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MO PAU

Tinh cip thiét cia dé tai

Na4m Corynespora cassiicola, tac nhan giy bénh rung l4
Corynespora trén cay cao su, 1a mot trong nhiing dbi tuong dich hai
thyc vat duge quan tam tai hiu hét cac nude trong cao su do mirc do
va pham vi gdy bénh ctia nim gia ting nhanh chéng,

Nam C. cassiicola ¢6 dic diém sinh hoc rat phic tap vi la loai ky
sinh, hoai sinh va dong thoi 1a ndm ndi sinh (Déon va ctv, 2014). Két
qua cac nghién ctu st dung chi thi phan tt RAPD, rDNA-RFLP,
rDNA-ITS, ISSR cho thay loai nim nay rat da dang vé mit di truyén
(Darmono va ctv, 1996; Silva va ctv, 1998; Saha va ctv, 2000; Silva
va ctv, 2003; Romruensukharom va ctv, 2005, Nguyen Anh Nghia va
ctv, 2008; Qi va ctv, 2009; Nguyen Don Hieu, 2014; Oktavia va ctv,
2017). Trén phuong dién da dang di truyén gen ma hoa doc to
cassiicolin (gen Cas), c¢6 it nhit 06 nhom gen Cas dugc phat hién va
c6 su khac biét vé mirc dd gay bénh cua cac miu nim mang gen Cas
khac nhau (Déon va ctv, 2014).

Nhiéu dong vé tinh (DVT) cao su ban dau dugc cho 1a khang
bénh nhung sau d6 da nhiém bénh tir mirc nhe dén trung binh hodc
mam cam (Tan va ctv, 1992; Jayasinghe va Silva, 1996). Muc do
man cam cua cac DVT cao su bién thién tiy theo ving dia 1y, mot sb
DVT cao su duoc cho 1a khang bénh & nu6e nay nhung min cam &
nude khac. Didu ndy din dén gia thuyét nim C. cassiicola c6 kha
ning hinh thanh nhiéu noi sinh 1y méi dé pha v& tinh khang bénh ciia
mot s6 DVT cao su hodc 1a dang co su tdn tai nhiéu nodi ndm khéc
nhau trén nhiéu vung sinh thai. Bén canh d6, két qua cac nghién ctru
vé tinh gay bénh ciia nAim déu ching t6 ¢ su bién thién 16n vé mirc
d6 gy bénh cua cac mau phan 1ap (MPL) nidm khac nhau, mot sb
MPL c¢6 kha nang gay bé&nh cho vai loai ky chi nay nhung khong gay



bénh cho céac ky chu khac (Pernezny va Simone, 1993; Suwarto va
ctv, 2000; Cutrim va Silva, 2003; Poltronieri va ctv, 2003; Oliveira
va ctv, 2007; Nguyen Don Hieu va ctv, 2014; Ferreira va Bentes,
2017).

O Viét Nam, cac két qua nghién ctru vé nim C. cassiicola
van con it, s6 luong MPL chua nhiéu, chu yéu phan b cuc bo & mot
sb tinh vung Pong Nam BJ. Vi vay, viéc nghién ctru véi bg suu tap
MPL trai rong trén nhiéu ving dia 1y 1a rat can thiét, nhdam gép phan
hiéu biét v& cac dic diém dich t& ciia bénh rung 14 Corynespora, tir
d6 phat trién cac bién phap quan 1y bénh hiéu qua (theo hudéng tim
soat quan thé, can thiép, cAn bang quin thé tac nhin va chon tao
gidng cao su chdng chiu bénh). Tir nhitng co s& néu trén, dé tai
“Panh gia da dang di truyén va tinh giy bénh cia nim
Corynespora cassiicola trén cay cao su (Hevea brasiliensis) & Viét
Nam” da duogc thuc hién.

Y nghia khoa hoc

Phat trién cach tiép can ky thuat s dung chi thi phan t&
SRAP, phan tich trinh ty ving rDNA-ITS dé phan nhom di truyén
cac mau nim C. cassiicola phan 1ap trén cdy cao su tai nhiéu ving
dia ly ¢ Viét Nam.

Xac dinh duoc sy phan bd cta gen Cas2 trong quﬁn thé nAm
C. cassiicola gy bénh trén cay cao su & Viét Nam.

Y nghia thue tién

Quén thé ndm C. cassiicola rit da dang vé di truyén va tinh
gdy bénh. Két qua nghién ctru c¢6 ¥ nghia trong viéc dé& xuét chién
luoc tuyén chon gidéng cao su chng chiu bénh rung 14 Corynespora.

Péanh gia dugc mic do man cam bénh ctia mot s DVT cao
su nhim phuc vu cong tac khuyén céo giéng cho san xuét.



Muc tiéu nghién ciru ciia dé tai

Panh gia sy da dang di truyén cia 76 MPL C. cassiicola gy
hai trén cdy cao su ¢ Viét Nam bang phuong phap truyén thong dua
trén cac dic diém hinh thai hoc va phuong phap hién dai dya trén cac
chi thi phan tu.

Xac dinh kha ning gay bénh ctia mot s6 MPL C. cassiicola
dai dién cho cac phan nhém di truyén va ving dia 1y khic nhau, tir
d6 chon loc ngudn ndm sir dung trong nghién ciru tao tuyén gidng
khang bénh.

DPéanh gia mirc d6 man cam bénh ctia mot s DVT cao su
nhiam phyc vu cong tac khuyén cdo gidng cho san xuit.

Thoi gian nghién ciru

Tir thang 11 nim 2016 dén thang 11 nam 2019.
Poi trgng nghién ciru

Bay muoi sdu (76) miu ndm C. cassiicola dugc phéan lap tir
16 DVT cao su trén nhiéu ving dia Iy & Viét Nam.

Pham vi nghién ciru

Phan lap, dinh danh cac miu nim C. cassiicola dya trén dic
diém hinh thai hoc va trinh tu viung rDNA-ITS (ribosomal DNA
internal transcribed spacer), phén tich sy da dang di truyén cua céac
miu nidm tir trinh tu vung rDNA-ITS, chi thi phan to& SRAP
(Sequene-Related Amplified Polymorphism) va PCR khuéch dai gen
Cas. Khao sat mirc do gay bénh ctia 76 MPL nidm trén 2 DVT cao su
(RRIV 4 va PB 260), danh gi4d mirc d6 giy bénh cua 6 MPL nidm dai
dién cho cac phan nhom di truyén va vung dia 1y khac nhau trén 12
DVT cao su & diéu kién phong thi nghiém va nha ludi.

Nhirng dong gop moi cia ludn an

Két qua ludin 4n da gép phan 1am rd hon vé su ton tai cia cac
phan nhém di truyén nim C. cassiicola trén cay cao su & Viét Nam:
(1) Phat hién mot phan nhém di truyén méi dua trén trinh ty ving



rDNA-ITS; (2) 1an d4u tién chi thi phan tir SRAP dugc sir dung trong
nghién ctru da dang di truyén nam C. cassiicola; (3) Xéac dinh sy
hién dién va phan bd gen Cas2 cua nam tai nhiéu vung dia ly & Viét
Nam.

Chon loc dugc mét sé MPL nam C. cassiicola 1am nguén vat
liéu cho nghién ctru tao tuyén gidng cao su chéng chiu bénh rung la
Corynespora, phuc vu cong tac khuyén céo gidng cao su cho san
XUuAt.

B4 cuc ciia luin 4n

Luan 4n gdm 136 trang (khong ké phu luc), ¢6 3 chuong, phan két
qua nghién ciru ¢6 12 bang s6 lidu va 24 hinh. Tong cong cd 122 (9
tiéng Viét va 113 tiéng Anh) tai liéu di dwgc tham khao cac ndi dung

lién quan dén luan an.



Chuong 1
TONG QUAN TAI LIEU

1.1. So Irgc vé tinh hinh san xuét va vi tri ciy cao su & Viét Nam

Cay cao su (Hevea brasiliensis) dugc xem la loai cdy cong nghiép
quan trong trén thé gi6i ciing nhu ¢ Viét Nam. Tinh dén nim 2018,
téng dién tich cdy cao su & Viét Nam dat khoang 966.800 ha véi tong
san luong dat 1.138.000 tin, twong tng véi ning suat binh quin dat
1.650 kg/ha/mam (Hiép hdi Cao su Viét Nam, 2019). Tur nam 2006,
kim ngach xuét khau cao su thién nhién di vuot gid tri 1 ti USD, dén
nam 2018 dat 2,3 ti USD, gdp phan quan trong vao ngudn thu ngoai
t&, phat trién kinh té & nuéc ta (Hiép hoi Cao su Viét Nam, 2020).
1.2. Bénh rung la Corynespora trén ciy cao su
1.2.1. Lich sir va tac hai ciia bénh rung 1 Corynespora tai mjt s6
qudc gia trén thé giéi

Bénh rung 14 Corynespora trén cdy cao su duoc phat hién lan dau
tién tai vuon wom & Sierra Leon vao nim 1936 (Wei, 1950). Dén
nay, bénh di xudt hién & hiu hét cac nudc trong cao su. Tir ndm 1975
bénh rung 14 Corynespora da trd thanh loai bénh hai chinh trén cay
cao su ¢ Malaysia (RRIM, 2000). O Sri Lanka, tr nim 1986 dén
1988, hon 4.000 ha cao su nhiém bénh, chinh phi Sri Lanka phai chi
hon 530.000 d6 la My dé bdi thuong cho khoang 3.000 hd nong din
bi anh hudng (Liyanage va ctv, 1989). O Indonesia, trong nhitng nim
1980, gén 1.200 ha cao su di bi nhiém bénh ning, thiét hai kinh té
1én dén 200 ti Rupiah (hon 20 triéu d6 la M§) (Liyanage va ctv,
1989). Tir nim 1996, bénh da xudt hién & tit ca cic ving trong cao
su & nudc nay. O An Do, vao nam 1999, bénh rung 1a Corynespora
tré nén nghiém trong vai ti 18 bénh 1én dén 50% — 70% & mot sb
ving trong cao su. Hon 10.000 ha cao su bi anh hudng va phai phun
thude diét nAm (Jacob, 2006). O Thai Lan, bénh rung 14 Corynespora



lan dau tién dugc phat hién vao nim 1985 (Pongthep, 1987). Tir nim
2000, bénh xuat hién ¢ tit ca cac ving trong cao su & Thai Lan
(Chanruang, 2000).
1.2.2. Lich sir va tac hai cia bénh rung la Corynespora trén ciy
cao su ¢ Viét Nam

Thang 8 nam 1999, bénh rung 14 Corynespora dugc phat hién trén
cay cao su ¢ Viét Nam. Thang 4 nam 2009, dich bénh da bung phat
tai Sa Thay (Kon Tum) va Cong ty Cao su Quang Nam giy thiét hai
nghiém trong trén 1.700 ha cao su DVT RRIV 4. Tu thang 4 dén
thang 10 ndm 2010, dich bénh x4y ra trén qui mo lon tai ving Pong
Nam B9, hon 23.500 ha cao su da nhiém bénh (Phan Thanh Dung va
Nguyen Anh Nghia, 2011). Ké tir ndm 2011 dén nay, bénh van tai
phat gay hai hang nam trén hang ngan hecta vuon cay cao su DVT
RRIV 3 va RRIV 4, cong tac phun tri bénh duoc trién khai nhiéu 1an
nhiam khéng ché bénh, duy tri sinh trudng va san luong vuon ciy.
1.2.3. Triéu chirng bénh rung la Corynespora trén ciy cao su

Nam tan cong cha yéu trén 14 cao su nhung d6i khi ciing ghi nhan
duoc triéu chimg trén chdi va cudng 14 (Liyanage va ctv, 1986; Chee,
1988). Triéu chirng d& nhan dién nhit 14 dang “xuong ca”, vét bénh
c¢6 mau den doc theo gan 14, hodc vét bénh dang ddm mau den c6 18
thing va quing vang nhat trén 14 6n dinh. Triéu chirng ciia bénh bién
thién theo muc 30 mam cam caa DVT va diéu kién thoi tiét (Chee,
1988; Radziah va Ismail, 1990).
1.3. Pic diém ciia nAm C. cassiicola giy bénh trén cy cao su va
mdt sé cay ky chi khac
1.3.1. Vi tri phan loai va diic diém hinh thai nim C. cassiicola

Nam duoc phin loai nhu sau: Giéi (Kingdom): Fungi; Nganh
(Phylum): Ascomycota; Ld&p (Class): Ascomycetes; Lop phu



(Subclass): Dothideomycetidae; BO (Order): Pleosporales; Ho
(Family): Corynesporascaceae; Chi (Genus): Corynespora.

Tan nim c6 mau xam dén niu, soi nAim moéng, moc manh. Canh
bao tir phéan sinh (conidiophore) c6 dang don bao hodc da bao, hinh
try thing hodc phan nhanh, c6 sy bién thién vé kich thudc. Bao tir
dinh (conidia) & dang don hodc dang chudi, bién thién vé hinh dang,
tr hinh try, hinh chuy, dang th'flng hoac cong, co su bién thién vé
chidu dai, chiéu rong va sd vach ngin gia (pseudosepta) (Ellis va
Holiday, 1971; Onesirosan va ctv, 1974; Darmono va ctv, 1996;
Silva va ctv, 1998; Nguyen Anh Nghia va ctv, 2008).

1.3.2. Phéan bd va ky chii ciia nAm C. cassiicola

Nam C. cassiicola phan bd rong khép trén nhiéu ving sinh thai.
Cho dén nay loai ndm nay di duoc ghi nhin tai hon 80 qudc gia va
ving lanh thd & nhiéu ving khi hau khac nhau tir nhiét d6i dén on
d6i. Nam c6 phd ky chu rong, c6 kha ning gdy bénh cho hon 400
loai thuc vat bao gdm céc loai ciy dn qua, rau qua, ngii cdc, ciy lau
nam, cay rung va cac loai cay canh (Farr va Rossman, 2019).

1.4. Pic diém phat sinh va phat trién ciia nAm C. cassiicola trén
ciy cao su

Su phat sinh va phat trién ciia bénh rung 14 Corynespora trén ciy
cao su phu thuoc nhiéu vao yéu t6 moéi trudng, kha ning giy bénh
ctia nAm va muac d6 man cam cua cac DVT cao su. Sgi nAm va bao tir
nam ton tai trong dat, khong khi, trén vét bénh va tan du thuc. Diéu
kién moi truong c6 lién quan chat ché dén sy phét trién cta bénh
(Rajalakshmy va Kothandaraman, 1996; Radziah va ctv, 1996;
Sailajadevi, 2006). Mirc d6 man cam bénh cta cac DVT cao su rat
khac biét va dac tinh nay thay dbi theo thoi gian va vi tri dia 1y (Tan
va ctv, 1992; Jayasinghe va Silva, 1996; Breton va ctv, 1996).



1.5. Pic diém sinh ly, sw xAm nhiém, 1y lan va hru ton ciia nim
C. cassiicola

Co su bién thién vé sb luong bao tir hinh thanh trén cac moi
truong nudi cdy khic nhau. Nam sinh truéng va phat trién trong
khoang nhiét d6 20°C — 30°C va tbi thich & 28°C, nhiét d6 trén 35°C
soi nim nging sinh truong. Didu kién moi truong thich hop dé bao
tir hinh thanh nhiéu nhit 1a 25°C — 27°C, 4m d6 trén 80% (Mushrif,
2006). Nam xam nhap chu yéu ¢ mit dudi 14 qua biéu bi va khi
khong. Bao tir ndy mam t5t nhat khi nhiét d¢ méi truong xung quanh
la 28°C — 30°C. Bao tir dugc lay lan nho gié va mua. Bao tir c6 kha
ning ton tai trén vét bénh ciing nhu trong dat véi thoi gian dai tir 3
thang dén 2 nim (Pernezny va Simone, 1993).
1.6. Nghién ctru vé da dang di truyén ciia nim C. cassiicola bing
chi thj phan tir
1.6.1. Sy da dang di truyén ciia nAm C. cassiicola

Nhitng nghién ctru vé da dang di truyén ctia nam C. cassiicola
bang cac chi thi phan tir RAPD, RFLP, rDNA-ITS, ISSR cho thay
loai nAm nay rat da dang vé mat di truyén (Silva va ctv, 1995; 1998;
2003; Ismail va Jeyanayagi, 1999; Safiah va Noor, 2003; Nguyen
Anh Nghia va ctv; 2008; Nguyen Don Hieu va ctv, 2014).
1.6.2. Cac chi thi phan tir da dwoc sit dung trong nghién ciru da
dang di truyén nim C. cassiicola

Mot s6 chi thi phan tir dd duoc 4p dung thanh cong trong

nghién ctru da dang di truyén nim C. cassiicola bao gdm RFLP,
RAPD, ISSR, phan tich trinh ty viing rDNA-ITS.
1.7. Pc tb cassiicolin ctia nim C. cassiicola
1.7.1. Vai tro ciia doc td cassiicolin

Cassiicolin 12 mot doc td thuc vat dugc san sinh bdi nAm C.

cassiicola. Poc t0 cassiicolin ¢d vai tro chon loc ky chu trong qua



trinh xdm nhidm va gay bénh cta ndm. Poc t6 nay 1a tic nhan lam
phan huy té bao va giy ra cic dang triéu chirg bénh trén cay ky chu
(Breton va ctv, 2000). Cassiicolin c6 vai tro dac biét quan trong trong
giai doan dau ciia qua trinh xdm nhiém cta ndm (Déon va ctv
(2012a).
1.7.2. Céu triic va dic tinh ciia dc to cassiicolin

Céu trac cua cassiicolin 1a mot glycoprotein, chudi peptide gom
27 acid amin, véi mot N-acid pyroglutamic va 6 cysteine (Lamotte
va ctv, 2007). Cau trac khong gian 3D cua cassicolin c6 dang hinh
elip, khung bao boc béi 3 soi antiparallel B-sheet sip xép theo hudng
xodn phai va dugc lién két boi 3 cau ndi disulfide (Barthe va ctv,
2007). Cassiicolin d& tan trong nudc va mot sb dung méi khéac, kha
nang chiu nhiét cao, on dinh trong moi truong pH 4 — §, diém déng
dién 2,4 — 2,8 (Lamotte va ctv, 2007).
1.7.3. Méi lién hé giira ddc to cassiicolin, tinh giy bénh ciia nim
C. cassiicola va tinh khang cua ky chia

C6 mdi tuong quan thudn gitra lwong doc t6 cassiicolin do mdi
MPL nim tiét ra voi kha ning gay bénh ciia nAm. Nhimg MPL nim
c6 tinh gdy bénh manh san sinh Iugng ddc t6 cao nhat. Cassiicolin c6
thé dwoc xem 1a tac nhan quy dinh tinh giy bénh ctua nim C.
cassiicola (Breton va ctv, 2000). Mic d6 man cam véi luong doc td
cassiicolin la tuy thudc vao ky chi, nghia 1a tuy thudc vao tinh khang
ciia mdi DVT (Déon va ctv, 2012a).
1.8. Nghién ciru vé da dang di truyén gen mi héa doc td
cassiicolin (gen Cas) ciia nim C. cassiicola

Co6 6 nhom gen Cas da dugc ghi nhan, nhom gen Cas/ ¢6 tinh

gdy bénh manh nhit va c6 vai tro trong giai doan mé&i xAm nhiém.
Mot s6 MPL chua phat hién gen Cas (k¥ hiéu 1a Cas0) c6 kha ning
gay bénh ¢ muc trung binh (Déon va ctv, 2012b; Déon va ctv, 2014).
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Nhom gen Cas2 va Cas5 duge tim thdy trén ciy cao su va mét s6 cdy
ky chu khac tai Trung Qudc (Liu va ctv, 2015). Nhom gen Cas4 va
Cas5 dugc phat hién tai Malaysia va lan dau tién ghi nhan mau ndm
C. cassiicola mang gen Cas4 ky sinh va gy bénh niang trén cay cao
su (Shuib va ctv, 2015).
1.9. Nghién ctru vé tinh gy bénh ciia nAm C. cassiicola

Phé ky chu ciia ndm C. cassiicola rat rong nhung sy ldy nhiém
chéo rat bién thién khac biét giita cac két qua nghién ciru. Dén nay,
cac ndi nam C. cassiicola tir cic ky chii khac nhau di dugc phat hién
va khéng phai ndi ndm nio ciing c6 kha ning ldy nhiém chéo cho
toan b phd ky chi ciia cac noi khac (Onesirosan va ctv, 1974;
Kingsland, 1985; Chee, 1988; Suwarto va ctv, 2000; Cutrim va Silva,
2003; Poltronieri va ctv, 2003; Olivera va ctv, 2007; Nguyen Don
Hieu va ctv, 2014; Ferreira va Bentes, 2017).
1.10. Khai hrge vé twong tac ky sinh — ky chii trong bénh cay
1.10.1. Thuyét “gen for gen”

Khi quan sat timg giai doan trong twong tac di truyén giira
cdy lanh va bénh gi sit, Flor (1971) lan ddu tién d& xuét thuyét “gen
for gen” (gen ddi gen). Trong d6, tinh khang cua ky chu 1a do mot
gen dac biét tuvong Ung voi ky sinh ¢6 gen avr (avirulence: khong
doc tinh). Thuyét “gen d6i gen” dit ra co s& 1y thuyét vé mdi quan hé
giita ky sinh va ky chu, anh huéng trong nhiéu tng dung ky thuat
cloning phan tir DNA clia gen avr cia mdm bénh va su twong tng
dbi voi gen khang trong cay chi (Dangl va Jones, 2001; Bui Chi
Buu, 2002).

1.10.2. Tinh khang cia ky chia

Trong mot twong tic gitta ky sinh va ky cha co tinh cht
déng tién hoa cao, tinh khang bénh co thé duoc chia thanh hai dang:
(1) tinh khang v& chét luong (qualitative) dé cap dén kha ning ngin
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can manh mé sy phat sinh cdc noi chuyén tinh (strain) ctia mim
bénh, ngin can sy phat sinh cia mim bénh, trong khi tinh khang s6
luong (quantitative) lam suy giam sy kéo dai giai doan sinh san cua
mam bénh; (2) tinh khang chuyén tinh d6i véi noi (race) duge ding
dé ta mot phan tng khang bénh ddi v6i mot kiéu gen cia mot mam
bénh chuyén biét nao d6 va tinh khang khong chuyén tinh 1a phan
mg khang trong tat ca cac kiéu gen khac nhau (Health, 2000; Dangl
va Jones, 2001; Bui Chi Buru, 2002).
1.10.3. Phén wng siéu nhay cam (HR: hypersensitivity response)
Phan ung si€u nhay cam dugc kich thich bdi sy xdm nhap
clia mam bénh, day 1a hién tuong c6 dac diém chung nhit trong vai
tro tinh khang tich cuc cua cay chi (Dangl va ctv, 1996). Phan ung
siéu nhay cam 1 ving tu chét cua té bao, dinh vi ngay vi tri nhiém
bénh ciia ky chii ddi véi sw xam nhap do ndi sinh 1y giy bénh. Pay la
két qua cia hé théng “gen ddi gen” trong d6 gen avr cia ky sinh
twong trng voi gen R cua ky chi (Pham Van Du, 2002; Bui Chi Biru,
2002).
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Chuong 2
NOQI DUNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. NOI DUNG NGHIEN CcUU

- Khao sat mot s dic diém hinh thai cia 76 MPL nam C.
cassiicola phan 1dp tur cay cao su.

- Phan tich da dang di truyén cia 76 MPL nim C. cassiicola bang
ky thuat giai trinh tu ving rDNA-ITS va chi thi phan tr SRAP.

- Nhan dién su ton tai cua cic nhom gen Cas trong 76 MPL nam C.
cassiicola bang k¥ thuat PCR khuéch dai gen Cas.

- Khao sat tinh gay bénh ctia 76 MPL ndm C. cassiicola trén DVT
cao su RRIV 4 (min cam) va PB 260 (chdng chiu bénh) bing
phuong phap iy bénh trén 14 cét roi.

- Danh gia tinh gy bénh ciia 6 MPL dai dién cho cac phan nhom di
truyén va viing dia 1y khac nhau trén 12 DVT cao su bang phuong
phép lay bénh trén 1a cét roi va phuong phap liy bénh nhan tao
trong diéu kién nha ludi.

2.2. THOI GIAN VA PIA PIEM NGHIEN CUU
Tir thang 11 nim 2016 dén thang 11 ndm 2019 tai Vién Nghién ctru

Cao su Viét Nam.

2.3. VAT LIEU NGHIEN CUU
Ngudn ndm: 76 mau ndm dugc phan 1ap trén ciy cao su tai nhiéu

viing trong cao su ¢ Viét Nam.

Mbi trudng nudi cdy nim (MEA, PSA, WA). Cac loai hoa chat ly
trich DNA; héa chit st dung cho ky thuat PCR; cip primer ITS1 va
ITS4 (White va ctv, 1990) khuéch dai ving rDNA-ITS, 30 cip
primer thyc hién PCR-SRAP (té hop 5 cép moi xudi Mel, Me2,
Me3, Me4, Me5 v6i 6 mdi nguge Eml, Em2, Em3, Em4, Em5, Em6)
(Li va Quiros, 2001); 7 cdp primer khuéch dai gen Cas (Déon va ctv
(2012a; 2012b; 2014) gdbm F1CasUl-2-6 + R1CasUl-2-6 (Casl,
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Cas2, Cas6), CasF17 + CasR24 (Cas2), CasF18 + CasR27 (Casl),
CasF16 + CasR25 (Cas6), F1CasU3-4-5 + R1CasU3-4-5 (Cas3,
Cas4, Cas5), CasF20 + CasR28 (Cas3, Cas4), CasF19 + CasR26
(Cas5). Hoa chét dién di san phdm PCR.

Trang thiét bj dung cu can thiét cho thi nghiém nudi ciy trong
phong thi nghiém va cac nghién ciru chi thi phan tir. Trang thiét bi
dung cu can thiét cho thi nghi€ém lay bé&nh nhan tao. Nha ludgi, hé
thdng tudi phun swong (giit 4m).

2.4. PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.4.1. Thu thip miu bénh

Mau bénh c6 vét bénh dic trung dugc thu thap tu nhiéu DVT cao
su tai 12 tinh tir Déng Nam B, TAy Nguyén, Mién Trung va Mién Nui
Phia Béc. Phin lap don bao tir va cdy chuyén ngudén nim thuin
ching phuc vu cho nghién ctru.

2.4.2. Khio sat dic diém hinh thai nim C. cassiicola

Thi nghiém duoc bd tri theo kiéu hoan toan ngiu nhién, 76
nghiém thte twong Gmg v6i 76 MPL, cac MPL dugc cdy trén moi
truong PSA, m&i MPL cy 3 dia petri ing véi 3 1an lap lai. Phuong
phap va chi tiéu theo doi:

(1) Hinh thai va sy phan b cta tan ndm: quan sat va md ta mau
sdc va két cAu tan ndm & thoi diém sau 7 ngay cay nam;

(2) Puong kinh tin ndm (cm): do ¢ thoi diém sau 7 ngay cdy
nim;

(3) Kich thudc bao tir ndm: do chiéu dai va chiéu rong bao tir &
thoi diém 7 ngay cdy nim, mdi MPL do 50 bao tir. Cac phép do duoc
tién hanh trén kinh hién vi quang hoc do phong dai 400 lan;

(4) S6 vach ngin & mdi bao tir (pseudosepta conidia): mdi MPL
dém 50 bao tir.
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S6 liéu dugc Iuu trit, tong hop bang phan mém Excel va dugc xir
Iy bang phin mém SAS 8.1 qua cac thong so: trung binh, hé s6 bién
thién (CV%), khoang bién thién, phan tich phuong sai (ANOVA),
cac tric nghiém Duncan, LSD.
2.4.3. Phan tich da dang di truyén nAm C. cassiicola
2.4.3.1. Ly trich DNA nim C. cassiicola

MPL nam dugc ly trich DNA bang Wizard Genomic DNA
Purification Kit theo quy trinh khuyén cdo béi nha cung cap bd Kit.
2.4.3.2. Khuéch dai viing rDNA-ITS bing ki thuiat PCR

Phan tng khuéch dai ving rDNA-ITS sir dung cip primer ITS1
va ITS4 (White va ctv, 1990). Thé tich cho mdi phan tmg PCR 1a 25
uL. Phan tmg khuéch dai dugc thuc hién theo quy trinh (White va
ctv, 1990). Cac san phdm PCR duoc giai trinh tu boi First BASE
Laboratories, Singapore. So sanh trinh ty san phim PCR cac miu
nim bang phan mém BioEdit. Xay dung cdy phin nhém di truyén
bang phan mém MEGA 6.
2.4.3.3. Khuéch dai ving ORFs bang phin irng PCR-SRAP

Phan tng PCR khuéch dai ving ORFs cla cac mau nam duge
thye hién v6i 30 cap primer duge mé ta boi Li va Quiros (2001). Thé
tich mdi phan ng PCR-SRAP khuéch dai ving ORFs la 25 uL.
Phan tng khuéch dai duoc thuc hién theo quy trinh (Li va Quiros,
2001; Li va ctv, 2014). San phém khuéch dai duoc dién di trén gel
agarose 1%, chup anh bang may chuyén dung. Kich thuéc cua cac
doan DNA khuéch dai duoc so sanh véi thang DNA chuén 100 bp.

Phuong phap phén tich két qua: Cac doan DNA di khuéch dai
duogc ghi 1a (1) néu c6 bang DNA va (0) néu khong c6 bing DNA so
sanh trong cung vi tri. Ma trn nhj phan duoc thiét 1ap dé phan tich
cac chi sb trong dong di truyén. Cac phan nhom cé duogc tir ma tran
trong ddng sir dung phuong phap UPGMA véi bootstrap 1.000 1an
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lap lai bang phin mém FreeTree 0.9.1.50 (Pavli¢ek va ctv, 1999).
Tao cdy phan nhom di truyén bang phan mém TreeView phién ban
1.6.6 (Page, 1996).

2.4.4. Phian wng PCR nhin dién gen Cas

Phan ung PCR nhan dién gen Cas dugc thyc hién vdi 7 cap
primer dic hiéu (Déon va ctv, 2012a; 2012b; 2014). Thé tich cho mdi
phan tmg PCR 1a 25 uL. Phan tmg khuéch dai dwoc thuc hién theo
quy trinh (Liu va ctv, 2015). San pham sau khuéch dai s& duoc dién
di trén gel agarose 1%, chup anh biang may chuyén dung. Kich thudc
cua cac doan DNA khuéch dai duoc so sanh véi thang DNA chuén
100 bp.

Cac san phdm PCR duoc giai trinh tw boi First BASE
Laboratories, Singapore. So sanh trinh ty san phim PCR cac miu
nim bang phdn mém BioEdit dé tim sy twong dong giita ching.
2.4.5. Khio sat tinh gy bénh ciia 76 MPL niam C. cassiicola trén
DVT cao su RRIV 4 (min cam bénh) va PB 260 (chdng chiu
bénh)

Gom 2 thi nghiém dugc thyc hién trén 2 DVT cao su RRIV 4 va
PB 260 (mdi DVT tuong ung 14 1 thi nghiém), 76 MPL ndm tuong
mg 76 nghiém thirc trong mdi thi nghiém. Cac thi nghiém duoc bd
tri theo kiéu hoan toan ngau nhién voi 3 lan lap lai, 3 14/6 co s& (hdp
plastic).

L4 duoc lay bénh bang cach dung pipette nhd mot luong dung
dich chira bao tir 1a 10 pl/giot v6i ndng do bao tir 1a 2.000 bao ti/ml
tai 8 diém/l4. Tiép theo, cac hop nhya dugc dat trong phong ¢ nhiét
d6 25°C dudi anh sang huynh quang 12 gio/ngay trong 6 ngay.

Su phat trién cta vét bénh duoc danh gid tai thoi diém 7 ngay sau
lay bénh bang phuong phidp danh gia cua Ismail va Jeyanayagi
(1999) theo mo ta cua Nguyen Anh Nghia va ctv (2008).
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Chi tiéu theo ddi: Chi s6 bénh (%) ciia mbéi MPL nim trén céc
DVT cao su.

Phan hang mirc gay bénh cta cic MPL ndm trén 14 cac DVT dya
theo CSB (%).

2.4.6. Danh gia tinh giay bénh ctia 6 MPL C. cassiicola dai dién
cho cac phin nhém di truyén va viung dia Iy khac nhau trén 12
DVT cao su bang phwong phip liy bénh nhan tao trén 14 cit roi

Sau (6) MPL ndm gdm: CoryLKO02, CoryDP03, CoryDN39,
CoryKT04, CoryBT17 va CorySL02 da dugc chon lam dai dién dé
chiing bénh trén 14 cit roi ctia 12 DVT cao su.

Thi nghiém dugc bb tri theo kiéu khdi ddy du ngiu nhién, hai yéu
t6. Yéu t6 A: 6 MPL nam; Yéu t6 B: 12 DVT cao su. Thi nghiém
gdm 72 nghiém thirc, 3 14n lap lai, 3 14 cao su/d co s& (hop plastic).

Phuong phap danh gia vét bénh trén 14 cao su, chi tiéu theo di
twong tu thi nghiém khao sat tinh gdy bénh cua 76 MPL nim (tiéu
muc 2.4.5). S6 litu duoc chuyén d6i sang \/r(),s hodc goc
arsin/x va phan tich ANOVA bang phan mém SAS 8.1.

2.4.7. Panh gia tinh giay bénh ctia 6 MPL C. cassiicola dai dién
cho cac phin nhém di truyén va viung dia Iy khac nhau trén 12
DVT cao su bang phwong phip liy bénh nhan tao trong nha lu6i

Thi nghiém duoc bb tri theo kiéu khdi ddy du ngdu nhién, hai yéu
t6. Yéu t6 A: 6 MPL nam; Yéu t6 B: 12 DVT cao su. Thi nghiém
gdm 72 nghiém thirc, 3 1an lap lai, 6 cAy/nghiém thirc (2 ciy/d co
s6).

Ciy cao su ¢ tang 14 non moi giai doan 12 — 15 ngay tudi, duoc
lay bénh nhan tao bang cach phun dung dich chtra bao tir (ndng do
4.000 bao ti/mL) vao thdi diém chiéu téi. Sau khi lay nhidm 12 gid
(qua dém), hé théng tudi phun suong duoc sir dung dé didu chinh
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nhiét 6 26 — 30°C, 4m d6 khong khi duy tri & mac > 75% tao diéu
kién thuan lgi cho qué trinh G bénh va phat trién bénh.

Mirc xAm nhiém bénh duoc danh gia theo cap bénh trén méi miu
14, gdm 6 cip tir 0 — 5 theo Quy trinh K§ thuat cdy Cao su cta Tap
Poan Cong nghi€p Cao su Viét Nam (2012).

Chi tiéu theo ddi: Chi s6 bénh (%) ciia mbéi MPL niam trén céac
DVT cao su.

Danh gia mirc gay bénh ctia cic MPL nam trén 14 cac DVT cao su
dugc phan hang theo CSB.

S6 litu duoc chuyén ddi sang /x+0,5 hodc goc arsin\/; va
phan tich ANOVA bang phan mém SAS.

Kiém tra nim bénh va triéu chimg nhiém bénh: Sau khi quan tric
murc d9 nhiém bénh trén cac DVT cao su, trong mdi nghiém thirc 1y
ngiu nhién 3 vét bénh ddc trung dé tai phan lap va nudi ciy trén moi
truong MEA, kiém tra va ddi chiéu dya vao hinh dang bao tu nam.



18

CHUONG 3
KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Pic diém hinh thai nim C. cassiicola phan 14p tir ciy cao su
3.1.1. Pic diém hinh thai tan nim C. cassiicola

Tat ca 76 MPL déu sinh trudng tot trén moéi truong PSA, c6 su
khac biét vé& mau sic tan nAm (tr xd&m tre"lng, xam, xam den), két cAu
tan nim (day, mong).

Mau séc tan ndm bién thién tir xAm tring dén xam den. Mau sic tan
nim cta phan 16n s6 MPL 1a mau xam (51 MPL), ké dén 13 mau xdm
den (17 MPL), va 8 MPL c¢ tan nAm mau xam tréng. Mot s6 MPL tao
sdc t6 hdng lam d6i mau mot phin méi trudng nudi cly.

Phan 16n s6 MPL ndm (71 MPL) ¢6 két cAu tan ndm dugc xép vao
nhém “day”, soi nAm moc nhidu, moc bong 1én khoi bé mit méi trudng,
Codn lai 5 MPL thudc nhom c6 két ciu tan ndm “mong”.

Tbc d6 ting trudng tan niAm trung binh sau 7 ngdy cdy nim va
kich thudc tan nim & thoi diém sau 7 ngay cdy ndm c6 sy khac biét ¥
nghia giita nhitng MPL. Phan tich tric nghiém da doan Duncan tich
cac ngudn nam ra thanh nhiéu nhém. Cac MPL c6 tdc d ting trudng
nhanh (10,5 — 11,5 mm/ngay), twong g v&i kich thude tan nim sau
7 ngay nudi ciy tir 73,7 mm dén 80,3 mm, ting trudng trudng nhanh
nhét 1a MPL CoryBTO03. Tang truong chim nhét 1a MPL CoryKTO03.
Cac MPL con lai ¢6 toc do ting trudng & mirc trung binh (8,5 — 10,1
mm/ngay), twong ng véi kich thudc tan ndm sau 7 NNC tir 60 mm
dén 71 mm.

3.1.2. Pic diém hinh thai bao tir nAm C. cassiicola

Su da dang vé hinh thai bao tr dwoc ghi nhan khéng chi giira
nhitng MPL khac nhau ma ngay ca trén cing mot MPL ndm. Ghi
nhan sy bién thién v& hinh dang bao tir (hinh chuy, dai, théng, cong,
bau duc). Kich thudc bao tir voi chiéu dai tir 14 um dén 385.4 pm,
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chiéu rong tir 3,7 um dén 14,1 pm, sd vach ngin gia (speudosepta) tir
0 dén 26 vach ngan. Trong s 3.800 bao tir dwoc quan sat, bao tir dai
nhat 1a 385,4 um dugc ghi nhan trén MPL CoryBT17, bao ti ngfm
nhét 1 14 um duoc ghi nhan trén MPL CoryBTO08, bao tir c6 bé rong
16n nhat 1a 14,1 pm dugc ghi nhan trén MPL CoryBT18, bao tir co
bé rong nho nhat 1a 3,7 pm duoc ghi nhan trén MPL CoryQNO7, bao
tir ¢6 s6 vach ngin nhiéu nhdt ciing dwoc ghi nhan trén MPL
CoryBT08 (26 vach ngan), nhiéu bao tir khong c6 vach ngin dugc
ghi nhén trén nhiéu MPL nim.

C6 sy khac biét ¥ nghia vé kich thudc trung binh cua bao tir giira
nhitng MPL nim. Trong d6, CoryDN30 la miu ndm cé gia tri trung
binh chiéu dai bao tir I6n nhat (169,7 pm) twong tng voi trung binh
sO vach ngan gia nhiéu nhét (12,1 vach ngin), CoryBT13 1a mau nim
c6 gié tri trung binh chiéu dai bao tir ngin nhat (37,8 pm) twong ng
voi trung binh sd vach ngan gia it nhat (1,2 vach ngin). Trong khi
d6, CoryQN14 1a miu ndm c6 gia tri trung binh chiéu rong 16n nhét
(8,4 pm) va MPL CoryLCA2 c6 gia tri trung binh chiéu rong nho
nhét (5,9 pm). M6t s6 MPL c¢6 gia trj trung binh sb vach ngin gia rat
thap (1,2 — 1,7 vach ngan) nhu CoryBT13, CorySLO1, CoryKT02 va
CoryGLO03.
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Tao sic to trén moi truong PSA
Hinh 3.1. Sy bién thién vé& hinh thai tan nim C. cassiicola
nuoi céy trén moi truong PSA. A: Su bién thién vé mau sic;

B: Sy bién thién veé két cau; C: Tao sac to trén mdi truong cay.
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Hinh 3.2. Sy bién thién vé hinh dang va kich thudc cua bao tir nam

C. cassiicola
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3.2. Pa dang di truyén nim C. cassiicola phan lap tir cdy cao su
3.2.1.Nhin dién va phin tich méi quan hé di truyén cia céc
MPL nim C. cassiicola dya trén trinh ty viing rDNA-ITS

Phan tmg PCR khuéch dai ving rDNA-ITS cua 76 MPL nim
ding cip primer ITS1 - ITS4 cho ra 1 san pham PCR duy nhit gom
viing ITSI - 58S rDNA - ITS2 trong tit ci cac MPL dugc nghién
ctru. Két qua giai trinh ty khang dinh cac doan ITSI - 5,8S rDNA -
ITS2 cua 76 MPL c6 cung kich thudc 1a 559 bp.

Tir két qua phan tich trinh ty ving rDNA-ITS da chia 76 MPL
nam thanh ba nhom 16 rét dua trén co s& SNPs & vi tri nucleotide thir
135 va 474. Nhom thi nhat gdm 38 MPL, nhom thtr hai gom 35
MPL va nhém tht ba gébm 3 MPL (CoryLK60, CoryBT17,
CoryQN14).

Cay phan nhom di truyén thu dugc tir phan tich Neighbor —
joining chia 76 MPL nim thanh 3 nhém chinh tring khép hoan toan
v&1 su khac biét gitra cac SNPs da dugc phat hién. Dot bién tai vi tri
474 1a phat hién mai, 1an dau tién duge tim théy trén cac mau nam C.

cassiicola & Viét Nam.
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01 Cory LKz
02 DonLE2L ...
23 Conyd K27 .
84 ConplE2S
45 CorylK32 .
06 CoyLKI3 .
07 CoryLESD .
08 CooyIITOE |
09 CoryDTOZ .
10 CorylIT08
1 CoryDTHE |
2 ConyDTOT
13 CoryBLOI
14 CoryDPOR .
15 CosyDPO4 .
16 CoryDPOT .
17 CoryDIPOZ .
18 CoryDPOS ...
19 ConyDPYL ...
20 CoeyTNOY
21 CoryITNGD
22 Cory TNED

41 ConGLOE

43 CoryGLus .
43 Cory(GLE3

4 CoryKTOL |
45 CoryKTOY .
36 ConyRT05 .
47 CoryKIod .
48 Cory BT |
43 CoryBTOS .
50 CoryBTOS .
31 CoryBTOR .
52 CoryBTLS .
33 CoryBTIT .
54 CoryBTIS .
55 ConpQNOL .
56 CoryQMO2 .
57 Cory QN3
38 CoryQNDS .
39 CoryQNOT .

3¢,
64 Cory QN4 |

£5 Cany QT |

66 ConyQTHY .

67 CoryQTS3 |

88 ConyLCOL .

59 CoryLCOL .

0 ConyLCUS . T

78 CorySLDE .2

72 CorySLOZ - T

13 CorySLO3 - T,
4 CoryLCASL - - ST
75 CarpLUAZ . -7

76 CorylTAS ... 2.

Hinh 3.3. Sy khac biét nucleotide ¢ vi tri 135 trong vung ITS1 va vi tri
474 trong vang ITS2 cta 76 MPL nim C. cassiicola.
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67 CoryTos
68 CoryLO0z
66 Cory(T02
65 CoryQTOL
63 CorpQNis
61 CoryQHo7
60 CorvQHOs
56 CoryQROZ
21 CoryBTOS
30.CorvBTOS
48.CoryBTO6
41.CoryGLOL
38.CorvyDN32
37 CoryDN3a
35.CoryDNZS

Nhém 1

26.CoryDNO6
25.CoryDNO3

Y N13
22.CoryTN10
21.CoryTNO9
19.CoryDP11
18.CoryDPO9
17.CoryDPOS
16.CoryDPO7
14.CoryDPO3
10.CoryDTO3
09.Cory
06.Cory
04.Cory
03.CoryLK27
01.CoryLKO02
02.CoryLK24

08 CoryLES:
08 CoryDTOL
11 ConIyTod
1200 IITos
15 CoryBLOT
12 CoryDIPO4
20 ConyTNO2
23 CoryTNIL
32 CoryDN2
33 CoryDMNI3
36 CoryDNZT
39 CorvDNss
0 CoryPReT
42 CoryGLO2
43 CoryGLAS
44 CorvKTO1
48 CorvETOZ
. 46, CoryKTO%
Nhom 2 47 CorvKTO4
48 CoryBTOR
52 CorsBT13
54 CoryBT14
55 CoryaNol
57 CorvNGs
S8 CorvNOd
59 CoryQNoS
62 CorvNDS
68 CoryLOnl
70.CorLOo3
T1LCorySLOY
72 CorySLO2
73 CoryS1.03
Fa4.CorvLCAL
75 .CoryL.CA2
FE& CorvLCAS

07 CoryLKSO
53 CoryBTLT
4. CoryQM1a

Nhoém 3

Q002

Hinh 3.4. Cdy phan nhoém di truyén thu dugc tir phan tich Neighbor —
joining dua trén trinh ty viing rDNA-ITS ctia 76 MPL nam C. cassiicola.
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3.2.2. Phan tich méi quan hé di truyén ciia cac MPL nim C.
cassiicola dya trén chi thi phan tir SRAP

Téng 6223 bang DNA duoc khuéch dai tir 30 cap primer SRAP,
voi ty 1& da hinh 13 93,3%, cdy phan nhém di truyén thu duoc tir phan
tich UPGMA dua trén hé s Nei va Li’s véi hé sé twong dong 67%
da chia 76 MPL thanh 2 nhom chinh. Gia tri Bootstrap cho nhom 1
va 2 lan lugt 1a 61% va 100%, cho thdy sy phan nhom la dang tin
cady. Nhom 1 c¢6 54 MPL duoc thu thép tai 10/12 tinh, dugc chia
thanh 2 nhém phy (1A va 1B), nhém phy 1A gom 51 MPL, nhom
phu 1B gdm 3 MPL (CoryLK60, CoryBT17 va CoryQN14). Nhom 2
¢6 22 MPL duoc thu thap tai 8/12 tinh, hiu hét cic MPL tai ving
Tay Nguyén, Mién Trung va Mién Ni Phia Bic, duy nhit mau phan
lap CoryDN39 tai tinh Pong Nai (ving Déng Nam B) hién dién
trong nhém nay. Nhom phu 2A ¢6 20 MPL va tit ca déu vang Tay
Nguyén, Mién Trung va Mién Ni Phia Bic, nhém phu 2B gdm ¢6 1
MPL tai Dong Nai (CoryDN39) va 1 MPL tai Gia Lai (CoryGLO1).
bay la lan dau tién chi thi SRAP dugc st dung dé phan tich sy da

dang cua C. cassiicola trén cay cao su.
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14.0onD3 RRIV 4
15 RRIV 2
25CDE RRIV 4
HCDTE REIV 4
8 L1094
BRIV 3
RRIV 4
RRIV4
LERIDIAL
573

SOERNE RRIV 4
TG BRIV 4
5

$10orui3 RRIV 134
WA AN 573
HODTs RRIV 4

1A L =

Nhém 1 — 6!

1B

100

Nhém 2

N X
S — P

0,67 08 0,9 1

Nei va Li's coefficient

Hinh 3
sir dung hé sb twong dong Nei va Li’s dwa trén 223 bang tir 30 cip

. Cay phan nhom di truyén thu dugc tir phan tich UPGMA,

primer SRAP, chi ra méi quan hé di truyén cia 76 MPL C.

cassiicola.
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3.3. Xac dinh sy hién dién gen Cas trén cac MPL C. cassiicola

Cac phan tng PCR-Cas dugc thyc hién voéi tirng cap primer dac

hiéu theo thir tu tir 1 dén 7 dé nhan dién gen Cas. Két qua di phat
hién 40/76 MPL nidm c6 su hién dién gen Cas2 (chiém ty 1& 52,6%)
va 36 MPL con lai khong phat hién gen Cas dugc ky hiéu 1a Cas0.

C6 su khac biét kha 16 vé kiéu di truyén gen Cas cua nhitng MPL

nam C. cassiicola trén cdy cao su tai Viét Nam so véi cac két qua

nghién clru trudc day tai cac quoc gia khac.

Max  Total Query
Score Score Cover

1306 1306 98%

1304 1304 98%

52) gene, 1303 1303 97%

Corynespora cassiicola clone HCCYNHZMO1-4 cassiicolin precursor protein (Cas2) gene. complete cds 1209 1299 97%
[¢ 1299 1299 96%
1297 1297 96%

1205 1295 96%
1293 1293 97%

1293 1203 96%

1293 1293 96%

E
value

Per.
Ident

o

Accession

99.58%
99.44%

99.58% | &

99.44%

99.86% | K
99.72% | &

99.86%
99.44%
99.86%
99.86%

Hinh 3.6. Trinh ty nucleotide gen Cas2 va két qua so sanh bang cong
cu BLAST. (A) Trinh ty gen Cas2 ciia MPL CoryDN39; (B) Két qua

so sanh trinh ty gen Cas2 ciia 4 MPL trén GenBank.
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Hinh 3.7. Luoc d6 phan nhom di truyén nim C. cassiicola theo cac chi thi
phan tir DNA-ITS, SRAP va CAS. Céc s6 bén ngoai ngic don 1a s6 thir tu

mau nam, cic so bén trong ngoic don 12 phan nhom di truyén.
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3.4. Khao sat tinh giay bénh ctia 76 MPL C. cassiicola trén la
DVT cao su RRIV 4 (min cam bénh) va PB 260 (chdng chiu
bénh)

Trén DVT RRIV 4, mirc d6 giy bénh cta 76 MPL bién thién tir
muc trung binh cho dén rat ning véi CSB tir 25,7% dén 100%.
Trong d6 nhém gy bénh rat ning gdm 45 MPL véi CSB 76,4% —
100%, nhom gay bénh ning gom 18 MPL véi CSB 52,1% — 75,3%,
nhém gy bénh trung binh gdm 13 MPL v6i CSB 25,7% — 49,7%.

Trén DVT PB 260, mirc d6 gy bénh ciia 76 MPL bién thién tir
muc nhe cho dén ning véi CSB 12,7% — 74,3%. Trong d6 nhom gay
bénh ning gdm 35 MPL vé&i CSB tir 50,7% dén 74,3%, nhom giy
bénh trung binh gém 30 MPL v&i CSB 26,7% — 49,7%, nhom giy
bénh nhe gdm 11 MPL véi CSB 12,5% — 24,7%.

Nhin chung, mirc d6 gy bénh ctia 76 MPL ndm trén DVT RRIV
4 nang hon 15 rét so voi DVT PB 260. C6 sy khac biét rat rd vé mirc
d6 gy bénh cia nhirng MPL nidm thudc cling mét nhom di truyén
hay ving dia 1y di véi mdi DVT cao su. Trong s 36 MPL khéng
phat hién gen Cas (Cas0), c6 nhiéu MPL giy bénh ning trén ca 2
DVT RRIV 4 va PB 260. C6 thé con ton tai nhimg gen Cas khac
chwa duoc biét dén va/hodc cassiicolin khong phai 13 tic nhin duy
nhét tac dong mang tinh quyét dinh véi mac do gy bénh cia MPL
nim C. cassiicola.

3.5. Danh gia tinh gay bénh ctia 6 MPL C. cassiicola dai dién cho
cac phan nhom di truyén va vang dia Iy khic nhau trén 12 DVT
cao su bing phwong phap lay bénh nhin tao trén 14 cit roi

Muc d6 giy bénh trung binh ciia mdi MPL trén 12 DVT cao su
bién thién tir mirc trung binh dén ning voi CSB trung binh tir 48,2%
dén 69,4%. MPL CorySL02 gy bénh manh nhat véi CSB trung binh
69,4%, ké dén la cac MPL CoryDP03, CoryKT04, CoryBT17 va



30

CoryLK02 v6i CSB trung binh tir 57,8% dén 62,1%, MPL
CoryDN39 giy bénh thip nhit c6 CSB trung binh 48,2%. Bén canh
d6, mirc do nhiém bénh trung binh cia mdi DVT cao su ddi véi 6
MPL nam bién thién tir mic trung binh dén rat ning (CSB trung binh
31,7% — 94,6%). DVT RRIV 4 nhiém bénh ¢ muc rat ning véi tit ca
6 MPL ndm (CSB trung binh 94,6%), RRIV 1 va RRIV 106 nhiém
bénh & mirc rat ning véi MPL CoryDP03 va CorySL02, nhiém ning
v6i cac MPL khac, cac DVT PB 255, RRIV 209 nhiém bénh & mirc
nang (CSB trung binh 64,7% — 69,0%), cac DVT PB 312, nhiém
bénh ¢ muc trung binh (CSB trung binh 43,9% — 58,4%), DVT
RRIV 109 va RRIV 124 nhiém bénh & mic nhe dén trung binh véi
CSB trung binh tir 31,7% dén 38,7% (Bang 3.1).

“0“0

RRIV 1 RRIV 106 RRIV 109 RRIV 124 PB260
RRIV 1 RRIV 106 RRIV 109 RRIV 124 RRIV 4

Hinh 3.8. Mtic d6 xam nhiém, giy bénh ctia MPL CoryDN39 (A)
va CorySLO02 (B) trén l4 ciia mot sé DVT cao su. Ghi chi bén dudi

moi la 1a tén DVT cao su.
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3.6. Danh gia tinh giy bénh ctia 6 MPL C. cassiicola dai dién cho
cac phan nhém di truyén va ving dia Iy khac nhau trén 12 DVT
cao su bang phwong phap liy bénh nhan tao trong nha lu6i

Chi sé bénh trung binh ciia mbi MPL trén 12 DVT cao su bién
thién tir 16,9% dén 32,8%. MPL CorySL02 giy bénh manh nhit vé6i
CSB trung binh 32,8%, ké dén 1a cac MPL CoryDP03, CoryKT04,
CoryBT17 va CoryLK02 v&i CSB trung binh tir 18,7% dén 24,2%,
MPL CoryDN39 giy bénh thip nhit (CSB trung binh 16,9%). Bén
canh d6, mirc 6 nhiém bénh trung binh ctia méi DVT cao su ddi véi
06 MPL nim v6i CSB bién thién tir 6,4% dén 95,4%. DVT RRIV 4
nhidm bénh & mirc rit ning voi tit ca 06 MPL ndm (CSB trung binh
1én dén 95,4%), ké dén 1a DVT RRIV 1, RRIV 106 nhiém bénh ¢
muc trung binh (CSB trung binh 32,6% — 33,7%), cac DVT RRIV
209, PB 312, RRIV 124, RRIV 109, PB 260, RRIV 114 nhiém bénh
¢ mirc nhe (CSB trung binh 6,4% — 19,2%) (Bang 3.2).

Nhitng MPL nidm c6 mirc d6 giy bénh khac nhau di voi nhitng
DVT cao su (mdt MPL c¢6 thé gdy bénh ning trén DVT nay nhung
gdy bénh nhe trén DVT khac), va mic do man cam cuia nhitng DVT
cao su la khac nhau déi v6i mdi MPL (mét DVT cao su c6 thé min
cam v6i MPL nay nhung khang hodc “chéng chiu” voi MPL khac).

Kiém tra nim bénh trén triéu chimg bénh: Sau khi quan tric murc
d6 nhiém bénh trén cac DVT cao su, trong mdi nghiém thirc ldy ngiu
nhién 3 vét bénh dé tai phan Iap trén moi truong MEA. Tong s6 vét
bénh dugc kiém tra 1a 216 vét bénh, ty 16 tai phan 1ap duoc ndim C.

cassiicola 1a 100%.
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CoryDP03 CoryDN39

CoryKTO04 CoryBT17 CorySL02
Hinh 3.9. Mirc d6 giy bénh ctia 6 MPL nam trén DVT cao su RRIV
4 ¢ thoi diém 10 ngay sau lay bénh
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Bang 3.1. Mtic d6 giy bénh ciia 6 MPL nam trén 14 cét roi cta 12 DVT cao su & thoi diém 7 NSC

Mau phén 1ap ndm

CoryLKO02

CoryDP03

CoryDN39

CoryKT04

CoryBT17

CorySL02

DVT CSB CSB CSB CSB CSB CSB (DT\?T)
(%) MGB (%) MGB (%) MGB (%) MGB (%) MGB (%) MGB
RRIV 1 72,6 Ning 92,0 RN 569 Ning 729 Ning 70,8 Ning 858 RN 75,2
RRIV 106 71,2 Nang 83,7 RN 66,7 Ning 68,1 Ning 694 Ning 944 RN 75,6
RRIV109 253 Nhe 413 TB 309 TB 313 TB 271 TB 340 TB 31,7
RRIV114 684 Nang 61,8 Nang 455 TB 691 Ning 472 TB 583 Ning 58,4
RRIVI24 396 TB 351 TB 313 TB 285 TB 361 TB 61,5 Ning 387
RRIV206 399 TB 663 Niang 50,7 Ning 444 TB 542 Ning 59,7 Ning 52,5
RRIV209 70,5 Nang 74,7 Nang 472 TB 684 Ning 740 Ning 792 Ning 69,0
RRIV230 431 TB 361 TB 281 TB 628 Ning 486 TB 500 TB 44,8
PB 255 69,1 Ning 72,6 Ning 66,7 Ning 465 TB 583 Ning 750 Ning 64,7
PB 312 309 TB 41,7 TB 264 TB 576 Ning 431 TB 639 Ning 43,9
PB 260 63,5 Nang 503 TB 41,7 TB 490 TB 556 Ning 712 Ning 552
RRIV 4 1000 RN 86 RN 88 RN 997 RN 91,7 RN 997 RN 94,6
T8 57,8 62,1 48,2 58,2 56,3 69,4
(MPL)

*MGB: Mtic gay bénh; TB: trung binh; RN: rat ning.
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Bang 3.2. Mtic d6 giy bénh ciia 6 MPL nam trén 12 DVT cao su trong nha ludi thoi diém 10 ngdy sau liy bénh

Mau phén 1ap ndm

CoryLKO02 CoryDP03 CoryDN39 CoryKT04 CoryBT17 CorySL02 TB
DVT CSB CSB CSB CSB CSB CSB (DVT)
(%) MGB (%) MGB (%) MGB (%) MGB (%) MGB (%) MGB
RRIV 1 28,0 TB 41,3 TB 28,0 TB 46,0 TB 15,3 Nhe 43,3 TB 33,7
RRIV 106 18,7 Nhe 453 TB 12,7  Nhe 453 TB 19,3 Nhe 54,0 Nang 32,6
RRIV 109 10,7 Nhe 7,3 Nhe 5,3 Nhe 10,7 Nhe 9,3 Nhe 14,7  Nhe 9,7
RRIV 114 19,3 Nhe 31,3 TB 5,3 Nhe 7,3 Nhe 30,0 TB 22,0 TB 19,2
RRIV 124 8,0 Nhe 6,0 Nhe 11,3 Nhe 7,3 Nhe 6,0 Nhe 17,3 Nhe 9,3
RRIV 206 15,3 Nhe 6,0 Nhe 5,3 Nhe 7,3 Nhe 4,7 Nhe 31,3 Nhe 11,7
RRIV 209 53 Nhe 6,7 Nhe 5,3 Nhe 4,7 Nhe 5,3 Nhe 11,3 Nhe 6,4
RRIV 230 13,3 Nhe 30,0 TB 8,7 Nhe 6,0 Nhe 4,7 Nhe 36,7 Nhe 16,6
PB 255 10,0 Nhe 8,7 Nhe 15,3 Nhe 16,7 Nhe 13,3 Nhe 32,0  Nhe 16,0
PB 312 4,7 Nhe 7,3 Nhe 4,7 Nhe 8,0 Nhe 11,3 Nhe 15,3 Nhe 8,6
PB 260 7,3 Nhe 4,7 Nhe 6,0 Nhe 11,3 Nhe 8,7 Nhe 20,7  Nhe 9,8
RRIV 4 94,0 RN 96,0 RN 94,7 RN 96,0 RN 96,7 RN 95,3 RN 95,4
TB
(MPL) 19,6 24,2 16,9 22,2 18,7 32,8

*MGB: Mtic gay bénh; TB: trung binh; RN: rat ning.
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Két qua ¢ hai diéu kién thi nghiém c6 cting xu huéng vé mirc
d6 giy bénh cia mdéi MPL ndm trén cac DVT cao su. MPL
CorySL02 dugc danh gia 1a c6 kha ning xdm nhiém manh nhét, ké
dén 1a CoryDP03, CoryKT04, CoryLK02, CoryBT17, cudi cing la
CoryDN39. Trong s6 6 mau nim nghién ctru, MPL CorySL02 khong
nhitng xAm nhiém, gdy bénh rat ning trén RRIV 4 ma con giy bénh
nang trén RRIV 1, RRIV 106 va gidy bénh ¢ muc trung binh trén
nhiéu DVT khéac. Trong khi, MPL CoryDN39 chi ¢6 kha ning xam
nhiém, giy bénh rat ning trén RRIV 4, giy bénh trung binh trén
RRIV 1 va géy bénh nhg trén cac DVT con lai.

Xét theo mirc 0 man cam ctia DVT cao su thi RRIV 4 1a
man cam nhit (nhiém bénh ¢ mic rt ning voi 06 MPL nim trong ca
hai diéu kién thi nghiém), ké dén 13 RRIV 1, RRIV 106 nhiém bénh
& mirc trung binh trong diéu kién nha luéi v6i nhiéu MPL nim.
Trong khi d6, cac DVT khac bao gém: PB 255, RRIV 114, RRIV
109, RRIV 124, RRIV 206, RRIV 209, RRIV 230, PB 312, PB 260
thé hién 1a gidng “chdng chiu bénh” véi CSB & mirc thip trén nhiéu
MPL ném & diéu kién nha ludi.
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KET LUAN VA BE NGHI
1. Két luan
- Céc miu nim C. cassiicola giy bénh trén ciy cao su & Viét Nam
da dang ca vé mit hinh thai 1An di truyén phan tir.

+ V& dic diém hinh thai hoc: ¢6 su da dang vé mau séc, két cu
va tbc d6 phat trién cia tan ndm. CO6 sy bién thién rat 16n vé& hinh
dang, kich thuéc cta bao tir nAm khoéng chi giita cac MPL ma con
trong cung mot MPL.

+ Vé dic diém di truyén phan tir: c6 sy phan nhom di truyén khac

biét gilta cac chi thi phan tir khac nhau. Phan tich trinh tu nucleotide
ving rDNA-ITS xac dinh ¢6 3 nhom di truyén riéng biét, trong d6
mot nhom di truyén méi dugc phat hién; Phan tich béng chi thi phan
tir SRAP phén chia cac mau nim thanh 2 nhém di truyén chinh va
chi 13 céc kiéu di truyén c6 xu huéng phan bd theo ving dia 1y kha
cao; Nghién ctru nhan dién gen Cas xac dinh c6 hai nhém nam, mot
nhom mang gen Cas2 va mot nhom khong mang gen Cas.
- Céc miu nim C. cassiicola dugc phan 1ap trén cdy cao su & Viét
Nam c6 mirc d6 gay bénh rét bién thién, ty thudc dic diém chuyén
biét ctia mbi MPL. O diéu kién phong thi nghiém, tit ca 76 MPL déu
gy bénh trén DVT cao su RRIV 4 va PB 260 v6i mirc do bién thién
rt 16n; Sau (6) MPL dai dién phan nhém di truyén va ving dia ly
déu gy bénh rat ning trén DVT RRIV 4, gdy bénh ning trén RRIV
I, RRIV 106, RRIV 206, RRIV 114, PB 260, PB 255, RRIV 209,
gdy bénh trung binh trén RRIV 109, RRIV 124, PB 312, RRIV 230;
Trong diéu kién nha ludi, sau (6) MPL ndm dai dién déu giy bénh rat
nang trén DVT RRIV 4, trung binh trén RRIV 106, RRIV 1, gay
bénh nhe trén cac DVT khac.
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2. PE NGHI

Trén co s& cac MPL C. cassiicola d3 thu duoc, tiép tuc
nghién ctru mo ta hé gen cac miu ndm va phén tich transcriptomics
thong qua k¥ thuat in silico mining d6i v6i nhirng protein “effectors”
ctia loai ndm nay. Nghién ciru sy tuong tic giita nim C. cassiicola
v6i DVT cao su trén co s¢ dong tién hoa (ky sinh — ky chi) ¢ mirc
d6 phan ttr.

St dung cac MPL niam trong nghién ctru nay lam ngudn vat
liéu dé danh gia mirc 46 man cam cta cac DVT cao su mé&i phuc vu
cong tac tuyén chon gidng cao su chdng chiu bénh.
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