. San pham PCR dudc dién di trén gel agaroza 1,2%. Két qua cho thiy hiu
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hét cac médi déu nhan dude ADN tong s6, ching ¢é tir 1 dén 19 bang, tuy titng moi nhan.
Trong s6 10 m6i RAPD st dung thi c6 8 moi nhan dude ca 5 mau ADN nghién citu, dé 1a
OBA1, OBA6, OBA12, OBB6, OBC2, va OBC10 (hinh 2,4,6,7). Con méi OBC4 khong
nhan dudec ADN cta chuéi d6t bién dang phién 14 va chuéi dot bién than lun (hinh 3),
mdi OBC 8 khéng nhan dude ADN ctia mau chuéi déi chitng (khong bi bién d3i vé hinh
thai) (hinh 6).

Téng s6 bang dién di thu dude khi nhan véi 10 moi RAPD 1a 418 trong d6 c6 189
bang *a hinh. Téng s& bang dién di ADN ctia mau chudi d8i chiing (C5) 1a 89 bang, thi
c6 43 biang da hinh va sd bang trung binh 1a 17,8 ,16n nhat so vdi tat ca cac mau chél
dot bién nghién cttu. MAu dot bién hinh dang phién 1a (C2) c6 tong sé bang ADN thu
dugc 1a 78, s6 bang da hinh 14 32, ty s6 bang trung binh 1a 15,6. day 1a mAiu cé sé lugng
bang ADN it nhat trong tit ca cac mau nghién citu. Mit khac ty 1& trung binh bang
ADN da hinh cia 5 mau la 45,11%, ching to su sai khac rat 16n giia cac mau chudi
nghién ciiu, mac du ching dude nudi cay tit mot gidng (bang 2).

Moi OBA1 Moi OBA2 Moi OBC4
Hinh 2: San phdm RAPD clia mdi OBA1 va OBA2 Hinh 3: San phim RAPD clia mdi OBC4
vdi ADN hé gen cua cac mau chudi vdi ADN hé gen clia cac mau chudi
1.mau C1, 2.miu C2, 3.m4u C3, 4.mau C4, 5. mau C5 1.mau C1, 2.m4u C2 3.mau C3

4 .mau C4, 5.mauC5
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Mdi OBA6 Méi OBA7 Méi OBC10 Méi OBA12
Hinh 4: San pham RAPD cla méi OBAG va Hinh 5: San phdm RAPD ctia méi 0BC10 va
OBAT7 vdi ADN hé gen cla cac mau chudi OBA12 vdi ADN cla cac mau chdi
1.mau C1,2.mau C2, 3.mau C3 1. mau C1, 2. mau C2, 3. mau C3
4. miu C4, 5. mau C5 4. mau C4, 5. mau C5

Méi OBC2 Méi OBC8 Méi OBB6
Hinh 6: San phidm RAPD clia m&i OBC2 va méi OBC8 Hinh 7: S3n phim RAPD cia
vdi ADN clia cac mau chudi cia mdi OBB6 véi ADN
1. miu C1, 2. mau €2, 3. mau C3 hé gen cla cac mau chudi
4. mau C4, 5. mau C5 1.mau C1, 2. mau C2, 3 mau C3

4. miu C4, 5. mau C5
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Bang 2: Ty Ié da hinh cGia 5 mau chudi

Tén mau Téng s6 bang S6 bang da hinh S6 bang trung binh | Ty Ié bang da hinh
Chuoi 1 85 40 17 47.06%
Chuéi 2 78 32 15.6 41.03%
Chudi 3 83 35 16.6 42.17%
Chudi 4 83 39 16.6 46.99%
Chudi 5 89 43 17.8 48.31%
Tdng s6 418 189 42.11%

Xic dinh muc dd sai khac ctia cdc mAu bang cach so sanh cac bang ADN da hinh.
Cac bang ADN da hinh duge xac dinh dya trén su xudt hién hay khéng xuit hién cua
chung nhu sau: Néu trén anh dién di ¢6 bing ADN xuat hién ky hiéu 1a 1, con khéng c6
ky hiéu la 0. S8 liéu nay dude st ly trén phan mém NTSTS_ pc dé phan tich méi tuong
quan gida cac mau nghién ciu [5]. Mau nao c6 hé so Jaccard cang gan 1 thi su sai khac
vé mit di truyén do d6t bién tao ra cang nho, con ngude lai mau nao cé c6 hé sé Jaccard
cang gan O thi su sai khac vé mat di truyén do d6t bién tao ra cang 16n. Thong qua bang
s6 liéu ma tran ta c6 thé xac dinh mitc do sai khac giita cac mau chudi mang dot bién
véi mau doi chiing khéng dot bién va gitta ching véi nhau.

Bang 3: Hé s6 twong dong jaccard cla 5 mau chudi nghién citu

Tén mau Chugi 1 Chugi 2 Chudi 3 Chudi 4 Chu6i 5
Chugi 1 1

Chuéi 2 0.811764 1

Chugi 3 0.616162 0.688889 1

Chugi 4 0.495327 0.504950 0.580328 1

Chugi 5 0.598039 0.597938 0.490743 0.712766 1
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Hinh 8: Biéu d& cay quan hé vat chat di truyén cda 5 miu chudi
C1. Chugi dot bién than cao, C2 Chudi dét bién hinh dang phién la C3. Chudi dét bién than lun,
C4 Chudi dét bién dudng kinh than C5 Chudi ddi chimg

Dua vao bang hé s di truyén Jaccard (bang 3) va sd d6 hinh cdy (hinh 8) biéu thi
su sai khéac cac dic diém hinh thai cta 5 miu chudi nghién cttu ching tdi ¢6 danh gia
nhu sau:

Cac méau dot bién cé su sai khac di truyén 16n so véi mau chuéi C5 (d6i chitng), hé
s6 tuong ddng Jaccard dao dong tit 0,490743 dén 0,712766. Sip xép thit tu su sai khac
vé mat di truyén cia cac miu chudi dot bién ting dAn ti thap dén cao nhu sau: Mau
chuéi C4 dét bién duong kinh than (hé s Jaccard 0,712766), C1 dot bién than cao (hé
s6 Jaccard 0,598039), C2 dot bién dang phién 14 (hé s Jaccard 0,597938), va C3 dot
bién than lun (hé sd Jaccard 0,490743). MAau chudi C3 d6t bién lam than lun cé su sai
khac di truyén véi mau chudi C5 la 16n nhat trén biéu dd cdy quan hé di truyén, miu
chudi C3 dude biéu dién ra mot nhanh. Gida miu chuéi C1, C2 c¢é sai khac di truyén
nhé nén nam trén moét nhanh nho cua ciay quan hé di truyén(hé sé Jaccard 0,811764).
So véi mau chudi C4 va C5 thi mau chudi C1, C2 c6 sai khac vé mét di truyén la kha
16n, con d61 véi mau chudi C3 thi nho hon. Vi vay ba mau chuéi C1, C2, C3 tao thanh
mot nita ciia cdy quan hé di truyén. Nia con lai biéu dién sai khac gita miu chugi C4
va C5. Su sai khac nay nhd hon su sai khac cua cac mau C3, C2, C1. Vi vay qua bang
hé s6 tuong déng Jaccard ta c6 thé két luan riing muc dd sai khac vé vat chat di truyén
gitta cac mau chudi dot bién véi mau chudi C5 khong dot bién 1a khac nhau.

Nhitng kiéu hinh khéng binh thudng do dot bién tao ra kha da dang (chiéu cao
than, dang phién 14 hay dudng kinh théan...), ¢c6 thé trong qua trinh nudi cdy mé cb

nhiing anh hudng ctia hoa chat, hocmon, hay liéu luong st dung...lam bién d6i vat chat
di truyén, mic d6 bién doi la khac nhau.
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St dung hgp ly cac loai hoa chét, horcmon vé liéu lugng sé han ché dudc nhiing
tac dong xau dén qua trinh sinh trudng, phat trién va dic biét 1a dén vat chét di truyén
cua md nubi cay.

4. K&t luin

1) Da tach chiét dude ADN tong sd cta ca 5 miu chudi nghién cttu, da tiéu chuin
dé thuc hién nhiing thi nghiém tiép theo.

2) Trong phan ung RAPD-PCR st dung 10 mdéi OBA1, OBA2, OBA5, OBA7,
OBA12, OBB6, OBC2, OBC4, OBC10 véi 5 mau chudi nghién ctitu da thu dude 418 bang
ADN dudc nhan ngau nhién, c6 189 biang da hinh. Ti 1é cac bang ADN da hinh cua céc
mau chubi tit 41.03% dén 48.31%. Ti 1é bing ADN da hinh trung binh cta ca 5 méau
chuol nghién ctu l1a 42.11%.

3) Hé s6 di truyén Jaccard gita cac méu so véi mau chudi s6 C5 thay doi t
0.490743 dén 0.712766.

4) Dot bién than cao va dot bién dang phién 14 gin giii nhau nhat va xa mau déi
chitng nhait, con dot bién dudng kinh than gan véi mau déi ching.
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STUDING THE DIFFERENCES OF DNA TISSUE-CULTURED
MUTANT BANANA MUSA CAVENDISHII LAMB
BY RAPD-PCR TECHNIQUE

Le Duc Anh, Nguyen Van Mui
Department of Biology, College of Science, VNU

We have determined the differences of DNA of five banana samples including
sterm height - changing sample, leaf shape - changing sample, sterm low- changed
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sample, term diameter- changed sample and control sample by RAPD- PCR technique.
We have used 10 randomly primers for RAPD- PCR reaction. From the results of
electrophoresis, we have obtained 418 bands. In which, there are 189 polymorphic
bands and 229 monomophic bands. The research results showed that the differences of
DNA between four mutant banana samples and control banana sample is significant,
because the coefficients of genetic similarity were from 0.490743 to 0.71266. And we
can also see that the differences between four mutant samples is significant.

Tap chi Khoa hoc DHQGHN, KHTN & CN, T.XXII, S 1. 2006



