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PAT VAN PE

1. Tinh cap thiét ciia ludn an

Hb tiéu (Piper spp.) la loai cay trong co gia tri kinh té 16n & Viét
Nam. Nam 2022, dién tich trong hd tiéu trén ca nude 1a 131,8 nghin ha,
xuat khau dat 228,7 nghin tin ho tiéu, v6i tong kim ngach xuat khau
tang 3,5% so v6i nam 2021. Viét Nam chiém 40% san luzorng va 60% thi
phan ho tiéu toan cau, dong thoi ludn giir vi thé sé mot the gidi vé san
xut va xuat khau (Hlep, 2021; Mai va cs., 2021; Vietnambiz, 2023)

O Viét Nam giong hd ti€u duge trong pho bién ‘trong san xuat co
thé phan thanh ba nhom la: Gidng tiéu 14 nho gém giong ti€u Se, gidng
tiéu Sé Dat do, gidng tieu Vinh Linh, gidng Tiéu Son, gidng tiéu Di
Linh, gidng tiéu Phu Qudc, giéng tiéu Nam Vang gidng tiéu & trung
binh thuong nhap ndi tir Madagascar An Do va Indonesia nhu: Glong
tieu Lada Belangtoeng _giong tiéu Karimunda, glong tiéu Kuchmg va
gidng tidu Panniyur; gidng tiéu 14 16n gom c6 giong tiéu S¢ Mg, giong
tiéu Trau Dét, trong ba nhom duoc trong phd bién nhit 1a gidng Lada
Belangtoeng (Sung, 2001; Cuong va cs. 2021) Trong nhiing nam gin
day, do tinh hinh bién dbi kh1 héu két ho*p vGi viée phat trién cay ho tiéu
vuot qua dinh hudng va khong theo qui hoach nén tinh hinh sdu bénh
hai trén cdy hd tiéu xuat hién ngay cang nhiéu, trong do6 co6 hai loai bénh
gy hai nghlem trong nhét 1a bénh chét nhanh va bénh chét cham. Theo
bao cdo ctia Cuc Bao vé Thuc vat dau nam 2019, dién tich cay hé tiéu
bi chét 1én t6i hon 10 nghin ha, nguy€n nhén chu yeu la do bénh gay
hai, trong d6 b¢nh chét nhanh do chi Phytophthora va bénh chét cham
do tuyen trung Meloidogyne incognita dugc xem la b¢nh nguy hai nhét
cho céy ho tiéu.

Theo cac nghlen ctru cling nhu kinh nghlem tréng ho tiéu trén thé
gioi va ¢ Viét Nam, viéc phong trir tuyén trung gay hai trén cay hd tiéu
bang cac loai thudc héa hoc rat kém hiéu qua, giy ton kém va 6 nhiém
moi truong (Youssef va El - Nagdl .2021). Bén canh do, viéc sir dung
cic ky thuat luan canh vé6i cdy trong va sur dung nam Mycorrhizal
arbuscular (Mandou va cs., 2023) hay st dung céc ché pham sinh hoc
dé phong trir tuyén tring cung da dugc cong bo (Xuyén, 2000; Caillaud
va cs., 2008; El - Nagdi va Youssef, 2015; EI - Nagdi va cs., 2019;
Mhatre va cs., 2019; Thuy va cs., 2019; Youssef va El - Nagdi, 2021;
Lawal va cs., 2022; Burns va cs., 202?3; Bhat va cs., 2023). Viéc st
dung ky sinh trung trong phong trir tuy€n trung ciling dugc nghién clru
(Rahanandeh 2012; Mukhta va Pervaz, 2013; Mukhta va cs., 2013;
Saad va cs., 2022). Tuy nhién, phu:ong phép ¢6 hi¢u qua nhit dé phong
trir tuyén trung 1a str dung cac gidng tiéu khang bénh bén viing (Eapen



va Pandey, 2018; Ngoc va cs., 2021) Do do, viéc nghién ctru chon tao
gidng tiéu khang tuyen trung la rat can thiét cho san xudt tiéu hién tai va
tuong lai. Céc giong dia phuong dugc su dung trong cac chuong trinh
nhan gidng do ching c6 tiém nang mang cac tinh khang bénh va sau
bénh thyc vét, cling nhu cung cap nguoén da dang di truyén cho nhan
gidng cay trong (Nas va cs. 2023) Tuy nhién, ho tiu 1a loai cay lau
nam, viéc chon tao glong mdi theo phuong phap truyen thong mat rat
nhiéu thoi gian va cong suc dé chon loc dugc cac giong mang céc tinh
trang mong rnuon dac biét 1a céc tinh trang chéng chiu duogc voi cac
diéu kién thay 601 clia mdi truong sdng.

ba co nhiéu cong trinh nghlen ciru vé chon tao glong cay hd
tiéu ¢6 chét luong, hiéu qua, ning suat cao. Trong do, giong ti€u rung
Nam MY (Piper colubrinum) va oibng trau khong (Piper betle) c6 kha
nang chdéng chiu kha tbt véi Phytophthora capsici va tuyen trung
Meloidogyne incognita (Hién va cs., 2019) va c6 khd ning tiép hop
t6t khi ghép v6i ngon ghép 1a gidng tiéu Vinh Linh (Piper nigrum)
(Ngoc va cs. 2021)

Ngay nay voi sy phat trién cia nganh Coéng nghé sinh hoc, cong
viéc chon tao giong cay trong moi da tré nén thuén tién va dé dang hon,
dac biét la su dung cac chi thi phan tir trong chon tao glong c6 thé chon
loc nhanh Va chinh xac céc t1nh trang mong mudn, rat ngan thoi glan
tdng nang suat chon tao cac glong theo muc tiéu mot cach chmh Xac vé
mat di truyen cling nhu tiét kiém cong strc so véi chon tao glong truyén
thong (TG va cs., 2018). Vi vay, “Nghién ciru gibng hd tiéu (Piper
spp.) khang MeIOIdogyne incognita bang chi thi phin ti & Viét
Nam” la cap thiét nham chon loc dugc giong hé tiéu khang tuyén tring
phuc vu cong tac san xut hd tiéu 6n dinh va bén viing. Trong nghlen
clru nay, cac glong ho ti€u chiu ung cling dugc chon loc dé chon ra cac
glong thich hop véi diéu kién thuong xuyén ngap ng cta Thira Thién
Hué.

1.1. Muyc tiéu ciia dé tai

Muc tiéu chung

Nghlen ctru duogc glong ho tiéu (Piper spp.) khang tuyén tring
Meloidogyne incognita bang chi thi phan tir & Viét Nam.

Muc tiéu cu thé

- Danh gia du’(yc da dang di truyén cia tap doan ho tiéu thu thap o
Viét Nam o . )

- Chon dugc mot s6 giong ho tiéu cd kha nang khang tuyén trung
M. incognita va chiu Ging

- Phat trlen dugc chi thi phan ti gilp nhan dang tinh khang tuyén
tring caa cac giéng hod tiéu.



- Panh gid dugc dac diém ra hoa cua mot s6 giong ho tiéu loai P.
nigrum L. va khd nang lai tao véi loai P. divaricatum khang tuyén tring
nham tao giéng hd tiéu méi cho Vigt Nam

- Chon loc dugc mot s6 t6 hop ghép tiép hop tét va co kha nang
khang tuyén trung

- Danh gia duoc kha ndng sinh truong va phat trién cua to hop
ghép ho tiéu khang tuyén tring trong diéu kién nha mang.

1.2. Tinh méi cia dé tai

- Dinh danh thanh c6ng va danh gia duoc su da dang di truyén
bang hinh thai va chi thi phan tir ciia cac giong ho tiéu thu thap o Viét
Nam

- Chon loc duoc mot giéng hd tiéu loai Piper hancei
(HUIB_PH30) va mot giong ho tiéu loai Piper devaricatum
(HUIB_PD36) co kha nang khang tuyen trung M. incognita va chiju tng
tot.

- Phét trién duoc chi thj phan tir SCAR 30 — 360F1R2 lién két
vai tinh khang tuyen trung cua cay ho tiéu.

- Panh gia dugc dac dlem ra hoa cua glong ho tiéu loai P.
nigrum L. va kha nang lai yéu gira loai P. nigrum L voi loai P.
divaricatum khéang tuyén trung.

- Chon loc dugc hai to hop ghép la tiéu HUIB_PH30 - tiéu Vinh
Linh va tiéu HUIB_PD36 — tiéu Vinh Linh tlep hop t6t, 0 kha néang
khang tuyén trang va sinh trudng, phat trién tét trong diéu kién nha
mang.

CHUONG 1. TONG QUAN CAC VAN PE NGHIEN CUU

1.1. Co s6 Iy luin caa dé tai
1.1.1. So lwoc vé tuyen trung Meloidogyne incognita
1.1.1.1. sz thiéu vé tuyén trung

Tuyén tring thuéc chi Meloidogyne (Trinh va cs., 2019), ho
Meloidogynidae, by Tylenchida, 12 mot trong nhimg mam benh chinh
dugc tim thay & nhiéu loai khac nhau trén cay trong (Slkandan va cs.,
2020; Yang va cs., 2020). Ching anh huong dén chat lwong va nang suat
cua cac giong hd tiéu. M. incognita vé mit kinh té 1a mot trong nhiing
loai tuyén trung ky sinh thyc vt quan trong nhét trén thé g101 do su phan
bb dia Iy ngay cang tang, pham vi ky cht rong va kha nang gay bénh cta
n6 (Nas va cs., 2023).
1.1.1.2. Phén logi tuyén trimg

O Viét Nam, MeI0|dogyne spp., Tylenchus sp., Rotylenchulus
reniformis, Ditylenchus ausafi, va Aphelenchus avenae la nam tuyén



tring ky sinh thyc vat dugce tim thay & téfg ca cac tinh dugc nghién cuu.
Meloidogyne spp, 1a don vi phan loai phd bién dugc tim thiy va tat ca
Meloidogyne duoc cong nhan la M. incognita.
1.1.1.3. Tac hai cua tuyén tring

Tuyen trung MeIOIdogyne duge biét dén 1a mot trong nhiing tac
nhén gy hai chinh cua cac vung trong rau, cdy thudc va cac loai cay
trong khac. Trén ho tiéu, nhém tuyen trung nay 12 mdt nguyén nhan chinh
gy bénh ciia bénh “chét chdm”, vang 14 va lam giam nang suat cay hod
tiéu (Quyén va cs., 2019). Tuyen trung da gay thiét hai 15% san luong
cay trong hang ndm, udce tinh 100 - 157 ty USD trén toan thé gioi (Abd -
Elgawad va Askary, 2015). O céac quéc gia trong tiéu Pong Nam Chau A,
tuyén tring Meloidogyne spp gay thi¢t hai dén 16% (Sasser, 1979).
1.1.1.4. Bién phap’xu’ Iy tuyen trung .

o Céc loai tl}uﬁc diét tuyén trung tong hop khéc nhau da duge sir dung
dé kiém soat tuyén trung, tuy nhién phan 16n thudc trir sdu (15 bi loai bo khoi
thi truong do cac tac ddong ngoai muc tiéu, anh huéng dén stc khoe con
nguoi va moi truong. Trichoderma, mycorrhizal va nam noi sinh 1a nhing
logi nam so1 chinh duogc st dnng dé tao ra tinh khang tuyén tr‘ilng. Chung co
thé lam giam thiét hai do tuyén trung ky sinh trén thuc vat bang cach tao ra
CaC enzyme ly giai, khang sinh, t& liét va k¥ sinh. Ngoai ra ciing ¢6 nhiéu lodi
nam c¢6 khéa nang tiéu diét tuyén tring da duoc thir nghiém nhw: Dactylella
oviparasitica, Arthrobotrys oligospore, Monacrosporium gepgyropagum,
Verticillium chlamydosporium.

1.1.2. So lwegc vé cay hé tieu
1.1.2.1. GlO’l thiéu vé cay ho tiéu

HO tiéu (Plper nigrum L) 1a loai cy than leo lau nam thugc ho

|peraceace (Bui va cs, 2017), c6 ngudn gbe tir An Do, sau d6 duge du nhap

den céc nude nhiét doi chau A, chau My nhu Indonesia, Viét Nam, Brazil,. .
Ho tiéu thuong duoc g01 la vua ctia cac loai gla vi dugc sir dung nhiéu nhat
trén thé gidi (Khew va cs., 2020; Dongare va cs., 2023), n6 di tré nén quen
thudc trong cdc mén an hang ngay cua moi ngudi. Bén canh do hé tiéu con
duoc sir dung trong y hoc dé chita tri mot s bénh nhur cam ctim, xung huyét,
viém khop,...Wang va cs., 2017)
1.1.2.2. Vai tro, tac dung cua cdy ho tieu,

Ticu 1a mot loai cay trong c6 thé song lau nam va c6 gié tri kinh té
cao. Tiéu duge su dung lam gia vi, trong cong nghiép huong liu, trong y
dugc va lam chat di¢t con trung (Hoa, 2001)
1.1.2.3. Pac dtem hinh thai cay ho tiéu

Ré tiéu gom tir 3 - 6 ré cai va mot chum ré phu & dudi mit dat trén
dbt than c6 ré than lan (re bam) Ti€u 1a thugc loai than thao mém déo
dugc phan thanh nhidu dbt, mdi dbt co mot 14 don, hinh trai tim, moc
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cach. O nach 14 co cic mam ngi c6 thé phat sinh thanh céc canh tugc,
canh luon, canh ac (canh cho trai) tuy theo giai doan phat trién. Cay tiéu
ra hoa dang hoa hinh gié, treo lung lang, dai 7 — 12 cm tuy theo glong tiéu
va diéu kién chdm soc. Trén gi€ hoa c6 binh quéan 20 - 60 hoa xép thanh
hinh xoan 4c, hoa tiéu ludng tinh hodc don tinh. Trai ti€u thudc loai trai
hach, khong c6 cudng, mang 1 hat hinh cau. Tir khi ra hoa dy du cho dén
khi trai chin kéo dai tir 7 - 10 thang ) .
1.1.2.4. Dac diém sinh thai va phdn bo ciia ho tiéu
HO tiéu .c0 kha nang chiu dugc nhiét do thap nhat 10°C, cao nhat

40°C, phat trién tot nhat & nhiét do khong khi 20- 32°C, am d6 twong dbi
trén 70% va nhiét do dat & do sdu 30 cm khoang 25 - 28°C. Luong mua
thich hop trong ndm 1,500 — 2,500 mm, wa anh sang tan xa va thich moi
truong lang gid, co the trong dén cao d6 1,200 m 0 vOi mdt nudc bién,
phat tri€n tot trén dat phi nhiéu, giau hitu co, toi xop, thodi nudc t6t; pH
dat thap nhat 4,5; tot nhét trong khoang 5.5,. - 6,5; tang dat canh tac trén
70 cm, tot nhat trén 1 m, dét c6 do déc du(n 10%, t6t nhat 3 — 5%, muc
nuée can sau hon 2 m vao mua mua. )

HO tiéu c6 nguon goc tr An Do, sau d6 du nhép deén cac nudc nhiét
dd6i nhu Brazil, Indonesia, Malay51a Thai Lan, Srilanka va Viét Nam. Ngay
nay, mac du h6 tidu dugc tim thay & hau hét cac nudce nhiét doi, nhung vung
san xuét chinh chi tap trung ¢ mot s6 nudc Nam A DPoéng Nam A va Brazil.
Ho tiéu duoc trong phd bién & nhicu noi: An Do, Brazil, Indonesia,
Malaysia, Sri Lanka, Viét Nam va Trung Qudc (Xuyén va cs., 2019).
1.1.2.5. Cdc giong ho tiéu dang sir dung

Nam 2021, Thay b. T. K., d& thu nhan 33 glong ho tiéu tr cac
vung Dong Nam Bo Phu Quoc va Tay Nguyen gom cac glong tiéu Vinh
Linh, giong tiéu Srllanka glong tiéu Braxil, giong tiéu An b6 va glong
ti€u S¢. Dya vao hinh thai c6 the chia Chung thanh 2 g1ong la glong ho
tidu 14 nho gom: gidng tiéu Sé Pak Lik, gidng tiéu Phi Quoc, giong tiéu
Vinh Linh thu thdp ¢ Pong Nam Bo va Tay Nguyen Glong tiéu la lon
gom co: Glong tiéu Braxil trong & Binh Duong, glong tiéu An Do trong &
Dong Nai va gidng tiéu Sri Lanka trong tai Gia Lai va Pdng Nai.
1.1.2.6. Cacphu"ongphap lai tao glong ho tiéu

Dé cai thién dic tinh ciia cac gidng ho ti€u va tang kha nang chong
chiu séu bénh hai thi phuwong phap lai tao gibng la hét suc can thiét, nhim
tao gidng mai, tang tinh da dang, phong phii vé ngudn gen cay ho tiéu.
C6 hai phuong phap 1a lai tu nhién va lai nhan tao. Chon gidng thong qua
thu phan tir do (lai ty nhién) ngay cang phé bién va cho ning suit rat tot.
1.1.3. Cic phwong phdp ghép dp dung trén cay hé tiéu

Ghép hd tiéu (Plper nlgrum L. ) trén gbc ghép P. colubrinum 1a mot
k¥ thuat dugc st dung rong rdi dé quan 1y tiéu bénh do Phytophthora. Dé



danh gia anh huong clia giéng va thoi vu dén kha ning phuc hoi canh
ghép, mot nghlen clru s0 b da dugc thye hién. Trong do cac choi bén
clia tdm giong P. nigrum L. dugc ghép trén goc ghép P. colubrinum. Két
qua cho thdy rang bat ké giéng nao, thang 2 va thang 3 1a thoi ky t6t nhat
dé tao canh ghép (Vanaja va cs., 2007).
1.1.4. Chi thi phédn tir
1.1.4.1. Dinh nghia cua chi thi phdn tu

Chi thi phan tr hay chi thi DNA, 1a cac chi thi chi nim gan hay lién
két véi gen va khong ¢6 hodc it anh hudng dén kleu hinh. Chi thi DNA la
nhiing thay ddi trong DNA va dugc chia thanh nhiéu loai dya vao sur khac
nhau vé phuong phap, ki thuat xac dinh su da hinh (Thanh, 2014).
1.1.4.2. Cac logi chi thi phan tr

Céc chi thj hién nay gdm co: chi thi da hinh d¢ dai cac doan cét han
che (RFLP) chudi 13p ngan lién ké (STR), s6 luong thay doi cac chudi lap lai
lién k&, sb luong bién dbi song song 13p lai (VNTR), da hinh cau tao soi don
(SSCP), vi tri chudi danh dau (STS), da hinh DNA nhén ban ngau nhién
(RAPD), da hinh nucleotide don (SNP), da hinh céc don enzyme cit gi6i han
(RFLD), vi tri trinh ty tiéu vé tinh dugc danh déu (STMS) diu DNA nhan
ban (DAF ), chi thi trinh tw biéu hién (EST) (Adams va cs., 1991), da hinh d
dai cac chudi don gian (SSLP) chudi da hinh nhan ban duoc cat han ché
(CAPS) chi thi nhan ban soi thay thé (SDA), chudi lap lai don gian (SSR),
ving nhan ban chudi DNA dugc mo6 ta (SCAR), da hinh céc locus ti€u vé
tinh nhén ban chon loc (SAM PL), tiéu vé tinh neo nhan ban (AMP - PCR)
da hinh tiéu vé tinh nhan ban ngau nhién (RAMP), chudi lap lai don gian
gitta (ISSR), cac mdi lién quan dén allen dic biét (ASAP) da hinh d¢ dai
doan nhan chon loc (AFLP), tiéu vé tinh nhan ban ngiu nhién (RAMP), da
hinh nhan ban chu01 dac biét (S - SAP), chi thi PCR dédo (IPCR), sy mo rdng
1ap lai song song ngan (STR).
1.1.4.3. Vai tro cua chi thi phan tir

Céc ky thuat chi thi DNA ¢6 vai tro quan trong trong nghién ctru
da dang di truyen phat sinh loai, phan loai, danh ddu va xac dinh gen;
chon loc nguén gen va chon gidng nho chi thi phan tr. Tuy nhién, hién
khong ¢ chi thi nao dap tmg dugc tat ca cac yéu cau trén. Tuy thudc vao
van d€ nghién ctru ma chon céac ky thuét phu hop.
1.2. Tinh hinh nghién ciru hd tiéu trén thé giéi va | trong nudgc
1.2.1. Tinh hinh sdn xudt hé tiéu va si# dung giéng hé tiéu trén thé
gigi va Vigt Nam

> Trén thé g|0’|

Theo thong ké cia Hi¢p hoi hé tiéu Qudc té, tong dién tich hd tiéu
trén the gidi tir 2008 dén 2017 gan nhu khong co su thay dbi. Tong dién
tich hd tiéu nam 2008 13 459.886 ha, dén 2017 tng dién tich hd tiéu toan



thé gioi 1 458.731 ha. An D9, Viét Nam va Indonesia la 3 nudc c6 dién
tich hé tiéu 16n nhat, tong dién tich ciia 3 Qudc gia nay chiém toi 78,86%
tong dién tich toan thé gi6i (Pepper Statistical Yearbook 2017
International Pepper Community). Viét Nam la nu¢c sin Xuit va xuit
khau hat tiéu 16n nhat (100.000 tan), tlep theo 1a An Do (48.000 tan)
Indonesia (37.000 tan), Brazil (35.000 tan) va Malaysia (25.672 tn).

> O Vigt Nam

Viét Nam la nude san xuat va xuat khau hd tiéu n6i bat nhat trén
thé gioi. Nam 2020, dién tich trong tiéu den ctia Viét Nam 1a 132.000 ha,
san luong dat 270.000 tan, trong d6 khu vyc Tay Nguyen chiém khoang
70% ca ve dién tich va san lugng. Do do, khu vue nay dugc coi la tha
phu trong trot va san xudt ho tiéu ciia Viét Nam (Tran va cs., 2022)

1.2.2. Tinh hinh bénh tuyén triing gay hai cay hé tiéu trén thé gigi va
Viét Nam

> Trénthé gidi .

Ttr 1902 tuyen trang da duge phat hi¢n & vung ho tiéu Cochin cua
Trung Qudc. Nam 1918, ving Wynad, An Do ciing da bao cao tuyén
trung gy hai trén hé tiéu. M. incognita va M. javanica 1a nhiing loai gay
hai trén ho tiéu ¢ nhiéu nudc nhu Brazil, Sarawak, Borneo, Trung Quoc
Malaysia, Brunei, Kampuchia, Indonesia, Philippines, Thai Lan va Viét
Nam, riéng loai M. arenaria dugc bao cao gy hai ¢ Sri Lanka (Koshy va
Geetha, 1992).

> 0 Viét Nam

Theo két qua kiém tra tinh hinh san xut ho tiéu dau nim 2019 cua
Cuc Béo v¢ thyc vat, chi tinh riéng céc tinh Tay Nguyén da cho thay dién
tich cay HO6 tiéu chét d vuot trén 10 ngan ha (Gia Lai 1a 5.547 ha; Pak
Lik 14 2.774 ha; Dik Nong 1a 1.827 ha).

1.2.3. Tinh hinh #ng dung chi thi phan ti trong chon tao gidng
khang bénh tuyén triing ¢ cay hé tiéu trén thé gidi va ¢ Viét Nam

Cac nghién ctu tng dung chi thi phan te trong chon tao glong tiéu
khang tuyen trang trén thé gIO’I va ¢ Viét Nam van con han ché vi hé gene
nhan cua hd tiéu chua duoc giai trinh ty toan bo.

1.2.4. Tinh hinh lai tgo giong ho tiéu khang tuyén trang trén thé
gidgi va ¢ Viét Nam

Lan dau tién trong lich su trong ho tiéu, mot gidng ho tiéu lai giira
cac loai c6 kha ndng sinh san mot phan c6 kha nang khang Phytophthora,
duoc phét trién thong qua_lai gita P. nigrum L. véi loai hoang da P.
colubrinnum. Tuy nhién, van chua c6 nghién ctu nao Ve lai tao glong ho
tiéu khang tuyén tring. Khi sinh hoc phan tir va nhan glong cay trong tlen
bg, hai phuong phép tro nén guan trong la chon loc co ho trg danh dau
(MAS) va chinh sira gen dang trd nén noi bat. Day c6 thé 1a mot budc tién



dé ung dung vao viéc nghién ciru céc gidng hd tiéu khang tuyén trang.
1.25. Tinh hinh sin sudt va si dung cay ghép hé tiéu khang
tuyén trung o trén thé gidi va ¢ Vigt Nam

Cho dén nay trén thé g101 da c6 nhimg nghién ctru vé viée ghep hd
tiéu. Tuy nhién, van chua ¢6 nudc nao phat trién ti€u ghép thanh cong,
dua cay tiéu ghép vao nghe trong ti€u nhu 1a mot cach nhan glong pho
bién, ma phan 16n cac nude van con dang tiép tuc cach nhan glong truyén
thong bang hom day than va hom day luon. Tai Vi€t Nam, vi€c trong tiéu
ghép chu yéu do nong dén tu phat 1a chinh, c6 nhiing dién tich trong that
bai nhung cling c6 nhung di¢n tich sinh trudng phat trién budc dau rat tt
va dong déu. Bleu nay co6 thé do ky thuat trong va cham bon cay tiéu
ghép trong ngoai dong khac nhau giita cac cha vuon.

CHUONG 2. NQI DUNG, VAT LIEU VA PHUONG PHAP
NGHIEN cU'U

2.1. N¢i dung nghlen ciru

- Panh gia da dang di truyén cua tap doan hd tiéu dugc thu thap ¢
Viét Nam ) . )

- Chon loc céac giong ho ti€u c6 kha nang khang tuyén trung va
chiu ting

- Phat trién chi thi phan tir DNA lién két voi gen khang tuyén
tring ctia cdy ho tiéu bang phuong phap BSA

- Panh gia dic diém ra hoa ctia mot sé gidng hd tiéu loai P.
nigrum L. va khd nang lai tao v¢i loai P. divaricatum khang tuyén tring
nham tao giéng hd ti€u moi

- Chon loc gbc ghep khang tuyén trang va danh gia kha nang
ghép thanh cong trén gdc ghép khang tuyén tring d6i voi mot sb gidng
tiéu thuong mai

- Danh gia kha nang sinh truong va phat trién cua cac ciy ghép
hd tiéu khang tuyén trung trong diéu kién nha mang
2.2. Vat li¢u nghién ciru

Cac mau ho tiéu dugc thu tir cac vung trong tiéu & 8 tinh, co 39
glong hd tiéu va 200 mdi RAPD duoc sir dung dé danh gia da dang di
truyen.

Nguan glong tuyén tring Mel0|dogyne Tuyen tring duoc lay tir
ré cay ho tiéu & cac vuon bi nhlem bénh vang la chét cham & Gia Lai,
Viét Nam, sau d6 ly trich tuyén tring theo phuwong phap loc da dugc md
ta bai Hooper (1986).

Vat ligu lai tgo: 5 gidng ho tiéu thudc loai Piper nigrum L. c6 tén
thuong goi giéng tiéu Vinh Linh (HUIB_PN27), giéng tiéu Sri Lanka



(HUIB_PN97), gidng tiéu An Do (HUIB_PN69), giéng tiéu Phi Quéc
(HUIB_PN101), giéng tieu M4 Lai (HUIB_PN96) va 01 ging tiéu
rung Nam My Plper divaricatum (HUIB_ PD36)

Vit liéu goc ghép va ngon ghep o 6 loai gbc ghép va 4 loai
ngon ghép duoc sir dung. Trong d6, cac loai gbc ghép HUIB PN105;
HUIB_PN45; HUIB_PN27; HUIB | PH30 HUIB_PD36, HUIB_ PH46
dugc wom trong bau d4t sach da hap tuyét trung (1 5 kg gia thé) véi sb
lugng 30 bau/10a1 gbc ghép. Céc loai | ngon ghép 1a giong tiéu Vinh Linh
— VL, gibng tiéu Loc Ninh — LN, giéng tiéu Sri Lanka — SR, gidng tiéu
An Do - AD.

2.3. Phuwong phap nghién ciru

2.3.1. Déinh gid da dang di truyén cia tdp dodn giong hé tiéu dwoc
thu thdp ¢ Viét Nam

2.3.1.1. Panh gid da dang di truyén cia tdp doan giong ho tiéu bang
ddc diém hinh thai

M0 ta chi tiét cac loai vat liéu duoc thu thap duya trén cac tiéu chi
cua Vién Nghién ctu Tai nguyen Di truyén thuc vat Québc té (IPGRI,
1995), gém: 16 dic diém. Ddi véi phan tich cum (R Development Core
Team, 2008), tit ca cac dic diém caa mdi lan gia nhap da dugc chuan
hoa va khoang cach Euclide duoc tinh bang phuong phap nhom cap
khong trong so véi trung binh 50 hoc (UPGMA).
2.3.1.2. Dinh danh cac glong hé tiéu da thu thap dya vao trinh tu ITS

DNA cua céc giong ho tiéu duoc tach chiét tir 1a non theo phuong
phap CTAB va dugc tinh sach qua cot silica.

Vung gen ITSul-4 cua cac giong hd tidu dugce khuéch dai trong
thé tich 25 pl, sir dung OneTaq® DNA Polymerase (Biolabs Inc., New
England). San pham PCR duogc kiém tra bang dién di trén gel agarose
1%. Cac miu hién thi mot dai don rd rang dugc gui giai trinh tu dén
Cong ty Maccrogen, Han Qudc. Két qua s& duoc phan tich dé dinh danh
loai.
2.3.1.3. Pdnh gid da dang di truyén cia tdp dodn giong hé tiéu bang
chi thi phan tir

Dau tién, 3 trong s6 39 glong duge chon ngiu nhién dé sang loc
100 mdi RAPD nham chon ra moi ¢6 ty 1€ da hinh cao nhét. Cac moi da
hinh sau d6 duoc st dung dé khuéch dai 39 giéng ho tiéu dé danh gi4 tinh
da dang di truyen Phan ung PCR dugc thyc hién theo quy trinh cua
Truong va cOng su (2013) voi the tich1a 15 pl.
2.3.2. Chon lgc céc giong hé tidu c6 khd nang khdng tuyén tring va
chiu ang
2.3.2.1. Danh gia kha nang khdng tuyén trung cua tgp doan ho tiéu

+ Chuin bi giong thi nghiém: Ho tiéu duoc wvom 2 hom/bau,



mdi hom 3 mit cérn vao bau dat, kich thuge bau 13 x 23 cm. Khi cay
duge 3 - 514 thi tién hanh lay nhiém tuyén tring M. incognita.

+ Phwong phap bo tri thi nghi¢m: Thi nghlem dugc b tri trong
nha ludi theo kiéu hoan toan ngiu nhién, moi cong thirc gom 3 1an nhic
lai, mdi lan nhac gom 10 cay.

+ Piéu kién trong va chim séc: Chim séc cdy ho tiéu theo
dung quy trinh cham soc cdy trong vudn wom cua Bo Nong nghi¢p va
Phat trién nong thon.

+ Phuong phap thu tuyén trang M. mcognlta Chon céc ré ho tiéu
nhiéu ndt sung tir cac vuon tiéu bi nhiém bénh vang 14 & Gia Lai. Ap dung
TCVN 12194-1: 2019 vé quy trinh gidm dinh tuyén trung M. cognita gay
bénh thyc vat dé thu trimg va tuyén trung M. Incognita tudi 2 (J2) (Chau va
Thanh, 2000) Sau d6, tién hanh nhan gidng tuyén tring M. Cognita J2 trén
gia thé ca chua.

+ Phwong phap ly trich tuyen trung M. incognita tir ré: st
dung phuong phap loc (Maceration - sieving method) (Hooper, 1986).

+ Tach chiét DNA tong sO: khoang 300 c4 thé tuyen trung M.
incognita duoc ly tdm, chuyén sang Ong 1,5 mL.

+ Phuong phap lay nhiém: LAy nhiém 1 1an khi cay glong 3
thang tudi. Mat do tuyen trung M. incognita stt dung 12 100 con tudi 2
(J2) trén 100 g gia thé. D6 50 mL dung dich co chtra khoang 1.500 con
tuyén trung M. incognita cho mdi bau cay gibng (1, 5 ke gla thé). Chi
tiéu theo doi: Ty 1é cay bi nhiém bj Vang 14 (%), ty 1€ 1é bi n6t sung (%)
2.3.2.2. Panh gla kha nang chiu ving cia mot s6 giong ho tiéu

Panh gia kha nang chiu tng: Cay hd tiéu sau khi chuyén ra chau 12
thang s€ duoc xur Iy ngép ung Toan bd chau dugc ngdm nudc trong bén
ngay. Ty 1€ song sot dugc xac dinh sau 15 ngay va danh gia dac diém vi
phiu clia cac mau chiu ung theo md ta cua Tran va dong nghiép (2022).
2.3.3. Phét trién chi thi phan ti DNA lién két véi gen khang tuyén
tring csa cay ho tiéu bangphwo’ngphap BSA
2.3.3.1. Nghién ciru nhdn dién chi thi phdn t lién két véi gen khing
tuyén tring bang phwong phdp BSA

Ky thugt RAPD: Tu ket qua phan Panh gi4 da dang di truyén tap
doan ho tiéu, dé tim thém bing dac trung cho cac mau khang tuyén
trung tién hanh sang loc thém 100 mdi RAPD.

Ky thugt BSA: St dung phuong phap BSA (Bulked Segregant
Analysis) (Mlchelmore va cs., 1991; Truong va cs., 2013) nham phat hién
nhanh chéng cac doan DNA déc hi€u cho cac ca thé khang tuyén tring.
2.3.3.2. Nghién ciru chuyén doi chi thi RAPD thanh chi thi SCAR

Thiét ké moi SCAR: Mbi SCAR dugc thiét ké dya vao trinh tu
giai méd cia cac doan RAPD lién két voi gen khang va nhidm tuyén
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trung, st dung chuorng trinh Primer3 4.0 (Rozen va Skaletsky, 1999).

Danh gia dp nhay cua chi thi SCAR: D) nhay la nong do DNA
thap nhét ¢ thé phat hién ra bénh thong qua két qua PCR du:ong tinh. De
chuén bi cho phan mg PCR, mdi mau DNA dugc pha lodng vé cic ndng
do 1, 5,10, 20 ng/ul

Banh gid dp dic hi¢u cua chi thi SCAR: D} dac hi€u 1a ti 1¢ cac
c4 thé cho két qua duong tinh trén tong so cac cé thé thyc hién PCR véi
cap mdi trong Kit. Mbi SCAR da dugc t6i wu diéu kién PCR s& sir dung
dé khuéch dai toan bo 39 gidng hd tiéu nham kiém tra tinh da hinh va tinh
khang cta chi thi phan tir SCAR voi gen khang tuyen trung Mobi mot
phan tmg PCR dugc thuc hlen dua trén cac thong SO da duoc to1 vu.

2.3.4. Pdnh gid ddc diém ra hoa cia mét sé giong hé tiéu loai P.
nigrum L. va khd ndang lai tao véi loai P. divaricatum khang tuyén
tring nham tao giong ho tiéu mai

2.3.4.1. Khao sat dac diém ra hoa ciia mét s6 gzong ho tiéu

Tién hanh quan st giai doan kéo dai gié (ngay) (tir khi xuét hién
gié dén luc hoa dau tién nor) thoi gian phan hoa hoa (ngay) (tu khi xuat
hién hoa dau tién dén khi gi¢ nd toan bo), khoang 1¢ch giao gitra nhi va
nhuy (ngay) (tir khi hoa no dén khi nhj xuat hién).
2.3.4.2. Bude dau lai tao cdc giong ho tiéu

Thi nghiém duoc bb tri theo kiéu hoan toan ngiu nhién 1 yeu t6
(CRD), 3 lan lap, 3 cay/mdi lan lap, theo doi 10 gié/3 cdy, mdi gle theo
dai 5 bong K¥ thuat lai dugc ap dung theo k¥ thuét lai hoa tiéu cua Vién
Nghién cttu Cay gia vi va Cy dugc liéu Indonesia.

2.3.5. Chgn lgc goc ghép khang tuyén trung va ddanh gia khd ning
ghep thanh cong trén goc ghép khang tuyén traung doi véi mét so
giong tiéu thmrng mai

2.3.5.1. Panh gia kha nang khdng tuyén trimg M. incognita ciia cdc goc
ghép ho tiéu

Phuwong phdp thu tuyén triing M. incognita: R& ho tiéu c6 nhiéu
nbt sung dugce thu tir cac vuon ti€u bi bénh vang la tai Gia Lai. Thu
trimg va tuyén trung M. incognita tudi 2 (J2) dwa vao TCVN 12194 - 1:
2019 vé quy trinh gidm dinh tuyén trung M. incognita gay bénh thuc vat
(Chéu va Thanh, 2000).

Phwong phdp lay nhiém: Lay nhiém 1 1an khi cac vat liéu gbc
ghép (HUIB_PN105; HUIB_PN45; HUIB_PN27; HUIB_PH30;
HUIB_PD36) dugc 3 thang tudi. Mat do tuyén tring M. incognita 1a
100 con tubi 2 (J2) trén 100 g gia thé. Pb 50mL dung dich chira khoang
1.500 con tuyén trung M. incognita vao mdi bau cay glong (v6i 1,5 kg
gia thé) (Chanh va cs., 2019). Sau d6 theo ddi ti 1¢ nhidm tuyén trung
M. incognita.
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Mirc khang: Chia thanh 5 muc dua theo chi s6 bénh: Muc 5/5 -
chi s6 bénh < 20%, mitc 4/5 - chi s6 bénh tir 20 - 40%, mitc 3/5 - chi s
bénh tir 40 - 60%, mutc 2/5 chi s0 bénh tir 60 - 80%, muc 1/5 chi s6 bénh
> 80% (Truong va cs, 2008)
2.3.5.2. Danh gia kha nang ghép thanh cong va kha nang tiép hop ciia
cdc t6 hop ghép

Phuong phap ghep ghép ném nbi ngon.

Thi nghiém 2 yéu t6: Yéu tb A: 3 Loai goc ghép (HUIB_PD36 (Al),
HUIB _PH30 (A2), HUIB_PH46 (A3); Yéu to B: 4 loai ngon ghép (Vinh
Linh - VL (Bl) Loc Ninh - LN (B2), Sri Lanka - SR (B3), An D6 - AD
(B4)). banh gia kha nang ghép thanh cong dua vao ti 1€ ghép song (%) va su
sinh trudng chiéu cao ctia ngon ghép sau 30, 60, 90 va 120 ngay.

Danh gia kha niang tiép hop: Thong qua mirc do tuong dong
gidi phau glua gdc ghép, ngon ghép va murc do tiép hop tai vi tri vét
ghép khi cay ghep duoc 4 thang.
2.3.5.3. Bdnh gid kha ndng khdng tuyén tring ciia cdc té hop ghép ho
tiéu

Lay nhiém tuyén trung M. incognita nhan tao: T6 hop ghép sau
khi ghép thanh cong, cay ghép dugc 2 thang, cao tir 10 - 15¢cmc6 2 - 3
la thi tién 1ay nhiém tuyén truing M. incognita.

2.3.6. Danh gid khd nang sinh trueng va phét trién caa cay ghép hé
tiéu khang tuyen triing trong diéu kién nha mang

banh gia kha nang sinh truéng cua cac giong cay ghep hd tiéu
khang tuyen trung dya trén Dong théi tdng truong chiéu cao ciy, s6 14,
mau sac 14, s6 d6t, mau sac d6t va s6 canh.

2.4. Phuong phap xir ly s6 li¢u

Phan tich diic diém hinh thdi ciia tdp doan hé tiéu

Dit ligu duoc phan tich bang kiém dinh Duncan test (P < 0,05)
trong phan mém SPSS cua IBM. Phan tich cym va thanh phan chinh
duoc thyc hién bang phin mém R (R Development Core., 2008).

Phdn tich két qua dinh danh tip doan ho tiéu:

Két qua gidi trinh ty vung gen ITSul-4 dugc tp hop va chinh sta
bang phin mém BioEdit v7.2.5. Céc trinh ty d chinh sira sau d6 duoc
ClustalW can chinh trong MEGA X sau do cay phét sinh loai dugc xay
dung. Cac trinh ty barcode duoc truy van dé xac dinh loai dua trén co so dit
liéu GeneBank (NCBI) bang cach st dung thuat toan Nucleotide BLAST.

Phin tich ket quzz } ddnh gla i da dang di truyen cua tzzp doan ho tiéu

Dua trén két qua dién di, cac bang xuat hién 16 rang va khong bi bién
dang s€ duoc gén la “17, khong c6 (hodc qua m0’) s€ duge gan 1a “0”. Dt ligu
ma trn nhi phan s& dugc sir dung tinh chi s6 da dang di truyén bang phan
mém POPGENEI] .32 va xdy dung cdy phat sinh loai bang NTSYS2.1.
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Phan tich dic diém ra hoa ciia mét sé giong hé tiéu loai P.
nigrum L. va khd néng lai tao véi loai P. divaricatum khang tuyén
tring nham tao giong ho tiéu maoi

Phu:orng phap xtr 1y s6 liéu: S6 lieu duoc tong hop bang phan
mém Excel va xu ly thong ké mo ta, so sanh phuong sai ANOVA bing
phan mém xir Iy thong ké SAS9.1.

Phan tich két qud khang tuyén trung, kha nang ghep thanh
cdng, két qud lai tao, két qud ghep, danh gia kha nang tiép hop, kha
nang sinh truong, phat trten cua to hop ghép ho tiéu:

S lidu dugc xtr Iy bang phan mém Ms Excel va SAS 9.1.

CHUONG 3. KET QUA NGHIEN CUU

3.1. Panh gia da dang di truyén ciia tap doan ho tiéu dwoc thu thap
6 Viét Nam
3.1.1. Danh gid da dgng di truyén cia tdp dodn giong hé tiéu bang
ddc diém hinh thai

16 dic diém hinh théi ¢ tat ca céc loai cay hd tiéu da dugc nghién
ciru. Kiéu sinh truong phd bién nhat 1a cay leo (37 gidng) trong khi
glong HUIB_PR48 than bo va HUIB_PH36 la dang than ding. Tat ca
cac glong hd tiu c6 kiéu phén canh da dang trir HUIB_PD36. Phan I6n
cac gidng déu co nhiéu chdi sinh ra tir than. HUIB_| PD36, HUIB_PR48
va HUIB_PN101 co6 kha nang bdm tru yeu trong khi kha nang bam
trung binh da dugc quan sat thay o3 glong HUIB_PN56, HUIB_PR41
va HUIB_PN47. Cac giong con lai the hi¢n kha ning bam manh. Kha
ning tao ré bat dinh 1a it & HUIB_ PN101, vua phdi ¢ HUIB_PD36,
HUIB_PR41 va HUIB_PR48, cac glong con lai tao ra rat nhidu r& bat
dinh. T4t ca céc glong déu khong c6 long to trén than. C6 ba hudéng
moc cua canh bén la déc xudng, nim ngang va moc thang Hinh dang
phién 14 da dang tir hinh ovan, ovan-elip, ovan-miii méc, elip-miii méc,
hinh tim. Hinh dang goc I4 v6i 4 kiéu hinh 1a tron, h|nh tim, nhon va
nhon ¢o goc Mep 14 co 2 kiéu l1a mép c6 séng va mép la bang. Pa sb
cac giéng c6 gan la kiéu campylodromous, ngoai trir HUIB_PH30 va
HUIB_PH46 (gan chan vit) va HUIB_PD36 gan hinh xwong ca. Hudng
moc cua bong cua hiu hét cac gidng déu nim nghiéng, ngoai trir
HUIB_PH30, HUIB_PH46, HUIB_PD36 va HUIB_PR41 (kiéu thang
dang). Hau hét cac giong deéu co bong o dang soi, ngoai tru
HUIB_PR41 (hinh nén), HUIB_PH30 va HUIB_PH46 (hinh tru). Hau
hét cac glong déu hoa 1uong tinh. Trong khi, HUIB_PH30,
HUIB_PH46 va HUIB_PRA41 chi tao ra hoa cai. Hinh dang qua cua tat
ca cac gidng da s6 dang tron.
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3.1.2. Pinh danh céc giéng hé tiéu da thu thdp bang kj thudt sinh hgc
phan ti#

Két qua giai trinh tu cua vung gen ITSul-4 la 667 bp &
HUIB_PR41 va HUIB_PR48; 670 bp ¢ HUIB_PN36 va HUIB_PN91;
672 bp HUIB_PN29 va HUIB_PN38; 685 bp HUIB_ PN46 va
HUIB_PN30; 671 bp dol VGi cac cé thé con lai. Két qua BLAST trén
NCBI dugc sir dung dé xac minh va so sanh véi trinh ty cua chi Piper
cho théy trinh tu nucleotide thu dugc tuong ddng 96-100% véi loai P.
retrofractum (MH493562) (HUIB_PR41 va HUIB_PR48), P. hancei
(EF450274) (HUIB_PH30 va HUIB_PH46), P. divaricatum
(DQ868714) (HUIB_PD36) va P. nigrum (MH493477-MH493487,
KF924121, KF924111) (¢ cac glong con lai).

3.1.3. Pdnh gid da dang di truyén cia tdp doan giéng hé tiéu bang chi
thi phan ti

Két qud tich chtet DNA téng so: DNA tong sb tach chiét tir 1a
cho mot bang duy nhat, sach, khong dut diy, rd net, Chat luong DNA
dam bao de lam nguyen li€u cho nhirng thi nghlem tlep theo.

Két qua sang loc méi RAPD: Chi c6 12 mdi RAPD cho s bing
da hinh cao nhat da dwoc chon dé nghién ctru danh gid da dang di
truyén bang ky thuat RAPD cho 39 ca the ho tiéu.

Két qud phan tich RAPD cia quan thé hé tiéu

H|nh 1. San pham PCR cua cac moi UBC#303 UBC#352, UBC#359,
UBC#347 khuéch dai cac gibng HUIB_PH30, HUIB_PD36, HUIB_PH486,
HUIB_PNB84, HUIB_PN87, HUIB_PN114, HUIB_PN21, HUIB_PN27,
HUIB_PN29, HUIB_PN34, HUIB_PN45, HUIB_PN47; M: 100 bp Ladder

14



S6 bang khuéch dai dwoc & cac cé thé ho tiéu khac nhau déi voi 12
mdi nghién cau déu cho ty Ié cao (thap nhat la 14 bang chiém 2,597%
(6 HUIB_PN10, HUIB_PN70 va HUIB_PN93) va cao nhat 1a 22 bang
chlem 4,082% & HUIB_PNZQ Di c6 40 bang DNA duoc khuéch dai tur
12 moi ngﬁu nhién, tat ca déu la bang da hinh, kich thudc bang dao
dong tir 200- 1400bp. UBC#303, UBC#352, UBC#359, UBC#347 va
UBC#392 la moi ¢ so mau du:qq khuéch dai nhieu nhat (100 %) tiép
den la UBC#377 (96,774 %) véi so bang DNA tao thanh 1a 5 (Hinh 1).

Phan tich sy da dang cua cac ca thé trong quan thé hd tiéu cho thay
c6 su da dang I6n trong cac mau nghién ciru. UBC#329 the hién st da
dang cao nhat voi gia tri H, dat trung binh 0.533224, tiép dén 1a moi
UBC#317. Su da dang thap nhat la & moi UBC#322 (Bang 1).

Bang 1. Céc chi s da dang di truyén cua quan thé theo tirng mdi RAPD

Moi na* ne* h* Ho*
UBC#303 2 1,5058 0,2926 0,4476
UBC#317 2 1,5249 0,3073 0,4676
UBC#329 2 1,6443 0,3614 0,5332
UBC#322 2 1,3268 0,2035 0,3311
UBC#333 2 1,3180 0,2114 0,3468
UBC#352 2 1,4115 0,2636 0,4195
UBC#359 2 1,5444 0,3029 0,4531
UBC#363 2 1,3851 0,2341 0,3697
UBC#377 2 1,4649 0,2754 0,4209
UBC#347 2 1,4246 0,2594 0,4072
UBC#382 2 1,5435 0,3075 0,4625
UBC#392 2 1,4751 0,2850 0,4398

Trung binh 1,44 0,266
(S) 2(0,172) 0.343) ©171) | 04100.226)

See Nei (1987) Molecular Evolutionary Genetics (p. 176 - 187)

*na = So luong alleles dirgC quan sat

*ne = S6 lirong alleles c6 hiéu qua (kimura and crow, 1964)

*h = Da dang gen Nei's (1973)

*HO = Chi s6 da dang di truyén Shannon (Lewontin, 1972)

Véi 12 mdi nghién cau, hé sé tuong dong di truyen gitra cac ca
the bién dong tir 0,418 — 1,000. Dya vao hé so twong dong di truyén
quan thé ho tiéu dugc chia lam 2 nhém chinh.

3.2. Chon lgc cac giong hd tiéu c6 kha ning khing tuyén tring va
chju ung
3.2.1. Danh gid kha nang khdng tuyén trung cua tap doan hé tiéu

D3 tim thdy mbi twong quan chit ché vé ty 1¢ not san trén ré vatilé
Vang 14 (Hinh 2). 4 thang sau khi 1y nhiém tuyén trung, 14 vang xuat hién
& hau hét cac gidng (20,00 - 33,33%), ngoai trir HUIB_PH30 va
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HUIB_PD36 (0%). Tuong ty, khi diéu tra 1&, cac ndt sung dugo tim thay
orhau hét cac giéng (80%) ngoai trr ¢ HUIB_PH30 va HUIB PD36. Hai
gibng HUIB PH30 va HUIB PD36 khong ¢6 dau hiéu nhiém M.
incognita. Trong khi, HUIB_PH46 twong d6i nhay cam véi M. incognita
(Hinh 3).

100 - y=2.170x+ 7.633
90 R2=0.874
80
70 -
60 -
50 -
40
30
20
10

Ay c6 not sung (%)

Tiléc

y=2.170x+ 7.633
R*=1.000

0 10 20 30 40
Ti 1€ cay vang la (%)

¢ Tilg¢ cay co not sung (%)

B Dur doan ti Ié cay co not sung (%)

——Linear (Ti 1 cay 6 nét sung ()
——Linear (Dy doan ti le cay co nét sung (%))

Hinh 2. Tuong quan giita ty 1& cdy c6 biéu hién vang 14 va ndt sung trén ré
100

90
80
70
60
50
40
30 |
20 :

Ty 1¢ nhiém bénh (%)

|

,_
¥
o

Ki hiéu mau
Vang la (%)  §C6 ré bj ndt sung (%)

Hinh 3. So sanh ty 1¢ cdy c6 bleu hién vang la va ty 1€ cay c6 biéu hién vang 14
1é& c6 ndt san sau 4 thang ciy M. incognita.
3.2.2. Danh gla khd nang chiju Ung ciia mét so glong hé tiéu
Chi 3 giong HUIB _ PH30 HUIB PD36 va HUIB_PH46 c6 ty 1€
song sot sau khi xt 1y ngép ung dat 100% bac dlem vi phau thén, ré cho
thdy ca 3 gidng c6 kha nang chiu ung tot 1a gidng HUIB_PH30, giéng
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HUIB_PD36 va gibng HUIB_PH46 c6 khoang gian bao 16n hon so voi
giong HUIB PN27, giup tao diéu kién cho oxy vao than va ré (Hinh 4).

HUIB_PN27 HUIB_PH30 HUIB_PD36 HUIB_PH46

Than
RE
Khoang : - : D | Ly X
gian bao o = [ £\ Ve Se s € 8 .i\ ¥ < (,}:—';‘;‘—Khoéng
trong vo ré - - ¢ DEITETT "S5 ganbao
B YN As R e
me, . n > o} = " ‘A P,
: > « N ULl N B
Hién thi dang = = _“f ” n f ,‘.' )4
nhi phan g - 4 “"" -l o
;‘ ‘ *Q . | 4
= . d \ - " " v

Hinh 4. Dic diém hinh thdi vi mé ciia (a - d) than va (e - h) ré thu duoc tir bo
sung va kiém soat ngap ung (i - 1) Vo re (16p phu (duge v€ trong CorelDRAW)
duoc chi dinh khoang gian bao trqng vo6 r¢) (m - p) Hinh anh nhi phan thu dugc

tir vo goc twong Gmg (i - 1)
3.3. Phat trién chi thi phin tir DNA lién két véi gen khang tuyén
trung cia cay hd tiéu bang phwong phap BSA
3.3.1. Nghién cizu nhdn di¢n chi thi phan ti lien két véi gen khéang
tuyén trung bang phuwong phap BSA

Tir két qua khuéch dai d6i véi 200 modi RAPD da tim thdy 3 moi
UBC#401, UBC#408, UBC#360 cho thay co sy xuét hién bang dic trung
cua HUIB_PH30, HUIB_PD36 so v6i 2 gidng con lai.

3 mdi UBC#401, UBCH408, UBC#360 da dugc st dung dé
khuech dai pool khang, pool nhiém va cac gidng ho tiéu dé tao hai pool.
Két qua cho thay rang, chi c6 2 m01 UBC#408 va UBC#360 tao ra hai
bang dic trung 6n dinh cho hai gidng tieu HUIB _PH30, HUIB_PD36
(Hinh 5). Trong d6, bang déc trung hay doan DNA lién két v6i gen khang
tuyén trung 1a bang 1450 bp & moi UBC#408 va bang 300 bp & mdi
UBC#360.
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Hinh 5. Két qua khuéch dai cua hai moi UBC#360 va UBC#408 ddi véi pool
khang (Rp), pool nhiém (Sp) va céc giong ho tiéu tao pool. Trong do:
HUIB_PH30 (30), HUIB_PD36 (36), HUIB_PH46 (46), HUIB_PN84 (84),
HUIB_PN87 (87), HUIB_PN114 (114), HUIB_PN21 (21), HUIB_PN27 (27),
HUIB_| PN29 (29) HUIB_ _PN34 (34), HUIB_ PN45 (45). Ngoi sao ) la danh dau
cdc bang DNA lién ket véi gen khang tuyén tring.

3.3.2. Nghién cizu chuyen déi chi thi RAPD sang chi thi SCAR

Nhin dong va gidi trinh tw cdc doan RAPD

Trong s 2 bang déc trung chi nhan dong, giai trinh ty thanh cong
cho mét bang dac trung cho mau khang tuyén trung (300 bp ctia moi
UBC#360). Dya vao trinh tu nay, da c6 2 c¢p moi SCAR duge thlet ke
(Bang 2). Tir 2 cip moi nay co thé ghép cap dé tao ra 4 cap mdi nham tién
hanh phén tich SCAR. Két qua phén tig khuéch dai v6i 4 cap modi SCAR
cho thiy: chi c6 cip modi 30- 360FIR2 cho thdy HUIB PH30 va
HUIB_PD36 c6 1 bang DNA kich thudc ngang nhau, trong khi mau
HUIB_PN46 va HUIB_P70 c6 bang kich thudc lon hon. Cip mdi nay
duoc chon dé phan biét cac ca thé khang/nhlem tuyén tring,

Bang 2. Cac mdi dugc thiét ké cho phan tich SCAR

Tén moi Trinh tu (5'-3") Nhiét do i (°C)
30-360F1 CTCTCCAGGCCTTCCCCATC 64.6
30-360R1 CTCTCCAGGCAAAACCAGTT 58.4
30-360F2 GCCCTCCTCATCTTGCCAAT 60.5
30-360R2 TCGGTCTACAGCTTCTTTCCA 59.4
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| Chi thi SCAR co6 d9 nhay voi DNA & nong do thap (5_-_10 ngful).
Két qua phan tich do déc hi€u cua ca b Kit cho thay cac cap mdi c6 do dic
hiéu cao (100%) cho gidng khang hodc nhidm tuyén tring (Hinh 6).
NC 30 36 M 46 70 27 21 35 38 42 45 47 55 52 54 56 95 96 113

L Y

-~ gup W e-e o oo gup O ‘emo <280 bp
200 bp — s — = emD emo &= mam o

Hinh 6. Két qua khuéch dai cua cap moi 39-360F IR2 v&i mot s6 gidng ho tiéu
stru dung cac diéu kién toi vu cho phan itng PCR. M: 100 bp Ladder;
HUIB_PH30 (30), HUIB_PD36 (36), HUIB_PH46 (46), HUIB_PN70 (70),
HUIB_PN27 (27), HUIB_PN21 (21), HUIB_ PN35 (35),HUIB_PN38 (38),
HUIB_ PN42 (42), HUIB_PN45 (45), HUIB_PN47 (47), HUIB_PN55 (55),
HUIB_PN52 (52), HUIB_PN54 (54), HUIB_PNS56 (56), HUIB_PN5 (95),
HUIB PN96 (96) va HUIB PN113 (113)

3.4. Panh gia dic diém ra hoa ciia mot sb gidng hé tiéu loai P.
nigrum L. va kha ning lai tao véi loai P. divaricatum khang tuyén

trung nhim tao giong hé tiéu mai
3.4.1. Pic diém ra hoa ciia cac glong hé tiéu

Su phat trién gié tidu c6 thé chia 1am 5 giai doan: (1) Giai doan
xudt hién gié; (2) Giai doan kéo dai gle (3) Giai doan thy phan - thu
tinh; (4) Giai doan sau thu phan qua dau dinh va (5) Giai doan chin.
Giai doan kéo dai gié: La giai doan quyét dinh s6 luorng hoa trén gié kéo
dai tr 14,0 — 22,1 ngay Glong ticu HUIB_PN101 c6 thoi glan kéo dai
gié dai nhat la 22,1 ngay va dai hon c6 y nghla SO VOi cac glong con lai.
Cac glong tiétu HUIB_PN27, HUIB_PN96 va HUIB PN69 c6 thoi gian
keéo dai gié khong khéng khac biét nhau c6 y nghia & mirc p <0,01.

Gié ti€u c6 xu huong no theo huong tir trén xudng dudi, tir cuong
tdi chop gle Co su khac biét Ve thoi gian phan héa hoa cua cac giong
ho tiéu va su khac biét nay rat c6 y nghia vé mat thong ké (p<0 01)
Thoi gian phan hoéa hoa dao dong tur 8,1 - 17,3 ngay, dai nhat la giong
HUIB PN27 (17,3 ngay) Khoang cach 1éch glao clia cacgiéng nghién
cuu tur 1,7 - 7,6 ngay. Gidng HUIB_PN101 c6 khoang cach xuét hién
nhuy va nhi ngan nhat ( 1,7 ngay).

3.4.2. Két qud lai tgo céc té hop lai véi P. divaricatum (HUIB_PD36)

Ti I¢ rung gle va ddu qud cua cdc 10 hop lai

Ty le rung gié sau khi thu phan cua cac to hop lai khéac loai dao dong
tir 30,00 — 56,67%. Trong do, t6 hop lai YHUIB_PN97 x JHUIB_PD36
c6 ti 1& rung gié cao nhat (56,67%), t6 hop lai QHUIB PN27 x
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JHUIB PN97cotimlunggﬁtha)nha(3000%g Khi tién hanh lai xa
khac loai guIa tiéu trong véi tiéu rimg Nam My (HUIB_PD36) thi ty 1¢ dau
qué ctia cac to hop lai rat thap, chi dat 4,67 - 7,33%. . .
Nam 2021 da thu dugc hat lai va gieo wom 1én cay 2 14 mam cua to
hop lai SEHUIB PNO7 x $HUIB PD36. Tuy nhién, cay lai nay khong phat
trién thém ma chi du’ng lai & giai doan 1a mam roi suy yeu va chét (Hinh 7).
Do d6, khong danh gia duoc hinh thai cua cdy con so vdi cay bb me. Nam
2022, da thu hoach duoc 37 hat lai cua 4 t6 hop lai va tién hanh gieo wom.
Tuy nhién, chi ¢6 2 hat cta t6 hop lai ?HUIB PN27 x 8 HUIB PD36nay
mam sau 21 ngay gieo uom va phat trien thanh cay 2 14 mam (Hinh 7). Céc
hat lai con lal deu khong nay mam

Hinh 7. Cay lai ctia o hop Q HUIB PN97 (bén tral) X ﬁHUIB PD36 , Cay lai cia
6 hop @ HUIB_PN27(bén Phal) x SHUIB_PD36

3.5. Chon lgc goc ghép khang tuyén trung va danh gla kha nang
ghep thanh cong trén goc ghép khang tuyén trung ddi véi mot so
giong tiéu thu’(rng mai
3.5.1. Pinh gm khd ning khang tuyen tring cuia cac goc ghép ho tiéu

Kha nang sinh truong cia cdc vit liéu goc ghép trong diéu kign
nhiém tuyén tring M. incognita

Giai doan trudc thi nghiém dén sau khi 1y nhiém tuyén tring 60
ngay, sinh trudng chleu cao cay clia cac vat lidu khong co sy khac biét vé
mit thong ké. Cang vé cac giai doan sau sinh tru(mg cua cac vat liéu co
su khac biét cang lon. Sau thi nghiém 90 ngay dén khi két thic thi
nghlem HUIB_PH30 c¢6 sinh truorng chiéu cao cay vuot trdi va khac biét
rat co y nghia so voi 4 vat li¢u con lai. Cac vat ligu con lai sinh truong
chiéu cao céy murc twong duong nhau. )

Khd nang khdang tuyén trung M. incognita cua cdc vit liéu goc
ghép

Khong thiy xuat hién tuyén trang trong gia thé, trong re cua vat liéu
HUIB_PD36, cho thiy kha ning khang rat cao voi tuyén trung M.
incognita. Vat ligu HUIB_PH30 chi Xuét hién tuyén trung trong gia thé voi
mat do rat thap 6,00 con/100 g dét, khong xuat hién tuyén tring trong ré va
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ré khong ¢6 ndt sung. Chung to vat liéu nay c6 kha nang khang cao vdi
tuyén trung. Ba vt liéu con lai c6 kha nang chéng chiu véi tuyén tring rat
kém, khong phu hop lam gbe ghep ho tiéu (Bang 3).

Bing 3. Mat do tuyén tring va ty 1 ré bi ndt sung ctia cac vat liéu gbc ghép

Mit d(_)'tu €n trung~ Ty 18 re
Ky hi¢uvit Tén dia phwong Trong dat | Trong ré [i nbt
liéu cua vit liéu (con/100g | (con/5¢g o,
dit) rd) sung (%)
HUIB_PN105 | 1i¢udia phuong 1533° | 57,000 | 5817
bak Nong
HUIB_PH30 Tiéu ring 14 tron 6,00° 0,00° 0,0°
HUIB_PN45 Tiéu Loc Ninh 20,67" 43,00° 53,28%
HUIB PD36 | Tiéu rimg Nam My 0,00° 0,00° 0,0°
Tiéu Vinh Linh a 2 b
HUIB_PN27 (BIC) 25,67 53,00 50,07
CV% 10,39 11,47 6,84
F **

3.5.2. Pdnh gid khd ning ghép thanh coéng va kha néng tiép hep cia
cac té hop ghep

Ddnh gid khd néing sinh trwéng va ti 1¢ cy ghép song cria cac
té hop ghép

Ngon ghép tiéu Loc Ninh t6 ra khong twong thich véi ca 3 gbe
ghép nén c6 ty 1& sdng sau ghep thap hon han. Ngon _ghép tiéu Vinh
Linh ¢6 kha nang tu0’ng thich tot nhat voi ty 1€ song | rat cao va toc do
tang trudng chiéu cao va so 1uong 14 cta choi ghép tot nhat. Goc ghép
HUIB_PH30 tuong thich t6t v6i ca 3 loai ngon ghép tiéu Vinh Linh,
Tiéu Srl Lanka va An D9 véi ty 18 séng va sinh truéng chibu cao, sb 1a
ctia choi kha tot.

Danh gla kha nang tiép hop bang vi phéiu

Két qua giai phau chi ra sy khong tuong dong vé kich thudc cua
gdc ghép va ngon ghép c6 anh hudng 16n ty 1€ sOng va sinh trudng cta to
hop ghép. Ngon ghép tiéu Vinh Linh c6 sy tiép hop t6t nhat, tiép theo 1a
ngon ghep tiéu An D9. Ngon ghép tiéu Sri Lanka c6 kich thudc kha 16n
nén kha nang tiép hop bi han ché. Trong khi do ngon ghép tiéu Loc Ninh
¢6 su tiép hop khong hoan toan, hinh thanh nhiéu té bao chét, diéu nay co
thé 1a do ngon ghép la day than nén sé& co duong kinh 16n va bi gia (Hinh
8).
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Hlnh 8. Kha nang tiép ho’p ctia gbc ghép HUIB_PH30, HUIB_PD36,
HUIB_PH46 v6i cdc ngon ghép tiéu Vinh Linh, tiéu Loc Ninh, tiéu Siri Lanka,
An b¢.

Trong d6: A: T6 hop ghép HUIB _PH30 —tiéu Vinh Linh, B: T6 hop ghép
HUIB_PH30 - tiéu Loc Ninh, C: ) hop ghép HUIB_PH30 - tiéu Sri Lanka,
D: T6 hop ghép HUIB_PH30 - tiéu An P9, E: To hop ghép HUIB_PDG6 - tiéu
Vinh Linh, F: Té hop ghép HUIB _PD36 - tiéu Loc Ninh, G: T6 hop ghép
HUIB_PD36 - tiéu Sri Lanka, H: Té hop ghép HUIB_PD36 - tiéu An D9, I:
T6 hop ghép HUIB_PH46 - tiéu Vinh Linh, J: Té hop ghép HUIB_PH46 —
tiéu Loc Ninh, K: To hop ghép HUIB PHA46 - tiéu Sri Lanka, M: T6 hop ghép

HUIB_| PH46 - tleu An Do ) .

3.5.3. Pdnh gid kha ndng khdng tuyén tring cia cac té hep ghép hé
tiéu
Sinh trirong cria cac to ho'p ghép trong diéu kién nhiém tuyen trang

Chiéu cao chdi cuia cac t6 hop ghép trude khi lay nhiém la tucmg
duong nhau, dao dong tr 10,39 - 12,72 cm.. Toc do tang trudng s0 14 ctia
t0 hop ghép HUIB_PH30 - tiéu Vinh Linh 1a tot nhét dat 1,44 l4/thang,
tiép dén 1a td hop ghép HUIB_PH30 — tiéu An Do (1,22 14/30 ngay)
HUIB_PH30 - tiéu Vinh Linh (1,17 14/30 ngay). Cac t6 hop ghép con lai
c6 tbe do tang truong so la kha cham
Kha nang khang tuyén triing ciia cac 16 hop ghép

Két qua theo di mat do tuyén trung trong dat, ré va ty 18 r& bi u
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sung cho thay khong xuét hién tuyen trung M. incognita gay hai trong dat
va trong ré vi vay cung khong c6 r€ bi u sung trén tat ca cac t6 hop ghép.
Diéu nay chung td céc to hop ghép c6 kha nang khang tuyen trung rat tot.
3.6. Danh gia kha ning sinh truwéng va phat trién cia ciy ghép hod
tiéu khang tuyén trang trong diéu kién nha mang

Dong thai tang trwéng chiéu cao

Sau 30 ngay trong & nha mang, su tang truong chiéu cao cay cua
céc giéng 1a khac nhau, cao nhat 1a M1 36 - VL (21.10 cm), thap nhit 1a
M4 36 - AD (0.00 crn) O giai doan sau 60 - 90 ngay trong, toc do tang
truong chidu cao 6 2 glong M1 36 - VL vaM5 30 - VL la 1é6n nhat Trong
khi ¢ giai doan 120 ngay, sy tang trudng vuot troi nay 1a ¢ 3 gidng M5 30
- VL, M3 36 - SRvaM136 - VL

Dong thdai tang trmmg so la

Sau 30 ngay trong & nha mang cac gidng tang 1,00 - 4,40 la va
phat trién nhanh chéng & cac giai doan tlep theo. O giai doan sau 60 -
120 ngay, sy ting truong s6 14 nhidu nhat 1a M1 36 - VL dat 18,53 la va
ra 14 it nhat 1a M4 36 - AD dat 4,00 la. Ng0a1 ra mau sic 14 ciing c6 su
khéc biét glu'a cac glong, da s gidng c6 14 méi ra mau tim, chi trir M7
30 - SR va M3 36 - SR c6 mau xanh.

Déng thdi ting truo’ng so dot

So dot trong 30 ngay sau dua ra nha mang cua cac giong 1a khac
nhau c6 y nghia théng ké, nhiéu nhét 1a gibng M1 36 - VL (4,60 dot)
thap nhét 14 M7 30 - SR, M6 30 - LN va M4 36 - AD (1,00 dot) Glong
c6 toe do tang trudng d6t nhanh nhét & glal doan 60 ngay dén 120 ngay
sau khi trong 1a M1 36 - VL dat 18.53 dbt, glong M4 36 - AP c6 sb luong
dbt thap nhat 12 6,60 d6t. Ngoai ra, hai glong M5 30 - VL va M3 36 - SR
ciing cho thiy sy ting truong lon vé s6 dbt sau 120 ngay.

Dong thdi tang truéng sé canh

Hau hét céc giong chi tang trudng 1 canh sau 30 ngay trong ngoai
nha mang, trir M5 30 - VL (tang 2,4 canh). Gibng co toc do tang truong
canh nhanh nhét & giai doan 60 ngay dén 120 ngay sau khi trong ngoai
nha mang la M1 36 - VL dat 5,40 canh va M5 30 - VL dat 4,8 canh.
Trong khi, giong M6 30 - LN c6 s0 lugng canh thap nhat.
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KET LUAN VA KIEN NGHI

1. Két luin

- Cay phat sinh loai da chia quan thé 39 giéng ho tidu thanh 2
nhém. Nhom 1. gém 5 giéng HUIB PH30, HUIB_PH46, HUIB_PD36,
HUIB_PR41 va HUIB_PRA48 va nhom Il gdm 34 gibng hd tiéu con lai.

- ba chon duorc 2 gibng ho tiéu 1a HUIB_PD36 va HUIB_PH30,
¢ kha nang khang tuyén tring va chiu ung tot.

- Bang k¥ thuat BSA (Bulked Segregant Analysis) da xac dinh 2
phan doan DNA (Deoxyribose Nucleic Acid) (1450 bp va 300 bp) biéu
hién lién két voi tinh khang tuyén tring tr 2 chi thi RAPD UBC#360 va
UBC#408. Dya vai trinh ty 300 bp do moi UBC#360 khuéch dai da phat
trlen duoc mot chi thi SCAR 30 — 360F1R2 lién két chit voi tinh khang
tuyen trung,

- Két qua danh gia ddc diém ra hoa cua P. ngrum L. cho thay:
Giai doan kéo dai gié dao dong 14,0 - 22,1 ngay, thoi glan ‘phén hoa hoa
kéo dai 8,1 - 17,3 ngay, khoang cach 1&ch giao cua cac glong hd tiéu tir
1,7-76 ngay Khi lai P. nigrum L. va P. divaricatum, co ti 1¢ dau va kha
ndng ndy mam cua cac hat lai rat thép.

- Ket qua giai phau chi ra: Ngon ghép hé tiéu Vinh Linh c6 sy tlep
hop t6t nhat véi 2 loai goc ghép. Goc ghép HUIB_PH30 tuong thich t6t
voi ca 3 loai ngon ghep hé tiéu Vinh Linh, hé tiéu Sri Lanka va hé tiéu
An D¢ véi ty 1€ song va sinh truong tot Ngoai ra cac to hop ghép ciing
cho thay kha nang khang tuyén tring tot.

- Danh gia kha nang sinh truong, phat trién ctia cay ghep ho tiéu
khang tuyén trung trong diéu ki¢n nha mang cho thiy to hop ghép
HUIB_PD36 - tiéu Vinh Linh va t0 hop ghép HUIB PH30 - tiéu Vinh
Linh c6 kha ning sinh truong t6t nhét.

2. Kién nghi

- Phat trién thém cac chi thi phan tir (AFLD, SSR,...) va giai trinh
tu cac vung gen trong cac glong ho tiéu dé tim ra gen khang tuyen trung &
hé tiéu.

- Tlep tuc theo doi sinh truong va phat trién cta cac t6 hop ghép
trong diéu kién nha mang, khao sat trén dong rudng va nhiéu ving trong
tiéu Viét Nam. Dac bigt, dua hai t6 horp ghep HUIB_PD36 - Vinh Linh
va HUIB_PH30 - Vinh Linh trong ngoal dong rudng dé theo ddi, danh
gia kha niang khang bénh, chdng ing va su sinh truong, phat trién.
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