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TOM TAT
Nghién cttu nay nham x4y dung quy trinh lay nhiém nhén tao Potato virus Y (PVY) trén cay khoai tay. Hai mau ciy
nghi nhiém PVY dugc thu thap tii cac viing trong khoai tay tai Ha Noi. Su c6 mét ctia chiing PVYN™ trén cac mau nghi
nhiém dugc kiém chiing thong qua phuong phap RT-PCR v6i moi déc hiéu cho gen CP va phan tich trinh tu Sanger. Cac
chiing virus sau d6 dugc dong hda va nhan 1én trén ciy thude la mé hinh Nicotiana benthamiana. Nguon PVYN™ da dong
hoa nay dugc lay nhiém nhan tao thanh cong trén cay khoai tay Atlantic. Cac triéu chiing bénh dién hinh dugc ghi nhan,
sy c6 mt ciia PVYN™trong cac mau cy khoai tay c6 biéu hién bénh dugc khang dinh thong qua phuong phap RT-PCR.
T cac két qua thu dugc, mot quy trinh lay nhiém nhén tao PVY trén cay khoai tay da dugc thiét lap voi thong tin chi tiét.
Day 1a co sd quan trong cho cdc nghién ciiu tiép theo trong dénh gid tinh khdng bénh PVY trén cy khoai tay va cé thé mé
rong pham vi ting dung trén cc cdy trong khac va doi tugng virus gay bénh khac.

Tui khoa: Khoai tay, Nicotiana benthamiana, Potato virus Y (PVY), PVYN™, quy trinh lay nhiém

1. DAT VAN BE

Cay khoai tay (Solanum tuberosum L.) giti vai tro
quan trong trong an ninh luong thuc toan cau, tuy nhién,
nang suat va chat lugng thuong bi suy gidam do nhiéu tac
nhén gy bénh, trong d6 virus la nhom phd bién va gay
thiét hai nghiém trong nhat (Kreuze et al., 2020; Wang et
al., 2011). Khoang 50 loai virus da dugc ghi nhan c6 kha
nang gay nhiém trén khoai tay trén toan thé gidi, Potato
virus Y (PVY) dugc xem la mét trong nhiing tdc nhan
nguy hiém nhét do phén b6 rong va anh hudng 16n dén
san xudt, sinh trudng phat trién, ndng suét va chét lugng
cay trong (Scholthof et al., 2011). PVY c6 mtic d6 da
dang di truyén cao, cac chiing tai t6 hgp nhu PVYN™ va
PVYN"idang dan thay thé cac ching c6 dién (Karasev &
Gray, 2013; Chikh-Ali ef al., 2014). Mot s6 chung c6 kha
nang gy hoai tt vong trén ctt (PTNRD), lam giam gia
tri thuong pham (Lorenzen et al., 2006).

Phat trién va st dung giong khang bénh la giai phap
hiéu qua trong san xudt khoai tay. Gan déy, cong nghé
chinh stia gen CRISPR/Cas da mé ra huéng di méi trong
chon tao giong khang virus, thong qua viéc gay dot bién
cac gen nhiém nhu ho gen eIF4E nham ting kha nang
khang PVY (Yoon et al., 2020; Kuroiwa et al., 2022; Le et
al., 2022; Noureen et al., 2022). Trong danh gid tinh khang
bénh, lay nhiém nhén tao la phuong phép phé bién nho
tinh hiéu qua, chinh xdc va kha ning kiém sodt t6t diéu
kién thi nghiém (Wang et al., 2022).

O Viét Nam, phuong phép lay nhiém nhan tao di

dugc 4p dung trong danh gida miic do nhiém bénh va
tinh khang ctia ciy trong v6i mot s6 loai virus, trong dé
c6 PVY. Tuy nhién, con thiéu nhiing quy trinh chi tiét
V6i cac budic cu thé lam co sd cho viéc néng cao hiéu qua
ctia qua trinh lay nhiém cling nhu dam bao tinh tin cdy
ctia két qua danh gid. Nham phuc vu danh gi tinh khang
PVY ctia cac dong khoai tay chinh stia gen tao dugc bang
hé thong CRISPR/Cas9, nghién ctiu nay dugc trién khai
nhdm x4y dung quy trinh lay nhiém nhén tao stt dung
chting virus phan lap tli cac viing trong khoai tay tai Ha
Noi. Quy trinh bao gom cac budc: thu thdp mau nghi
nhiém, kiém chiing virus, dong hoéa va tang sinh, lay
nhiém trén cdy cht va danh gid triéu chiing bang hinh
thai va phuong phap phan ti. Viéc két hgp gitia phan
tich dac diém hinh thai va ky thuét phén t&t dam bao tinh
chinh xdc, d¢ tin cay va kha nang lap lai cao ctia quy trinh
da dugc xay dung. Két qua nghién ctiu da cung cip co sd
quan trong cho cac nghién ctiu tiép theo trong danh gia
tinh khang PVY trén céy khoai tay va c6 thé mé rong cho
céc virus khac cting nhu cac doi tugng céy trong khac.
II. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Vat liéu nghién ctiu

Cay khoai tay (Solanum tuberosum) giéng Atlantic
sach bénh c6 nguodn goc tii Lién bang Nga dugc nhan
giong thong qua nudi cdy mo; cay thudc la md hinh
(Nicotiana benthamiana) 6 tuan tudi.

Cac mau cay khoai tay bénh nghi nhiém virus PVY
dugc thu thap truc tiép ngoai dong rudng tai xdm Dong,
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x4 Dong Anh va xdm Duong, xa Thu Lam, TP. Ha Néi.

Bo kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit;
bo kit GeneJET Gel Extraction Kit.
2.2. Phuong phap nghién ciiu
2.2.1. Thu thédp nguoén PVY ngodi thuc dia

Cac mau céy khoai tay bénh nghi nhiém virus PVY
dugc thu thap truc tiép ngoai dong rudng tai 2 dia diém
trong khoai tay tai Ha Noi: xom Dong, xa Péng Anh va
x6m Puong, xa Thu Lam. Viéc nhan dién ciy bénh dua
trén cac triéu chiing dic trung bao gébm xoan 14, bién
dang l4 hodc thé kham la.
2.2.2. Tach dong va dinh danh virus PVY thong qua
gidi trinh ty gen CP

RNA t0ng s6 dugc tach chiét tli cac mau 14 khoai
tdy nghi nhiém PVY st dung b hda chét chuyén dung
(PureLink Plant RNA Reagent, Invitrogen) theo cac budc
dugc nha san xudt huéng dan. cDNA dugc tong hgp tu
mau RNA t6ng s6 da dugc tach chiét, thdng qua bo kit
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoFisher
Scientific). Phan doan gen dac thu ctia gen CP dugc nhan
ban théng qua phuong phap RT-PCR véi cip mai dic hiéu
CP-PVY_F (5-ATGCCAACTGYGATGAATGG-3) va
CP-PVY R (5-CTCTGTGTTTYTCCTCTTGTGTAC-3).
San phdm PCR sau d6 dugc dién di trén gel agarose 1%
dé kiém chiing su c6 mdt va kich thudc phan doan gen
CP dugc nhan ban. Cac san phdm RT-PCR véi kich
thudc du doan dugc tinh sach st dung bo kit Gene]ET
Gel Extraction Kit (ThermoFisher Scientific) va dung cho
gidi trinh ty bang phuong phép Sanger tai Cong ty LOBI
Viét Nam. Trinh tu sau d6 dugc so sanh véi cac trinh tu da
dugc cong b trén NCBI va cay phan loai dugc x4y dung
bang phan mém MEGA12.
2.2.3. Nhin dong PVY sii dung cdy thudc ld mo hinh

Cay thudc 1a mo hinh (Nicotiana benthamiana) 6 tudn
tudi dugc sti dung lam ky chu cho viéc dong hoa va nhan
nhanh PVY. Quy trinh ldy nhiém dugc thuc hién theo
phuong phap ctia Le va cdng su (2022) véi mot so diéu
chinh nho. Cac maula thu6cla cd biéu hién bénh déc trung
tiép tuc dugc thu thap va kiém tra sy cd mét ctia PVY bang

/

Hinh 1. Mau khoai tay nghi nhiém virus PVY

phuong phap RT-PCR nhu trinh bay & trén. Cay thudc
mang PVY dugcluu gii lam nguén bénh phuc vu cong tac
lay nhiém nhan tao trong cac phén tich tiép theo.
2.2.4. Lay nhiém va ddnh gid triéu chiing bénh PVY
trén cdy khoai tdy

Dung dich lay nhiém dugc chuan bi tif mau la cay
N. benthamiana nhiém bénh PVY & phan trén. Qud
trinh chuén bi dung dich va lay nhiém dugc thuc hién
tuong tu nhu cac budc tién hanh véi cay thude la mo
hinh theo phuong phap ctia Le va cong su (2022). Trong
do, cay khoai tay 4 tuén tudi, dugic rang6i trén gia thé gom
perlite va vermiculite (3:1), dugc st dung lam do6i tugng
lay nhiém nhan tao PVY. Thi nghiém dugc tién hanh véi
3 lan lap, mai lan lay nhiém trén 9 cay va sti dung 3 cay
do6i chiing khong lay nhiém dé€ so sanh. Sau lay nhiém,
cac cay khoai tay tiép tuc duigc cham soc va theo doi trong
4 tuan trong budng sinh trudng véi chu ky chiéu sang 16
gid sang/8 gi t6i, am do 70 - 80% d€ danh gia triéu chiing
va muic do nhiém. Mau la khoai tay c6 triéu chiing bénh
khéc nhau dugc thu thap va kiém chiing su ton tai ctia
PVY thong qua phan ting RT-PCR véi cap moi dac hiéu
va phuong phép tién hanh nhu bén trén.
2.3. Thoi gian va dia di€m nghién ctiu

Nghién ctiu dugc thuc hién ti thang 12 nam 2025
dén thang 03 ndm 2026 tai Phong Cong nghé¢ Té bao
Thuc vét, Vién Sinh hoc, Vién Han lam Khoa hoc va
Codng nghé Viét Nam.
IIL KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Tim kiém va thu thip mau bénh

Nhéim thu thap chinh x4c nguén PVY gay bénh trén
thuc t€ dong rudng tai Ha Noi, tién hanh khao sat va tim
kiém mau nghi nhiém bénh trén cac ruéng trong khoai tay
tai xom Dong, xa Dong Anh va xém Dudng, xa Thu Lam
trong vu Dong Xuan 2026. Qua sang loc, 02 mau khoai tay
nghinhiém PVY da dugclya chon dua trén cac triéu chiing
dién hinh nhu hién tugng kham I4, xuét hién cac d6m véi
mtic do tii nhe dén nang hodc 14 bi nhén, bién dang va c6
kich thudc nho bat thudng. Mot s6 tridong hop con ghi
nhan su xuit hién clia cac vét hoai tti trén 14 (Hinh 1).

Ghi chi: (A) Mau khoai tdy nghi nhiém bénh thu thap tai xom Dong, xa Dong Anh; (B, C) Ld va than mau khoai tdy nghi

nhiém bénh PVY thu thdp tai xom Ducng, xa Thu Lam.
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Quan sat thuic t€ cho thdy cac ciy khoai tay nhiém bénh
ndng thuong phat trién kém, coi coc hon so véi cac ciy
khoéng c6 biéu hién bénh trén cting mét thita rudng. Nguigc
lai, céc cay nhiém nhe van c6 thé duy tri sy phat trién binh
thuidng & cac 4 phia dudi (1a gia); triéu chiing bénh cht yéu
biéu hién & cic 14 phia trén, ddc biét 1a cac 14 non, 14 ngon.
Quan st thuic t€ cho thiy bénh do PVY géy ra ¢ ki€u hinh
tuong dong va xudt hién véi tan suét cao tai hai viing trong
khoai tay dugc khao sat trong vu Xuén 2026.

Nham kiém chiing sy c¢6 mat cia PVY trén mau
khoai ty nghi lay nhiém bénh thu thap tai hai viing
trong tai Ha Noi, tién hanh nhén dong, tach dong va giai
trinh ty phan doan gen CP ctia virus nay. Két qua dién di
san phdm RT-PCR trén gel agarose véi cap moi ddc hiéu
ctia gen CP cho théy ca 2 mau khoai tiy thu thép déu
ghi nhén sy nhan dong ctia phan doan gen CP véi kich
thudc khoang 420 bp (Hinh 2A). Két qua nay budc dau
xac nhan cac mau khoai tiy thu thép tai hai viing trong
néu trén da bi lay nhiém PVY.

3.2. Xac dinh ching PVY géay bénh trén khoai tay tai 2
vung trong ¢ Ha Noi
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ATGCCAACTGTGATGAATGGEGC TTATGGTTTGGTGCAT TGAAAATGGAACC TCGTCCAAA
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CATCAACGGAGTTTGGGT TATGATGGATGGAGATGAACAAGTCGAATACCCACTGAAACC
CATCAACGGAGT TTGGGET TATGATGGATGGAGATGAACAAGTCGAATACCCACTGAAACT
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AATCGTTGAGAATGCAAAACCAACACTTAGGCAAATCATGGCACATTTCTCAGATGTTGE
AATCGTTGAGAATGCAAAACCAACACT TAGGCAAATCATGGCACATTTCTCAGATGTTGE

AGAAGCGTATATAGAAATGLGCAACAAAMAGGAACCATATATGLCACGATATGGTTTAGT
AGAAGCGTATATAGAAATGLGCAACAAAAAGGAACCATATATGCCACGATATGGTTTAGT

TCGTAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTTGACTTTTATGAGGTCACATC
TCGTAATCTOCGLGATGGAAGT TTGGC TCGCTATGCTTTTGACTTTTATGAGGTCACATC

ACGAACACCAGTGAGGEE TAGGGAAGC GCACAT TCAAATGAAGGCCGCAGCATTGAAATC
ACGAACACCAGTGAGGGL TAGGGAAGCGCACAT TCAAATGAAGGCCGCAGCATTGAAATC

AGCCCAATCTCGACTTTTCGGGT TGGACGGTGGCATCAGTACACAAGAGGAAAACACAGA
AGCCCAATCTCGACTTTTCGGGT TEGACGETGGCATCAGTACACAAGAGGAAAACACAGA
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Hinh 2. Nhén dong va gidi trinh tu gen CP ctia PVY tli cic mau khoai tay nghi nhiém bénh
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Ghi chii: (A) Dién di san phdm phdn ting RT-PCR v6i cap moi CP-PVY_F/R. M: Thang DNA 1 kb (Thermo Scientific); (-):
Mau déi chiing dm (cdy khoai tdy in vitro sach bénh); (B) So sdnh trinh tu nucleotide 2 phan doan CP phén lgp dugc ti mau

khoai tay bénh thu tai 2 dia diém khdc nhau.

Phan ting RT-PCR dugc thuc hién thong qua viéc st
dung cing mot lugng RNA t6ng s6 lam khuon. Do do,
két qua RT-PCR thu dugc c6 thé dugc st dung dé so
sanh tuong d6i muic d6 nhiém virus gitia cic mau thu
thap. Trong nghién ctiu nay, 2 mau khoai tay dugc thu
thép tai cac ving trong khac nhau ¢6 muc do nhiém
bénh tuong duong nhau.

Két qua phan tich trinh ty thu dugc phin doan gen
CP ctia 2 mau bénh c6 sy tuong dong rét cao (Hinh 2B).
Cu thé, trong toan b¢ trinh ty phan doan gen CP dai
420 bp, chi ghi nhan 02 diém sai khac. Trong do, su
thay d6i 01 nucleotide & vi tri 11 (T & isolate 1 va C &
isolate 2); thém 1 nucleotide T & vi tri 55 clia isolate 1.
Su thay di nay c6 thé do cac dot bién xuét hién ty nhién
ctia cac chung PVY khac nhau. Két qua so sanh trinh
tu phan doan gen CP ti 2 chiing phan lap véi trinh tu
tuong ung ctia cac chiing PVY (PVY©, PVYY, PVYNY)
trén GenBank cho thdy trinh tu gen CP ctia 2 mau phan
lap c6 do tuong dong cao v6i nhom PVYN™. Céy phat
sinh chting loai dugc xdy dung dua trén trinh tu gen CP
ctia cac nhém virus PVY ciing cho thiy cac ching PVY
phéan 14p ti cdc mau bénh tai Ha Noi dugc xép chung

nhdém véi nhém PVYN™ (Hinh 3).

Cac nghién ctiu trudc day cho thdy, PVYN™ c6 thé
hinh thanh thong qua tai t6 hgp di truyén gitia hai nhom
PVY® va PVYN (Karasev & Gray 2013; Lorenzen et al.,
2006) va phan bo ¢ nhiéu viing trén thé gidi, trong d6 cd
Viét Nam (Schubert et al., 2015). Mic du s6 lugng mau
phén tich khong nhiéu, két qua thu dugc trong nghién
ctiu nay cho thdy chung PVYN™ dang xuét hién tai cac
vung trong khoai tay phé bién tai khu vic Ha Noi.
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100 |: MT350290 N
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83 { AF345650 O
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Hinh 3. Cay phan logi so sanh trinh ty CP ciia PVY da
phan 1dp va cdc trinh tu da dugc cong bo trén NCBI
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3.3. Dong hoa va tang sinh PVY sii dung ciy thudc la
mo hinh Nicotiana benthamiana

Thong thudng, cdc mau khoai tdy nhiém PVY thu
thép ngoai thuc dia thudng c6 mat do virus thap vakhong
dong déu. Ngoai ra, cic mau nay cé thé mang theo cac
nguodn bénh khac doi vdi cay trong. Vi véy, d€ tao ngudn
virus én dinh va du lugng phuc vu cho viéc xay dung quy
trinh lay nhiém nhan tao trén ciy khoai tay, hai chung
PVY da phén lap dugc lay nhiém trén cy thuée la mo
hinh Nicotiana benthamiana. Thudc 14 mo hinh la loai
thuc vat ¢6 tinh man cdm cao vé6i nhiéu loai virus khac
nhau, trong d6 c6 PVY. Cac biéu hién bénh virus trén loai
céy thudc 1a nay c6 muic do 16 rang va nhanh chéng. Do
do, Nicotiana benthamiana dugc Iya chon lam ky cht d€
lam sach va nhan dong nhiéu loai virus khac nhau nhu
PVY® (Le et al., 2022), PepMoV (Yoon et al., 2020).

Trong nghién ctiu nay; cac cay thudc la mo hinh dugc
nhan giéng in vitro, nuoi trong trong diéu kién budng
sinh truéng nham dam béo tinh sach bénh trudc khi tién
hanh lay nhiém PVY. Cay thudc 14 6 tuan tudi sau khi ra
ngoi dugc dung lam nguyén liéu trong lay nhiém nhén
tao vdi PVY. O thoi diém 3 tuin sau lay nhiém nhén tao,
céy thudc I c6 xudt hién cac triéu chiing ro rang va dién
hinh ctia bénh PVY nhu sinh trudng cham, coi coc (cay
thép, 14 nho, it phan nhanh...) va phét trién kém so véi cay
déi chiing khong lay nhiém (WT) (Hinh 4A). Trén 14, déc

A B pe. Cay Iy nhidm PVY

biét la 14 non, c6 hién tugng chuyén vang tling d6m hodc
toan bo phién 1a. Ngoai ra, cac 1a méi c6 hién tugng di
dang, 14 xoan, nhan nheo va giam kich thudc, déy la cac
triéu chiing dién hinh cta virus PVY (Quenouille ef al.,
2013). Mtic d6 bi€u hién bénh nhanh va manh cho thay
tinh man cdm cao ctia ciy thudc 14 mé hinh véi chiing
virus PVY dugc phan lap trong nghién ctiu nay:.

Nham kiém ching cac ching PVY da dugc nhén
dong thanh cong trén cdy thudc 14 mo hinh, cac mau la
6 bi€u hién bénh dugc thu thap va st dung trong viéc
tach chiét RNA t6ng s6. Phuong phap RT-PCR véi cip
mdi CP-PVY_F/R dugc stt dung dé khuéch dai trinh tu
dédc hiéu ctia gen CP ma hoéa protein vo ctia virus PVY
(Hinh 4B). Két qua dién di san phdm RT-PCR ghi nhan
phén doan DNA nhan ban véi kich thudc tuong tu nhu
trong cic mau khoai tay nghi nhiém bénh bén trén (420 bp).
Ngoai ra, d€ xac dinh khong c6 su lan tap ctia cac virus
khac trong qua trinh nhén dong PVY trén cay thudc la
mo hinh, RT-PCR véi cac cdp moi ddc hiéu khac dugc
tién hanh cho mot s6 virus phd bién trén cay ho ca nhu
CMYV, TMV, PRSV... Phan tich khong phat hién sy c6
mdt cua cac virus ndy trong mau thude 14 mo hinh sau
lay nhiém nhéan tao v6i PVY (s6 liéu khong trinh bay
trong bai bdo nay). Cac két qua nay xac nhén rang PVY
da dugc lay nhiém thanh cong va nhan dong trong cay
thu6c 1a mo hinh N. benthamiana véi do thuan khiét cao.

Hinh 4. Hinh thdi va su c6 mat ciia PVY trén cdc cdy N. benthamiana sau 4 tudn lay nhiém nhén tao
Ghi chii: (A) Cay N. benthamiana sau ldy nhiém virus; (B) Dién di san phdim RT-PCR dé kiém tra su c6 mdt cta virus PVY trén cdy
nhiém bénh (Nb: mau cdy N. benthamiana sau ldy nhiém; DC: mau cdy khong lay nhiém; M: Thang DNA 1 kb (Thermo Scientific).

3.4. Kiém chiing kha niang lay nhiém nhén tao PVYN™
trén cay khoai tay va hoan thién quy trinh

Cay khoai tay giong Atlantic dugc lay nhiém nhan tao
virus da dugc nhan thanh céng trén cay N. benthamiana.
Trong do, cac cay khoai tdy dugc nhan giong thong qua
nudi cdy mo dugic chuyén ra trong trong gia thé vo trung
tai budng sinh trudng. Cay con 4 tuan tudi v6i do dong
déu cao dugc sti dung lam nguyén liéu lay nhiém. Hai la
kép thi 3 va 4 dugc dung dé€ gy ton thuong co gisi va

lay nhiém nhan tao v6i PVY.

Két qua 1ay nhiém cho théy tét ca cac ciy khoai tay lay
nhiém nhén tao véi virus PVY da bat dau c6 triéu chiing
x0dn ¢ mot s6 biéu hién bénh & cac 14 méi nhung muic
d6 khong 6 rang sau 7 ngay lay nhiém. Sau 2 tudn theo
doi, cac cy lay nhiém bét dau xuét hién cac triéu chiing
bénh dién hinh nhu hién tugng co lai ctia cac 14 trén ngon,
mau I nhat dén (tuong tu védi triéu chiing quan sat ngoai
dong ruong). O ngay thii 21 sau lay nhiém, biéu hién bénh
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do PVY gay ra dugc quan sat rd rang hon, bao gém hién
tugng xodn clia cac 1d non phia ngon céy, xudt hién cac vét
kham trén mat 14, cac tng 14 phia dudi co rat va chuyén
kho. Cay khoai tay bi bénh c6 hién tugng chuyén vang
toan cay va ngling ra la méi. Sau 4 tudn lay nhiém, cc cay
khoai tdy ngting sinh tridng va chét (Hinh 5B). Trong khi

A B

do, cac céy khoai tay khong lay nhiém, sinh trudng binh
thuong, 14 xanh, kha ning kéo dai chdi t6t va khong co
dau hiéu ciia bénh do PVY géy ra (Hinh 5A). Két qua nay
phtt hgp véi nghién ctiu trude day trén cdy khoai tay ctia
Arcibal va cong su (2016). Trong do, triéu chiing bénh cé
thé quan sat dugc sau 21 - 30 ngay lay nhiém.

€ 1 2 3

M1 (-)

«~420bp

Hinh 5. Hinh théi va sy ¢ mat ctia PVY trén cdc cay khoai tiy sau 4 tudn lay nhiém nhan tao
Ghi chii: (A) Cay khoai tdy doi chiing khong lay nhiém virus; (B) Cdy khoai tdy sau lay nhiém PVY; (C) Dién di san phdm
RT-PCR kiém tra sy c6 mdt ciia virus PVY trén cdc cdy nhiém bénh (1, 2, 3: cdc mau cdy khoai tdy sau ldy nhiém; (-): Mau doi
chiing khong lay nhiém; M1: Thang DNA 100 bp (Thermo Scientific).

Phan tich RT-PCR véi cap moi dac hiéu CP-PVY_F/R
cho thdy toan bd 03 mau khoai tay dugc lay nhiém PVY
va xuat hién triéu chiing trén la déu c6 két qua duong tinh.
Trong khi mau déi chiing &m khéng ghi nhin su c6 mat
clia san phim ctia phén ting RT-PCR (Hinh 5C). Tuong tu
nhu thi nghiém véi cay thu6c 1d mo hinh, cac cdp moi déc
hiéu cho m¢t 6 loai virus phd bién ¢6 thé lay nhiém trén
cdy ho ca nhu CMT, TMV, PRSV ciing dugc sti dung véi
cac mau khoai tay sau lay nhiém nhan tao. Két qua khong
ghi nhan su cd mat clia céc virus nay trong toan bo cac
mau phén tich (két qua khong trinh bay trong bai bao nay).

T cac két qua néu trén, c6 thé dua ra quy trinh lay
nhiém nhén tao PVY trén ciy khoai tiy gém 03 budc
chinh véi cac thong tin chi tiét nhu sau:

Budc 1: Thu thdp mau khoai tdy bénh nghi nhiém
virus PVY trén cay khoai tay ti thuc dia, sau do tién
hanh phan l4p va dinh danh béng phuong phap RT-PCR
va gidi trinh ty gen CP dé xac dinh chung virus.

Budic 2: Dong hoa va tang sinh virus trén cay thudc la
mo hinh Nicotiana benthamiana. Trong d6, hon dich lay
nhiém dugc chun bi bang cach nghién nho 14 khoai tay
nhiém bénh trong cdi chay st v6i Nito long va bo sung
dém PBS 1X (pH 7,4) v6i ti 1é 10 mL/1 g méu l4. Tao t6n
thuong co gidi biang cach rac bot SiClén bé mét 1a (14 thi
3 va 4 tui ngon xuong), ti€p theo dung bong tham dich
virus cha sat nhe nhang bé mit 14 va giti & nhiét d6 phong
trong 10 phut. Sau d6, bé mét 14 dugc rtia sach bing binh
xit v6i nudic cat khu tring. Cac cay thudc la sau lay nhiém
dugc dit trong cac khay dam bao dd am, che pht bai cac
ndp chup cho anh sang xuyén qua va dugc chdm soc
trong budng sinh trudng 6 25 - 26°C. Sau 2 - 4 tuan, triéu

chiing bénh dugc quan sat, mau la bénh dugc thu thap va
phan tich RT-PCR véi moi ddc hiéu ctia gen CP.

Budic 3: Lay nhiém PVY trén ciy khoai tdy va danh
gia biéu hién bénh. Cu thé, hén dich lay nhiém dugc
chuén bj tit mau 14 thudc 14 nhiém bénh theo phuong
thiic nhu budc 2. Qua trinh tao tn thuong va lay nhiém
virus tuong tu budc 2 nhung dugc thuc hién trén cay
khoai tay sach bénh 4 tuén tu6i. Sau lay nhiém 2 - 4 tun,
cac triéu chiing bénh dugc quan sat, mtic do bénh dugc
danh gid thong qua RT-PCR, qPCR hodc DAS-ELISA.

IV.KET LUAN VA DE NGHI
4.1. Kétluan

Trong nghién ctiu nay, quy trinh lay nhiém nhén tao
PVYN™ trén cay khoai tay da dugc thiét 1ap véi cac budce
chi tiét bao gom thu thap nguon bénh; phan 1ap va dinh
danh loai, chtng virus; dong hda va ting sinh trén cay
thudc la mo hinh; lay nhiém va danh gia trén cay chu
khoai tiy. Thoi gian lay nhiém va danh gia trong khoang
2 - 3tun véi cac quan sat hinh théi va phan tich phan t.
4.2. Dé nghi

Quy trinh nay 1a co s& cho cac nghién ctiu tiép theo
trong danh gia tinh khang bénh PVY trén céy khoai tay
dugc tao ra bang cdng nghé chinh stia gen CRISPR/Cas
cting nhu tti cac phuong phap chon tao giong khac.
LOI CAM ON

Nghién ctiu nay dugc thuc hién véi su ho trg kinh
phi tii dé tai hop tac qudc t€ gitia Vién Han lam Khoa
hoc va Cong ngh¢ Viét Nam (VAST) va Vién Han lam
Khoa hoc Nga (RAS) véi ma s6 QTRU06.08/24-26
(hodc 24-44-0400).
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Isolation, cloning and establishment of an artificial inoculation protocol for potato virus Y in potato plants

Tran Thi Huyen, Nguyen Hong Nhung, Vu Thi My, Phan Quyen, Pham Quang Huy, Nguyen Thanh Truc,
Nguyen Truong Vu, Chu Hoang Ha, Oleg Stanislavovich Nikonov, Ekaterina Yu Nikonova, Do Tien Phat

Abstract

This study aimed to establish an effective protocol for artificial inoculation of Potato virus Y (PVY) in potato plants. Two potato
samples suspected to be infected with PVY were collected from different potato cultivation areas in Hanoi. The presence of
the PVYN™ strain in these samples was confirmed by RT-PCR using specific primers for the coat protein (CP) gene, followed
by Sanger sequencing analysis. The viral isolates were subsequently cloned and propagated in the model plant Nicotiana
benthamiana. The cloned PVYN™ isolate was then successfully used for artificial inoculation on the potato cultivar Atlantic.
Typical disease symptoms were observed, and the presence of PVYN™ in symptomatic potato plants was further verified by
RT-PCR. Based on these results, a detailed protocol for artificial PVY inoculation in potato was established. This protocol has
potential for future studies on evaluating PVY resistance in potato and could be extended to other crops and plant viruses.
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