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1. Muc tiéu va déi twong nghién ctru ciia luin 4n
Muc tiéu

Xéc dinh su hién dién cta phan tir osa-miR7695 trén cac giong lia japonica va indica. Phan tich
muc 3o va gia tri biéu hién ctia cac phén tit osa-miR7695, osa-miR160a va osa-miR169a trén nhém lua
chéng chiu va nhém la min cam tréng tai Viét Nam.

Xéc dinh mdi lién hé gitta phin tir osa-miR7695 va cic bién thé phién ma ciia gen dich
OsNrampé.

Phan tich mirc d6 va gia tri biéu hién ciia cac bién thé phién ma OsNramp6 trén nhém lua chéng
chiu va nhém lta man cam tréng tai Viét Nam.

Du doan, tim kiém cac microRNAs khac ngoai osa-miR7695 trong viéc tic dong dén cac bién
thé phién mi ctia gen dich OsNramp6.
Poi twong nghién ciru

Pbi twong nghién ciru cua dé tai la cac phén to osa-miR7695, osa-miR169a, osa-miR160a va

OsNramp6 lién quan dén kha ning chong chiu ndm gy bénh dao 6n trén laa, Magnaporthe oryzae.



2. Phwong phap nghién ciru

Nghién ciru da tién hanh thu thip cac gidng lta thuc dia dang dwoc trdng & cac ving trong lua
thudc cac tinh thanh & mién Nam Viét Nam. Cac gidng laa duoc trdng thanh ciy con 14 ngay tubi
trong cac chau nhua kich thudc 18-14 cm véi mdi chau 5 hat trong didu kién nha luéi. Dong thoi, mau
nim gdy bénh M. oryzae LBT2 dugc nubi cdy trén moi trudng oatmeal agar trong 2 tuln, chiéu dén
Blacklight tao UV trong 2-3 ngay & 25 °C d& kich thich bao tir ndy mam. Bao tir ndm M. oryzae LBT2
duoc pha lodng & ndng d6 1x10° -5x10° bao ti/ml v6i dung dich Tween20 0.1% va phun suong dung
dich bao tir 1én 13 ltia 14 ngay tudi. L4 lna sau khi phun bao tir dugc d& qua dém trong t6i, 4m & nhiét
d6 25 °C sau d6 dua ra nha lugi. Ving la bi nhiém cua 19 giéng laa duoc thu thip & cac thoi diém 24h,
48h, va 72h sau khi nhiém. Cac mau 14 duoc trit lanh va ly trich dé thu thip RNA téng dé danh gia
biéu hién ctia cac phan tir microRNAs va bién thé phién ma OsNramp6. Sau 5-7 ngay trong & nhiét o
28-32 °C, d6 4m tir 65% - 80%, cdc mAu 1a lia nhiém ndm M. oryzae LBT2 dugc thu thap 3 14 cho mét
cy lta (l3p lai 5 cAy cho mdi nghiém thirc). Panh gia mirc d6 nhiém ndm M. oryzae LBT2 bing phin
mém Assess 2.0 (APS Press, USA), tir d6 phan hang céc gibng lta dbi véi tinh khang nim gy bénh
dao 6n M. oryzae LBT2.

RNA tbng (bao gdbm miRNA) cua mau 14 nhidm bénh chiét xuit bing Trizol theo huéng dan cua
nha san xuat (Thermo Fisher Scientific, USA). TAt ca cac mau RNA dugc xu ly v6i DNase I,
Amplification Grade (Invitrogen, USA) dé loai bd cac phan tir DNA ton du. Su hién dién cua phan tir
osa-miR7695 trén cac giéng lta dugce xac dinh béng k¥ thuét nested RT-PCR voi cac doan primer dédc
hiéu va duoc nhin dong vao trong vector pJETI.2, chuyén vao té bao E.coli DH5a bing phuong phap
séc nhiét (Thermo Fisher Scientific, USA). Nhing dong duong tinh (positive clones) dugc chon lua,
kiém tra bang phuong phip PCR véi doan primer LpJETI.2F va LpJETI.2R sau d6 gidi trinh tu tai
cong ty First Base, Malaysia, sau d6 so sanh trinh tu ctia cdc doan cheén bing phin mém BLAST véi co
s6 dir liéu miRBase.

Mtrc d6 biéu hién ctia phan tir osa-miR7695, osa-miR169a, osa-miR160a va céc bién thé phién
mi cta phan to OsNramp6.4 duoc danh gid bang phuong phép real-time PCR (qPCR) véi kit
SensiFAST SYBR No-ROX (Bioline, UK), cac primer déc hiéu cting gen OsUbil 1am d6i chimg. Mirc
dd biéu hién cta osa-miR7695, osa-miR169a, osa-miR160a va OsNramp6 duoc dinh luong tuong ddi
bing phuwong phap 22, M&i phan tmg duoc lap lai 3 1an va ghi nhan di liéu bing cong thirc : trung
binh + d6 1éch chuén. Cac microRNAs tiém nang twong tic véi cac bién thé phién ma cua OsNramp6
duoc xéc dinh bing cong cu psRNATarget V2.
3. Cac két qua chinh

- Nghién ctru da xac dinh phan tir osa-miR7695 12 mot microRNA chi cé & trén l0a, c6 vai
trd diéu hoa ting kha ning khang nam gy bénh dao 6n M. oryzae thdng qua su uc ché gen dich

OsNramp6. Phan tit osa-miR7695 nay hién dién trén ca gibng 10a japonica va indica.



- Nghién ciru cho thdy muc d6 bidu hién cua osa-miR7695 c6 su khac biét gitta nhom lda
chéng chiu va min cam véi ndm M. oryzae & cac thoi diém 24 hpi, 48 hpi, 72 hpi (hpi — gio sau
nhi&m). Khuynh huéng biéu hién cia phén tir ndy gia tang va dat cao nhét & 72 hpi so véi cac thoi
diém khac. Két qua phan tich gia tri AUC dat 0,899 véi d6 tin cdy 1a 95% cho thdy mé hinh nhan
dién, phan biét giéng lia chéng chiu va mén cam dua trén osa-miR7695 1a hiéu qua cao c6 thé tro
thanh chi thi phan tir tiém ning cho tinh khang trén céc gibng laa tai Viét Nam.

- Mitrc d6 biéu hién ctia osa-miR169a va osa-miR160a trén nhom lta chéng chiu cao gép 25
14n va 2,6 12n so v6i nhém lta min cam & thoi diém 72 hpi va 24 hpi cling ¢6 thé tré thanh cac chi
thi phan tir tiém ning cho tinh khang nam giy bénh dao 6n trén cac gibng lta.

- Trong sb 8 bién thé phién ma cta gen OsNranp6, hai phan tit OsNramp6.1 va OsNramp6.4
¢6 mirc d6 bidu hién ting cao & thoi diém 24 hpi khi so sanh gitta nhom lGa man cam va nhéom lia
chéng chiu. Két qua danh gia hiéu qua md hinh chin doan dua trén duong cong ROC ciia hai
phan tir dat 100% va 93,7%.

- Phan tich in silico xac dinh duoc 6 microRNAs co thé lién quan dén viéc didu hoa céc bién
thé phién ma OsNramp6 bao gém osa-miR159a, osa-miR444b, osa-miR535, osa-miR1847, osa-
miR5816 va osa-miR1852. Trong d6, c6 2 microRNAs da dugc mé ta chirc ndng trong viéc diéu
hoa laa chdng lai ndm M. oryzae 1a osa-miR159a va osa-miR444b. )

- Phan t& osa-miR7695, osa-miR169a, osa-miR160a, OsNramp6.1, va OsNramp6.4 la cac
phan tir chi thi tiém ning cho viéc x4c dinh cac giéng lua c6 kha ning khang véi nim giy bénh

dao 6n, gop phﬁn ho tro cho codng tac, chuong trinh lai tao giéng lGa tai Viét Nam.

Gido vién huéng dan Nghién ctru sinh
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