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TOM TAT

Cac effector c6 vai trd quan trong trong qué trinh ky sinh ciia tuyén
trung gay hai thuc vat. Phuong phap lam cam lang cic gene ma hoéa
effector dang dugc 4p dung dé nghién ctu chiic ning va vai tro cia
effector tuyén tring. Trong nghién citu nay, gene Mgra16281 (ID:
MK322955.1) ma héa mot effector chua ré chic niang duge tao dong
tit tuyén trimg Meloidogyne graminicola ky sinh cay laa. Tit d6, cau
triic microRNA nhan tao c6 kha niang bat hoat chuyén biét gene nay
dudc téng hop nhs vao precursor Osa-miR528 clia cay ldaa. Cau tric
miRNA nhan tao dugc gn vao vector biéu hién va chuyén vao cay lda
nh&m tim hidu vai tro clia effector Mgra16281 théng qua con dudng
lam cam lang gene béi cay chia (HIGS).

Cam lang gene

Effector

MicroRNA

Tuyén trung sung ré lda
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1. Dat Van Dé

Tuyén trung ky sinh thiyc vat (plant-parasitic
nematode) la sinh vat gay hai tryc tiép len hau
hét cac bo phan clia cay va gian tiép md dudng
tao diéu kién cho cac tdc nhan gay hai khac nhu
vi khuan, virus xam nhap vao cay trong gay hai
nang thém. Céc trieu ching gay hai do tuyén
trung gay ra kho phan biét v6i triéu ching do
cac tAc nhan phi sinh hoc nhu thoi tiét bat loi
hay thiéu dinh duéng gay ra. Hing ndm, tuyén
trung ky sinh thyc vat chiu trach nhiém cho hon
80 ty USD thiét hai néng nghiép trén toan thé
gigi (Nicol & ctv., 2011). Tuyén trung sung ré
Meloidogyne 1a mot trong nhitng loai tuyén triing
ky sinh thyc vat gay thiét hai vé kinh té 16n nhat
G ving on doi va nhiet d6i (Trudgill & Block,
2001). Loai tuyén triing nay c6 kha ning ky sinh
hon 5.500 loai thyc vat, ky chti wa thich 1a rau cai,

cay ho dau, cay lay sdi, cay &n qud vi cay trong
don dién. Riéng cay lda, san lugng da bi giam
tt 10 - 25% (Gregory & ctv., 2017). Meloidog-
yne co trén 60 loai, trong dé 4 loai M. javanica,
M. arenaria, M. incognita, M. hapla 1a ky sinh
gay hai nghiem trong (Eisenback & Triantaphyl-
lou, 1991). Meloidogyne graminicola - mot trong
nhitng loai tuyén triing pho bién gay hai trén lia
va duge xem 1a de doa 16n déi v6i nén nong nghiép
lda gao, dic biet ¢ chau A (Dutta & ctv, 2012).
Vé mat kinh té, M. graminicola wdc tinh gay thiet
hai khoang 17 - 32% san lugng lia (Kyndt &
ctv., 2014). O Viet Nam, loai nay k¢ sinh tuong
ddi phd bién trén lia can (giai doan lia non, khi
chua ngap nuée) tai dong bing song Cttu Long
(Gao & Liu, 2010).

Effector 14 céc protein tuyén trung tiét vio
trong té bao thyc vat, dong vai tro tac dong va
thay ddi phan tng ctia cay chi (Hogenhout &
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ctv., 2009), tao thuan lgi cho qua trinh ky sinh.
Thoéng qua kim chich, effector duge chuyén vao té
bao nham sita déi, ngin chan hodc chéng lai phan
ting phong vé, tit d6 tao diéu kién xam nhap hoic
di tra clia tuyén trung trong ré cay. Ngoai ra, cic
effector bat dau hosic duy tri sy phat trién ciia
cac vi tri dinh dudng, hd trg cho sy ting trudng
va phat trién ciia tuyén trimg (Goverse & Smant,
2014). St dung phuong phép lam cam lang cac
gene ma hoéa cac protein doc tinh nay dang duge
quan tam nghién ctu va hita hen 1a cong cu hitu
hiéu tao gidng cay trong khang tuyén triing sung
ré.

Nghién cttu nay trinh bay két qua tdng hop
amiRNA (artificial miRNA) ¢6 kha nang bat hoat
gene Mgra16281, ma héa cho mot effector chuwa
biét chic ning, tao dong tit miu tuyén tring
sung r& M. graminicola. Cau tric amiRNA dugc
chuyén vao cay lta nhim budc dau tim hiéu vai
tro cta effector nay trong qué trinh ky sinh thuc
vat clia tuyén trimng sung ré.

2. Vat Liéu va Phuong Phap Nghién Cdu
2.1. Vat liéu nghién ctu

Vector pNW55 chita Osa-miR528 precursor
(AN: MI0003201) dugc cung cap bdi Department
of Molecular Biology, Max Planck Institute for
Developmental Biology, Dtc.

Vector pC53000E duge thiét ké bing cach
chén cassette attPl-ccdB-attP2 GatewayR
vao vung multiple cloning sites ctia vector
pCambial300intA.Ubi-tnos (con c6 tén IRS154)
gitta maize ubiquitin promoter/first exon/first
intron sequence va trinh ty NOS polyadenylation
(JC Breitler, chua cong bd) duge cung cap béi
CIRAD Montpellier, Phap.

Vi khuan E. coli TOP10 va Agrobacterium
tumefaciens EHA105 tit Bo mon Cong nghé Sinh
hoc, Truong Dai hoc Nong Lam Thanh phé Ho
Chi Minh.

2.2. Thu thap
graminicola

tuyén trung Meloidogyne

Tuyén trung Meloidogyne dudc phan lap tit
ruong lda ¢ huyén Thanh Héa, tinh Long An.
Ngudn tuyén trung duge luu gitt trong nha luéi
bang cach lay nhiém tit ci au triing cAm nhiém
tudi 2 (J2s) nd tit mot boc tring lén cay lda
IR64 15 ngay tudi. Sau 60 ngay, dong tuyén tring

sung ré duge nhan dién nho dic diém van sinh
mon con cai theo Golden & Birchfield (1965) va
SCAR-PCR véi primer chuyén biét tuyén tring
M. graminicola Mg-F (GGG GAA GAC ATT
TAA TTG ATG ATC AAC) va Mg-R (GGT
ACC GAA ACT TAG GGA AAQG) theo Bel-
lafiore & ctv. (2015). San pham PCR dudc giai
trinh tu va so sanh vdéi trinh ty hién dién trén
Genbank.

2.3. Tao dong gene Mgral6281

RNA téng s6 ctia J2s dugc tach chiét bi Gene-
JET RNA Purification Kit (Thermo Scientific,
MY), tiép dén téng hgp cDNA bing RevertAid
First Strand ¢cDNA Synthesis Kit (Thermo Sci-
entific, My) st dung primer oligo dT. Doan trinh
tu ma héa protein duge téng hop bing PCR véi
primer Mgl6281-F (ATG TTT TTT CTA AAA
TAT TTC CCA ATT TCA) va Mgl6281-R (TTA
ATT CTT CTT TGA AGA CAA ATT ACA
G). Chu k¥ nhigt clia phan tng gdm 35 chu ky
94°C/30 giay, 50°C/30 giay, 72°C/1 phat. San
pham PCR dugc tinh sach biang GenJET Gel
Extraction Kit (Thermo Scientific) va ndi vao
vector pJET1.2/blunt (Thermo Scientific). Sén
pham ndi duge bién nap vao té bao E. coli TOP10
béng phuong phéap sbc nhiét (Sambrook & Rus-
sell, 2001). Cac khuan lac chita vector tai to hgp
duge sang loc nho khang sinh va PCR colony.
Plasmid tai t6 hgp dugce tach chiét bing Gene-
JET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific)
va gene tao dong dugc giai trinh tu bdi First Base
(Malaysia).

2.4. Thiét ké va tdng hop miRNA nhan tao

Duya vao trinh tuy gene Mgra16281 dugc tao
dong, cdc microRNA nhan tao (amiRNA) c6 kha
nang lam cam lang biéu hién gene muc tieu duge
thiét ké nhd cong cu Designer clia trang web
WMD3 (http://wmd3.weigelworld.org). Tt danh
sach cdc miRNA nhan tao goi ¥ duge dua ra béi
WMD3, kiém tra va lua chon 01 amiRNA theo
tiéu chi duge dé xuat bsi Schwab & ctv. (2006)
gom (1) bat hoat gene muc tiéu & tuyén triung ma
khong bét hoat cac gene clia cay lda (bao gdm
hai nhém indica va japonica) nhd cong cu Tar-
get Search cia WMD3 trén hai database Oryza
sativa Indica Group PUT v183 (PGDP) va Oryza
sativa Japonica Group PUT v183 (PGDP); (2)
vi tri gdn cia miRNA nhan tao v6i mRNA muc
tieu ndm & viing 3’; (3) ning lugng lién két gitta
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Bang 1. Cac primer st dung tdng hgp cac microRNA nhan tao bing PCR

overlapping
Primer Trinh tu (5° — 37)
I miR agTTTCGTTTCAGAACGGAACGAcaggagattcagtttga
IT miR tgTCGTTCCGTTCTGAAACGAA Actgcetgetgetacagec
III miR*s ctTCGTTGCGTACTGAAACGAA Attectgetgetaggetg
IV miR*a aaTTTCGTTTCAGTACGCAACGAagagaggcaaaagtgaa

amiRNA véi mRNA muc tiéu tu -35 dén -40
kcal/mol, khong cao qua -30 kcal/mol; (4) khong
bat cap sai tir vi tri 2-12 ctia amiRNA ddi véi
doan muc tiéu. Céng cu Oligo cia WMD3 dugc
stt dung thiét ké cac primer dé thay thé doan 21
nu cua precursor Osa-MIR528 bdi doan miRNA
21 nu méi nho ky thuat PCR overlapping theo
Warthmann & ctv. (2008) (Bang 1).

Céau tric amiRNA méi duge nhan dong béi he
théng vector pJET1.2/blunt (Thermo Scientific,
My). Trinh ty microRNA nhan tao duge kiém tra
nhim dam bao tinh chinh xéac truéc khi gin vio
vector biéu hien pC53000E.

2.5. Gin cAu tric amiRNA vao vector bidu
hién

Doan MIR528 trong plasmid pC53000E dugc
thay thé bing doan trinh ty amiRNA tdng hop.
Plasmid pC53000E va doan amiRNA duge xt 1y
béang enzyme cat BamHI va Pstl (Thermo Scien-
tific) va ndi v6i nhau nhd T4 DNA ligase (Thermo
Scientific) dé tao plasmid tai t6 hgp. Plasmid
tai td& hgp pC53000E-amiRNA dugc bién nap
vao trong té bao E. coli TOP10 kha bién bing
phuong phap sbc nhieét. Trinh ty v& huéng chen
ciia amiRNA trong vector pC53000E dugc kiém
tra trudc khi bién nap plasmid tai t6 hop vao
vi khuan Agrobacterium tumefaciens EHA105 dé
chuyén cau tric amiRNA vao cay chii.

2.6. Tao cay lia mang ciu triic miRNA nh& vi
khudn Agrobacterium tumefaciens

Gibng lia IR64 dudc st dung chuyén gene theo
quy trinh ciia Sahoo & ctv. (2011) v6i mot s6 bién
déi. Hat lda chin duge béc vo trau khong lam
tén thuwong dén phoi hat. Tiép theo hat duge khit
trimg bang khi chlorine trong 2 gid, ngam trong
con 70° trong 1 phit va nudc javel 15% trong 20
phit, sau dé dugc rita sach bing nudc cat tiet
tring. Hat dudc tham kho va dat vio moi trusng
cam tng tao mo seo (MCI, moi trudng khoang MS
cd ban chita tat ci cac vitamin bo sung 30 g/L

maltose, casein hydrolysate 0,3 g/L, 0,6 g/L L-
proline, 3,0 mg/L 2,4-dichlorophenoxyacetic acid
(2,4-D), 0,25 mg/L 6-benzylaminopurine (BAP),
diéu chinh pH dén 5,8 trudc khi hap khit trung).
Mau diit trong t6i ¢ nhiet do 27°C £ 1°C trong
3 tuadn.

Khuan lac A. tumefaciens EHA105 duge tang
sinh trong 5 mL moi trudng YEP 16ng bd sung
10 mg/L rifampicin, 50 mg/L kanamycin. Dich
khuan duge 1 & nhiet do 28°C, lac 200 vong/phiit
trong 16 gid. Sau d6 chuyén 400 pL dich khuan
sang 100 mL mai trudng YEP b6 sung khang sinh
va nuodi cay véi dicu kien tuong tu. Khi ODgoo dat
1,0 sinh khéi vi khuan duge thu nhan béi ly tam
3.200 vong/phut trong 15 phut ¢ 4°C va duge
pha lodng trong moi trudng MCI chia 150 pM
acetosyringone.

MB& seo phoi héa dude lay nhidm vé6i dich khudn
ODggo tit 0,1 - 0,3 trong 10, 20, 30 phit két hop
lac 50 vong/phit va lam kho véi gidy tham vo
trung trong 5 phut. Sau d6, mo seo duge dat trén
mai truong dong nudi ciy (MCI chita 10 g/L glu-
cose; pH 5,2; 150 pM acetosyringone) va i 6 27°C
+ 1°C trong tbi. Sau 48 gis dong nudi ciy, mo seo
duge ngam va rita véi cefotaxime 250 mg/L nhicu
1an, thdm kho véi gidy thAm vo trung. Tiép theo,
méu duge dat trén moi trudng chon loc (MSM,
MCI b sung 250 mg/L cefotaxime va 50 mg/L
hygromycin) nudi 6 27 + 1°C trong t6i 12 ngay.
Sau lan chon loc dau tién, chi nhitng mo seo chic
sang dudc chuyén sang moi trudng MSM cho lan
chon loc thit hai va 11 6 27 £ 1°C trong tdi 10 ngay.
Tiép dén, mo seo tiép tuc duge chuyén sang moi
trudgng MSM cho 1an chon loc thit ba & 27 + 1°C
trong t6i 5 ngay. Sau 3 1an chon loc, nhitng mo
seo phoi héa duge chuyén sang moi truong tién
tai sinh MSRMa (MS b6 sung 30 g/L maltose, 2
mg/L kinetin, 0,2 mg/L naphthalene acetic acid
(NAA), pH 5,8; 250 mg/L cefotaxime va 30 mg/L
hygromycin) ¢ 27 + 1°C trong tdi 7 ngay. Sau do,
chuyén miu sang moi trusng MSRMb (MS, 30
g/L maltose, 2,7 mg/L BAP, 1,2 mg/L kinetin,
0,5 mg/L NAA, pH 5,8; 250 mg/L cefotaxime
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va 30 mg/L hygromycin) nuéi ¢ diéu kién sang
(4.000 lux) trong 4 ngay dé tiép tuc tai sinh.

Dé tao 1é&, choi duge chuyén sang moi trudng
tao r& MROM (1/2 MS, 30 g/L sucrose, 3,0 g/L
phytagel, pH 5,8; 250 mg/L cefotaxime va 30
mg/L hygromycin) va duy tri 27 £+ 1°C & diéu
kién sang nhu trén trong 1 tuan. Cay lda sau khi
dugc tao ré hoan chinh sé chuyén trong trong nha
ludi.

2.7. Kiém tra sy hién dién citia gen chuyén

Duya vao sy hién dién cta gene hptll khang
hygromycin trong doan T-DNA, DNA téng sb
ctia méu choi gid dinh chuyén gene dudc ly trich
bing GeneJET Plant Genomic DNA Purifica-
tion Kit va thyc hién phan ting PCR véi cip
primer chuyén biet hptII-F (5-AGC TGC GCC
GAT GGT TTC TAC AA-3") va hptII-R (5-ATC
GCC TCG CTC CAG TCA ATG-3’). Chu trinh
nhiét ctia phan tng PCR 1a 94°C/5 phit, 35 chu
ky (94°C/30 giay, 64°C/30 giay, 72°C/60 giay),
72°C/10 phit. Kiém tra két qua PCR béng dien
di trén gel agarose 1%, 80V, trong 30 phit.

3. Két Qua va Thao Luan

3.1. Thu thap
graminicola

tuyén trung Meloidogyne

Tt méu ré lda thu thap da phan lap dong tuyén
tring sung ré ky sinh. Dé dinh danh tuyén triing,
hinh dang van sinh mon clia ndm con cai trudng
thanh tit dong tuyén triing dudc quan sat ghi
nhan. Van sinh mén c¢6 hinh bau duc, khéng cé
duong bén, c¢6 sy hoi tu cia cac dudng cong & 16p
bidu bi va hoi tu tai dudng van cubi cuing. Déi
chiéu v6i mo ta ctia Golden & Birchfield (1965) c6
thé xac dinh dong tuyén tring phan lap la tuyén
tring M. graminicola (Hinh 1A). Dé ciing c6 két
qua dinh danh bing hinh thii, SCAR-PCR véi
primer chuyén biét loai M. graminicola da dugc
ap dung theo Bellafiore & ctv. (2015). Két qua
dién di cho thiy da khuéch dai mot doan DNA
duy nhéat kich thudc tuong duong 640 bp tit DNA
téng s ctia con cai (Hinh 1B).

Két qua BLAST cho thay trinh ti sin pham
tuwong dong tit 99 - 100% v6i san pham cta M.
graminicola phan lap tu Viét Nam va Trung
Qubc. T két qua dinh danh hinh thai va phan tt,
dong tuyén trung sung ré ltia phan lap ti Long
An dugc xac dinh 13 tuyén tring Meloidogyne
graminicola.

A 50 pm

Hinh 1. Van sinh mén con céi (A) v& san pham Mg-
SCAR-PCR (B) tuyén trimng.

(M) DNA ladder 1 kb; (-) Déi chitng am; (N) Tuyén
trung.

3.2. Tao dong gene Mgral6281

T ¢cDNA téng s6 clia dong tuyén tring phan
lap da khuéch dai dugce san pham cé kich thude
I6n hon 400 bp tuong tng vGi kich thudc gene
muc tiéu (420 bp) (Hinh 2).

N M ()

Hinh 2. Két qua dien di san pham RT-PCR khuéch
dai doan ma hoéa gene.

(M) DNA marker 100 bp; (-) Déi ching am; (N)
Tuyén tring.

Két qua tao dong gene trong vi khuan E. coli
TOP10 st dung vector pJET1.2/blunt ciing cho
thay da tao dugc vector tai t6 hop mang doan
gene muc tieéu. Trinh ty doan gene khuéch dai
duge hiéu chinh va tuong dong 97% véi trinh
tu gene Mgral6281 trong dit litu bo gene cta
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M 55 57 59 () M 64 65 66 (-)

500 bp —

200 bp —>
100 bp—

M 55 57 60 62 ()

M 55 57 59 ()

Hinh 3. Két qua dién di sin phdm PCR tdng hop miR16281-111.
(M): DNA marker 100 bp; (-) Dbi chting am; (a, b, ¢, d): Céc phan ting PCR thanh phan.

M. graminicola (Somvanshi & ctv., 2018) va 80%
v6i Minc16281 cta M. incognita (MH315945.10).
Trinh ty doan gene Mgral6281 clia dong tuyén
trung M. graminicola duge dang ky trén Genbank
(MK322955.1) va stt dung lam khuon dé thiét ké
cac miRNA nhan tao.

3.3. Thiét ké va tdng hop miRNA nhén tao

Trinh ty doan gene Mgral6281 clia dong tuyén
tring M. graminicola dugc st dung dé thiét ké
cdc miRNA nhan tao nhd phan mém WMD3.
Sau khi t6i wu nhiét do bit cap va thoi gian kéo
dai ctia ting phan tng thanh phan (a, b, ¢) da
thu duge dude san pham c6 kich thudc lan lugt
khoang 257 bp, 87 bp, 259 bp. Cac sin pham
nay dung lam khuén cho PCR overlapping (d)
téng hop doan precursor mang doan amiRNA
kich thuéc khodng 554 bp ding bing kich thudc
ly thuyét mong dgi (Hinh 3).

Céu tric precursor mang miR16281-111 dugc
nhan dong nhs vector pJET1.2/blunt trong té
bao E. coli TOP10 va sang loc dong vi khuan
mang vector tai to6 hgp bing PCR colony. Két
qué dién di cho bang DNA sang, ro va dung kich
thude dy kién vao khoang 672 bp. Plasmid tai t6
hop ciia 3 dong vi khuan duge tach chiét va gii
giai trinh ty hai chiéu. Két qua sau hiéu dinh cho
thay cau tric amiR16281-111 c6 chidu dai 549 nu
va trinh ty ding vé6i du tinh (Hinh 4).

3.4. Gin ciu tric amiRNA vao vector biéu
hién tao vector chuyén gene

Vector pC53000E dugc st dung lam vector
biéu hién ciu tric amiRNA trong cay laa. Hai cau
trac pC53000E va pJET2.1-miR16281-111 dugc
xtt 1y bang enzyme cit Pstl vd, BamHI. Plasmid

pC53000E sau khi dugc cit tao san pham cé gdm
hai phan doan kich thuéc khoang 400 bp va 10
kb (Hinh 5A). pJET2.1-miR16281-111 sau khi cit
thu duge ba bang ¢6 kich thudec khoang 250 bp,
500 bp va 2 kb (Hinh 5B).

San pham bao gom pC53000E md vong va
amiR16281-111 dudc thu hdi tit gel ndi bing en-
zyme T4 ligase tao plasmid tai t6 hgp. Plasmid
pC53000E-16281-111 tiép tuc dugc nhan dong
trong hé théng té bao E. coli TOP10 vi bién nap
vao vi khuan A. tumefaciens EHA 105 Viéc sang
loc té bao mang vector téi t6 hop duge thye hien
nho phan tng PCR v6i cdp primer IV (miRNA
reverse) va I (miRNA* forward) xéc dinh sy hién
dién ctia miR16281-111. Két qua PCR 7 khuan
lac tao bang sang ro, kich thuéc twong duong 87
bp chitng t6 amiR16281-111 da dugc ndi thanh
cong vao vector pC5300 (Hinh 6).

3.5. Tao cay lia mang ciu tric miRNA

Mo seo 18 ngay tudi c6 mau tring ngad (Hinh
7a) dugc lay nhiém véi dich vi khuan A. tumefa-
ciens, sau d6 ciy lén moi truong dong nudi ciy,
i trong t6i ¢ 28°C. Cac mo seo héa nau sau 5
ngay nudi trén moi truong chon loc lan I (Hinh
7b) c¢6 thé mo seo chua co biéu hién tinh khang
khang sinh hoiic do 16p té bao bé mat clia mo seo
khong tiép xtic v6i moi trudng nudi cidy nén hoa
nau va chét. Sau 10 ngay xuat hién cic khéi mo
seo tring nga phat trién tit cic mau mo hoa nau
(Hinh 7c). Sau 12 ngay mo seo dugc cay chuyén
sang mai truong chon loc 1an II trong 10 ngay va
moi trudng chon loc 1an I1I trong 7 ngay. Khong
c6 hién tuong tai nhifm vi khuén sau giai doan
déng nudi ciy, moé seo séng soét ting sinh cham.
Mo seo duge ciy sang moi trudng tao choi, dé
trong t6i 7 ngay, sau do chuyén ra anh sang. Sau
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G-4368 primer

miR16281-111 1
O=za-miR528 1

miR16281-111 71
O=za-miR52E T1

miR16281-111
O=za-miR528

141
141

A TTGTAATACGAC TCAC TATAGGGC GA AT TGCGAGC TCCACC GC GETGGC GELCGCTCTAGAR CT ACTCGGR
A TTGTAATRACGAC TCAC TATAGGGCGAAT TGCAGC TCCACCGC GETEEC GGLCGCTCTAGARCT AGTGGE

CCCCCTCGGATCCCAGCAGC AGCC AC AGCA RS AT TT GG TT TGGGAT AGGT AGGTGTT AT GCT TAGGTC
CGGATCCCAGCAGCAGCCACAGCA AR AT TTGETT TGEGAT AGCT AGGTGTTAT GT TAGETC T

TGCAAGGCGATTAAGT TGGGTAAC GCCAGGET TT TCCCAGTCAC GACGTTGTAAR AL GROGGC CAGT G2

ICTGCAAGCCGATTAAGT TGEETARC GO CAGGCT TT TCCCAGTCACGACGTTGTAAA AL GRCGGC CAGT GR

140
140

210
210

amiE*

miR16281-111
O=a-miR528

211 | me'mmmm ‘I'TﬂS’I'I“I‘EMhh- :
Fak G TTTT TTGECT GTAGCAGCAGCAG AAGEGECATGEA B

B GGAGATTCAGTTTGAGA —————
A GGAGATT CAGT TTGAAGCT GGAC

274
280

amiE

miR16281-111
O=za-miR528

miR16281-111
O=a-miR528

345
351

415
421

miR16281-111
O=za-miR528

CARRE YRS L\ T TC CT GO TGCTAGGCT GTTC TG TG R

275 GTiLE T ' ' ;
281 mmm ECTTCCCTCTTCD memmmﬂmmmsmm

ARG TTTATATTATGGGT TTAATC GTCC AT GGCATC AGCATC AGCAGC GETAL CGAGCGECT G AGGR A
ACAGTTTATATTATGECET TTRAATCGTCCAT CGCATCAGCATCAGCAGC GETACCGAGGECTGCAGGAR

GATATCARAGCTTATCGATACCGTCGAC CTCGAGGEGGGECC CEGTAC CAGCT TT TG TTCTCTTTAGTY
CGATATCAAGCTTATC GATACCGTCGACCT CGAGGEGEGECCCGGT AL CAGCT TT TGTTCCCTTTAGTG

344
350

414
420

454
430

485
491

miR16281-111
O=a-miR528

LGGGT TAAT TTOGAGCT TGO GTARTCAT GG 'IEATmf‘PTT[E'IT“I‘l"'ITM’ITfTTLTED

ATAGCT l"I"I'I‘ CC 'I‘I"'I‘I_,'I'I_,MA'I'I"I"I"I‘E'IE ikEs 549
8 555

© G-4369 primer

Hinh 4. Trinh ty 21 nu amiR16281-111 thay thé vao trinh tu 21 nu ctia precursor Osa-miR528.

10 kb —
2 kb
1kb—
200 bp—» 500 bp—|
250 bp—s,

Hinh 5. Két qua dién di sin pham cit pC53000E
(A) va pJET2.1-miR16281-111 (B).

(M) DNA ladder 1 kb; (1) Khong enzyme; (2) BamHI
va Pstl.

7 ngay mot s6 mo seo hinh thanh choi (Hinh 7de).
Sau 15 ngay, cac chdi phat trién tét duge tach
chuyén sang moi trudng tao ré va cay dugc trong
trong nha luéi dé thu hat.

DNA ctia 5 chdi gia dinh chuyén gene duge tach
chiét va tién hanh phan tng PCR phéat hién sy
hién dién clia gene hptll. Két qua dién di san
pham PCR tit DNA 5 chdi gia dinh chuyén gene

Hinh 6. Két qua dién di sin pham PCR sang loc
dong vi khudn mang vector tai t6 hgp.

(M): DNA ladder 100 bp; (-) Déi ching am; (1-7):
Céc khuén lac.

xuat hién bang DNA c6 kich thudc khodng 500
bp, tuong tng véi kich thuéc doan gene hptll du
kién duge khuéch dai 1a 508 bp 6 3 chdi chuyén
gene (Hinh 8). Do d6, bude dau da thu nhan duge
choi chuyén gene thé hé T0. Cac chdi duge tiép
tuc nudi tao ré hoan chinh va tréng & nha lusi
nham thu nhan hat phuc vu cho cac phan tich
tiép theo trén cay T1.
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Hinh 7. Tao cay lda mang ciu tric amiR nhd vi
khudn Agrobacterium tumefaciens.

(a) Mo seo phoi héa duge lay nhiém vi khudn; (b, c)
Mo seo trén moi trusng chon loc sau 5 ngay va 10
ngay; (d, e) Chdi tao thanh sau 40 va 50 ngay.

M # (O 1t 2 3 4 5

600 bp

Hinh 8. Sy hién dién ctia gene hptll trong choi gia
dinh chuyén gene.

(1) DNA ladder 100 bp; (+) Déi ching duong; (-) Doi
chitng am; (1-5) DNA chdi gid dinh chuyén gene.

Mgra16281 la gene ma héa mot effector chua
biét chic nang clia tuyén tring Meloidogyne
graminicola. Effector nay chita mot doan peptide
tin hi¢u (signal peptide) ¢ dau N-terminal va du
doan c¢6 kha ning dinh vi bén trong té bao chat

ctia té bao chi. Cac két qua thyc nghiém cho
thay khi xt 1y tuyén trung véi siRNA chuyén biet
cho mRNA bing phuong phéap soaking da lam
gidm kha ning ky sinh ciia tuyén tring. Trong
nghién ctu nay, trinh ty gene Mgral6281 cuia
dong tuyén trung M. graminicola ky sinh lda da
duge xac dinh tuong dong 97% so vdéi trinh tu
ctia M. graminicola tit An Do (Somvanshi & ctv.,
2018) va 80% so v6i M. incognita phan lap tit
cay dau nanh 6 Viet Nam (Nguyen & ctv., 2019).
Diéu nay lam r6 thém nhan dinh vé mitc do da
hinh ctia cac effector trong cing mot loai va lién
loai Meloidogyne sp. (Bellafiore & Briggs, 2010).
Dé tim hiéu chitc nang lien quan dén doc tinh
clia effector nayy & tuyén trung, cu tric miRNA
nhan tao da dugc téng hop va chuyén vao trong
cay lda IR64 nhim gidm mitc do biéu hién ctia ef-
fector thong qua cay ky chii (HIGS). Sy biéu hién
cua miRNA trong cay lia va thit nghiém déanh gia
mitc do gidm kha ning ky sinh clia tuyén tring
trén cay lda sé dugce tiép tuc thuc hien dé lam
sang t6 vai tro clia effector cung cap théem dit
liu cho Iita chon phuong thitc chon tao giéng va
kiém soat tuyén triing sung 1é § cay trong.

4. Két Luan

Trinh tuw gene Mgra16281 ma héa mot effector
chua biét chitc nang cia tuyén trung Meloidogyne
graminicola da duge xac dinh trinh ty. Dya vao
trinh tur ctia doan gene nay da thiét ké va tong
hop cau trac amiRNA c6 kha ning bat hoat sy
biéu hién ctia gene 16281 clia tuyén tring sung ré.
Céu trac nay da duge chuyén vao cay lda nho vao
vi khuan A. tumefaciens EHA105 nhim nghien
cttu vali tro cua effector 16281 trong qua trinh ky
sinh cay laa ctia tuyén tring M. graminicola.

L&i Cam On
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Tai Liéu Tham Khao (References)

Bellafiore, S., & Briggs, S. P. (2010). Nematode effectors
and plant responses to infection. Current Opinion in
Plant Biology 13(4), 442-448.

Bellafiore, S., Jougla, C., Chapuis, E., Besnard, G.,
Suong, M., Nguyen, V. P., De Waele, D., Gantet, P., &
Ngo, T. X. (2015). Intraspecific variability of the fac-
ultative meiotic parthenogenetic root-knot nematode

www.jad.hcmuaf.edu.vn

Tap chi Nong nghiép va Phdt trién 19(4)


http://jad.hcmuaf.edu.vn

44

Trudng Dai hoc Nong Lam TP. H6 Chi Minh

(Meloidogyne graminicola) from rice fields in Vietnam.
Comptes Rendus Biologies 338(7), 471-483.

Dutta, T. K., Ganguly, A. K., & Gaur, H. S. (2012).
Global status of rice root-knot nematode, Meloidogyne
graminicola. African Journal of Microbiology Research
6(31), 6016-6021.

Eisenback, J. D., & Triantaphyllou, H. H. (1991) Root-
knot Nematodes: Meloidogyne species and races. In
W. R. Nickle (Ed). Manual of agricultural nematology
(191-274). New York, USA: Marcel Dekker.

Gao, L., & Liu, X. Z. (2010). Sporulation of several
biocontrol fungi as affected by carbon and nitrogen
sources in a two-stage cultivation system. The Journal
of Microbiology 48(6), 767-770.

Golden, A. M., & Birchfield, W. (1965). Meloidog-
yne graminicola (Heteroderidae), a new species of
root-knot nematode from grass. Proceedings of the
Helminthological Society of Washington 32(2), 228-
231.

Goverse, A., & Smant, G. (2014). The activation and sup-
pression of plant innate immunity by parasitic nema-
todes. Annual Review of Phytopathology 52, 243-265.

Gregory, C. B., Marceline, E., & Conrad, B. (2017). The
impact of plant-parasitic nematodes on agriculture and
methods of control. In: Shah, M. M. (Ed.). Nematol-
ogy: Concepts, diagnosis and control (121-151). Lon-
don, UK: IntechOpen.

Hogenhout, S. A., Van der Hoorn, R. A., Terauchi, R.,
& Kamuon, S. (2009). Emerging concepts in effetor
biology of plant-associated organisms. Molecular Plant
Microbe Interaction 22, 115-122.

Kyndt, T., Fernandez, D., & Gheyse, G. (2014). Plant-
parasitic nematode infections in rice: Molecular and
cellular insights. Annual Review of Phytopathology
52(1), 135-153.

Nicol, J. M., Turner, S. J., Coyne, D. L., den Nijs,
L., Hockland, S., & Tahna Maafi, Z. (2011). Current
nematode threats to world agriculture. In: Jones, J.
T., Gheysen, G., and Fenoll, C. (Eds.). Genomic and
molecular genetic of plant nematode interactions (21-
43). London, UK: Springer.

Nguyen, P. V., Nguyen, L. T. N., Tran, T. B., & Ton,
L. B. (2019). Construction of artificial microRNA ex-
pression vectors for inhibition of Minc16281 gene in
root-knot nematode Meloidogyne incognita. The Jour-
nal of Agriculture and Development 18(4), 62-69.

Sahoo, K. K., Tripathi, A. K., Pareek, A., Sopory, K. S.,
& Singla-Pareek, S. L. (2011). An improved protocol
for efficient transformation and regeneration of diverse
indica rice cultivars. Plant Methods 7(1), 49.

Sambrook, J., & Russell, D.W. (2001). Molecular cloning:
a laboratory manual (Vol. 2, 3" ed.). New York, USA:
Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Schwab, R., Ossowski, S., Riester, M., Warthmann, N., &
Weigel, D. (2006). Highly specific gene silencing by ar-
tificial miRNAs in Arabidopsis. Plant Cell 18(5), 1121-
1133.

Somvanshi, V. S.; Tathode, M., Shukla, R. N., & Rao,
U. (2018). Nematode genome announcement: A draft
genome for rice root-knot nematode, Meloidogyne
graminicola. Journal of Nematology 50(2), 111-116.

Trudgill, D. L., & Block, V. C. (2001). Apomictic,
polyphagous root- knoot nematodes: exceptionally
successful and damaging biotrophic root pathogens.
Annual Review of Phytopathology 39(1), 53-77.

Warthmann, N., Chen, H., Ossowski, S., Weigel, D., &
Hervé, P. (2008). Highly specific gene silencing by ar-
tificial miRNAs in rice. PLoS ONE 3(3), €1829.

Tap chi Nong nghiép va Phat trién 19(4)

www.jad.hcmuaf.edu.vn


http://jad.hcmuaf.edu.vn

	Ðt Vn Ð
	Vt Liu và Phng Pháp Nghiên Cu
	Thu mu và phân lp LAB
	Kim tra kha nang sinh acid lactic cua các chung LAB phân lp
	Kha nang phân giai CaCO3 trên ıa thach
	Ðinh lng kha nang sinh acid lactic cua các chung LAB tuyn chon
	Khao sát hoat tính i kháng cua LAB tuyn chon vi vi khun và nm gây bnh
	Ðinh danh các chung vi khun lactic chon loc bng sinh hoc phân t
	Kt Qua và Thao Lun
	Kt qua phân lp LAB t mu t trng rau
	Kt qua th nghim kha nang sinh acid lactic
	Kt qua khao sát tính kháng cua LAB i vi nm và vi khun gây bnh
	Kt qua inh danh các dòng LAB c tuyn chon
	Kt Lun 
	Ðt Vn Ð
	Vt Liu và Phng Pháp Nghiên Cu
	Thi gian và ia im
	Vt liu nghiên cu
	Phng pháp nghiên cu
	Kt Qua và Thao Lun
	Kt qua phân tích giá th trng ba ging hoa cát tng trong thí nghim
	Anh hng cua lng am n chiu cao cây cua ba ging hoa cát tng
	Anh hng cua lng am n s lá cua ba ging hoa cát tng
	Anh hng cua lng am n s nu và s hoa cua ba ging hoa cát tng
	Kt Lun
	Ðt Vn Ð
	Vt Liu và Phng Pháp Nghiên Cu
	Vt liu thí nghim
	B trí thí nghim
	Kt Qua và Thao Lun
	Hàm lng dinh dng trong t và trong lá da sau thí nghim
	Anh hng cua phân lân n quá trình sinh trng cua cây da
	Anh hng cua phân lân n ti l u trái và nang sut cây da
	Anh hng cua phân lân n cht lng trái da
	Kt Lun
	Ðt Vn Ð
	Vt liu và Phng Pháp Nghiên Cu
	Vt liu
	Phng pháp nghiên cu
	Kt Qua và Thao Lun
	Ðánh giá  m và tro toàn phn cua mu nguyên liu
	Ðinh tính s b thành phn hóa hoc cua nguyên liu
	Ðinh lng hàm lng polyphenol, tanin, flavonoid trong dich chit lá cây khôi nhung
	Kha nang kháng oxy hóa cua dich chit lá cây khôi nhung
	Ðánh giá kha nang kháng khun cua dich chit lá cây khôi nhung
	Kt Lun
	Ðt Vn Ð

	Vt Liu và Phng Pháp Nghiên Cu
	Vt liu nghiên cu
	Thu thp tuyn trùng Meloidogyne graminicola
	Tao dòng gene Mgra16281
	Thit k và tng hp miRNA nhân tao
	Gn cu trúc amiRNA vào vector biu hin
	Tao cây lúa mang cu trúc miRNA nh vi khun Agrobacterium tumefaciens
	Kim tra s hin din cua gen chuyn
	Kt Qua và Thao Lun
	Thu thp tuyn trùng Meloidogyne graminicola
	Tao dòng gene Mgra16281
	Thit k và tng hp miRNA nhân tao
	Gn cu trúc amiRNA vào vector biu hin tao vector chuyn gene
	Tao cây lúa mang cu trúc miRNA
	Kt Lun
	Ðt Vn Ð

	Vt Liu và Phng Pháp Nghiên Cu
	Vt liu
	Phng pháp nghiên cu
	Kt Qua và Thao Lun
	Xác inh pham vi nghiên cu
	Phân tích tng quan gia giá tri EC và phan xa ph cua anh Landsat
	S tng quan gia giá tri EC và các chi s  mn
	Tao ban   mn cua t
	Kt Lun
	Ðt Vn Ð
	Vt Liu và Phng Pháp Nghiên Cu
	Nguyên liu, hóa cht và thit bi
	B trí thí nghim
	Anh hng cua hàm lng natri metabisulfite b sung n quá trình lên men ru
	Anh hng cua ty l phi trn thit qua và nc n quá trình lên men ru
	Anh hng cua tng hàm lng tng cht rn hòa tan trong dich quá trc lên men n quá trình lên men ru
	Anh hng cua ty l nm men b sung và thi gian lên men n quá trình lên men ru
	Phng pháp phân tích các chi tiêu
	Phng pháp x lí s liu
	Kt Qua và Thao Lun
	Anh hng cua hàm lng natri metabisulfite b sung n quá trình lên men ru
	Anh hng cua ty l phi trn thit qua: nc n quá trình lên men ru
	Anh hng cua hàm lng tng cht rn hòa tan n quá trình lên men ru
	Anh hng cua ty l nm men b sung và thi gian lên men n quá trình lên men ru
	Kt Lun
	Ðt Vn Ð
	Vt Liu và Phng Pháp Nghiên Cu
	Vt liu thí nghim
	Tinh du
	Chung vi khun
	Môi trng, hoá cht

	Phng pháp nghiên cu
	Chun bi huyn phù vi khun
	Kha nang kháng khun cua tinh du
	Nng  c ch ti thiu 
	X lí s liu
	Kt Qua và Thao Lun
	Kha nang kháng khun cua mt s loai tinh du i vi các dòng vi khun th nghim
	Nng  c ch ti thiu (MIC) cua tinh du i vi các chung vi khun nhay cam
	Kt Lun
	Ðt Vn Ð
	Vt Liu và Phng Pháp Nghiên Cu
	Sun khp chân gà
	Enzyme và hóa cht
	Phng pháp nghiên cu
	Quá trình thuy phân sun khp chân gà
	Khao sát các yu t anh hng n phan ng thuy phân sun khp chân gà vi xúc tác enzyme Protamex nhm thu dich axit amin
	Các phng pháp phân tích
	Kt Qua và Thao Lun
	Thành phn hóa hoc cua sun khp chân gà
	Anh hng cua nhit  phan ng
	Anh hng cua pH môi trng phan ng
	Anh hng cua ti l enzyme
	Anh hng cua thi gian phan ng
	Anh hng cua ti l th tích môi trng phan ng
	Kt Lun

	Ðt Vn Ð
	Vt Liu và Phng Pháp Nghiên Cu
	Vt liu
	Thit bi
	Phng pháp thí nghim
	Tao nhu tng
	Tao hat vi boc
	Ðo kích thc hat vi boc
	Phân tích du Gc bng quang ph
	Xác inh hiu sut vi boc MEY
	Hiu sut thu hi cht rn YR
	Nang sut tai thc t NST
	B trí thí nghim
	Kt Qua và Thao Lun
	Ch tao thit bi
	Kt qua thí nghim
	Thao lun
	Anh hng phng pháp tao hat lên hình thái và kích thc hat
	Anh hng phng pháp tao hat lên MEY
	Anh hng phng pháp tao hat lên NST và LCR
	Anh hng phng pháp tao hat lên YR

	Kt Lun




















































