Théng tin khoa hoc cong nghé
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1. PAT VAN DE

Gidi an hat (Michelia tonkinensis A.Chev.), ho Moc lan (Magnoliaceae) dic
trung véi cac dic diém: 14 khong c6 seo 14 kém trén cudng 14, cac 14 nodn it (thudng
dudi 10), cac dai truong thanh hinh thuén dai, c6 cudng qua va c6 cac eo thit hinh
cu lac. Gioi an hat 1a loai cay gS da tac dung, c6 gia tri kinh té va bao tdn cao. Tai
Viét Nam, loai cdy nay phan bd tir Lao Cai dén cic tinh Bic Trung Bo va Tay
Nguyén [1]. Pay la mot trong nhiing loai gd dugc ua chudng trong xdy dung nha
cua, dong dd dac. Hat c6 tinh dau, loai gia vi truyén théng cua nhén dan ving nui
phia Béc, dung 1am thudc chita dau bung, an uéng khong tiéu, xoa bop khi dau nhtrc,
té thip [2, 3]. Hién nay cac quan thé gibi an hat trong rimg ty nhién dang bi suy
giam nghiém trong do bi khai thac can kiét va sd lugng cay tai sinh ty nhién thap do
hat bi thu hai qua muec.

Ma vach DNA sir dung doan DNA ngén di chuan héa phén biét giira cac loai [4,
5, 6] va tr¢ thanh cong cu hd tro ¢ hiéu qua cho cong tac giam dinh, phan loai, danh
gida mdi quan hé di truyén va phat hién loai méi [6 - 8]. O thuc vat, mot s6 ving gen
luc lap (matK, rbcl, psbA-trnH, trnl-trnF, atpF-atpH...) va ving gen nhan (/TS-
rDNA) dang duoc tng dung rong rai trong cac nghién ctu mdi quan hé phat sinh
chung loai, phan loai va nhan dang loai [9, 10]. Ving gen frnL-trnF nam trong ving
sao chép don l6n cua bo gen luc lap, co6 tinh da hinh cao va dugc st dung trong dinh
danh, phén loai va xac dinh méi quan hé phét sinh loai. Nghién ciru mbi quan hé di
truyén va xac dinh ving ma vach DNA cta mot s6 loai thudc ho Mdoc lan & Viét Nam
da duogc tién hanh boi Ha Van Huan va cong su [11]. Céc tac gia chi ra trong sb 4
viing ma vach DNA, ving trnH-psbA 1a ving ma vach DNA hiéu qua nhat va cac to
hop (matK + trnH-psbA, rbcl + trnH-psbA, ycflb + trnH-psbA, matK + ycflb +
trnH-psbA, matK + rbcL + ycflb + trnH-psbA) c6 thé duge st dung 1am ma vach
DNA dé xac dinh loai va phén tich mbi quan hé di truyén gitta mot sb loai thudc ho
Moc lan. Wang va cOng su da phan tich dac diém bo gen luc lap hoan chinh cho bay
loai Manglietia (Manglietia aromatica, M. calcarea, M. conifera, M. duclouxii, M.
glaucifolia, M. insignis va M. megaphylla) va mét loai Michelia (Michelia alba) st
dung cong nghé gidi trinh ty Illumina, véi kich thudc bo gen luc lap hoan chinh tur
159.973 dén 160.106 bp [12]. Phan tich phat sinh loai da hd tro phan loai & cap do
phéan ho hién tai cua ho Mdc lan, nhung phan loai cép dd gen cua cac loai phan ho
Magnolioideae van con 1a mot thach thirc. Gan ddy, Deng va cong su dd mo ta bo gen
luc lap hoan chinh cta loai Michelia shiluensis [13]. Két qua phan tich so sanh cho
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thdy sy twong dong cao giita bo gen luc lap cua loai M. shiluensis, bon loai (Michelia
odora, Magnolia laevifolia, Magnolia insignis va Magnolia cathcartii) va xay dung
cdy phét sinh chiing loai cho thiy loai M. shiluensis ¢6 lién quan chat chd nhat véi M.
odora. Thong tin b gen trong nghién ciru ndy co gia tri dé phan loai, nghién ctru phat
sinh ching loai va dé hd tro cac nd luc bao tdn céac loai nay. Tuy nhién, & Viét Nam
cac nghién ctru trude day méi chi tap trung vao cac dic diém sinh hoc, sinh thai va
phan bd cia loai Gidi an hat [1, 3], cac nghién ctru tmg dung DNA mé mach trong
nhén dang loai Gibi an hat van rat han ché.

Trong nghién ctru ndy chung toi giai trinh tu nucleotide vung gen (trnL - trnF)
ctia loai Gidi an hat nham xem xét kha ning sir dung trong dinh danh loai va xay
dung mbi quan hé di truyén giita cac loai trong chi Michelia.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP

Trong céc chuyén khao sat thuc dia da thu duoc 3 mau Gidi an hat (Michelia
tonkinensis) (ky hiéu 1L-3L) dugc dung 1am vat li€u trong nghién ctru nay (Hinh 1,
Bang 1). Cac mau dugc bao quan trong thi nhua déo co chira silicagel ngay tai thuc dia
va chuyén dén phong thi nghiém giit & nhiét do phong dén khi sir dung tach chiét DNA.
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Hinh 1. Canh 14 mang hoa Vorl bd nhuy mang it 14 noan (bén trai) va qua truong
thanh vdi cac dai mang cudng ngin va eo that (bén phai) cua loai Gidi an hat

Bang 1. Dia diém thu cic mau Gibi an hat trong nghién ctru

] Ma b
Ky | 50 hicu Noi thu miu Vido | Kinhagp | OcnBank
hi€u | ti€u ban * * gen trnL -
trnkF

Rung nui luot, Trudong
1L LN Ol |Pai hoc Lam nghiép,|20°51°13**| 105°30°45>> | MT176165
Ha Noi
2L LS 01 |Luwong Son, Hoa Binh [20°36°30°”| 105°41°25 | MT176166
Nam |Xuan Lién, Thanh

3L 188184 |Hoa 19758°43°° | 104°59°43 MT176167
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Tach chiét DNA téng s6: DNA tong sb cua loai Gibi an hat dugc tach chiét
bang by hoa chat Plant DNA isolation Kit (Norgenbiotek, Canada). Cac budc dugc
thuc hién theo hudng dan ctia nha san xuat.

Nhin bin gen dich bang ky thudt PCR: Nhan ban vung gen trnl - trnF bang
ky thuat PCR sir dung cac cédp mdi: #rnL-F: CGAAATCGGTAGACGCTACG: trnF-
R: GGGGATAGAGGGACTTGAAC [14]. Mbi phan ting PCR c6 thé tich 25 pL
v6i cac thanh phan: 7 pL H,O deion, 12,5 uL PCR Master mix 2X (Thermo
Scientific, Puc), 1,25 pL mdi xudi (10 pmol/uL), 1,25 pL mdi nguge (10 pmol/uL),
3 uL DNA (10 - 20 ng). Phan tng duoc thyc hién trén (hé thong GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems, My). Chu trinh nhiét cua PCR gom: 94°C trong
3 phut; tiép sau 1a 35 chu ky ndi tlep nhau véi cac budce: 94°C trong 45 gidy, 55°C
trong 45 gidy, 72°C trong 45 gidy; két thiic phan img nhan gen & 72°C trong 10 phiit,
giit san pham & 4°C.

Gidi trinh tw va hi¢u chinh trinh tw: Qua trinh xac dinh trinh ty nucleotide
duoc thyc hién tai Cong ty Macrogen (Han Qudc). Trinh tw DNA dugc hiéu chinh
loai bo cac tin hiéu nhidu st dung phin mém ChromasPro2.1.6 va so sanh véi cac
trinh tw dd cong bd trén GenBank (st dung cong cu BLAST trong NCBI:
http:www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Cac trinh ty phan tich duoc sap x&p thang
hang bang phan mém Bioedit v7.0.5.2 [15]. Cac vung khong c6 kha ning sip xép bi
loai b trude khi phan tich.

Xdy dung cdy phadt sinh chiing logi: Cay phat sinh ching loai dugc xay dung
dua trén phuong phap xac suit t6i da Maximum Likelihood (ML) sir dung phan
mém Treefinder v 2011 [16]. Trudc khi phan tich ML, dir li€u trinh ty nucleotide
dugc khao sat phan bd nucleotide, kiém tra cac gia thuyét va xac dinh mé hinh tién
héa tbi wu sir dung Kakusan 4.0 [17] dua trén thong tin Akaie dugc hi€u chinh
(corrected AICc - Akaike Information Criterion). M6 hinh tién hoa tét nhit duoc
chon cho ML 1a md hinh dao chiéu thoi gian tong thé (GTR) véi gia tri tham sb
gamma (G: 3,66) trén ving gen #rnL - trnF. Thyc hién voi 1000 1an lip lai dé xac
dinh gi4 tri ing ho (bootstrap) trong cdy ML (MLBS). Khoang cach di truyén (P)
gitlra cac loai trong chi dugc tinh toan béng Mega 7.0 [18].

3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Trinh tw nucleotide gen trnL - trnF ciia loai Gidi in hat

DNA téng s6 ciia 3 mau Gibi an hat dd duoc tach chiét béng bd hoa chat Plant
DNA isolation Kit (Norgenbiotek, Canada) (Hinh 2A). Cap mdi trnL-F/trnF-R di
nhan ban thanh cong ving gen trnl - trnF & nhiét &6 gan moi 1a 55°C vdi kich thude
khoang 900 bp chi c6 mot bang duy nhét, sang dam, du tiéu chuin dé giai ma trinh
tu nucleotide (Hinh 2B). San pham PCR 3 mau Gibi an hat sau khi dugc giai trinh tu
hai chiéu (xu6i va nguoc) cua vang gen frnL - trnF dugc hi€u chinh, ghép ndi voi sy
trg gitip ctia phan mém Chromaspro 2.1.6 dé loai bo cac vung tin hidu nhidu va cac
dinh mau khéng rd rang. Tong s6 3 trinh tuy nucleotide sau hiéu chinh da thu dugc
doan trinh tu c6 kich thudc tuong tng 1a 855, 921 va 928 nucleotide. Cac trinh tu
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nay duoc dang ky trén ngén hang gen thé gioi (Bang 1). Trinh ty nucleotide thu
duge tir 3 mau dugc kiém tra tinh tuong ddng voi cac trinh tu san co trén ngan hang
GenBank bang cong cu BLAST. Két qua tim kiém cho thiy trinh tu nucleotide ving
gen trnL - trnF cua 3 mau tuong dong cao 100% véi loai M. champaca (AY009041)
va M. baillonii (AY009042). Két qua nay da xac dinh dugc chinh xac doan gen
trnL - trnF trong h¢ gen luc lap cua loai nghién ctu.

1L 2L 3L 1L 2L

1kb
0,5kb

0,25kb

Hinh 2. Hinh anh DNA tong s6 (A) va san pham PCR (B) clia mau Gioi 4n hat
Michelia tonkinensis dién di trén gel agarose 1,5% (A). Marker phan tr 1 kb

3.2. Khoing cich di truyén (P) giira loai nghién ctru véi mot so loai trong
chi Gioi

Cho dén nay trén GenBank méi chi luu trix trlnh tu nucleotide vung gen trnl -
frnF cua 6 lodi trong chi Gidi. Do d6, trinh ty 3 mau Gidi an hat dugc so sanh vé
khoang cach di truyén véi 6 loai trong cung chi Michelia 1iy trén Genbank (Bang 2).
Bang 2. Khoang cach di truyén giita cac mau trong nghién ctru va 6 loai cung chi lay

trén Genbank trén co so phan tich vung gen #rnlL - trnF

l 5 3 4 5 6 7 8 |9
1.1L ]

MT176165

1%/.[%11476166 0,000 ]

i&%mm 0,000 1 0,000 ) -

4A- %ﬁgsﬁﬁg{’ 0,000 | 0,000 | 0,000 | -

i- % Ol;‘(’)i{lz””"" 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | -

2-%009}(’)?";’1’“"“ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | -

X%Og‘(’)g“g’e”'e" 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001 | -

I%(%Z‘gggg“ 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,002 | -
;-[%9‘;’232””“ 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,002 | 0,000 | -

238 Tap chi Khoa hoc va Céng nghé nhiét ddi, S6 29, 12-2022



Théng tin khoa hoc cong nghé

Két qua da xdc dinh dugc 3/886 vi tri nucleotide bién doi, 2/886 vi tri
nucleotide mang thong tin. Khoang cach di truyén giita cic cap loai trén co s& phan
tich theo phuong phép p-distance da chi ra muc do khac nhau gitra cac cép loai trong
chi Michelia. Két qua cho thiy, d6i v6i cac loai trong chi Michelia hién da dugc
cong bd dya trén ving gen trnl - trnF, khoang cach di truyén giita cac loai rat thap
dao dong tir 0 dén 0,2%, diéu nay phan anh muc d6 tvong dong di truyén giira cac
loi rat 16n. Khong tim thy su sai khac ndo trong 3 mau nghién ctru va giita ching
voi cac loai M. figo (AY009044), M. champaca (AY009041) va M. baillonii
(AY009042). Diéu nay s& rat kho dé xac dinh loai nghién ctru c6 quan hé di truyén
gin véi loai nao nhit.

3.3. Méi quan h¢ di truyén ciia 3 miu Gidi #n hat

So d6 mbi quan h¢ di truyén cua mot sd loai thude chi Gidi (Michelia) va chi
Moc lan (Magnolia) trong ho Mdc lan da dugc xay dung theo phuong phap ML
(Hinh 3). Phan tich ML d3 tao ra v&i thong sé (-InL) = 2713,778. Cac mau trong
nghién ctru nay va 06 loai trong chi Michelia tao thanh mt nhom riéng c6 mirc do
tuong dong di truyén cao (98-100%) va c6 quan hé mat thiét v6i nhau voi gia tri
bootstrap (MLBS = 89%). Do d6, kha ning sir dung viing gen nay dé nhan biét loai
trong chi Gi6i 1a khong kha thi. Trong khi d6, cac loai trong chi Magnolia ciing hinh
thanh 1 nhanh tién hoa riéng, tach riéng r& trén cy phan loai. Két qua nay cho phép
nhan dinh 3 miu trong nghién ctru c6 chung ngudn goc véi 6 loai Michelia odora,
M. amoenna, M. cavaleriei, M. figo, M. champaca va M. baillonii trén thé gioi.

Mot sb ving gen dugc sir dung cho ma vach DNA cuia Magnoliaceae [19].
Huynh Thi Thu Hué va cdng sy da chi ra ving gen trnl-trnF luc lap c6 tinh da hinh
cao khi tién hanh phan tich trinh ty DNA ving trnL-trnF cta loai Ca gai leo va xac
dinh mdi quan hé di truyén giita cac loai trong chi Solanum [20]. Két qua cho thiy
khoang cach di truyén dua trén doan gen trnL-trnF cua loai Ca gai leo véi mot sb
loai khac trong chi Solanum dao dong kha 16n tr 0,82 téi 3,99%. Tuy nhién, Deng
va cong su da gidi ma toan bd vung gen luc lap cia loai Michelia shiluensis va phan
tich mdi quan hé di truyén giira 26 loai cua hai chi Magnolia va Michelia [13]. Tac
gia da chi ra hai loai M. shiluensis va M. odora trong chi Michelia c6 quan hé rat
gan gili voi nhau vé6i boostrap 100%. Piéu d6 khang dinh trén toan by ving luc lap
nay ciing kho ¢ thé nhan dang dugc hai loai nay. Tuong tu, Wang va cong sy chi ra
rang, hai loai Manglietia cathcartii va Michelia odora khong tach biét nhau vé mat
di truyén khi phan tich hé gen luc lap cua 26 loai thuoc ho Moc lan [12]. Trong
nghién ctru nay, két qua cua chung toi cling ddng quan diém véi hai tic gia trén,
trong ving gen luc lap (trnL - trnF) ciing khong giai quyét duoc sy khac biét di
truyén gitta cac loai trong chi Michelia.
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69 Michelia odora NC023239
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38 Magnolia Kobus AY009049
_[Magnolia biondii AY009048
g6 |Magnolia cylindrical AY009053

Magnolia denudate AY009052

6 -|Magnolia campbellii AY009051
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Popowia pisocarpa AY319158

P
0.01

Hinh 3. Mbi quan hé ho hang ctia mau nghién ciru véi cac loai trong cung chi trén
co s& phan tich trinh ty nucleotide viing gen luc lap (rnl - trnF) bang phuong phap
ML. Céc sd trén cac nhanh 14 gia tri bootstrap

4. KET LUAN

Vung gen frnl - trnF cta 3 mau Gi6i an hat dugc giai trinh ty nucleotide co
kich thudc tuong ung 1a 855, 921 va 928 nucleotide. Cac trinh ty nay da duogc dang
ky trén GenBank gop phan xay dung co s& dir liéu mad vach DNA cung cip cho cic
nghién ctru tién hoa va hé théng sinh hoc cua loai.

Trong chi Michelia khoang cach di truyén gitta mot sb loai rat thap (0 - 0,2%)
dwa trén vung gen frnL - trnF. Hon nita, két qua phan tich ciing chi ra cac loai trong
chi Michelia c6 cting ngudn gdc tién hoa va trinh tu nucleotide ving gen trnl - trnF
khong c6 kha ning nhan dién tén khoa hoc ctia cac mau nghién ctru va cac loai trong
chi Michelia.
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Loi cam on: Nghién cuu nay dwoc tai tro boi Quy Phat trién khoa hoc va cong
nghé Quoc gia (NAFOSTED) trong dé tai ma so 106.03-2017.16 cho thu mau tai
mot so sinh canh rung tai Nui Luot T ruong PH Lam Nghiép Ha Ngi va tai Luong
Son - Hoa Binh; Nhom tac gia xin chdn thanh cam on Trung tdm nhiét doi Viét -
Nga, dé tai UBPH (E.1-2) nhiém vu s6 03 di hé tro thu mdu tai mot s6 sinh canh
rung tai Xuan Lién, Thanh Hoa, Vién Cong nghé sinh hoc Lam nghiép, Truong Dai
hoc Lam nghiép da tao diéu kién vé co sé vt chat va phong thi nghiém cho thuc
hién nghién curu nay.
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