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23943

Linh vue k§ thuét dwoe dé cap

Sang ché d& cap dén thuc vat ho cai bip Brassica khang Xanthomonas
campestris pv. campestris (Xcc), va hat, qua va/hoac cac phén thyc vt ctia no,
va céc phuong phép tao ra nd. Cu thé, sang ché dé cap dén thuc vat ho cai bap
Brassica oleracea khang Xcc. Sang ché ciing dé& cap dén hat, qua va/hodc céc
phan thuc vat khéac tir cdc thuc vat ndy. Hon nita, sang ché @& cap dén cac locus
tinh trang s luong (Quantitative Trait Loci-QTL) tao ra tinh khang Xcc va gen
danh ddu phan tr, diac biét 1a gen danh ddu dang da hinh vé tinh nhé dugc
khuéch dai ngdu nhién (Random Amplified Microsatellite Polymorphism-
RAMP), dé x4c nhén cac QTL.

Tinh trang ky thuat ciia sang ché

Vi sinh vat Xanthomonas campestris pv. campestris 1a tdc nhan tién phat
gdy bénh thdi den & cay ti muc ddng Cruciferae. Trén thé gidi, vi sinh vt 1a tac
nhin gdy bénh chinh cia Cruciferae. Bénh thdi den thudong duoc phat hién &
chau Au, chau MY, chau Phi, chau A, chau Uc va chau DPai Duong. Thyc vat chu
chinh d8i véi bénh vi khudn nay 1a Brassica oleracea. Tuy nhién, bénh thbi den

cling dugc phat hién thay & Cruciferae khéc, hat va cay canh.

Su nhiém Xanthomonas campestris pv. campestris n6i chung xay ra thong
qua thiiy khéng ctia 14 hodc trong vai trudng hop qua khi khéng hodc cac sy ton
thuong. Sau khi nhiém khuén tién phét, vi sinh vat lan truyén qua cic boé mach
bing cach d6 gay ra gan den va céc ton thuong hinh chit V & 14. Hau qua 1a, mot
phén, hodc cac phan cia 14 bi héo vang.

Xanthomonas campestris pv. campestris 1a bénh truyén cho hat ¢6 kha
nang lay nhiém cho thuc vat tir hat & c4c giai doan phat trién sém. Vi sinh vat ¢6

kh& nang séng sot trén hat trong thoi gian 1én dén ba nim. Sy nhiém vi sinh vét
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cling ¢6 thé xay ra thong qua sy luu gitr phan thuc vat, thuc vat chu thir cdp va
hé théng tudi tiéu.

Su phong trir bénh thong qua céac tdc nhan héa hoc 1a khong cé kha nang.
Cac phuong phap co6 gia tri tri bénh 1a sy st dung cdc nguyén liéu khoi dau
khong bi bénh, tuc 14, khong co6 vi sinh vat, va cac phuong phép vé sinh nhu sy
loai bo céc thuc vét cha bi nhidm. Nguyén liéu khéi dau khong c6 bénh c6 thé
thu duoc bang cach sir dung hat khong c¢6 tic nhan gy bénh hozc bang cach xir
ly céc hat bi nhiém bang phuong thirc vat 1y. Viéc str dung, va gia tri ciia cac
loai thuc vat c6 tinh khang, ciing duy tri su khong nhiém Xcc trong subt mua
sinh trudong, 1a dugc uu tién dé nudi tréng cac thuc vat khoe manh, tirc 1a cac

thuc vat khong Xcc.

Brassica 1a giéng thuc vat thudc ho Brassicaceae (trudc day dugc goi la
Cruciferae). Cac thanh vién thudc giéng nay con duoc biét 13 ciy cai hoic cay
cai (mu tac). Gidng Brassica bao gdm mot s6 cay trong néng nghiép va cdy an
qué quan trong, bao gdm cdy nho, cdy sup lo, cy cai bép 14 d6, cay cai xavoa,
cly cai trdng, cdy cai bap c6 dau hinh nén (oxheart cabbage), cdy cai bép cudn,
cdy cai hoa brocoli, cdy cai bruxen, cdy cai thao, cay cu cai va cdy cai Bo Pao
Nha (tronchuda).

Cac phén thuc vat khac nhau cta cdy ho cai Brassica dugc st dung dé
tiéu thu nhu gde ré cay (ciy cu cai), than ciy (cdy cu cai), 14 (vi du, cay cai tréng
va cdy cai bép 14 do), cac chdi nach (chdi), hoa (cay sup lo, ciy cai hoa brocoli).
Hon nira, qua nho va hat nho cling dugc st dung dé tao ra dau thuc vat. Vai loai
¢6 hoa ma trdng hodc hoa mau do tia, hoic mau khic biét hodc hinh dang cta 14,

dugc nuoi trong véi muc dich 1am cay canh.

Xét vé tinh quan trong cta thuc vat ho cai Brassica dé san xuat thuc pham
va ton that vé mat kinh té lién quan deén sy nhiém Xanthomonas campestris pv.
campestris, mot trong so cac muc dich cta sang ché la dé xuat thyc vat ho cai

Brassica c6 tinh khang Xcc va cac phuong phap tao ra thuc vét nay.
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Nhu ciu vé thuc vat ho cai Brassica khang Xcc van cip thiét boi thiéu cac
phuong tién thich hop, mang lai loi nhuan va hitu ich dé phong trir bénh thdi den.

Vi dy, khong c6 thube diét sinh vat hitu hidu dbi véi vi khuén.
Ban chit k§ thuit caa sing ché

Muc dich néu trén cua sang ché, trong s6 cac muc dich khéc, duoc dap
trng bdi phuong phép tao ra thuc vat ho cai Brassica khang Xcc nhu duge néu &
diém 1.

Cu thé, cac muc dich néu trén cla sang ché, trong s6 cac muc dich khac,
dugce dap ing badi phuong phép tao ra thuc vat thé nhéan ho cai Brassica khang

Xanthomonas campestris pv. campestris bao gom céc budc:

- chon thuc vt thé cho Brassica oleracea thi nhét ma gém locus

tinh trang s luong 1 (QTLI) trong hé gen ctia né;

- chon thuc vét thé cho Brassica oleracea thr hai ma gébm locus

tinh trang s6 lwong 2 (QTL2) trong hé gen ctia né; va

- su nhap gen, hodc két hop hé gen, locus tinh trang s6 luong 1
(QTLI) tir thuc vat thé cho thr nhat va locus tinh trang s6 luogng 2
(QTL2) tir thuc vat thé cho thtr hai trong thuc vat thé nhén

Brassica;
trong do,

locus tinh trang s6 lugng 1 (QTLI) duogc dic trung bdi mot hodc nhiéu gen
danh ddu RAMP duoc chon tir nhém bao gém doan c6 kich ¢& tir 158 dén 162bp
vé6i t6 hop doan mdi SEQ ID No: 1 va doan moi 6; doan c6 kich ¢ tir 283 dén
287bp voi td hop doan mdi SEQ ID No: 2 va doan mdi 6; doan c6 kich c& tir
370 dén 374bp véi t6 hop doan mdi SEQ ID No: 3 va doan mdi 6; va doan cd
kich ¢& tir 41 dén 45bp voi tb hop doan moi SEQ ID No: 4 va doan mdi 6;

locus tinh trang s6 luong 2 (QTL2) duoc dic trung béi mot hodc nhiéu
gen danh ddu RAMP dugc chon tir nhém bao gébm doan c6 kich c& tir 88 dén
92bp voi to hop doan moi SEQ ID No: 5 va doan moi 6; doan c6 kich ¢& tir 125
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dén 129bp voi td hop doan moi SEQ ID No: 6 va doan moi 6; doan c6 kich c& tir
334 dén 338bp voi td hop doan mdi SEQ ID No: 7 va doan mdi 6; va doan cb
kich ¢& tir 47 dén 51bp v6i t6 hop doan mdi SEQ ID No: 8 va doan mdi 6; va

trong dé thuc vat thé nhan Brassica, lién quan dén hé gen ciia n6, khong gidng

v6i cac thuc vat thé cho Brassica thir nhat va tht hai.
M6 ta vén tit cac hinh vé

Fig.1 thé hién thr nghiém trén canh déng trong dé c6 mat thyc vat ho cai
Brassica c6 tinh khang Xcc va thyc vat ho cai Brassica dé& mic Xcc.

Fig.2 thé hién hinh anh nhu hinh v& Fig.1 ¢6 mau.
MO ta chi tiét sing ché

Theo khia canh thir nhét nay cua sang ché, viéc chon loc, hodc xac nhén,
thuc vat thé cho tht nhat va thir hai duge dé& xudt béng cach xac dinh su c6 mat
ctia cac locus tinh trang s6 luong (QTL) lién quan dén tinh khang Xcc trong hé

gen cua cac thuc vat thé cho twong tng.

Tbt hon 13, su xac dinh c6 thé duge thuc hién bz“mg cach str dung cac k¥
thuat sinh hoc phén tir chudn di biét thong thudng trong linh vuc nay. Vi du vé
cac phuong phap ndy bao gdm phan 1ap ADN hé gen cta thuc vat thé cho tiém
ning, sau d6 xac dinh sy c6 mit cua céc locus tinh trang sé lwong (QTL) thich
hop trong hé gen dugc phan lap nho, vi du, bang phuong phép PCR, lay déu
ADN hoic phuong phép thim tach Southern.

Phuong phap dugc dic biét uu tién dé xac nhan locus trong hé gen cta
céc thuc vat thé cho tuong tng 12 k§ thuat 14y ddu ADN dugc chi dinh trong linh
vuc nay dudi dang hién tugng da hinh vé tinh nhé dugc khuéch dai ngdu nhién,
hodc RAMP. Theo k¥ thuat nay, phan img PCR hogc phan tmg khuéch dai axit
nucleic, dugc thuc hién trén hé gen da phan 1ap cia thuc vét thé cho béng cach
stt dung céc doan mdi (cac SEQ ID No: 1 dn 8) va cac doan modi RAPD
(Operon RAPD 10-mer kits A-Ol - BH-20).
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Tiép theo phan tng PCR, c4c san pham khuéch dai thu dugc co thé duoc
tach riéng bang cach, vi dy, dién di gel va kich c¢& ctia chiing tinh theo cip bazo
c6 thé duoc xac dinh, vi du, bing cach sit dung thang cip bazo phan tir. Cac
locus tinh trang s luong 1 va 2 (QTLI va QTL2) theo sing ché it nhét duoc
dach trung boi sy ¢6 mat cia dai cd kich c¢& cdp bazo duge chi dinh, so véi

nhiéu dai khéc véi céc kich ¢& khac khong duoc chi dinh cho tinh khéng.

Sau khi chon loc thuc vat thé cho thich hop, cac locus (QTLI va QTL2)
duoc xac nhan trong céc thuc vat thé cho c6 thé dugc nhap ndi, hodc két hop hé
gen, trong hé gen cuda thuc véat thé nhan mong mudn. Piéu nay c6 thé, vi du,
duoc dé xuét béng cach st dung cac phép lai chéo chudn, hodc su nhdp gen,
trong do tinh di truyén cia cac QTL duge xé4c dinh & thé hé sau, tot hon 1a nho
x4c dinh su ¢6 mit cia cac gen danh ddu nhu néu trén. Phuong phép duoc dic
biét vu tién 1a sy lai nguoc duoc lap lai, t6t hon 1a két hop véi su phan tich gen

d4nh dau.

Theo sang ché, thuc vat thé nhan Brassica, lién quan dén hé gen cua no,
khéng gidng véi céac thuc vat thé cho Brassica thit nhit va thir hai. Trong hoan
canh hién tai, diéu nay co thé duoc xac dinh mot cach dé dang nho su hinh thanh
kiéu hinh khéc nhau gitta thuc vat thé cho va thuc vat thé nhan chi dinh hé gen
ctia thuc vat thé cho va thuc vat thé nhan hodc thong qua su phan tich hé gen

chung.

Do vay, thuat ngtr "...Ii€n quan dén hé gen cua nd, khong gidng..." theo
sang ché 13 dé chi mot hodc nhiéu thuc vat khong cé tinh khang Xcc, khac biét
vé kidu hinh giita cac thuc vat thé cho va cac thuc vat thé nhan. Néi cach khac,

cac thuc vat thé nhan lién quan dén 1inh vuc nay la thuc vat khéc nhau.

Theo mdt phuong 4n uu tién cua sang ché, thuc vt thé cho Brassica thi
nhat va thuc vat thé cho Brassica thi hai c¢6 hé gen giéng hét nhau. Piéu nay c6
nghia la viéc chon thuc vat thé cho thu nhét va thir hai gdm budc chon mét thuc
vét thé cho bao gébm ca QTL1 1an QTL2 trong hé gen cuia nd. Noi cach khéac,

phuong an uu tién nay gdm budc xac nhan loai thé cho Brassica thich hop c6 ca
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QTL1 14n QTL2, sau d6 nhap ndi QTLI va QTL2 trong thuc vat thé nhan

Brassica mong muén nhd dé tao ra tinh khang Xcc cho thuc vat thé nhan nay.

Theo phuong an uu ti€n khéac cua sang ché, locus tinh trang sb lugng 1
(QTL1) dugc dédc trung bdi mot hodc nhiéu gen danh ddu RAMP dugc chon tir
nhém bao gdm doan c6 kich ¢& 160bp véi t5 hop doan mdi 1.1 (SEQ ID No: 1)
va 6; doan c6 kich ¢& 285bp véi td hop doan mdi 1.2 (SEQ ID No: 2) va 6; doan
c6 kich ¢& 372bp véi t6 hop doan méi 1.3 (SEQ ID No: 3) va 6; va doan c6 kich
& 43bp véi t6 hop doan mdi 1.4 (SEQ ID No: 4) va 6.

Theo phuong an uu tién khac nita cua sang ché, locus tinh trang s lwong
2 (QTL2) dugc dac trung bdi mot hodc nhiéu gen danh ddu RAMP duoc chon tir
nhém bao gdm doan c6 kich ¢& 90bp véi t6 hgp doan mdi 2.1 (SEQ ID No: 5)
va 6; doan c¢6 kich ¢& 127bp véi td hop doan mdi 2.2 (SEQ ID No: 6) va 6; doan
¢6 kich ¢& 336bp véi to hop doan méi 2.3 (SEQ ID No: 7) va 6; va doan c¢6 kich
c& 49bp v6i t6 hop doan mdi 2.4 (SEQ ID No: 8) va 6.

Theo phuong an ddc biét uu tién cla sang ché, qua trinh chon thuc vat thé
cho bao gém budc xac dinh, hodc xdc nhan su c6 mat cua 1 hodc nhiéu hon, t6t
hon 13 2 hoic nhiéu hon, tdt hon nita 1 3 hogc nhiéu hon, va tot nhat 13 4 gen
dénh ddu RAMP cho cac QTL tuong tmg trong hé gen cua cac thyc vat thé cho

Brassica tuong tmg, nho cac phuong phéap sinh hoc phén tu.

Theo phuong &n dugc uu tién nhét cua sang ché, su chon loc, hoic nhan
dang, con bao gdm budc chon céc locus tinh trang s6 luong c6 gen xé4c dinh tinh
trang 1 va 2 (cac QTL 1 va 2) trong thuc vat thé cho Brassica thir nhét va thir
hai.

Thuc vat thé nhan Brassica theo sang ché tot hon 1a thuc vat Brassica
oleracea, t6t hon 1a duogc chon tir nhém bao gém Brassica oleracea convar.
botrytis var. botrytis (cly sup lo, romanesco), Brassica oleracea convar. botrytis
var. cymosa (cdy cai hoa brocoli), Brassica oleracea convar. botrytis var.
asparagoides (cdy cai hoa brocoli dang nay chdi), Brassica oleracea convar.

oleracea var. gemnifera (cdy cai bruxen), Brassica oleracea convar. capitata var.
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alba (cdy cai tring, cdy cai bip c¢6 dau hinh nén (oxheart cabbage)), Brassica
oleracea convar. capitata var. rubra (ciy cai bap 14 dd), Brassica oleracea
convar. capitata var. sabauda (cdy cai xavoa), Brassica oleracea convar.
acephela var. sabellica (cdy cai bap cudn), Brassica oleracea convar. acephela
var. gongyloides (cdy cu cai) va Brassica oleracea var. tronchuda syn. costata

(cay cai B Pao Nha).

Xét vé cac uu diém cua thuc vat ho cai Brassica khang Xcc néu trén, theo
mot khia canh nita, sdng ché dé cap dén thuc vat thé nhan Brassica nhu néu trén,
va d& cap dén hat, qua va/hodac cac phan thuc vat khac ciia né, bao gdm, trong hé
gen cua nd, locus tinh trang sé luong 1 (QTL1) va locus tinh trang sd luong 2

(QTL2) nhu néu trén.

Theo mdt phuong an dugc dac biét uu tién khac theo khia canh nay, sang
ché @& cap dén thuc vét Brassica c6 s6 luu gitt NCIMB 41553 ciing nhu d& cép

dén hat, qua va/hodc cac phan thuc vat khac cua no.

Theo khia canh tiép theo, sang ché d& cap dén viéc st dung locus tinh
trang s6 lugng 1 (QTL1) va locus tinh trang s6 luong 2 (QTL2), nhu néu trén, dé
tao ra thuc vat thé nhan Brassica khang Xanthomonas campestris pv. campestris.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé cap dén viéc sir dung mot hodc
nhiéu doan mdi duoc chon tir nhém bao gém cac SEQ ID No: 1 dén 8 (cac doan
mdi 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 2.1, 2.2, 2.3, va 2.4) dé tao ra thuc vét thé nhan Brassica
khang Xanthomonas campestris pv. campestris.

Sang ché s& dugc giai thich chi tiét hon nita nho vi du sau day ctia phuong
4n uu tién. Vi du nay chi mang tinh chat minh hoa va khéng giéi han pham vi
ctia sang ché nhu duoc néu trong yéu cau bao hd boi bét cr phuong thiic ndo.

Vi du thwe hién sang ché
Su truyén tinh khang Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) vao

trong Brassica oleracea 1a mdt quy trinh phuc tap. Vai loai Xcc duge néu va

tinh khang Xcc no6i chung 14 khong thdy c6 trong Brassica oleracea. Tinh khang
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néu trén cia Brassica oleracea dbi véi Xce ¢6 ban chét dinh lugng, tic 1a tinh
khéang, va mirc dé khang, tiy thudc vao mdi truong di truyén. Pidu nay cho théy
rang vai gen khong lién quan dén tinh khang nay, dan dén c6 thé thiy duoc cac

muc do cua tinh khang Xcc.

Pé thu duoc thuc vat Brassica oleracea ¢é tinh khang dinh luong, tic 13,
tinh khang duoc quan sat thdy tly thudc vao méi truong di truyén, ngudn di
truyén duoc st dung trong dé tinh khang nay vé co ban 14 tinh trang 13n. Thong
qua chuong trinh lai nguge, tinh khang duge dua vao trong cdc moi trudong di
truyén khac nhau (cac dong cha me dé méc). Mirc do khang cia thuc vat duoc
xé4c dinh nho thtr nghiém trén cdnh dong. Vi tinh trang nay lién quan dén tinh
1an, mdi su lai véi thuc vét d& méc duoc thuc hién boi thé hé lai can huyét ¢é
thu tinh trang & dang c6 dong hop tir. Thé hé con chau clia thé hé nay phai dugc
kiém tra vé tinh khéng cua chung trong thtr nghiém trén cénh dong. Két qua 13,
s& can it nhat hai nam cho thuc vat mot nam va it nhéit bon nam cho thuc vat hai
nam dé danh gia hiéu qua cta dong lai méi.

Vi tinh khéng ¢6 lién quan c6 thé dugc biéu hién duédi dang cac muc
khang khéc nhau, tinh khang duoc biéu hién & dang gia tri s6 (& thang tir 0 dén 9,
trong d6 0 1a kha ning méc phai hoan toan va 9 1a tinh dé khang hoan toan). D3
thdy rang tinh khang trong cic méi trudng di truyén khéac nhau da thé hién su
thay ddi kiéu hinh trong mtc phén bd binh thudng, thay vi tinh di truyén Mendel
don gian. Sy phéan bd nay c6 thé thay dbi huéng dén tinh nhay cam cho théy
rang cac thé hé lai can huyét, tir céc su lai gitra ngudn c6 tinh khang va cac dong

cha me d& mic, cho ra céc thuc vat c6 tinh dé khang khac nhau.

Dua vao céc ty 1€ phan chia va su chénh léch vé cac muc dé khang, nguoi
ta da giai thich duoc ring mic d& khang cta thyc vat dugc xac dinh bang vai
yéu t6 di truyén hodc locus tinh trang sd luong. D& nhén biét cac gen danh déu
ADN chi dinh, hodc dién hinh, vé tinh trang s6 luong, cdc su phén tich QTL
thudng duoc st dung. QTL la cac ving nhidm sic thé doc lap, duge két cip voi

c4c gen nam dudi, két hop giai thich, hodc chi dinh, tinh trang di truyén. Bang
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cach st dung gen danh diu ADN, qu4 trinh phan tich QTL ndi hé gen duoc thuc
hién trén quan thé Brassica oleracea v6i cac mdi truong di truyén khac nhau.
V6i céc thue vat clia céc quan thé khac nhau ndy, cdc thir nghiém trén canh dong
duoc tién hanh dé x4c dinh mic do dé khang cua tung thuc véat. Dt li€u phan
tich gen danh d4u va diém sb cua thir nghiém trén canh dong cho phép xéc nhan

QTL tao ra tinh khang Xcc dugc quan sat.

Tom lai, sau QTL dugc di truyén ddc 1ap duoc xdc nhan phéan bd theo
mtc nhét dinh dbi véi mic dé khang dugce quan séat. Su khac nhau ctia cdc mirc
de khang quan sat dugc ¢ canh déng gilta cac thyc vat la két qué cua su co6 mat
va/hoac khong c6 mit cac QTL va cac dang t6 hop khac nhau ctia chiing. Trong
s6 sau QTL dugc nhan biét, hai QTL, ¢ ddy dugc goi la QTL 1 va QTL 2, c6
mat trong moi moi trudng di truyén tao ra tinh khang. Noi cach khac, hai QTL
nay chi thi tinh khang dinh luong trong khi bén QTL khéc con lai 1a dé phan bo
tinh khang dinh luong. Mot trong s cac QTL nay, tic 14 QTL 1, co thé duoc coi
12 QTL chinh, tirc 13, QTL gbp phén tao ra tinh khang manh nhét.

MOi dong lai can huyét khdng Xanthomonas campestris pv. campestris
thu dugc bang quy trinh nhan gidng c¢6 QTL chinh nay. QTL thit hai c6, tuong
tu véi QTL chinh, gop phéan tao ra mirc tinh khang dinh lugng. Tuy nhién, su
dong gop nay la khong 16n nhu QTL chinh, médc du nd cling 1a thanh phan dbc

lap ciia mdi trudong di truyén.

Bén QTL con lai duoc tim thiy trong cic méi trudng di truyén khac. Bén

QTL nay c6 thé c6 quy luat cai bién ma dan dén su thay d6i muc dé khang.

Puoc 14y vi du trong bang 1 dudi day, trong d6 cic thuc vat Brassica

oleracea 1 dén 6 1a cac vi du dé giai thich cho cac két luan nay.
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Bang 1 Téng quan vé sy anh hudng ctia vai QTL dbi v6i tinh khang Xcc

QTL1 | QTL2 | QTL3 | QTL4 | QTLS | QTL6 | Muc dé
khang
Thuc vat + + - + + + Co tinh
1 khang
Thuc wvat + + + + + + Co tinh
2 khang
Thuc vat - - - - - - Dé& méc
3
Thuc vat - + + + + + D& méc
4
Thuc vat| + - - - + + | D& mic
5
Thue vat| - - + + + + | D& méc
6
Ghi chu ¢ bang nay
+ cd mat
+ c6 thé c6 mit, tiy thudc vao mdi truong di truyén chinh xac,

- khong c6 mat

Viée st dung céc gen danh ddu ADN lién quan dén hai QTL chinh, tirc 13,
QTL1 va QTL2, tao ra co hdi chon thuc vat khang Xcc.

Thir nghiém bénh riéng biét s€ khong tao ra thyc vét c6 ca hai QTL ¢
dang c6 dong hop tir. Thir nghiém bénh ciing c6 thé dan dén cac thuc vat c6 mirc
khang cao c6 mot hoac nhidu QTL & dang c6 dong hop tir ma s& khong tao ra
tinh khang 6n dinh.

Thuc hién thr nghiém bénh véi hon hang nghin cay chi co thé thuc hién
duge cho mot s& dong lai han ché. Tuy nhién, viéc st dung cac gen dénh déu
ADN tao ra co hoi phén tich nhiéu quan thé bao gdm mét nghin cay dé chon
true cac cdy mong mudn.

Bén canh d6, su lua chon st dung cac gen danh ddu ADN cling tao ra co

hoi thuc hién nhiéu lan sy lai nguoc trong d6 hai QTL chinh dugc gilt nguyén.
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Nho phuong phap ma c¢é thé dat duge két qua 14 cr mot hodc hai nam thi thu
duoc thé hé lai, didu nay c6 y nghia thuc ddy chuong trinh nhan giéng khoang tir
mudi dén hai muoi ndm. Phuong phép ndy tao ra sy dua tinh khang Xcc duoc

thiic ddy vao trong céc thé lai.

Yéu t6 phuc tap b sung trong qué trinh tao ra cac thé lai 14 sy c6 mat can
thiét cua tinh khang l3n trong ca hai dong cha me. T6t hon 13, ca hai dong cha
me, hodc céc thue vat thé cho, c6 ddng hop tir cho hai QTL chinh. Bing cach sir
dung cac gen danh ddu ADN, su nhan dang cdc dong cha me c6 ddng hop tir cho
hai QTL chinh va, do vay, thich hop dé tao ra thé lai c6 tinh khang méi, c6 thé
duoc thuc hién trong thoi gian tuong doi ngan.

Hat cua thé lai dugc luu gitt & NCIMB, Aberdeen, Scotland, AB21, 9YA,
UK v6i s6 luu gitt NCIMB 41553.

Hai QTL chinh déu duoc dic trung boi bén gen danh ddu ADN ma déc
trung la sy c6 mat cua nd trong nguén. QTLI 1a QTL chinh, va QTL2 la QTL
phu.

Cac gen danh ddu ADN dugc tao ra bang k¥ thuat RAMP. K§ thuét
RAMP, trong d6 iSSR va doan mdi - RAPD dugc két hop, tao ra cac mau dai
bao gdm mot hodc nhiéu doan ADN trong d6 dong phan tach véi tinh khang.
Bf?mg cach tao ban d6 cho cac doan RAMP va céc diém khang kiéu hinh, céc
gen dénh dédu RAMP dugc lién két chit ché duge nhan dang dé x4c nhan QTL
(bang 2). Khoang cach gen gilta cac gen danh diu ADN trong QTL dugc biéu
hién bang xentimorgan (centimorgan-cM).

Céac diéu kién PCR chung duoc sir dung dé tao ra cac gen danh ddu ADN
la nhu sau:

Hon hop PCR cho phén ing RAMP:
Cho mdi phan tng

~ 0,2ng/ul ADN h¢ gen thuc vat

75mM Tris-HCL (d6 pH=8,8)
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20mM NH,SO4

0,01% (thé tich/thé tich) Tween20
2,8mM MgCl,

0,25mM dNTP

0,15uM doan moi xudi chiéu
0,20uM doan mdi dao

0,04 don vi/l Red Hot® DNA Polymerase (ABgene, Epsom)

Chuong trinh PCR RAPD35:
Chu trinh

Buée 1: 2 phuat 93°C 1
Buéc 2: 30 gidy 93°C
Buéec 3: 30 gidy 93°C
Budc 4: Gia nhiét véi 0,3°C/gidy dén
Budc 5: 72°C
Céc bude 1ip 2-5 I phit 30 gidy 72°C 40
Budc 6: 1

5 phuat 72°C
PAGE/Licor:
pé phén tich cac mau RAMP, sit dung thiét bi "Gene ReadIR 4200 DNA
analyzers" (Licor Inc.). Dua vao ndng do t6i uu 6,5% acrylamit, cac doan c6 thé
duoc tach ¢6 su khac nhau vé kich ¢& bazo don. Dé danh gia cac doan trong hé
théng ndy, can st dung cac doan moi duge danh diu (cac nhin IRDye). Vi muc
dich nay, mot phﬁn ba sd lugng doan moi xudi chiéu duoc thay béng doan moi

duge danh diu bang trinh tu gidng hét.
Téng quan vé gen danh dau

Trong nghién ctru din dén sang ché, cac doan mdi nhu dugc thé hién &
bang 3 duoc st dung dé tao ra cac gen danh d4u ADN nhu duoc thé hién & bang
2.
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Bang 2: Téng quan vé gen danh dau RAMP cho QTL

QTL | T6 hop doan mdéi RAMP | Kich ¢& doan (bp) | Vi tri trong QTL (cM)
1 1.1+6 160 10.1
1 1.2+6 285 18.5
1 13+6 372 20.9
1 1.4+6 43 21.3
2 2.1+6 90 28.5
2 22+6 127 29.4
2 23+6 336 36.3
2 2.4+6 49 37.2

Bang 3: Téng quan vé cac SEQ ID No

SEQIDNo | Poanmdi | iSSR/RAPD Trinh ty

1 1.1 iSSR TTA GCT CTC TCT CTC TC

2 1.2 iSSR CCAGCACACACACACA

3 1.3 iSSR AGATTC TCT CTCTCT C

4 1.4 iSSR CAA CTCTCT CTCTCT

5 2.1 iSSR TTG TAG AGA GAGAGA G

6 2.2 iSSR TCTCTTCTITCTTCTTC

7 2.3 iSSR CAA CTC TCT CTC TCT

8 2.4 iSSR GAA ATC TCT CTCTCT C

6 RAPD Cac kit Operon RAPD® 10-mer A-01

dén BH20 (Operon Biotechnologies,
Inc., Huntsville, USA)

Céc phan tmg PCR c6 céc t6 hop doan moi khac nhau tao ra cac doan axit
nucleic véi kich ¢& cdp bazo dugc chi dinh (xem bang 2) dai dién cho sy c6 mat
ctia QTL twong tmg. Cac gen danh ddu ADN dic trung, hodc chi thi, cho c4c
QTL lién quan. T hop ciia cac gen dénh ddu ADN, dic trung cho QTL, tao ra
chung ctr khong thé tranh luan vé su c6 mit cua su nhdp gen QTL tir ngudn

khang Xcc & thuc vt thé cho.
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Céc dinh nghia

cM - xentimorgan — don vi khoang cach gen giita cdc gen danh dAu, dua trén sb
luong trao dbi chéo trén hang tram c4 the.

Gen danh d4du ADN — doan ADN ma dugc lién két voi gen hosc doan AND
khac véi vi tri da biét trén hé gen, nd dugc st dung dé giam st tinh di truyén
cta gen nay hodc vi tri nay.

Dién di gel — Phuong phéap tach cac phan tir (ADN, ARN, protein), dua vao kich
cd, hinh dang hodc dién tich cua chung, & nén (agaroza hoic polyacrylamit)
dudi tac dung cua dién truong.

Thé hé lai can huyét (tu thu phén) — Su thu tinh cta ting c4 thé v6i phén hoa clia
no.

Su nhép gen - Poan nhiém sic thé c6 kich c& ctia mot dong (cdy trong) duge
dua vao, bang cach lai, vao trong dong khac (cay trong) .

Nhan IRDye — Cac nhén hdng ngoai dugc sit dung cho hé théng tao hinh anh

Licor, qua trinh do thuc hién & budc séng 700nm hodc 800nm.
Gen don — duoc xac dinh bang mot gen.

PCR (Polymerase Chain Reaction-Phan Ung chudi trung hop) — Phuong phap
khuéch dai in vitro dé khuéch dai nhiéu doan AND dic trung. Phan Ung téng
hop nay gdy ra su su dung t6i thiéu mot doan mdi oligonucleotit lai v6i doan
ADN.

sau d6 ADN polymeraza khuéch dai viing sudn nhd cac chu trinh nhiét do lién
tuc.

Poan mdi - Oligonucleotit (~20-50bp) bd tro cho trinh ty cia phan tr ADN soi
don, dong vai tro lam diém khoi dAu ctia polymeraza.

QTL (Locus tinh trang s luong) — (cac) ving nhidm sic thé doc 1ap, khi lién két

vOi gen, cung gidi thich tinh trang.
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RAMP (Hién tuong da hinh v¢ tinh nhé duogc khuéch dai ngau nhién) - k¥ thuat
14y du van tay ADN duya vao cic doan mdi RAPD va iSSR c6 céc hién tuong
da hinh giita cdc mau ADN khéc nhau duge phat hién.

DPoan mdi RAPD (doan mdi ADN da hinh dugc khuéch dai ngdu nhién) - A 10-
mer cé trinh ty "ngdu nhién", trong d6 ham lugng GC nam trong khoang tir 60%
dén 70% va trong d6 cac dau doan mdi khong tu bo trg.

iSSR (doan lap trinh ty don gian trung gian) - Poan mdi dugc tao ra trén dau 5'
ctia SSR (Single Sequence Repeat- doan 1dp trinh tu don); doan ADN bao gdm
cac su lap lai cua 2 hoac 3 nucleotit.

BC (Backcrossing- lai ngugc) — Qua trinh lai ca thé v6i mot trong sb cac dong

cha me ban dau.

XCC Xanthomonas campestris pv. campestris.
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YEU CAU BAO HO
1. Phuong phip tao ra thuc vat thé nhén Brassica khang Xanthomonas

campestris pv. campestris, phuong phap nay bao gdm budc:

tao ra thuc vét thé cho Brassica oleracea gdém locus tinh trang sé luong 1
(QTL1) va locus tinh trang s6 lugng 2 (QTL2) trong hé gen clia né; trong dé, thé

cho Brassica oleracea 1a thuc vat Brassica véi sb luu gitt NCIMB 41553; va

dua, hodc két hop locus tinh trang sb luong 1 (QTL1) va locus tinh trang s6
luong 2 (QTL2) vao hé gen thuc vat thé nhan Brassica tir thuc vat thé cho;

trong do locus tinh trang sé lwong 1 (QTL1) gdm mot hodc nhiéu gen danh déu
RAMP dugc chon tir nhém bao gdm doan cé kich c& tir 158 dén 162bp véi tb
hop doan mdi SEQ ID No: 1 va doan mdi 6; doan c6 kich c& tir 283 dén 287bp
voi td hop doan mdi SEQ ID No: 2 va doan mdi 6; doan c6 kich ¢& tir 370 dén
374bp voi td hop doan moi SEQ ID No: 3 va doan mdi 6; doan c6 kich c& tir 41
dén 45bp vdi td hop doan mdi SEQ ID No: 4 va doan mdi 6; va

trong d6 locus tinh trang s6 luong 2 (QTL2) gdm mét hodc nhidu gen danh dau
RAMP duoc chon tir nhém bao gdm doan c6 kich c& tir 88 dén 92bp v6i td hop
doan mdi SEQ ID No: 5 va doan mdi 6; doan co kich ¢ tir 125 dén 129bp véi td
hop doan moi SEQ ID No: 6 va doan mdi 6; doan c6 kich c& tir 334 dén 338bp
v6i td hop doan mdi SEQ ID No: 7 va doan mdi 6; doan c6 kich c& tir 47 dén
51bp v6i td hop doan mdi SEQ ID No: 8 va doan mdi 6; va

trong d6 lién quan dén hé gen thi thuc vat th8 nhan Brassica 1a khong gibng véi

thuc vat thé cho Brassica oleracea.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 locus tinh trang s6 luong 1 (QTL1) bao
gém mot hodc nhiéu gen danh ddu RAMP duoc chon tir nhém bao gém doan co
kich ¢& 160bp v6i t6 hop doan moi SEQ ID No: 1 va doan mdi 6; doan co kich
& 285bp véi td hop doan mdi SEQ ID No: 2 va doan mdi 6; doan c6 kich c&
372bp voi td hop doan moi SEQ ID No: 3 va doan mdi 6; va doan c6 kich c&
43bp véi t6 hop doan mdi SEQ ID No: 4 va doan mbi 6.
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3. Phuong phap theo diém 1, trong do locus tinh trang s6 luong 2 (QTL2) bao
gém mot hoac nhiéu gen danh ddu RAMP dugc chon tir nhém bao gém doan co
kich c& 90bp voi td hop doan moi SEQ ID No: 5 va doan modi 6; doan ¢6 kich c&
127bp véi td hop doan mdi SEQ ID No: 6 va doan mbi 6; doan c6 kich ¢& 336bp
véi to hop doan moi SEQ ID No: 7 va doan mdi 6; va doan c¢6 kich c& 49bp voi

t6 hop doan mdi SEQ ID No: 8 va doan mdi 6.

4. Phuong phép theo diém 1, trong d6 budc chon loc bao gdm cdng doan xéc
dinh sy c6 mat cia mdt hoac nhiéu gen danh d4du RAMP trong h¢ gen cua thuc

vat thé cho Brassica oleracea bang céc k§ thuat sinh hoc phan ti.

5. Phuong phép theo diém 1, trong d6 locus tinh trang s6 luong 1 (QTL1)
va/hodc locus tinh trang sd lugng 2 (QTL2) bao gbm hai hodc nhiéu gen danh

ddu RAMP trong hé gen cuia thuc vat thé cho Brassica oleracea.

6. Phuong phép theo diém 1, trong d6 locus tinh trang s6 luwong 1 (QTLI1)
va/hodc locus tinh trang sé luong 2 (QTL2) bao gdm ba hodc nhiéu gen danh

d4u RAMP trong hé gen ctia thuc vét thé cho Brassica oleracea.

7. Phuong phap theo diém 1, trong d6 locus tinh trang s6 luong 1 (QTLI1)
va/hodc locus tinh trang sd luong 2 (QTL2) bao gdém bén gen danh didu RAMP

trong hé gen cua thuc vat thé cho Brassica oleracea tuong ting.

8. Phuong phap theo diém 1, trong d6 budc chon loc bao gbm su chon loc locus
tinh trang s6 luong 1 va locus tinh trang sd luong 2 (cac QTL 1 va 2) trong thuc

vat thé cho Brassica oleracea.

9. Phuong phap theo didm 1, trong d6 thuc vat thé nhan Brassica 1 thuc vat

Brassica oleracea.

10. Phuong phép theo diém 1, trong d6 thuc vat Brassica dugc chon tir nhém
bao gdbm Brassica oleracea convar. botrytis var. botrytis (cdy sip lo,
romanesco), Brassica oleracea convar. botrytis var. cymosa (cdy cai hoa
broccoli), Brassica oleracea convar. botrytis var. asparagoides (cdy cai hoa

broccoli dang nay choi), Brassica oleracea convar. oleracea var. gemnifera (cay
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cai Brussels sprouts), Brassica oleracea convar. capitata var. alba (cay bép cai
tréng, cdy cai bip c6 dau hinh nén (oxheart cabbage)), Brassica oleracea convar.
capitata var. rubra (cay cai bép 14 d0), Brassica oleracea convar. capitata var.
sabauda (ciy cai xavoa), Brassica oleracea convar. acephela var. sabellica (cay
cai bép cubn), Brassica oleracea convar. acephela var. gongyloides (cdy cu cai)

va Brassica oleracea var. tronchuda syn. costata (cay cai bap B6 Dao Nha).
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<160> 8

<170> PatentIn version 3.3
<210> 1

<211> 17

<212> ADN

<213> Nhén tao

<220>
<223> ©Poan mdi RAMP 1.1 cua Bang 3

<400> 1

ttagctctet ctctcecte 17
<210> 2

<211> 16

<212> ADN

<213> Nhén tao

<220> .

<223> Poan mdi RAMP 1.2 ciha Bang 3

<400> 2

ccagcacaca cacaca : 16
<210> 3

<211> 16

<212> ADN

<213> Nhéan tao

<220>
<223> Poan mbi RAMP 1.3 cua Bang 3

<400> 3

agattctctc tctctce 16
<210> 4

<211> 15

<212> ADN
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<213> Nhén tao

<220>
<223> ©Poan mdi RAMP 1.4 cha Bang 3

<400> 4
caactctctc tctct

<210> 5
<211> 16
<212> ADN

<213> Nhén tao

<220>
<223> Poan mdi RAMP 2.1 cta Bang 3

<400> 5
ttgtagagag agagag

<210> o6
<211> 16
<212> ADN

<213> Nhén tao

<220>
<223> Poan mdi RAMP 2.2 cuia Bang 3

<400> 6
tctcttette ttcttce

<210> 7
<211> 15
<212> ADN

<213> Nhén tao

<220>
<223> ©Doan mdéi RAMP 2.3 cila Bang 3

<400> 7
caactctctc tctct

<210> 8
<211> 16
<212> ADN

<213> Nhén tao

<220>
<223> Doan mdi RAMP 2.4 cla Bang 3

<400> 8
gaaatctctc tctctce
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