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MO PAU
Tinh cap thiét ciia dé tai

Bénh dao 6n la bénh do nam Magnaporthe oryzae giy ra, phan
b rong khap céc ving trong lta, dic biét 1a nhig noi ¢ khi hau 6n
hoa, d6 am cao, gay thiét hai nghiém trong dén nang suat lua. Cac
nghién ctru vé tinh khang v6i nam M. oryzae gay hai trén laa da duoc
tién hanh tir nhitng ndm dau thap nién thé ky 17, va trong vong hai thap
nién gan day thi cac nghién ctu vé ltia chong chiu nim M. oryzae da
dugc tién hanh rdt manh mé&. Bén canh cic nghién ctru vé gen khang
nam M. oryzae thi cac nghién ctru vé sy biéu hién ctia microRNA nbi
1én nhu mot chi thi phan tir gitip phan biét tinh khang ddi voi nim gay
bénh dao 6n trén cay lua.

Theo nghién ctru cua Campo va ctv. (2013) da chi ra rang sy
biéu hién gia ting osa-miR7695 ¢6 lién quan dén khang nam M. oryzae
trén loa. Trong d6, osa-miR7695 kiém soét sy biéu hién ciia gen dich
OsNramp6 (Os01g31870) von lién quan dén hé mién dich cua cay lua
trong viéc chdng chiu kha ning xdm nhidém ciia ndm M. oryzae, cu thé
12 osa-miR7695 diéu hoa 02 bién thé phién ma OsNramp6.1 (s-
Nramp6) va OsNramp6.8 (I-Nramp6) (Campo va ctv., 2013, Peris-
Peris va ctv., 2017). Hon thé nira, bén canh phan tir osa-miR7695 con
c6 rit nhiéu phan tr microRNAs khac nhu: osa-miR169a, osa-
miR162a, osa-miR164a, osa-miR398b, osa-miR168, osa-miR398, osa-
miR167d, osa-miR160a v.v... dugc md ta 1a c6 lién quan dén hé mién
dich ctia cay lta chdng chiu v6i sy xAm nhiém ciia nim M. oryzae.

O Viét Nam, cong tac nghién ctru, phat trién cac gidng lua co
kha nang khang cao va bén viing voi bénh dao 6n van dang duoc chu
trong va can nhiing giai phap hi¢u qua vé mit sinh hoc phén tir. Danh
gia mirc d6 biéu hién ciia cac phan tir miRNAs cing cac gen muc tiéu
dich cta n6 hira hen trong viéc dua ra mot cai nhin toan canh vé vai trd
clia cac RNA ngén khong ma hoa d01 v6i sy dap (g mién dich cua cay
lta, dong thoi ciing 1a mot trién vong dé ung dung cac phan tir
microRNAs va cac gen muc ti€u nay nhu 1a mot cong cu hd trg cho
viéc xac dinh va phan biét cac nhom lua chéng chiu va man cam véi
ndm M. oryzae, phuc vu cho cong tac lai tao va danh gia kha nang
khang cia cac giéng lua tai Viét Nam hién nay. Tir nhitng co sé néu
trén, dé tai “Nghién ctru gia tri biéu hién microRNA trong tuyén chon
gidng ltia chdng chiu bénh dao 6n (Magnaporthe oryzae)” da dugc tién
hanh.

Y nghia khoa hoc )
Gop phan xac dinh sy hién dién va vai tro cua osa-miR7695 doi



v6i tinh khang nam gy bénh dao 6n (Magnaporthe oryzae) trén gidng
laa (Oryaza sativa) & Viét Nam, hau hét thudc gidng lua indica.

Khai quat 16 va ddy di hon vé mdi tuong tac giita cac bién thé
phién ma gen OsNramp6 véi hé théng cac phan tir miRNAs trén ciy
lta.

Gop phan hd trg cong tac phan biét va lai tao giéng lta chong
chiu nim gy bénh dao 6n (Magnaporthe oryzae) trén ciy lua (Oryza
sativa L.).

Tao tién dé cho cac nghién ctru co ban va tng dung miRNA
khong chi trén ndm M. oryzae ma con trén cac tac nhan giy bénh khac.

Y nghia thye tién

Gop phan xay dung cac dit liéu khoa hoc nhdm danh gia giéng
laa chéng chiu nim gy bénh dao 6n (M. oryzae) thong qua phan tu
o0sa-miR7695 hodc cac bién thé phién mi ciia gen OsNramp6. Day la
mot cach tiép can cda di truyén biéu sinh dwa trén su biéu hién cua cac
phan tir miRNAs trong cong tac nghién ctru cac gidng laa chng chiu
va man cam v6i nim gy bénh dao 6n.

Muc tiéu nghién ctru ciia dé tai

Xac dinh sy hién dién cua osa-miR7695 trén cac gidng lua
japonica va indica.

Phan tich mirc d6 va gia tri biéu hién cta osa-miR7695 va osa-
miR169a trén nhom lua chéng chiu va nhém laa mén cam tréng tai Viét
Nam.

Xac dinh mdi lién hé giita phan tir osa-miR7695 va cac bién thé
phién ma cua gen dich OsNramp6.

Phan tich mrc d¢ va gia tri biéu hién cua cac bién thé phién ma
OsNramp6 trén nhom laa chong chiu va nhém laa min cam trong tai
Viét Nam.

Dy doén, tim kiém cdc microRNAs khac ngoai osa-miR7695
trong viéc tac dong dén cac bién thé phién mi cua gen dich OsNramp6.

Thai gian nghién ciru )
Tur thang 10 ndm 2015 dén thang 10 nam 2020

Doi twgng nghién ciru
Déi tugng nghién ciru ctia dé tai 1a cac phan tir osa-miR7695,
osa-miR169a va OsNramp6 lién quan dén kha ning khang ndm giy
bénh dao 6n trén la, Magnaporthe oryzae.

Pham vi nghién ctru
Nghién ciru gidi han trong viéc phan tich gia tri va muc do bicu
hién cta cac phan tir osa-miR7695, osa-miR169a va OsNramp6, dé tix



d6 gop phan hd tro cho cong tac lai tao gidng lta khang nam gay bénh
dao oOn.

Nghién ctru dugc thue hién ¢ quy md phong thi nghiém va thuc
hién chiing bénh trén ciy lua trong diéu kién phong thi nghiém.

Nhirng déng gép méi ciia ludn an

Xac dinh dugc su hién dién cua osa-miR7695 trén giéng Iua
indica.

Phan tich so sanh mtrc d6 va gia tri biéu hién cua osa-miR7695
va osa-miR169a trén nhém laa chéng chiu va man cam tréng tai Viét
Nam.

Danh gia dwoc mirc d6 va gia tri biéu hién cia hai bién thé
OsNramp6.1 va OsNramp6.4 phu hop cho viéc lam chi thi sinh hoc cho
tinh khang nim gay bénh dao 6n trén cay laa.

Mo ta mdt cach ddy du vé sy twong tac ctia cac bién thé phién
méi OsNramp6.1, OsNramp6.8 véi mot s6 phan tir microRNAs trén laa.

B cuc ciia ludn 4n
Luan an gém 125 trang (khong ké phu luc), c¢6 4 chuong, phan
két qua nghién ctru ¢6 10 bang sd liéu va 31 hinh. Tong cong co 181
(01 tiéng Viét va 180 tiéng Anh) tai liéu dd dugc tham khao cac nodi
dung lién quan dén luén 4n.



Chuwong 1. TONG QUAN TAI LIEU

1.1. Nam gy bénh dao 6n trén lda, Magnaporthe oryzae.

Qué trinh gy bénh ctia ndm M. oryzae bao gom hai giai doan 1a
sinh san sinh dudng va sinh san vo tinh. M. oryzae bat dau xdm nhiém
bang cach hinh thanh bao tir bam trén trén bé mit ky nudc cua la va sau
d6 nay mam, hinh thanh cac ciu tric xdm nhiém nhu gidc bam
(appressoria), ong xdm nhiém (penetration peg) (Martin-Urdiroz va
ctv., 2016). Ong mam (germ tube) sau khi hinh thanh tir bao tir s€ nhan
biét bé mat 14 va hinh thanh giac bam dé tir &6 gitip nAm M. oryzae xam
nhiém vao té bao thuc vat thong qua tac dong cua lyc trorong co hoc va
c4c enzyme phan huy thanh té bao (Fernandez va Orth, 2018; Martin-
Urdiroz va ctv., 2016; Nguyen va ctv., 2011; Vu va ctv., 2012; Yan va
Talbot, 2016).

Triéu ching gy bénh ctia ndm M. oryzae bat dau tir cac dom
hoai tir nhd mau nau xuét hién trén 14 va phat trién thanh hinh elip voi
ria mau ndu va mau xam hodc trang (Agbowuro va ctv., 2020). Theo
thoi gian, nhirng ton thuong nay tang kich thude theo huo’ng cac mach
14 va khi nhidm nang s& xuat hién quing vang bao quanh vét nhidm cho
dén khi mé chét (Agbowuro va ctv., 2020). Do d6, ndm M. oryzae s&
gdy ra nhimng tac dong nghlem trong trén cdy lua nhu lam glam nang
suét hat do tac dong truc tiép cua viéc ngan chin su dich chuyén chat
dinh dudng lam cho hat kém hinh thanh hodc tham chi lam bong lua
bat thu (Prabhu va Filippi, 1995). O giai doan sinh dudng cua lua, nam
M. oryzae s& lam anh hudng dén tam véc va sd lugng dé nhanh cua cay
lam anh huong dén ning suat (Ribot va ctv., 2008). Thong thudng bénh
dao 6n & cd bong s& gay ra thiét hai 16n nhat vé nang suat hat gao trong
qua trinh xdm nhiém (Filippi va ctv., 2011).

1.1.1. H¢ théng mién dich ciia thye vt chong lai tac

nhan gy bénh

O cay trong c6 hai hé théng phong thu thudc hé théng mién dich
la PTT (pathogen-associated molecular pattern triggered immunity) va
ETI (effector triggered immunity) (Weiberg va Jin, 2015). Tuy nhién,
nim M. oryzae c6 thé tin cong hé thdng mién dich PTI thong qua vai
trd clia cac effectors. Va cac gen khang (R gene) trén cdy trong tao ra
chc protein c6 kha ning nhan biét cac effectors dé kich hoat hé théng
ETI khang nim gay bénh dao 6n (Katiyar-Agarwal va Jin, 2007).

1.1.2. Vai tro ciia cic phin tir RNAs nhé lién quan dén
tinh khiang bénh dao 6n trén lua
Céc phan tmg mién dich cua thuc vat dugc kiém soat chit ché
boi cac yéu t6 diéu hoa nhur cac yéu t phién ma va cac phan tir RNAs



nho (Deng va ctv., 2018). Cac phan tir RNAs nho ndi sinh trong thuc
vét bao gdm microRNA va siRNA. Ca hai phan tir nay déu duoc hinh
thanh tir hoat dong phén cit cua protein Dicer (DCL) va sau d6 chiing
két hop voi cac protein ARGONAUTE (AGO) dé tao thanh cac phirc
hop lam cam lang gen do RNA géy ra (RISC) (Baulcombe, 2004). Cac
phitc hop RISCs nay sé& lién két cu thé vai trinh tw DNA hodc RNA
thong tin ctia cac gen muc tiéu va kim hdm sy biéu hién ctia ching &
muc d¢ phién ma, sau phién ma hodc dich ma thong qua qua trinh
methyl hoa DNA, phan cit mRNA hodc kiém hiam qua trinh dich ma
(Brodersen va ctv., 2008; Llave, 2004; Song va ctv., 2019; Wu va ctv.,
2010). Cac nghién ctru gin day cho thiy RNA nhé (bao gdm
microRNA, siRNA va piRNA) dong vai tro chinh trong viéc diéu hoa
hé thong PTI va ETI & cdy trong (Fu va ctv., 2006; Khraiwesh va ctv.,
2012). Giira ciy trong va nim M. oryzae twong tac véi nhau thong qua
phan tor RNA nho (small RNA), tir d6 tao ra mot cudc canh tranh dé
kiém soat quyén diéu khién hé théng mién dich théng qua RNA nho
(Weiberg va Jin, 2015). Nam M. oryzae c6 thé kiém soat hé théng PTI
va ETI thong qua microRNA (miRNA), va nguoc lai lta ciing co thé
ngin can sy xdm nhidém ctia nim M. oryzae thong qua microRNA
(Baldrich va ctv., 2015; Li va ctv., 2019b; Zuo va ctv., 2014).

Dén thoi diém hién tai, c6 9 miRNAs c6 biéu hién ting lién quan
dén viéc tang kha niang khang ndm M. oryzae giy bénh dao 6n trén lua,
bao gdbm cac miRNAs sau: osa-miR159a, osa-miR160, osa-miR162,
osa-miR166, osa-miR168, osa-miR1320, osa-miR398, osa-miR7695,
osa-miR812w. Va cb6 9 miRNAs c6 biéu hién ting lién quan dén lam
giam kha ning khang ndm M. oryzae giy bénh dao 6n trén lua di duoc
mo ta chirc nang, bao gém: osa-miR164, osa-miR167, osa-miR169,
osa-miR319, osa-miR396, osa-miR399, osa-miR439, osa-miR444, va
osa-miR1873.

1.2. Vai tro va chirc ning cia gen OsNramp6

O ltia, co tat ca 8 gen Nramps mi hoa tao ra 8 protein NRAMPS,
duge danh sé thir ty tir OsNRAMPI dén OsNRAMPS (Gross va ctv.,
2003), cac protein OsNRAMPS nay cting dong vai tro trong viéc van
chuyén, can bing cac ion kim loai & cdy lta Oryza sativa. Trong do,
OsNRAMPG c6 vai trd tuong tu protein OsNRAMPS 14 van chuyén Fe?*
va Mn*". Céc nghién ciru gan day cho thay protein OsNRAMPG con
dong vai tro trong viée didu hoa ciy lua (Oryza sativa) chng lai nAm
M. oryzae (Campo va ctv., 2013; Peris-Peris va ctv., 2017).

Sau qua trinh cat ndi thay thé (alternative splicing), gen
OsNramp6 tao ra 8 bién thé phién mi khac nhau (08 transcript
variants), duoc danh sb thir ty tr 1 dén 8 (OsNramp6.1 dén



OsNramp6.8). Trong d6, doan dai nhat dugc ky hiéu 1a I-Nramp6
(Os01g31870.1) chira day du trinh ty ctia gen Nramp6, va doan ngan
nhét dugc ky hiéu 1a s-Nramp6 (0s01g31870.8) do thiéu doan intron 6
(Peris-Peris va ctv., 2017). O la, gen OsNramp6 déng vai trd trong
viéc can bang nong do Fe?'. Khi gen OsNramp6 biéu hién tang thi din
dén kha nang khang ndm M. oryzae giam (Campo va ctv., 2013). Giira
gen OsNramp6 va osa-miR7695 cé sy tuong tac voi nhau, cu thé 12 osa-
miR7695 (rc ché su biéu hién cua gen OsNramp6, dan dén khi osa-
miR7695 biéu hién ting thi cay lia ciing ting cudong kha ning khang
lai ndm M. oryzae thong qua su trc ché gen OsNramp6 (Campo va ctv.,
2013). Trong nghién ctru ciia Campo va ctv. (2013) cho rang chi c6 duy
nhét bién thé c6 chidu dai ngin nhét s-Nramp6 (OsNramp6.8) chia
trinh ty bd sung véi tién phan tor osa-miR7695 (osa-miR7695
precursor), dong thoi mirc d tich lity ctia s-Nramp6 ciing giam khi osa-
miR7695 tang biéu hién.



Chuong 2. NOI DUNG VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU

2.1. N¢i dung nghién ctru

Danh gia kha nang khang hodc min cam vdi nam gy bénh dao
on (Magnaporthe oryzae) trén 19 gidng lua trong & Viét Nam.

Xac dinh sy hién dién va phan tich mirc d¢ biéu hién ctia mot sb
phan tir microRNA (osa-miR7695, osa-miR169a) trén cac giéng lua
chéng chiu va min cam véi ndm M. oryzae.

Panh gia muc d6 biéu hién cia cic bién thé phién ma
(transcripts) OsNramp6 trén cic nhom lta chdng chiu va nhém lia man
cam voi ndm M. oryzae.

Tim hiéu mdi lién hé gitra cac bién thé phién ma OsNramp6 va
mdt s& microRNAs lién quan dén kha nang khang véi nim gay bénh
dao on, M. oryzae.

2.2. Thoi gian va dia diém nghién ciru

Nghién ctru dugc tién hanh tir thang 10 nim 2015 dén thang 10
nam 2020 tai Vién Cong Nghé Sinh Hoc va Mdéi Truong, Truong DPai
Hoc Néng Lam TP.H6 Chi Minh.

2.3. Vat li¢u nghién ciru

19 glong lta thu thap dugc ¢ cac ving trong lua thude cac tinh
mién Bic, mién Trung, mién Nam Viét Nam.

Ngudn miu nim giy bénh dao 6n M. oryzae LBT2 dugc lay tir
bd suu tdp miu nim gy bénh dao 6n M. oryzae tu phan 1ap (Hoa va
ctv., 2016).

Mai Trudng nudi cay namM oryzae: CM, OMA, PDA.

DNA 1y trich tir cac mau ndm M. oryzae va dugc su dung dé
dinh danh ndim M. oryzae bang k¥ thuat PCR véi mdi Pot2 transposon.

RNA tong dugc 1y trich theo phuong phap Trizol tir cdy lua 14
ngay tudi & cac thoi diém 24h, 48h, 72h sau khi cho nhiém ndm M.
oryzae.

Hoa chit st dung cho k¥ thuat qRT-PCR: SensiFAST SYBR
No-ROX mix, DNase I-RNase free, reverse transcriptase primer,
EDTA 0.5M, TransAmp Buffer, Reverse Transcriptase. Hoa chét dé
dién di san phim PCR: agarose, TBE bufer 1X, ladder 100 bp, 1kb.
Hoa chat dé thyc hién tong hop cDNA: RNA tdng s6, ProtoScript IT
reaction Mix 10X va 20X. Hoa chit dé thuc hién gPCR: Mastermix,
doan mdi, cDNA, nudc tinh khiét khong RNAase.

Céc thiét bi: Kinh hién vi, ndi hap khir trung, can dién tir, bép
dién, ta ce”iy, td mat, tu lanh -20 °C, ta séy, may vortex, may lc, may
PCR, may ly tim, bon dién di, may chup gel, 16 vi song, khay do gel,



den Blacklight.

Dung cu va vét tu tiéu hao khac: dén con, que cdy tam giac, que
céy moc, kim miii mac, lame, lammele, dia Petri, binh tam giac, becher,
binh cau, nudc cét 2 1an, cdc thiy tinh, gidy thim nudc, micropipette
va dau tube cac loai.

2.4. Phuwong phap nghién ciru

2.4.1. Phwong phap danh gia kha nang khang véi nim

M. oryzae tren cac giong laa thi nghiém

Céc gibng lua duoc trong thanh cdy con 14 ngay tudi trong nha
ludi trude khi chiing bénh, theo quy trinh ctia Campo va ctv. (2013).

Dé chuan bi cho dung dich huyén phu bao tir nAm gy bénh dao
6n, mau nam phan lap M. oryzae LBT2 duogc nudi ciy trén dia petri
chtra méi trudng oatmeal agar trong 2 tuan. Tiép d6, chuyén dia petri
vao t6i, chiéu dén Blacklight tao UV trong thoi gian 2-3 ngay ¢ 25 °C
dé kich thich bao tir nay mam.. Bao tir nAm M. oryzae LBT2 duoc pha
loang va tron voi dung dich Tween20 0.1%, sau d6 phun suwong Ién la
laa 14 ngay tudi.

La Itia sau khi phun bao tir ndm M. oryzae sé duoc dua vao trong
t6i, 4m ¢ nhiét do 25 °C dé qua dém va sau d6 dua ra nha ludi. Ving 14
bi nhidm cua 19 giéng lua dugc thu thip & cac thoi diém 24h, 48h, va
72h sau khi nhiém (hpi). Sau 5-7 ngdy, cic mau 14 laa nhiém nim M.
oryzae dugc thu thap va danh gid mic d6 nhidm bang phdn mém
Assess 2.0 (Lamari, 2008) dé so sanh murc d6 nhiém theo cong thirc:

[% dién tich = (dién tich nhiém/ dién tich 14)*100].

2.4.2. Phwrong phap chiét xuit RNA

RNA tong (bao gdm miRNA) ctia mau 14 nhidm bénh dugc chiét
xuét bang Trizol, trong moi trudng vo trang va khong co RNAase. Quy
trinh tién hanh nhu sau: 1g miu 14 dugc nghién véi nito 1ong, thém 1ml
Trizol va giit 10 phat ¢ nhiét do phong. Tiép d6, thém 200 pL
chloroform lanh, ly tim & 10,000 rpm trong 10 phit. Dich ndi dugc
chuyén vao eppendorf 1.5 ml, va tia qua dém & nhiét d6 —20 °C bang
isopropanol. Hdn hop dich duoc ly tim 20 phat & 10,000 rpm va ldy
phan két tua dem di rira voi diethyl pyrocarbonate (DEPC) ethanol 2
1an va dé khoé trong chan khong. Cudi _cung, két tua dugc hoa tan voi
100 uL nuéc khong ¢ nuclease. Po ndng d6 va mire do tinh khiét cia
RNA bang may NanoDrop™ 1000. Tét ca cic mdu RNA duge xir 1y
v6i DNasel dé loai bo cac phan tir DNA ton du.

2.4.3. Phuong phap xéac dinh su hién dién cua phéan tw
osa-miR7695 trén cac giong lua thi nghiém



K¥ thuat nested RT-PCR duogc sir dung dé x4c dinh sy hién dién
clia osa-miR7695 & 19 gidng lua voi cac doan moi ddc hidu (Campo va
ctv., 2013). Quy trinh dugc tién hanh nhu sau: RNA tong (Total RNA)
dugc phién md ngugc thanh cDNA bang kit SensiFAST cDNA
Synthesis. San pham sau khi chay RT-PCR ciia osa-miR7695 dugc
nhan dong (clone) vao trong vector pJETI.2 va chuyén vao té bao
E.coli DH50 bang phuong phap sdc nhiét. Nhitng dong duong tinh
(positive clones) dugc chon lya va kiém tra bang phuong phap PCR
voi doan moéi LpJETI.2F (5>CTGCTTTAACACTTGTGCCTGA 3')
va LpJET1.2R (5> TTCCTGATGAGGTGGTTAGCAT 3'). Céac doan
chén duogc giai trinh ty tai cong ty First Base, Malaysia. So sanh trinh
ty cua cac doan chén béng phﬁn mém BLAST véi co sé dir liéu
miRBase

2.4.4. Phwrong phap xéc dinh sy bién hién ciia phén tir

0sa-miR7695, osa-miR169a va OsNramp6 trén cac giong
lia chéng chiu va min cam

Mure do biéu hién cua phan to osa-miR7695, osa-miR169a va
phan tir OsNramp6.4 dugce danh gia bang phuong phap qPCR véi kit
SensiFAST SYBR No-ROX. Phan trng Real-time PCR dugc thyc hién
bang thiét bi Mygo Pro & chu trinh nhu sau: bién tinh ban dau 95 °C
trong 2 phut, 40 chu ky bao gom (bién tinh 95 °C trong 10s, bit cip &
65 °C trong 10s, kéo dai ¢ 72 °C trong 20s) va bao quan ¢ nhiét d6 10
°C. Gen OsUbil dugc st dung lam ddi ching ndi nhu mé ta trong
nghién ctru trude day (Campo va ctv., 2013). So sanh tuong ddi mirc
dd biéu hién cua osa-miR7695, osa-miR169a va OsNramp6.4 béng
phuong phap 24, Mirc d6 biéu hién c6 thé dugce danh gia bang gia tri
22Ctygi ACt = Cr clia mau — Cr ctia OsUbil. Mdi phan tng dugc lip
lai 3 1an va ghi nhan dir liéu bﬁng cong thirc: trung binh + d6 Iéch chuén
(Standard deviation - SD).

2.4.5. Phuong phap xic dinh microRNA tiém niing
Trinh ty cta cac bién thé > phién ma cua gen OsNramp6 du6i dinh
dang FASTA dugc dua vao phan mém psRNATarget V2 dé nhan dién
cac microRNAs & la c6 su bét cip tuong dong véi ving 5°UTR cia
c4c bién thé phién mi ctia gen OsNramp6, st dung gian do ghi diém co
san (predefined scoring schema) két hop véi dit liéu ciia miRBase (Dai
va ctv., 2018).

2.4.6. Phwong phap phin tich thong ké
S6 liéu dugc phén tich thong ké so sanh da bién v&i phuong
phap Tukey’s test. Kiém tra sy khac biét giira g10ng laa chdng chiu va
mén cam bang phuong phéap kiém dinh gia thuyét t-test va bac bo gia
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thuyét Ho & murc @ ¥ nghia thong ké P < 0,05. T4t ca thi nghiém duoc
1ap lai 3 lan, xtr li bang phan mém Microsoft Excel 2016 va Graphpad
Prism 8.4.3.

Mirc do dac hiéu, do nhay cua gia tri 22t (osa-miR76935, osa-
miR169a, OsNramp6), dugc xac dinh dya trén phuong phap phan tich
duong cong ROC (Receiver Operating Characteristic) (Fawcett, 2006)
dua trén nén web
(http://www.rad.jhmi.edu/jeng/javarad/roc/JROCFITi.html) hodc phan
mém Graphpad Prism 8.4.3.



11

CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Panh gia khi ning khiang/min cam véi nim M. oryzae trén
cac gidng lua thi nghiém.

Su thay d6i phan tram dién tich 1a bénh dugc quan sat ¢ cdy lua
va dugc phan loai vao nhom chdng chiu hodc man cam voi nim gay
bénh dao 6n. Nhom chong chiu (ST5, OM8017, RVT, Gold Carolina,
IR50404, va OMS5451) va nhém man cam (OM6162, OM9921, Nang
Hoa 9, OM2517, OM9582, Jasmine85, OM4900, OM576, BC15,
OM344, OM6976, OM4218, va OM7347). Nhoém man cdm cé mirc do
nhiém gép 3 14n so véi nhoém chdng chiu, didu nay ciing cho thy co su
khéc biét co ¥ nghia vé mirc d6 xdm nhiém cta ndm M. oryzae giita
nhém chéng chiu va nhoém man cam (Bang 3.1). Phan tich théng ké t-
test mirc d6 nhidm cho thdy nhom Ita chdng chiu va nhom lia man cam
¢6 su khac biét hoan toan (P<0,001).

Bang 3.1 — Ty 1& phan trim ctia viing nhiém trén 1a lua gay ra

boi M. oryzae & 19 gidng laa, sir dung phan mém Assess

v.2.0
R Tén gion Mirc do Gia tri nhi€ém trun
Nhom lia lia | nhibm (%) | binh nhom (%)
Nhom lia ST5 7,26 +1,05 14,49 £ 0,48
chéng OM8017 4,02 +0,58
chiu RVT 10,96 £ 0,15
Carolina 18,42 +£0,13
gold
OM5451 22,6 +£0,8
IR50404 23,65+0,19
Nhom OM6162 31,54+ 3,15 51,94 +0.95
min cim OM9921 | 32,83+0,65
Nang Hoa9 | 35,83 +0,11
OM2517 35,87 +£2,03
OM9582 36,64 + 0,88
Jasmine85 43,52 +0,13
OM4900 45,93 +0,5
OM576 46,27+ 1,6
BC15 56,45+ 0,32
OM344 63,32 +0,32
OM6976 76,76 = 0,54
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OM4218 81,01 £ 1,96
OM7347 89,21 +£0,21

3.2. X4c dinh sy hién dién ctia phin tir osa-miR7695 trén cac
gidng laa thi nghiém

Trong nghién ciu nay viéc xac dinh sy hién dién cua osa-
miR7695 déng vai trod rat quan trong nham c6 thé tién hanh danh gia
mirc 46 va gia trj biéu hién ciia osa-miR7695 trén cac gidng lta trong
pho bién tai Viét Nam. K§ thuat nested RT- PCR dugc st dung dé xéc
dinh su hién dién cta osa-miR7695 vi 4 doan mdi da duoc mo ta trude
day (Campo va ctv., 2013).

12 3 45 6 7 8 910111213141516171819
osa-miR7695
OsUbil

Hinh 3.14 - Két qua dién di xac dinh sy hién dién cua osa-miR7695
trén 19 gidng lia
(1): STS; (2): Carolina Gold; (3): RVT; (4): OM8017; (5):
OM35451; (6): IR50404; (7): OM2517; (8): OM6162; (9): OM9528;
(10): OM9921; (11): Nang Hoa 9; (12): Jasmine85; (13): OM4900;
(14): OM576; (15): OM7347; (16): BC15; (17): OM344; (18):
OM4218; (19): OM6976.

Két qua chi ra réng su hién dién ctia cac san phém khuéch dai
nested RT-PCR duoc quan sat trén hau hét 19 gidng lta thir nghiém,
Gen OsUbil duoc sir dung nhu 1a mot di chirng ndi thé hién chit lugng
ctia cac cDNA tong hop tir RNA tdng sb 14 t6t cho cac phan tng khuéch
dai nested RT-PCR (Hinh 3.14).

San phdm khuéch dai cua phan tng RT-PCR sau khi dugc bién
nap vao vector pJETI.2 v giai trinh tu cho ra mot chudi trinh ty dai
487 bp (Hinh 3.16). Két qua danh gia twong dong ctia chudi trinh tyr
ndy trén co s¢ dir liéu miRBase cho thiy doan trinh tu ndy c6 diém
tuong dong rat cao voi phan tir osa-miR7695 voi hai doan két qua trén
soi duong cua phan tu nay 1a osa-miR7695-5p va osa-miR7695-3p. Su
tuong dong ctia chudi trinh ty bién nap voi osa-miR7695-5p dat 120
diém va osa-miR7695- 3p dat 105 diém véi ngudng ki vong lan luot 1a
0,0004 va 0,006 cho thay kha nang Kkét qua bi sai 1éch khi dir liéu duoc
mé rong la rét thdp. Bén canh d6, biéu db giong hang ciing cho thiy
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khong tén tai diém sai léch (mismatqh) nao gitra hai doan trinh tu, qua
d6 c6 thé cho thay doan két qua khuéch dai nay chinh 1a osa-miR7695.

LpJET1.2F
/

/4 T7 promoter

Insert start from position 372

pIET1.2

Ampicillin 2974bp LpJET1.2R

rep(pMB1)

geeectgeagecgaattatattattittgecaaataatttttaacaaaagetctgaagteticticatttaa

attcttagatgatacttcatctggaaaattgtcccaattagtageatcacgctgtgagtaagttctaaace

atttttttattgttgtattatctctaatcttactactcgatgagttticggtattatctctatttttaacttggag
caggttccattcattgtttttticatcatagtgaataaaatcaactgctttaacacttgtgectgaacaccat
atccatccggegtaatacgactcactatagg 8 tc getegagttttt
cagcaagatGAGTAAAATGCACTAGCGGTCCTTAAACTTATCGGGAGGTTTCACTT
AAGTCCACGAACTTGCAAAGCGCACATCGAGGTCTCTAAACTTGGTTTATTGTA
TCATCCCGGTCCAAAGCCACGTTTGATTGTGGTCTTGCCTATGTGGCACGCCAC

GTGAATGATGACATGGAATTTTTTTTATTTTTTTICTCCCTTCTTCCTTCTTTTTTCA
CCACTGCGACAACCCCTCCCCTCGTTCCGCCTCTCACCACCGAGAAAAAAGGAG
GAAGAAAGAGAAAAAAAGAAGGAGGAAGGGAGAAAAAAATAAAAAAAAT
TCCATGTCATTATCCACGTGATGTGCCACGTAGGCAAGACCACAGTCAAATGLG
GCTTTGAACCGGAATGATATAATAAACCAAGTTTAGGGATCTCGATGTGCACTT
TGCAAGTTCGTGGATCTAAGTGAAACCTCCTGACAAGTTCAAGAACCGCTGGT
GTATTTTACTCatctttctagaagatctectacaatattctcagetgecatggaaaatcgatgttcttct

Hinh 3.16 — Két qua cloning va giai trinh ty cua phén tir
precursor osa-miR7695 (487 bp). Trinh tw mau do: primer
LpJETI1.2F; Trinh ty mau xanh: primer LpJETI.2R

=
|
=
S

3.3. Panh gia mirc dd biéu hién ctia phan tir osa-miR 7695 trén cac
gidng laa thugc nhém chéng chiu va min cam véi ndm giy bénh
dao 6n, M. oryzae

Trong nghién ctru ndy 3 giéng ltia dai dién cho mbi nhém chdng
chiu va min cam voi M. oryzae dugc sir dung dé tién hanh danh gia
kha ning biéu hién ctia osa-miR7695 & cac thoi gian sau 1y nhidm khac
nhau bao gdm 24 hpi, 48 hpi va 72 hpi. Két qua Nested RT-PCR cho
thdy osa-miR7695 hién dién trén 06 giéng lua tiéu biéu thuéc nhom lta
chdng chiu va nhém lta man cam (Hinh 3.18a). O trén nhom laa chdng
chiu, céc bang dién di c6 xu hudng to, rd hon theo trinh ty 24 hpi, 48
hpi, 72 hpi (Hinh 3.18a). Trong khi do, cac bang dién di trén nhom lta
mAn cam rat mo va khong nhén ra dugc sy thay ddi gitra cac thoi diém
(Hinh 3.18a). Két qua phéan tich qRT-PCR cho thiy mirc d¢ biéu hién
ctia nhém chdng chiu cao hon hin so véi nhom lta man cam & cac thoi
diém 24 hpi, 48 hpi va 72 hpi (Hinh 3.18b). Két qua nay rat twong dong
v6i két qua biéu hién cia osa-miR7695 trén hai nhom lba dugc thuc
hién bang phuong phap RT-PCR. Phan tich thong ké t-test cho thay c6
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su khéc biét gitta nhom lia chong chiu va nhom lia man cam (** twong
duong P <0.01)
Nhomlia khing  Nhom lia man cim b

a - 18.00

3 A
§

P>
2

®24 hpi
16.00

14.00 \ : #48 hpi

3
7
C

()4

7
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ey
Oy,
A,

&

osa-miR7695-24hpi

12,00 72 hpi

Ubi 10.00
8.00

ua'wuiii?ﬁyﬁ—n!ﬁhpl “ - 6.00 |
| 4.00
vhi e l l
i kL
osa-miR7695-72 hpi '
AR
V

0.00
> \\\'\ A0 L\H al

i o e
Ubi v & &

Hinh 3.18 - Mirc d6 biéu hién cia osa- -miR7695 trén mot sO gidng lta
dai dién cho hai nhom ltia chdng chiu va man cam véi nim M. oryzae.
(** twong dwong P < 0,01; hpi: gio sau lay nhiém). a: Két qua danh
gid RT-PCR; b: Két qua phan tich realtime PCR.

Két qua gqRT-PCR & toan bo 19 giéng cho thiy muc do biéu
hién cta osa-miR7695 duge diéu hoa tang & thoi diém 24 hpi ¢ ca
nhém laa chéng chiu va man cam. Gia tri biéu hién cao nhit cua osa-
miR7695 dugc ghi nhan & thoi diém 72 hpi trén nhom laa chéng chiu,
¢6 su khac biét vé mat théng ké khi so sanh v6i nhém lta man cam &
cung thoi diém (Hinh 3.19). Sy biéu hién ting osa-miR7695 1am ting
nong do sit, taing cuong dap tmg mién dich théng qua su e ché gen
dich OsNramp6 (Campo va ctv., 2013; Peris-Peris va ctv., 2017). Bén
canh d6, modun osa-miR7695/OsNramp6 con tham gia trong viéc tang
cuong tich liy phytoalexins & lua thong qua ting cudng biéu hién gen
OsCPS2, OsCPS4 (Feng va ctv., 2021). Két qua trong nghién ctru nay
cho thiy c6 su tuong déng voi cac bao cao trudc day cua Campo va
ctv. (2013) von cho ring biéu hién ting osa-miR7695 1am ting kha
nang khang nidm M. oryzae thong qua sy e ché gen dich OsNramp6.
Két qua nay ciing la két qua dau tién phan tich biéu hién cua osa-
miR7695 trén tap hop nhiéu gidng lta trong tai Viét Nam. Day 1a lan
dau tién cac dang biéu hién cua osa-miR7695 duge danh gia trén cac
gidng lta thudc nhom indica trong tai Viét Nam. Ket qué nay co y nghia
trong viéc xdy dyng cdc quy trinh phan biét cac gidng lua thugc nhom
chong chiu va min cam v6i nim gy bénh dao 6n dua trén cac gia tri
biéu hién ctia phan tir osa-miR7695.
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Hinh 3.19 - Mttc d¢ biéu hién cia microRNA osa-miR7695 & 19
gidng laa trong & Viét Nam. Mirc do khac biét ¢ y nghia thong ké
giita nhom chdng chiu va man cam (** twong duong P < 0,01; hpi:

gid sau lay nhiém).

3.4. Phan tich gia tri biéu hi¢n ciia phan tir osa-miR7695 trén cac
gidng laa chong chiu va min cam véi nim M. oryzae.

Phan tich biéu d6 hop duwa trén gia tri 22 cia 0sa-miR7695
duogc thuc hién trén 19 giéng Ia cua ca hai nhom chéng chiu va man
cam véi M. oryzae & céc thoi gian sau lay nhiém khac nhau 24, 48 va
72 hpi. Két qua chi ra rang biéu hién cua osa-miR7695 ting manh & 72
hpi va c6 sy khac biét mang tinh thong ké & ca 2 nhom (Hinh 3.20).

Két qua danh gia mirc d6 biéu hién cta osa-miR7695 trén hai
nhém lba cho thdy, & thoi diém 24 hpi, gia tri biéu hién cia
22¢t ndm trong khoang 1,89 — 8,71 (nhom giéng laa chéng chiu) va
1,15 — 3,28 (nhom gidéng ltia man cam). Sau 48 hpi, con sé nay & nhém
gidng lua chong chiu dao dong trong khoang 3,68 — 6,28 va tir 1,63 —
2,55 trén nhom main cam. Pén 72 hpi, gia tri biéu hién
2AC nam trong khoang khoang 8,75 — 15,54 (nhom gidng lta chdng
chiu) va 1,91 — 3,39 (nhoém gidng lua man cam).
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Hinh 3.20 - Biéu d6 hop mo6 ta biéu hién 22 ctia osa-miR7695 & 19
giong lta chong chiu va man cam. Murc d§ khac biét c6 y nghia thong
ké (** twong dwong P< 0,01; hpi: gio sau lay nhiém).

Pé xac dinh do nhay va dic hiéu cta gia tri 22 khi so sanh
giita 2 nhom ltia chng chiu va nhém lia man cam, phuong phap duong
cong ROC (receiver operator characteristic) dugc st dung (Quoc va
ctv., 2019). Két qua phan tich cho thﬁy gia tri AUC (Area under the
curve) dat 0,899 (do tin cay 95%), diéu _nay cho thdy mo hinh nhan
dién, phan biét nhoém lta chong chiu va man cam dua trén osa- -miR7695
la chinh xac, hiéu qua cao va c6 kha nang ing dung vao thuc té khi do
dac hiéu va do nhay cao dai dién cho kha nang phan biét duong tinh
that va 4am tinh that & cac giébng lia (Hinh 3.21).

1.0— e
s
Do
nhay L
o n_-f 1 1
0.0 0.5 1.0

Po dic hiéu

MicroRNA osa-miR7695
AUC = 0.899 (95% CI)

Hinh 3.21 - Buong cong ROC (Receiver operator characteristic) thé
hi¢n d¢ nhay va d¢ dac hiéu cta gia tri 2‘AC~t (0sa-miR7695) trong viéc
phan bi¢t nhom giong lta chong chiu va man cam. Di¢n tich bén dudi
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duong cong (AUC) 1a 0,899.

Do véy, két qua phan tich cho thdy osa-miR7695 1a mot phan tir
chi thi (marker) tiém ning, hd trg cong tac phan biét giéng lta chong
chiu va man cam v&i nim gdy bénh dao on, M. oryzae. Piéu nay gop
phan hd trg rat nhidu cho cac chwong trinh tuyén chon va lai tao céc
gidng lta tai Viét Nam hién nay.

3.5. Panh gia biéu hlen cua phan tir osa-miR169a trén cac gidng
laa chong chiu va min cim v6i nim gay bénh dao on,
Magnaporthe oryzae

Két qua phén tich biéu db hop (box plot) chi ra ring sy ting biéu
hién ciia osa-miR169a dugc quan sat & 48 hpi va 72 hpi trén cac gidng
laa thuc nhém chdng chiu (Hinh 3.25). Tuy nhién, sy khéc biét ¢6
nghia théng ké vé mirc do biéu hién cua osa-miR169 giita cac giéng lta
thudc hai nhém chi thé hién & 72 hpi. Hon nita, su gia ting cta gia tri
22t trung binh cta osa-miR169a trén cac gidng lua thudc nhom chong
chiu v&i M. oryzae cao hon 25 lan so vdi cac giéng ltia thudc nhom
man cam véi M. oryzae. O 72 hpi, cac gidng lta chdng chiu va min
cam voi M. oryzae c6 gia tri 22t ctia osa-miR169a 1an lugt 14 56,15 -
202,93 va 0,72 — 6,4. Két qua phan tich nay ciing thé hién tinh tuong
ddng v6i nghién ciru trude day cua Li va ctv. (2017) khi mirc do tich
lay biéu hién ctia cac thanh vién miR169 khong c6 sy khac biét vé mit
thong ké giita lta chdng chiu va lta man cam & cac thoi diém 0, 12, 24,
va 48 hpi. Do d6 viéc xac dinh sy khéc biét co y nghia thong ké gia tri
biéu hign 22 clia osa-miR169a trén cac gidng lta thudc hai nhom s&
cung cap thong tin dir liéu hitu ich giup sang loc va phan biét cac gidng

laa chdng chiu va man cam v&i ndm M. oryzae & 72 hpi.
2-act 0 hpi 24 hpi 48 hpi 72 hpi
600 T
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Hinh 3.25 — Biéu dd hop (box plot) cac gia tri biéu hién cua osa-
miR169a trén 12 gidng lta thudc hai nhém chdng chiu va min cam
v6i M. oryzae & cac thoi diém sau nhidm khac nhau (0, 24, 48 va 72
hpi). Dau ** chi mirc d6 khac biét co y ghia vé mit théng ké gitra 2
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nhom laa (P <0,01). hpi: gi' sau nhiém

Két qua c6 su khac biét so véi nghién ctu trude ddy vé dang
biéu hién cta osa-miR169a, vén dugc bao cao rang biéu hién giam dbi
v6i tinh khang ndm M. oryzae & lta, thong qua sy tc ché gen NF-YA
(Li va ctv., 2017). Trong nghién ciru trudc day, Li va ctv. (2017) tién
hanh thi nghi€m phan tich tac dong ctua osa-miR169a so sanh giira 01
gidng lta chong chiu (IRBLkm-Ts) va 01 giéng lua nhiém (LTH) dé
dua ra két luan osa-miR169a biéu hién giam, va chi tién hanh dén 48
hpi. Bén canh do, thi nghiém dé két luan osa-miR169a 1am giam kha
nang khang ndm M. oryzae dugc tién hanh thong qua sy bét giit osa-
miR169a bang gen dich gia (Li va ctv., 2017). C6 thé thdy rang cac két
qua Li va ctv. (2017) dugc tién hanh hau hét & mirc d¢ in vitro. Trong
khi thue té, & mutrc d6 di truyén biéu sinh, céc tac dong cta microRNA
con chiu anh huong ciia kha nhiéu yéu td khac nhu: RNA vong, nhan
td dich gia tur lua va tir ndm M. oryzae (Fan va ctv., 2020; Yuan va ctv.,
2018). Do vy, két qua khi tién hanh danh gia mic do biéu hién osa-
miR169a trén nhidu gidng lha s& co thé khac so véi thi nghiém chi tién
hanh so sanh giita 01 gidng laa chdng chiu va 01 giéng lta man cam.
Tém lai, biéu hién ting osa-miR1 69a lam tang kha nang khang nam M.
oryzae & thoi diém 72 hpi. Ket quéa vé mirc o biéu hién khac biét giita
nhém chéng chiu va nhém man cam v6i nAim M. oryzae cho thiy osa-
miR169a 1a mot chi th1 tiém nang trong viéc ing dung trong cong tac
lai tao, phan biét gidng lua chdng chiu nim M. oryzae bang sinh hoc
phén tur.

3.6. Panh gia mirc dd biéu hién ctia OsNramp6 trén cac gidng lua
chéng chiu va min cam véi nim M. oryzae.

Dé danh gia mirc d6 biéu hién cua OsNramp6 trén cac gidng lua
thudc hai nhém chéng chiu va man cam v6i M. oryzae, phuong phap
RT-PCR va qPCR duoc su dung trén 3 gidng lta dai dién cho moi
nhém. Két qua cho thiy murc do bleu hién bénh gitra 03 glong laa chéng
chiu thap hon so v&i 03 giéng lta man cam (Hinh 3.26a). Ket qua phan
tich RT-PCR cho thiy gen OsNramp6 hién dién ¢ cac gidng lna (15
nhét ¢ thoi diém 24 hpi) (Hinh 3.26b). O 3 mdc thoi gian sau lay
nhim, cac bing dién di (OsNramp6) & nhém laa chéng chiu mo hon
s0 voi nhom lia man cam, tham chi 1a khong c6 & thoi diém 48 hpi
(Hinh 3.26b). Hon nita, khi d4nh gia biéu hién ciia gen OsNramp6 bang
gPCR cho thay mirc d6 biéu hién cta gen OsNramp6 & nhém lua man
cam cao hon so voi nhom ltia chdng chiu, dic biét ¢ thoi diém 72 hpi
(Hinh 3.26¢). Biéu hién trung binh cua gen OsNramp6 & cac giong
khang dao dong tir 10-30, trong khi con s6 nay & nhom lia man cdm
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dao dong tur: 20-60 & 24 hpi; 20-80 ¢ 48 hpi va 100-240 & 72 hpi sau
lay nhiém (Hinh 3.26¢). So sanh muc do biéu hién giita osa-miR7695
va gen OsNramp6 trén 06 gidng ltia dai dién, két qua cho thay xu huéng
biéu hién trai nguoc nhau (Hinh 3.26¢,d). Két qua nay cling tuong
dong voi nghién ctru trude day cua Campo va ctv. (2013) von cho rang
biéu hién ciia gen OsNramp6 dugc diéu hoa giam & nhom lua chéng
chiu boi 0sa-miR7695, tir d6 1am tang kha ning khang ndm M. oryzae
o lua.

Hinh 3.26 — Biéu hién ctia gen OsNramp6 & 06 giéng lta tiéu biéu (03
gidng laa chong chiu, 03 gidng lta man cam). hpi: gid sau nhidm. a:
Két qua danh gia mic d nhiém bénh; b: Két qua danh gia RT-PCR
ciia mau; ¢,d: Két qua danh gia realtime-PCR trén gen OsNramp6 va

Osa-miR7695

3.7. Phan tich mirc d va gia tri biéu hién cia cac bién thé phién
ma OsNramp6 & nhém laa chong chiu va nhom lia min cam véi
nim M. oryzae

O thoi diém 24 hpi mirc d6 biéu hién ciia OsNramp6.1 trén
nhém lta man cam gép 6,5 14n so v&i nhom lta chéng chiu; va mirc 30
biéu hién ctia OsNramp6.4 trén nhom lia man cam gap 3,6 lan so véi
nhém laa chong chiu (Hinh 3.29). O thoi diém 24 hpi, gia tri 22 ctia
OsNramp6.1 nam trong khoang 2,49 — 5,4 (nhém ltia chong chiu) va
21,33 — 30,34 (nhoém laa man cam). Trong khi do, gia tri 22 cia
OsNramp6.4 nam trong khoang 3,53 — 12,02 (nhom laa chdng chiu) va
21,77 — 41,96 (nhom lia man cam).
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Hinh 3.29 - Biéu d hop (Box plot) thé hi¢n mirc do biéu hién
240 cua bicn the phién ma OsNramp6.1 va OsNramp6.4 cua 08 giong
lta trong ¢ Viét Nam, thoi diém 24 hpi.

Két qua ROC cho thiy, mo hinh xay dung dua trén bién thé
OsNramp6.1 va OsNramp6.4 thé hién mtrc d6 hiéu qua rat cao véi dién
tich bén dudi duong cong AUC lan lugt 14 1 va 0,937 voi mie ¥ nghia
thong ké dat hon 95% (Hinh 3.30). Diéu nay cho thdy do nhay va do
dic hiéu cao cua hai bién thé OsNramp6.1 va OsNramp6.4 trong viéc
phén biét nhém lua chéng chiu va nhom lta man cam, hira hen s& 1a
céc chi thi phan tir tiém ning cho viéc phat trién cac quy trinh, cong cu
va giai phap phuc vu cho viéc phan biét nhoém lua chdng chiu va nhém
laa man cam véi nAm M. oryzae & Viét Nam.

OsNrampé.i OsNramp6.4
- sNramp — ; ramp
80 80
% %
o ba
nhgy 60 nhay 60—
40 40+
g AUC= 1 R AUC= 0.937
0 P=0.02 28 P=0.04
0 T T T T 1 0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100 [} 20 40 60 80 100

100% Dac higu 100% Biic higu

Hinh 3.30 - Duong cong ROC cua OsNramp6.l va
OsNramp6.4. Dién tich dudi duong cong (AUC) cua OsNramp6.1 va
OsNramp6.4 tuong tng 1a 1 va 0,937 (P <0,05).

3.8. Nhan dién cic microRNAs tiém ning trong viéc diéu hoa
OsNramp6.1 va OsNramp6.4 & Iia b%ng phan tich insilico

Két qua cho thiy c6 6 microRNAs tiém nang (osa-miR5816,
osa-miR159a, osa-miR1847, osa-miR444a-5p, osa-miR1852, osa-
miR535-3p) duge tim thiy c6 lién quan dén sy didu hoa cac bién thé
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phién mad OsNramp6 (OsNramp6.1, OsNramp6.4 va OsNramp6.8)
(Hinh 3.31). Trong d6, 2 microRNAs (osa-miR1847 va osa-miR159a)
c6 thé tham gia diéu hoa sy biéu hién ca 3 bién thé phién ma, con 4
microRNAs con lai ¢6 thé chi diéu hoa su biéu hién duoc 2/3 bién thé
phién ma OsNramp6 (Hinh 3.31). Két qua ciing cho thay ngoai osa-
miR7695 c6 thé diéu hoa OsNramp6.8, con cd cic microRNAs (osa-
miR5816, osa-miR159a, osa-miR1847, osa-miR1852, osa-miR535-3p)
¢6 thé tham gia vao viéc diéu hoa mirc d6 biéu hién cta bién thé
OsNramp6.8.

osa-miR1847
" osa-miR15%
N T .

i e __EB
osa-miR335-3p . osa-miR444a-5p

osa-miR5816
osa-miR1852

Os01g31870.1

osa-miR444a-5p

0s01g31870.4

" osa-miR15%a stop codon
osa-miR1847

osa-miR1847
.. osa-miR159a

| L
0501¢31870.8  s° [ mffp ] 5
osa-miR535-3p stop codon
osa-miRS816
osa-miR1852

Hinh 3.31 - So dd vi tri bit cip cua 06 microRNA tiém ning
trén 03 bién thé phién ma OsNramp6.1, OsNramp6.4 va OsNramp6.8

Tém lai, két qua nghién ciru cua chiing t6i cung cap cac dit liéu
vé gia tri biéu hién va ty 1¢ ting ctia bién thé - phién ma OsNramp6.1 va
OsNramp6.4, khi so sanh gitra nhom lua chbng chiu va nhém lta man
cam v&i ndm M. oryzae trong & Viét Nam. Do vay, cac bién thé phién
ma OsNramp6.1 va OsNramp6.4 c6 thé duoc coi 1a cac chi thi phan tir
tiém ning cho cong tac lai tao giéng & Viét Nam. Day cung la bao cao
dau tién trong viéc mé ta mirc do biéu hién cua cac blen thé phién ma
OsNramp6 trén nhom lua chbng chiu va man cam v6i nAm M. oryzae.
Ty 1& bién dbi cao cua (OsNramp6.1 va OsNramp6.4) gitra nhom lta
chéng chiu va min cam v6i ndm M. oryzae s& 1a mot cong cu trién vong
trong viéc phan loai, danh gid nhom lua chéng chiu va nhom lta min
cam v6i ndm M. oryzae & Viét Nam dua trén biéu hién.



22

KET LUAN VA DPE NGHI

1. Két luan

- Phén tir osa-miR7695 1a mot microRNA chi ¢6 ¢ trén lda, hién
dién trén ca glong laa japonica va indica, c¢6 vai trd diéu hoa tang kha
ning khang nim gay bénh dao on M. oryzae thong qua su trc ché gen
dich OsNramp6.

- Mirc d¢ biéu hién ctia osa- -miR7695 c6 su khac biét (gip2-4
lan) gitra nhom lua chdng chiu va laa man cam véi nim M. oryzae &
céc thoi diém 24 hpi, 48 hpi, 72 hpi. Mttc d6 biéu hién ctia osa-miR169a
trén nhom laa chdng chiu cao gap 25 1an so v6i nhom lta man cam &
thoi diém 72 hpi.

- Phan tir OsNramp6. 1 va OsNramp6.4 ¢6 mirc &6 biéu hién ting
cao & thoi diém 24 hpi, khi so sanh gitta nhom ltia chéng chiu va nhém
lda min cam. Murc do biéu hién cua OsNramp6.1 trén nhém lua min
cam gap 6.5 1an so v&i nhom laa chdng chiu; va mirc d6 biéu hién cia
OsNramp6.4 trén nhom lia man cam gap 3.6 1an so v6i nhom laa chéng
chiu.

- Phan tich in silico xac dinh duoc 6 microRNAs ¢6 thé lién
quan dén viéc didu hoa cac bién thé phién ma OsNramp6. Trong d6, c6
2 microRNAs da dugc mé ta chirc ning trong viée diéu hoa lta chéng
lai ndm M. oryzae 13 osa-miR159a va osa-miR444b.

- Phan to osa-miR7695, osa-miR169a, OsNramp6.1, va
OsNramp6.4 1 céac chi thi phan tir tiém ning cho viéc xac dinh cac
gidng lua c6 kha nang khang véi nam gay bénh dao on, gop phan hd
tro cho cong tac, chuong trinh lai tao giéng Iaa tai Viét Nam.

2. Pé nghi

Panh gia mirc 6 biéu hién ciia 06 phan tir miRNAs lién quan
dén diéu hoa 02 bién thé phién ma OsNramp6.1 va OsNramp6.4 trén
chc gibéng la trong tai Viét Nam ciing nhu cac gen dich khac ma ching
kiém soat.
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