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Lan dau tién trong lich str trong tiéu, cdy lai khac loai hitu thu mot phan chdng chiu phan nao véi
bénh théi géc Phytophthora nguy hiém di duoc phat trién thong qua viéc lai Piper nigrum véi
loai ti€u dai Piper colubrinum. Nghién ctru dac tinh lai cua con lai khac loai qua hinh thai, giai
phau, té bao, va mic do phan ti. Con lai c6 NST 2n=39, 1a cay lai tam boi gitta loai tor bdi va
loai nhi boi. Cay lai con goi 1a Culture PSPCI da biéu hién dic trung vé ddc diém hinh thai va
giai phau v&i nhiéu gié dai nhung ty 1¢ ddu qua thap. Nhitng cip mdi RAPD gém OPE07 va
OPGO8 duoc dung 1am marker phan tr chuyén biét cho con lai. Panh gia chirc ning chéng chiu
bénh Phytophthora cho thiy mot phan viéc chuyén nhitng gen khac loai co tinh chdng chiu
Phytophthora thdi gbc vao con lai. Con lai nay dwoc danh gia thanh coéng dot pha cho viée
chuyén gen chong chiu tir loai tiéu dai P.colubrinum sang loai tiéu trong P. nigrum.

1. Giéi thiéu

H) tiéu, “vua cua cac loai gia vi”, 1a cdy gia vi c6 thu nhap chinh & nhiéu qudc gia. Piper
nigrum thudc ho Piperaceae 1a cay than leo da nién. P .nigrum canh tac c6 hoa ludng tinh
va tu thu la chu yéu. P.nigrum 1a loai t& bdi voi s6 nhiém sic thé 2n=52 ¢6 s6 nhiém séc
thé co ban (x=13, Jose va Sarma 1984). Bénh thdi gbc ciy tiéu do nim Phytopthora
capsici gy ra 13 trd ngai chinh trong san xuét tiéu. Tat ca nhitng giébng P. nigrum nhay
cam v6i mbi nguy hiém nay va phai duoc kiém soat bang bién phap héa hoc. Chi phi cao
lién quan kiém soat bénh nay, tic dong tiéu cuc cia sir dung thude trir nAm qua nhiéu va
thuong xuyén, va nhu cau “Tiéu sach” khong c¢6 du luong hoa chat da din dén can thiét
tim cay tiéu choéng chiu Phytopthora. Hon thé nita, nhitng gen chdng chiju trong cdy trong
dugc xem rat quan trong vi vin dé 6 nhiém va du luong. Lai khac loai d3 dong gop dang
ké cho nhiing cai tién di truyén cho nhiéu loai cay trong. Trong viéc phat trién ludng boi
kép tong hop, lai khac loai 1a cong cu hitu ich. Coéng cu nay c6 ich cho viéc nhip noi
nhimg bién di bén ngoai vao va chuyén nhitng gen mong mudn tir loai nay sang loai kia
(Roy 1984), tao ra nhitng bién thién sinh thai-sinh 1y (Prakash, 1973) va tao ra sy da dang
di truyén (Choudhary and Joshi 2001). Lai khac loai thanh céng duoc ghi nhan trong
nhiéu ciy trong & mic do khac nhau. Trong mot s6 trudng hop, nhimng cdy lai thi hoan
toan bét thy trong khi d6 nhiing trudng hop khac thi nhiing cdy lai hitu thu ¢ chirng muc
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nao d6. Sasikumar va CS (1999) di bo céo vé sy thanh cong cua lai khac loai giita P.

nigrum va P. attenutum.

P. colubrinum 13 loai tiéu hoang dai duy nhat chdng chiu bénh thdi gbc Phytophthora.
Ngudn chéng chiu tiém nang Phytophtohra capsici & ciy tiéu dai P. colubrinum di khong
dugc nghién ctru cho t&i nay. Su dic thi cia cdy tiéu 1a mang loi kép, nhan gidng vo tinh
va sinh san sinh thue tot trén mot pham vi rong lon dé khai thac wu thé lai cling nhu chon
tao giéng. Trong nghién ctru ndy mot nd luc dugce tién hanh dé chuyén tinh chéng chiu tir
P. colubrinum sang P. nigrum thong qua lai khac loai. Sy nd luc nay da thanh cong budc
dau. Pay co6 thé 1a budc ngodt trong canh tac va san xudt tiéu chdng chiu v6i bénh thdi

gbc Phytophthora.

2. Vat liéu va phwong phap

Viéc lai khac loai giita tiéu trong P.nigrum (ciy tiéu dang canh tac ma bi nhiém bénh théi
gbc ré do phytophthora) va tiéu dai P.colubrinum (loai tiéu dai ma c6 kha ning chéng
chiu v&i bénh thdi & phytophthora) duoc thuc hién trong mia mua nim 2000. Nhiéu
gidng khac nhau nhu P. nigrum viz., Panniyur-1, Panniyur-2, Panniyur-3, Panniyur-4,
Panniyur-5, Panniyur-6, Panniyur-7 and Karimunda dugc chon lam cidy me va
P.colubrinum 1am ciy bd. Hat phan thu duogc tir P. colubrinum ndi trong nudc cat, quet
nhiéu 14n ddi voi nhitng hoa céi dugc tach ra vi nhimg hoa trudng thanh theo thoi gian
trong mot gié. Thy phan mat 10-14 ngay thay d6i tuy gidng. Mdi ngdy sau thyu phan, gié
tiéu dugc bao lai dé tranh phén ngoai lai. Hat lai dugc thu hoach tur thang 2 dén thang 3
va duoc gieo trong tii nhya dung trong chau. Hat ndy mam va song, dugc gieo ngoai
dong trong nam 2002. Trong nam 2004, 2005 viéc lai khac loai dugc tiép tuc. Nhimng
dong lai khac loai duogc kiém tra dua vao hinh thai hoc, giai phau hoc, té bao hoc, nhiing
nghién clru phan tr va chirc nang phan ung lai véi Phytophthora capsici.

V& hinh thai hec

Nhitng dic trung vé hinh thai hoc nhu sy ting trudng cay, dic tinh ré bat dinh, chiéu dai
14, chiéu rong 14, vién 14, hinh dang dinh 14, chiéu dai cudng 1, chiéu dai d6t, mau sic
chop chdi, hinh dang 14, cdu tric 14 bd me, va cay lai gia dinh dugc theo ddi.

Gié va dic diém qua nhu huéng gié, hinh dang gié, chidu dai gié, cubng gié, va sb6 qua

binh quan/gié dugc ghi nhan.



Vé giai phiu hoc
Phan ngang cta than cua cay lai gia dinh va bé me dugc quan sat.
Phan tich phan tir

Phan tich RAPD cua cay lai gid dinh va bd me duoc thuc hién su dung 33 primers ngéu
nhién. DNA dugc ly trich tor nhiing 14 non, st dung phuong phap cetyl trimethyl
ammonium bromide (CTAB) (Doyle va Doyle 1990). PCR duoc tién hanh trong phan
mg 25ul gdm 5pico mol trong 10-mer pimers ngiu nhién (Operon technologies, Inc.,
Alameda, CA, USA) va 25ng gen DNA. Diéu kién khuéch dai PCR 13 94°C trong 5s,
37°C trong 30s, 72°C trong 60s, va md rong cudi cing tai 72°C trong 3 phut. Nhitng doan
RAPD duoc tich ra bdi electronphoresis trén giéng 1,2% agarose, va duoc nhudm bing

ethidium bromide.
Vé té bao hoc

Thu thap nhiing chép ré dang phat trién manh tir canh gidm cua ciy lai gia dinh va cta b
me tir 11 dén 12 gio va dugc xir Iy bang dung dich a-bromonaphthalene 1% ¢ 4-5°C
trong 4 gio. Sau dé nhing vat liéu ndy duoc rira hoan toan bang nudc cat va dugc ngam
bang hén hop ethanol, acetic acid and chloroform trong 24 gid. Nhirng chop ré nay duoc
thity phan bang IN HCI ¢ 60°C trong vong 15-20 phiit va duwoc nhuém mau bing
lactopropionic orcein 2:1 trong 4 gid va dugc nén trong axit propionic 45%. Nam bang
kinh mong rong 16n & giai doan phan bao giam nhiém, mdi cai gdm 2 kinh, duoc sir dung
cho viéc dém sb nhiém sic thé (Sasikumar et al. 1999).

Strc song hat phin

Biéu hién strc séng hat phan duoc nghién ctru qua nhuém mau cic thanh phan cia hat
phan bang dung dich acetic carmine va glycerine 1% véi ty 1& 1:1. (Choudhary and
Choudhary 1989). Nhiing hat phan chic bat mau, trai lai hat phan 1ép khong bat mau.

Panh gia kha ning chéng chiu véi Phytophthora

Dé kiém tra viéc chuyén tinh chdng chiu Phytophthora tix P. colubrinum sang P. nigrum
lay nhiém tu nhién ctia canh gidm mang ré bang cich dit nhitng canh gidm trong vuon

wom bénh c6 du ap luc 1ay nhiém bénh dé gay nhiém tat ca sb cay ky chu.

Lay nhiém nhan tao duoc lam bang dit ndm Phytophthora trén nhimg 14 va than dang
phat trién t6t ciing nhu phun dong bao tir dang huyén phu nhu quy trinh chuan (Sarma



and Premkumar 1988). 25 canh gidm 6 thang tudi c6 ré duoc sir dung cho muc dich lay

nhiém.
3. Két qua va thao ludn

P. nigrum 1a loai tit boi va P. coblurinum 1a nhi b1, kha nang thanh cong lai khac loai thi
rat thip. Trong nghién ciru ndy, mot nd lyc lap lai lién tyc lai gitta 2 loai khac nhau cé
muc thé boi khac nhau cudi cung da cé két qua, mot dot pha trong linh vuc chon tao
giong tiéu chdng chiu bénh Phytophthora. Hat lai F1 thu duoc sau khi lai khac loai rét it
(9,7%) so véi lai cung loai 22%. Hat lai khac loai nay mam 53% trong d6 ty 18 séng cia
hat lai 13 52% cho thdy giam dau qua va strc song ctia hat lai. Trong s6 12 hat lai dugc
tréng trong nam 2002, duy nhét hai cy lai P. nigrum (vty Panniyur 5) X P. colubrinum
va P. nigrum (vty Panniyur 3) X P. colubrinum séng ngoai dong. Nhiing cdy lai dugc
nhan 18n vo tinh. Trong hai cdy lai ndy, sy phat trién P. nigrum (vty Panniyur5) x P.
colubrinum (Culture PSPC-1) dugc ghi nhan rat hira hen, ting truong sinh dudng manh
va tiém ning tao nhiéu gié dai (Hinh 1). S6 gié rat it trong mia ra hoa dau tién trong nim
2003. Bén nam 2005, s6 gi¢ dai nhiéu hon nhung ty 1& ddu qua rat thap (21,4%/gié) cho
thdy rang nhiing cay lai bat duc mot phan. Viéc lai khic loai duoc tiép tuc trong nim
2004 va 2005, két qua thu dugc 33 hat lai dugc trong ngoai dong trong mua hé (kharif

season) nam 2006.
Hinh thai hoc

Nhitng dic diém hinh thai cta cay lai va bd me duoc trinh bay trong Bang 1. Cay lai tir
két qua lai khéc loai c6 ddc tinh r& bat dinh va than manh ctia P. colubrinum. Djc tinh ré
bat dinh khong ndi bac khi cay lai phét trién. Ty 1é ddu qua ctia nhiéu gié rat thap vi dac
diém tam boi cua cay lai nhung c6 nhiéu gié/tru (56 gi¢/m”). Chiéu dai gié trung binh
12,8cm. Cay lai 1a sy trung gian giira nhiing loai bd me cho nhiing dic tinh tao ré bat
dinh, dai gié, dai cudng gié. Chiéu dai d6t va sd qua/gié thi it hon. Chiéu dai 14 va chiéu
rong phién 14 16n hon bb me. Cay lai gidng ciy P.nigrum 1am me vé dic tinh sinh truong,
cdu trac 14, hudng gié moc, va hinh dang gié. Vé hinh dang ngoai noéi chung, ciy lai thién
vé v6i cdy P.nigrum nhiéu hon. Cung thoi diém cy lai thira huong dic diém tir ciy bd P.

colubrinum vé chi€u dai 14, hinh dang 14, hinh dang dinh 14, vién 14, va mau dinh choi.
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Inter specific Hybrid (Culture P5PC-1)

; "tﬁ b
(1928

Hinh 1: Cay lai dau tién giita P.nigrum va P.colubrinum

Bang 1: Nhitng dic diém hinh thai cta nhiing loai Piper va cdy lai khac loai

Piac diém P. nigrum P. colubrinum Hybrid
(vty Panniyur 5) (culture PSPC-1)
Dac diém sinh duong
Dang cay phat trién Dang day Leo Dang than bo Dang day Leo
Ré bat dinh phat trién Khoéng Nhiéu Mot vai & giai doan cay con
Vién la Phang Gon song nhe Gon song nhe
Chiéu dai 1a (cm) 15 13,7 13,7
Chiéu rong 14 (cm) 8,3 6,2 8,4
Dang 14 Miii mac hoi tron Elip hoi tron Elip hoi tron
Cau trac la Khong l6ng Nhin va sang Khong 16ng
Pinh 14 Hoi Nhon Nhon Nhon
Chiéu dai cudng 14 (cm) 1,5 1,4 1,7
Chiéu dai dbt (cm) 5,6 5,5 5,1
Mau dinh choi Tim nhat Xanh nhat Xanh nhat
Dac diem gié va qua
Hudng gié Rl Thang Ri
Hinh dang gié Dang hinh Soi Dang hinh try Dang hinh Soi
Dai gié (cm) 13,1 5,1 12,8
Dai Cuong gié (cm) 1,76 1,09 1,33
SO qua binh quan/gié 51 301,6 21,4

Giai phau hoc

Giai phiu than cta nhitng loai va cay lai cho thiy nhitng khac biét vé ciu tao va kich
thude. Murty (1959), Pal (1961), Ravindran (1990) and Menancherry (1993) da nghién
ctu vé giai phiu cua loai Piper, Ravindran (2000) di bao cio vé giai phiu cta P.
colubrinum. Nhiing tac gia nay da bao cdo su hién dién nhiing dong chat nhay ¢ trung
tdm va bén ngoai cua P.nigrum va khong c6 nhitng dong chat nhay & P. colubrinum.
Nghién ctru hién tai cling da xac nhan két qua nay. Cay lai P. nigrum x P. colubrinum
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dugc tim thay 13 trung gian giita bd me c6 it dong chit nhay hon 1a bd/me dung 1am me.
B6 mach bén ngoai cia P. nigrum hinh ndén trong khi bé mach cua P. colubrinum 1a hinh

try. Cay lai gia dinh cho thiy c6 ca hai loai bo mach nay.
Phan tich phan tir
Phan tich RAPD véi Operon primers OPE 07 and OPG 08 (bd tht 2 va thur 3 trong hinh

2) da chimg t6 dic tinh cay lai clia cay lai khac loai. Pac diém DNA ctia bd me va con lai
v6i primer OPE 07, con lai da thira huong tat ca 3 bang hinh P. nigrum dung 1am me
trong d6 2 bing hinh méng ma cé & bd (1.000 va 500 bp) xuét hién ndi bac & con lai.
Trong truong hop primerr OPG 08, nhiing dic tinh cua con lai va P.colubrinum 1am bb

c6 cung bang hinh day dic trung thong dung ctia b véi kich thude 600 bp.

Molecular analysis proving hybrid nature

1- P.nigrum 2-Hybrid 3- P.colubrinu

Hinh 2. Phdn tich phén tir ciia bo me va con lai

Vé té bao hoc

Su phan phdi nhiém sic thé ciia bd me va con lai gia dinh cta chop ré phat trién trong
thoi ky phan bao. Mathew 1958; Anand et al. 2000 d3 bao cdo trudc day sé NST soma
cua P. nigrum 1a 2n=52, P.colubrinum 2n=26 va cua con lai 2n=39. Trong trudng hop
nay, lai gitta cay tr bdi va nhi boi, thu dugc con lai tam boi. Nhitng cay lai tam bdi co thé
bét duc hoan toan hodc hiru thu 1 phan. Trong nghién ctru nay, cy lai hiru thu mot phan,
phan anh ty 18 ddu qua kém. SO NST co ban cia P. nigrum va P. colubrinum cé 1& nhu
nhau (n=13) nhung khac vé muc thé boi. Bat duc mot phan vi cac cip NST twong dong
bét cap khong dong déu. Khi cdy lai tam boi dugc phét trién gin day bat duc mot phan va
ké thira mot phan tinh chong chiu tir P. colubrinum, hoan canh hién tai ciia cay lai khong
hap dan nguoi trong tiéu nhung s& mé dudng tao cdy lai nang suat cao hitu thy hoan toan

chéng chiu véi Phytophthora giy bénh théi goc.

6



Sirc song hat phén

Stc song hat phan cua P.nigrum 13 54% va P.colubrinum 78%. Suc séng hat phan cua
con lai gia dinh dugc xac dinh 13 7,7%. Su bat cip ciia NST twong dong khong dong déu
gdy ra stc song hat phan kém do d6 ty 18 ddu qua kém trong nhiéu gié ¢ nhing con lai
F1.

Panh gia tinh chong chiu véi Phytophthora

Khi canh gidm mang ré cua cdy lai (CultureP5SPC-1) duogc ldy nhiém ty nhién véi
Phytophthora giy thdi gbc bang cach dit nhimg canh gidm mang ré trong vudn uom
bénh véi nhitng gidng nhay cam, tit ca nhitng canh gidm mang r& cua nhitng giéng nhay
cam di chét ngoai trir nhitng canh gidm mang r& cua con lai séng v6i nhitng t& bao chét
cuc bo c6 quang vang (Bang 2). Diéu nay c6 18 tao té bao chét vi phan tng ting nhay cam
kich thich nhimg té bao xung quanh noi nhiém, ma tit ca phan Gmg voi su tin cong mam
bénh va tao ra nhitng dau hiéu dé kich hoat nhimg phan tmg phong vé (Gross et al. 1993).
Bang 2: Phan ting clia cac loai Piper va nhiing cay lai khac loai ddi voi Phytophthora
capsici khi lay nhiém ty nhién.

Loai/cay lai Quan sat ty 1& nhiém 2 tuan/lan Ghi chu
Sau 7 ngady ¢ vuon wom | Sau 21 ngay & vuon wom | Sau 35 ngay & vudn wom
bénh bénh bénh
% canh héo | % l4 nhiém | % canh héo | % 14 nhiém | % canh héo | % l4 nhiém
bénh o bénh o bénh o
canh séng canh séng canh séng
P.nigrum 100 NA Tat ca canh
héo trong 1
tuan
P. colubrinum | 0 0 0 0 0 0 Khong
nhiém
P. colubrinum | 0 0 0 0 0 0 Khong
x P.nigrum nhiém

Két qua cua lay nhiém nhan tao dugc trinh bay trong Bang 3. Khi ¢6 su lan rong bénh
lién tuc cta gidng nhay cam, ¢ cdy lai gia dinh mic du nhiing 14 dugc 14y nhidm d3 bi

nhiém, khong c6 su lan rdng viéc nhi€ém bénh & nhiing canh giam.

Khi iy nhiém nhan tao duogc tién hanh thong qua phun bao tir canh gidm mang ré cua
nhimg gidng nhay cam bi chét vi 13, ¢d r& va ré bj nhiém bénh sau 13 ngay lay nhiém
(Bang 4). Tai cung thoi diém, khoang 20 ngay sau lay nhiém, r& va ¢d ré canh gidm cay
lai khong nhiém bénh mic du cé nhimng 14 rung vi nhiém bénh. Hon thé nita, vé sau canh

giam cua nhitng cay lai dugc tré hoa lai.




Bang 3: Phan tng ctia cac loai Piper va nhirng cdy lai khac loai dbi voi Phytophthora
capsici khi lay nhi€m tu nhién trén 1a va than ctia cay dang phat trién tot

Loai/Lai Quan sét ty 18 14 nhiém bénh
3DAI 6DAI 9DAI 12DAI 15DAI
Piper nigrum
Ty 1¢ 14 nhiém 33 50 75 80 Tat ca 14 nhiém
bénh rung

Kich thuéc vét | lem 1,5cm 4,5cm 6,7cm

bénh

P.colubrinum Khong nhiém Khong nhiém Khong nhiém Khong nhiém Khong nhiém

P.nigrumxP.colubrinum

Ty 1¢ 14 nhiém 17 17 Nhing 14 nhiém | Nhiém bénh | Nhiém bénh
bénh rung va | khong lan rong | khong lan rong
khong 1y nhiém | hon, canh gidm | hon, canh gidm
nhitng 14 cAn bén | mang ré van | c6 ré van khoe

khoe
Kich thudc vét | lem 2,3cm

bénh

DALI: ngay sau lay nhiém

Bang 4: Phan mg ciia cac loai Piper va nhiing ciy lai khac loai dbi voi Phytophthora

capsici khi 1ay nhiém nhan tao thong qua phun bao tir

Loai/Lai Quan sat ty 1& 14 nhiém bénh
4DAI 7DAI 10DAI 13DAI 15DAI

P. nigrum

Ty 1¢ 14 nhiém 25 50 100 Toan canh giam
chét vi 14 va ¢d
ré nhiém bénh

Kich thude vét | 0,5cm lcm 42cm

bénh

Nhiém co ré Khong Khong Co

P.colubrinum Khong nhiém Khong nhiém Khong nhiém Khong nhiém Khong nhiém

P.nigrumxP.colubrinurp

Ty 1 14 nhiém Khoéng 25 78 93 Tat ca 14 rung

Kich thudc vét | NA 2,3cm 3,5cm 4,5cm NA

bénh

C6 ré nhiém | Khong Khong Khoéng Khoéng Khong

bénh

DAI: ngay sau nhiém

Két qua lay nhiém tinh chdng chiu Phytophthora cho thiy riang cay lai da thira hudng mot

phan co ché chong chiu tir bo. C6 hon mdt gen lién quan x4c dinh co ché chong chiu va

ching c6 1& mang tinh troi phan nao. Pic tinh da gen vé co ché chong chiu bénh thdi gbc
Phytopthora trén cay ti€éu da dugc bao cdo trudc dd (Annual report 2004-2005 of IISR).

Do vay lai hoi giao cta cdy lai khac loai hiru thy mot phan nho chuyén mot phan nhing
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gen chéng chiu, v&i ca bd me va chon loc tir thé hé thir hai va lai hdi giao lai phai duoc

thuc hién dé nhan giéng chong chiu Phytophthora thbi gbc hitu thu hoan toan.
4. Két luan

Cay tiéu lai khac loai hiru thu mot phan chéng chiu v&i bénh phytophthora dugc phat
trién 1an dau thong qua lai khac loai giita cdy tiéu trong P. nigrum va cay tiéu dai P.
colubrinum. Cy tiéu lai ndy c6 nhiéu gié trén mot don vi dién tich va gié dai nhung dau
qua thap. Mot trong nhitng kho khin cua viéc khai thac bién di xa cho cai tién cay trong
1a thiéu tinh biéu hién cua nhimg gen khac loai. Tuy nhién, két qua cua nghién ctru nay
cho thiy sy thé hién phin nao cua nhitng gen khac loai chéng chiu v6i Phytophthora
capsici. Didu ndy s& c6 cdy lai thir nghiém cta nhiing loai P. nigrum canh tac hiru thy
chdng chiu hoan toan Phytophthora c6 thé duoc phat trién thong qua lai hdi giao véi bd
me hodc chon tir nhitng thé hé me tién tién rdi sau do lai tai tuc voi bd me. Cay lai nay s€
1a ngudn vat lidu dé san xuat NILs ddn dén tim ra va nhan dong cta nhimg gen mang tinh
chbéng chiu bénh Phytophthora giy thdi gdc. Nhiém sic thé cua P. nigrum c6 khuynh
huéng thich bat cap véi nhiém sic thé twong dong riéng ciia n6 hon 1a véi nhiém sac thé
tuong dong cua P. colubrinum. Do vay, Kimber (1984) di chi ra chuyén gen bdi tai két
hop dong thoi giéng cai c6 kha niang thanh cong thap trong viéc két hop cay lai méi vi
mirc bit cip nhiém séic thé thip. Do do6, thay doi cach tiép can s& phai duoc tan dung dé
thanh cong trong chuyén gen. Dbi vi muc tiéu nay, hat gidng nhi boi kép tir cay lai F1
c6 thé 1a vat liéu khoi dau t6t nhat cho viéc san xudt nhitng dong bd sung khac loai va
nhimg dong thay thé khac loai, va dé tao thuan loi cho nhimg nghién ciru vé cai thién tinh

di truyén cho cay tiéu.
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