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TÓM TẮT
Cây cao su (Heveabrasiliensis) là loài có giá trị kinh tế nhất trong chiHevea nhờ có năng suất chomủ
cao và mủ cao su là nguồn nguyên liệu chính trong sản xuất cao su tự nhiên. Cây cao su thường
xuyênbị gây tổn thương và bị phơi nhiễmvớimầmbệnh thôngqua vết thương trong và sau các lần
cạomủ. Phân tích mô hình biểu hiện gene ở cây cao su đang chịu tác động stress có thể giúp hiểu
rõ hơn về cơ chế phân tử của các đáp ứng với tín hiệu stress của cây. Để đảm bảo tính chính xác
của các kết quả đo lường biểu hiện gene, các phương pháp định lượng, phổ biến nhất là RT-qPCR,
luôn bao gồmbước chuẩn hóa dữ liệu biểu hiện của gene đích với dữ liệu biểu hiện của gene tham
chiếu (reference gene). Do đó, việc xác định gene tham chiếu phù hợp cho các thí nghiệm phân
tích biểu hiện của gene quan tâm bằng RT-qPCR trong đáp ứng với tín hiệu stress ở H. brasiliensis là
rất cần thiết. Trong nghiên cứu này, sự biểu hiện phiênmã của genemã hóa ubiquitin-conjugating
enzyme 2b (HbUBC2b) được khảo sát bằng RT-qPCR trên 12 mẫu RNA thu nhận từ mô vỏ của cây
cao su H. brasiliensis (giống RRIV 209) được xử lý gây tổn thương hoặc xử lý với methyl jasmonate
(MeJA) và của các cây đối chứng tương ứng. Hiệu suất nhân bản amplicon từHbUBC2b với cặpmồi
đặc hiệu được đánh giá thông qua đường chuẩn biểu diễn mối tương quan giữa chu kỳ ngưỡng
(Ct) với số lượng bản sao HbUBC2b trong các mẫu pha loãng theo hệ số 5. Hiệu suất nhân bản
(102,9%) và giá trị R2 (0,9992) đều nằm trong phạm vi khuyến nghị (90-110%). Kết quả so sánhmức
độ biểu hiện phiênmã của HbUBC2b ở cây nhóm xử lý so với ở cây nhóm đối chứng cho thấy gene
có sự biểu hiện ổn định. Như vậy, HbUBC2b có thể được sử dụng làm gene tham chiếu để chuẩn
hóa dữ liệu định lượng biểu hiện gene quan tâm ở H. brasiliensis (giống RRIV 209) trong điều kiện
xử lý gây tổn thương phần vỏ hoặc xử lý với MeJA.
Từ khoá: gene tham chiếu, Hevea brasiliensis, methyl jasmonate, RT-qPCR, ubiquitin-conjugating
enzyme 2b

MỞĐẦU
Cao suHevea brasiliensis là một loài thân gỗ thuộc họ
Đại kích (Euphorbiaceae) và có giá trị kinh tế cao nhất
trong chi Hevea. Cây cao su cho năng suất mủ cao.
Mủ cao su chứa thành phần chính là cao su tự nhiên
– một loại polymer có các đặc tính lý hóa vượt trội1.
Mủ cao su chứa trong cácmạchmủ và được thu hoạch
bằng cách sử dụng dao cạo chuyên dụng để tạo vết cắt
theo đường xoắn quanh thân, mỗi lần cạo lấy đi một
lát vỏmỏng và lớp cao su nút kínmiệng cácmạchmủ.
Do đó, cây cao su thường xuyên bị tổn thương và phơi
nhiễm với sự tấn công của mầm bệnh thông qua vết
thương trong và giữa các lần cạo lấy mủ. Để đáp ứng
với các tổn thương cơ học và sự phơi nhiễm với các
loài côn trùng và nấm gây bệnh qua vết thương, thực
vật nói chung và cây cao su nói riêng thường tổng hợp

jasmonic acid (JA) và các dẫn xuất của JA (gọi chung
là jasmonate) như một tín hiệu tự vệ. Đáng chú ý, các
gene trong con đường truyền tín hiệu jasmonate được
kích hoạt rất mạnh trong các tế bào chứa mủ và đặc
biệt là trong đáp ứng với stress do quá trình cạo lấy
mủ cao su2. Ngoài ra, một loạt các gene liên quan
đến con đường sinh tổng hợp JA và con đường sinh
tổng hợp terpenoid đã được ghi nhận có biểu hiện cao
ở các cây khỏe mạnh, nhưng biểu hiện thấp ở những
cây bị bệnh “khô miệng cạo” (tapping panel dryness)
và có năng suất cho mủ giảm3.
Việc phân tích các tác động của tổn thương cơ học và
tín hiệu stress JA đến sự biểu hiện của các gene liên
quan đến quá trình sinh tổng hợp mủ cao su và đáp
ứng stress của cây cao su có thể góp phần làm sáng tỏ
cơ chế phân tử của những quá trình này. Northern

Trích dẫn bài báo này: Hương T T D, Long N T, Trâm H B, Thanh T, Thương N T H. Nghiên cứu sử dụng
Ubiquitin-conjugating enzyme 2b (HbUBC2b) làm gene tham chiếu trong phân tích biểu hiện gene
bằngphươngphápRT-qPCRở cây cao su (Heveabrasiliensis) khi có tổn thương cơhọchoặckhi được
xử lý methyl jasmonate. Sci. Tech. Dev. J. - Nat. Sci.; 5(3):1455-1460.
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blotting, cDNA microarray và RT-qPCR là những kỹ
thuật phân tích biểu hiện gene thông dụng4–6. Những
năm gần đây, với sự ra đời của các công nghệ giải
trình tự thông lượng cao, kỹ thuật RNA-seq trở thành
một công cụmới trong nghiên cứu biểu hiện gene nói
chung và trong các phân tích ảnhhướng của stress đến
sự biểu hiện phiên mã của các gene quan tâm ở cây
cao su H. brasiliensis nói riêng7–9. Tuy vậy, RNA-seq
là một kỹ thuật có chi phí cao, lại cần nhiều thời gian
để thiết kế, thực hiện và phân tích dữ liệu. Trong khi
đó, phương pháp định lượng RT-qPCR hiện vẫn đang
được sử dụng phổ biến vì dễ thực hiện, chi phí thấp,
có độ nhạy và độ chính xác cao 5,10–13. Độ chính xác
của RT-qPCR phụ thuộc vào nhiều yếu tố như chất
lượng RNA tách chiết, hiệu suất tổng hợp cDNA từ
mRNA thông qua phiên mã ngược, tính đặc hiệu của
cặp mồi, hiệu suất của quá trình nhân bản…11,14,15.
Để giảm thiểu ảnh hưởng của những yếu tố vừa nêu
đến tính chính xác của kết quả định lượng, quy trình
định lượng RT-qPCR luôn bao gồm bước chuẩn hóa
dữ liệu biểu hiện của các gene đích với dữ liệu biểu
hiện của các gene tham chiếu (reference gene)11,16.
Trên lý thuyết, gene tham chiếu được định nghĩa là
gene có mô hình biểu hiện ổn định trong các mô,
các kiểu gene và các điều kiện thí nghiệm khác nhau.
Một số gene “giữ nhà” (housekeeping genes) như
actin (ACT), elongation factor 1-α (eEF-1α) ở sinh vật
nhân chuẩn, 18S rRNA, glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) và polyubiquitin (UBQ)…
đã được sử dụng rộng rãi làm gene tham chiếu trong
các phân tích RT-qPCR17. Tuy nhiên, ngày càng có
thêm nhiều dữ liệu cho thấy mô hình biểu hiện phiên
mã của các gene “giữ nhà” có thể biến động trong
nhiều trường hợp18–21 và do đó, mỗi gene “giữ nhà”
chỉ có thể được sử dụng làm gene tham chiếu ở những
điều kiệnmà gene đó có biểu hiện ổn định22–24. Điều
này nhấnmạnh tầmquan trọng của việc xác nhận tính
ổn định của gene tham chiếu được chọn cho mỗi hệ
thống sinh học trước khi thực hiện khảo sát sự biểu
hiện gene quan tâm trên hệ thống đó 25–27.
Sự phát triển của kỹ thuật RNA-seq thông lượng cao
tạo cơ hội cho việc sàng lọc sơ bộ các gene có biểu
hiện phiên mã ổn định để sử dụng làm gene tham
chiếu. Kết quả đánh giá ban đầu về độ ổn định biểu
hiện của 23 gene tham chiếu tiềm năng bằng các thuật
toán geNorm và NormFinder trên dữ liệu từ 18 mẫu
đại diện cho giai đoạn đầu, giữa và cuối của mạch mủ
ở hai giống cao su có thời gian cho mủ khác nhau
cho thấy hai gene thành viên của họ gene ubiquitin-
conjugating enzyme (UBC), gồmUBC2a vàUBC2b, có
biểu hiện ổn định nhất28. UBC2a và UBC2b cũng
biểu hiện ổn định ở các mô/tế bào khác nhau, bao
gồm cả trong các tế bào chứa mủ (laticifer) và mô

vỏ của cây cao su. Ngoài ra, UBC2b là một trong
hai gene ổn định nhất khi so sánh biểu hiện của gene
giữa các cá thể cây và giữa các cây cao su mang kiểu
gene khác nhau29. Gene này cũng có độ ổn định cao
trong nhiều điều kiện thí nghiệm khác, ví dụ như khi
cây được xử lý hormone hay trong suốt quá trình tái
tạo mủ giữa hai lần thu hoạch mủ29,30. Trong báo
cáo này, phần vỏ của thân cây cao su RRIV 209 được
tạo vết cắt cơ học sâu vào vùng tế bào sinh mủ và
methyl jasmonate được sử dụng đểmô phỏng tín hiệu
stress nhằm đánh giá tính ổn định trong sự biểu hiện
của gene HbUBC2b ở mô vỏ khi cây cao su chịu tổn
thương cơ học hoặc khi được xử lý với MeJA ngoại
sinh.

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP
Vật liệu nghiên cứu
Giống cao su (Hevea brasiliensis) RRIV 209 được
trồng tại Viện Nghiên cứu Cao su Việt Nam (xã Lai
Hưng, huyện Bàu Bàng, tỉnh Bình Dương).

Phương pháp xử lý tạo vết thương cơ học ở
phần vỏ cây cao su Hevea brasiliensis
Các cây cao su RRIV 209 được trồng trong cùng một
điều kiện tại Viện Nghiên cứu Cao su Việt Nam. Cụ
thể, 18 cây cao su 3 tháng tuổi có kích thước đồng
đều được lựa chọn cho hai nghiệm thức: xử lý tạo vết
thương (Wounding test –WT) và đối chứng (Wound-
ing control – WC). Mỗi nghiệm thức có 3 tổ hợp, với
mỗi tổ hợp bao gồm 3 cây cao su. Các cây ở lô xử lý
được tạo 5 vết cắt sâu vào vùng tế bào sinhmủ ở phần
vỏ tại vị trí giữa hai tầng lá12. Các vết cắt song song và
cách nhau 0,25 cm (Hình 1). Các cây ở lô đối chứng
không bị gây tổn thương. Sau 4 giờ xử lý, mô vỏ thân
của các cây xử lý và đối chứng được thu nhận và bảo
quản trong nitrogen lỏng.

Phương pháp xử lý cây cao su Hevea
brasiliensis với MeJA
Tương tự, 18 cây cao su RRIV 209 3 tháng tuổi có
kích thước đồng đều được lựa chọn cho hai nghiệm
thức: xử lý MeJA (Jasmonate test – JT) và đối chứng
(Jasmonate control – JC). Mỗi nghiệm thức gồm 3 tổ
hợp, vớimỗi tổ hợp bao gồm 3 cây cao su. Cụ thể, tiến
hành cạo bỏ lớp biểu bì vàmột phần tầng sinh vỏ vòng
quanh thân cây tại vị trí giữa hai tầng lá, chiều cao của
vòng cạo khoảng 1 cm. Sau đó, 0,1 mL hỗn hợp gồm
lanolin và MeJA 0,04% (w/w) được thoa lên vết cạo
của các cây của lô xử lý. Vị trí xử lý được cố định
bằng cách bọc một lớp màng polyethylene (Hình 2).
Lô đối chứng được thực hiện tương tự nhưng phần
thân đã cạo được thoa hỗn hợp chỉ chứa lanolin31.
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Hình 1: Xử lý tạo vết thương cơ học trên cây cao su H. brasiliensis (giống RRIV 209)

Hình 2: Xử lý cây cao su H. brasiliensis (giống RRIV 209) với MeJA
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Sau 24 giờ xử lý, mô vỏ của đoạn thân dài khoảng 2,5
cm cách phía trên và phía dưới vùng xử lý 0,5 cmđược
thu nhận và trữ trong nitrogen lỏng.

Tách chiết RNA tổng số và tổng hợp cDNA
Mẫu vỏ thân cao su RRIV 209 từ mỗi tổ hợp được
nghiền thành dạng bột trong nitrogen lỏng. Khoảng
50mgbộtmô vỏ được sử dụng để tách chiết RNA tổng
số bằng kít EZ-10 spin column Plant RNA Mini-preps
(Bio Basic, Canada). Các dụng cụ và hóa chất liên
quan đến thao tác trên RNA được xử lý với H2O2 3%
và DEPC 1‰ để loại bỏ hoàn toàn RNase. Quy trình
loại bỏ DNA bộ gene được thực hiện bằng kít Rapid-
Out DNA Removal (Thermo Fisher Scientific, USA).
Tính toàn vẹn của RNA được kiểm tra bằng phương
pháp điện di trên gel agarose 1%. Chất lượng RNA
được đánh giá dựa trên tỷ lệ của sự hấp thụ tại bước
sóng 260 và 280 nm (A260/A280). Hàm lượng RNA
trong các mẫu được xác định bằng phương pháp đo
mật độ quang thông qua máy quang phổ Nano 7415
(Jenway, UK). Quá trình tổng hợp cDNA được thực
hiện theo hướng dẫn của kít Reverse transcriptase Aid
First Strand (Thermo Fisher Scientific, USA), sử dụng
1 µg RNA cho phản ứng có thể tích 20 µL. cDNA
được dùng làm khuôn cho các phản ứng qPCR.

Thiết kế cặp mồi nhân bản đặc hiệu đoạn
amplicon từ bản sao của gene HbUBC2b
Mồi xuôi HbUBC2b-qF và mồi ngược HbUBC2b-qR
được thiết kế bằng phần mềm OligoAnalyzer 3.132

với các thông số được khuyến nghị như sau: mồi có
chiều dài 18-30 bp, hàm lượng GC trong khoảng 30-
80%, nhiệt độ nóng chảy (melting temperature, Tm)
của mồi trong khoảng 55-65oC. Nhiệt độ nóng chảy
của mồi xuôi và mồi ngược không chênh nhau quá
5oC. Mồi không chứa cấu trúc kẹp tóc (hairpin loop)
và không hình thành dimer. Sản phẩmnhân bản (am-
plicon) có kích thước 75-150 bp33. Ít nhất một trong
hai mồi bắt cặp bổ sung với trình tự vắt ngang vị trí
nối giữa hai exon kề nhau, để mồi chỉ bắt cặp đặc
hiệu với cDNA mà không thể liên kết với DNA bộ
gen. Tính đặc hiệu của cặpmồi với trình tự gene tham
chiếu được dự đoán bằng công cụ primer-BLAST của
NCBI34.

Khảo sát nhiệt độ gắn mồi trong phản ứng
real-time PCR
Thí nghiệm khảo sát nhiệt độ gắnmồi được thực hiện
ở 5 điểm nhiệt độ 54,8oC, 58,2oC, 62,5oC, 64,7oC
và 68,3oC. Phản ứng real-time PCR (tổng thể tích
10 µL) được thực hiện trên hệ thống real-time PCR
LightCycler® 96 Instrument (Roche, Germany) với

thành phần như sau: 6,2 µL nước đã qua xử lý DEPC;
1 µL đệmphản ứng h-Taq 10X; 0,2 µLMgCl2 10mM;
0,2 µL dNTP 10 mM; 0,4 µL mồi xuôi HbUBC2b-
qF 10 mM; 0,4 µL mồi ngược HbUBC2b-qR 10 mM;
0,5 µL EvaGreen® Dye 20X; 0,1 µL SolGentTM h-
Taq DNA polymerase 2,5 U/µ l; 1 µL cDNA. Chu
trình nhiệt của phản ứng real-time PCR được thiết
lập theo hướng dẫn của kít h-Taq DNA Polymerase
(SolGentTM, Korea): 95oC/ 15 phút, 40 chu kỳ của
95oC (20 giây), TaoC (40 giây) và 72oC (6 giây), trong
đó Ta (annealing temperature) là nhiệt độ gắn mồi.
Để kiểm tra tín hiệu huỳnh quang tạo ra từ phản ứng
qPCR là do sản phẩm nhân bản đặc hiệu, tiến hành
phân tích đường cong nóng chảy (melting curve) sau
khi phản ứng kết thúc với chương trình nhiệt độ như
sau: 95oC/10 giây; 65oC/60 giây và tăng dần nhiệt độ
đến 97oC, mỗi lần tăng 0,2oC, giữ lại trong 1 giây và
đọc tín hiệu. Nhiệt độ gắn mồi được chọn để thực
hiện các khảo sát tiếp theo là nhiệt độ tại đó chỉ xuất
hiệnmột đỉnh tín hiệu huỳnh quang trong khoảng 75-
90oC trên đường cong nóng chảy và phản ứng có giá
trị chu kỳ ngưỡng (Ct ) thấp nhất.

Phân tích trình tựđoạngeneđượcnhânbản

Sản phẩm nhân bản của phản ứng real-time PCR sử
dụng cặp mồi HbUBC2b-qF và HbUBC2b-qR được
điện di trên gel agarose 1%, được tinh sạch và tạo
dòng vào vector pJET1.2-blunt (Thermo Fisher Sci-
entific, USA). Plasmid mang trình tự amplicon được
giải trình tự với mồi pJET1.2-F.

Khảo sát hiệu suất nhân bản
Hiệu suất nhân bản với cặp mồi đặc hiệu HbUBC2b-
qF và HbUBC2b-qR tại nhiệt độ gắn mồi đã khảo sát
được đánh giá thông qua đường chuẩn biểu diễn mối
tương quan giữa chu kỳ ngưỡng (Ct ) với số lượng bản
sao trong các mẫu cDNA đã được pha loãng theo hệ
số 5. Hệ số tương quan (R2) của đường chuẩn phản
ánh độ chính xác và độ lặp lại của thí nghiệm. Hiệu
suất nhân bản (E%) được tính toán theo công thức:
E% = (n−1/slope -1) × 100, với n là hệ số pha loãng
cDNA và slope là độ dốc của đường chuẩn35,36. Phản
ứng RT-qPCR cho kết quả định lượng tin cậy khi hệ
số tương quan R2 ≥ 0,985 và hiệu suất nhân bản (E%)
trong khoảng 90-110% 35,37.

Khảo sát sự biểu hiện của gene HbUBC2b ở
điều kiện xử lý gây tổn thương và xử lý với
MeJA
Mức biểu hiện phiên mã của gene HbUBC2b được
khảo sát bằng qPCR trên 12 mẫu cDNA tổng hợp từ
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RNA tổng số thu nhận từ mô vỏ của cây cao su RRIV
209 được xử lý gây tổn thương hoặc xử lý với methyl
jasmonate (MeJA) và của các cây đối chứng tương
ứng. Giá trị chu kỳ ngưỡng Ct trong hai nghiệm thức
đối chứng và xử lý ở mỗi thí nghiệm được ghi nhận
và so sánh bằng phân tích thống kê.

Xử lý thống kê
Giá trị chu kỳ ngưỡngCttb của các phản ứng real-time
PCR có nhiệt độ gắn mồi khác nhau được so sánh
bằng phương pháp ANOVA một yếu tố và phương
pháp Tukey HSD. Mức biểu hiện của gene HbUBC2b
ở mẫu xử lý (được thể hiện qua giá trị chu kỳ ngưỡng
Ct ) được so sánh với ở mẫu đối chứng bằng phương
pháp Student’s t-test (two-tail, unpaired, equal vari-
ance).

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
Thiết kế cặp mồi nhân bản đặc hiệu đoạn
amplicon từ bản sao của gene tham chiếu
HbUBC2b
Các thông số của mồi và vị trí bắt cặp của mồi xuôi
HbUBC2b-qF vàmồi ngượcHbUBC2b-qR trên trình
tự bản sao HbUBC2b được trình bày ở Bảng 1 và
Hình 3. Kích thước dự đoán của sản phẩm nhân bản
(HbUBC2b_amplicon) là 93 bp. Kết quả kiểm tra tính
đặc hiệu của cặp mồi với trình tự đích bằng chương
trình Primer-Blast của NCBI được thể hiện ở Hình 4.
Theo đó, cặp mồi HbUBC2b-qF và HbUBC2b-qR
không chỉ bắt cặp với trình tự mục tiêu là HbUBC2b
(Genbank accession number: XM_021809251) mà
còn bắt cặp với ba trình tự khác. Tuy nhiên, do nu-
cleotide ở tận cùng đầu 3’ củamồi xuôi HbUBC2b-qF
không bổ sung với vị trí tương ứng trên ba trình tự đó
nên phản ứng real-time PCR với cặp mồi HbUBC2b-
qF và HbUBC2b-qR được dự đoán là chỉ nhân bản
đặc hiệu trình tự đíchHbUBC2b_amplicon (Hình 4).

Tách chiết RNA tổng số
Kết quả điện di các mẫu RNA tách chiết từ các tổ hợp
mẫu vỏ sau khi đã xử lý loại DNA bộ gene được thể
hiện ở Hình 5. Theo đó, các mẫu RNA đều có chất
lượng tốt với các vạch 18S và 28S hiện diện rõ nét.

Khảo sát nhiệt độ gắn mồi trong phản ứng
qPCR
Để xác định nhiệt độ lai tối ưu cho sự bắt cặp của cặp
mồiHbUBC2b-qF vàHbUBC2b-qR với trình tự đích,
phản ứng real-time PCR được thực hiện tại 5 điểm
nhiệt độ 54,8oC, 58,2oC, 62,5oC, 64,7oC và 68,3oC.
Kết quả cho thấy các đường cong nóng chảy ứng với
các điểm nhiệt độ khảo sát trên đều chỉ có một đỉnh

tín hiệu huỳnh quang duy nhất trong khoảng nhiệt
độ 78-84oC (Hình 6), được cho là tương ứng với sản
phẩm nhân bản dự đoán HbUBC2b_amplicon. So
sánh giá trị chu kỳ ngưỡng Cttb giữa các phản ứng
real-time PCR có nhiệt độ gắn mồi khác nhau bằng
phương pháp ANOVA một yếu tố và phương pháp
Tukey HSD cho thấy với nhiệt độ gắn mồi 62,5oC
hoặc 64,7oC(Bảng 2,Hình 6) phảnứng real-timePCR
cho giá trị Cttb nhỏ hơn so với giá trị Cttb của các
phản ứng sử dụng các nhiệt độ gắn mồi còn lại (P
= 2,88.10−7). Trong các thí nghiệm tiếp theo, chọn
64,7oC làm nhiệt độ gắn mồi.

Phân tích trình tự của đoạngeneđược nhân
bản (amplicon)

Sản phẩm nhân bản của phản ứng real-time PCR sử
dụng cặp mồi HbUBC2b-qF và HbUBC2b-qR được
tinh sạch và giảimã trình tự. Đầu tiên, sản phẩmnhân
bản được điện di trên gel agarose 1% (Hình 7). Theo
đó, ở giếng 3 của bản gel có xuất hiện một vạch nằm
dưới vạch có kích thước 250 bp của thang chuẩnDNA
(Thermo Fisher Scientific, USA), phù hợp với kích
thước dự đoán 93 bp của sản phẩm nhân bản đặc hiệu
(HbUBC2b_amplicon). Bên cạnh đó, ở đối chứng âm
(giếng 1) (sử dụng nước cất thay cho cDNA) không
có xuất hiện vạch có kích thước tương ứng. Sản
phẩm nhân bản ở giếng 3 Hình 7 được tinh sạch
từ gel agarose và được tạo dòng vào vector pJET1.2-
blunt. Plasmid tái tổ hợp mang trình tự amplicon
được giải trình tự với mồi pJET1.2-F. Kết quả giải
trình tự (Hình 9) cho thấy đoạn amplicon dòng hóa
giống 100% với trình tự của sản phẩm nhân bản dự
đoán (HbUBC2b_amplicon) và do đó đây là sản phẩm
nhân bản duy nhất và đặc hiệu của phản ứng.

Hiệusuấtnhânbản trình tựamplicon từbản
sao của gene HbUBC2b bằng qPCR

Hiệu suất nhân bản HbUBC2b_amplicon được đánh
giá thông qua đường chuẩn biểu diễnmối tương quan
giữa số lượng bản sao trong các mẫu cDNA đã được
pha loãng theo hệ số 5 và giá trị chu kỳ ngưỡng (Ct )
trung bình tương ứng (Hình 8). Đồ thị đường chuẩn
có hệ số tương quan R2 = 0,9992 và có phương trình
y= -2,2747 x + 23,177, trong đó độ dốc (slope) = -
2,2747. Hiệu suất nhân bản của phản ứng qPCR được
tính toán theo công thức: E% = (5−1/slope -1) × 100
= 102,9%. Như vậy, hiệu suất nhân bản nằm trong
phạm vi khuyến nghị (90-110%) đảm bảo độ tin cậy
của kết quả định lượng35–37.

1459



Tạp chí Phát triển Khoa học và Công nghệ – Khoa học Tự nhiên, 5(3):1455-1460

Bảng 1: Các thông số cơ bản của cặpmồi HbUBC2b-qF và HbUBC2b-qR

Tên mồi Trình tự (5’→ 3’) Số nt Cấu trúc
thứ cấp

Sự hình thành
cấu trúc primer
dimer

Tm
(◦C)

GC
(%)

HbUBC2b-
qF

CTCCTCAAGACAACAATATTATGCTG26 Không Không 63,6 38,46

HbUBC2b-
qR

GAAGTGTCAATTTAAACGTACCTC24 Không Không 59,5 37,50

Hình 3: Vị trí của mồi xuôi HbUBC2b-qF và mồi ngược HbUBC2b-qR trên trình tự bản sao HbUBC2b. Vùng trình tự
được tô nền và không được tô nền xen kẽ nhau tương ứng với các exon kề nhau

Hình 4: Kết quả kiểm tra độ đặc hiệu của cặp mồi HbUBC2b-qF và HbUBC2b-qR bằng chương trình Primer-Blast

1460



Tạp chí Phát triển Khoa học và Công nghệ – Khoa học Tự nhiên, 5(3):1455-1460

Hình 5: Kết quả điện di mẫu RNA tổng số tách chiết từ mô vỏ cây cao su H. brasiliensis (giống RRIV 209) trong thí
nghiệm xử lý gây tổn thương (A) và thí nghiệm xử lý MeJA (B)

Bảng 2: Giá trị chu kỳ ngưỡng Ct trong phản ứng real-time PCR với cặpmồi HbUBC2b-qF và HbUBC2b-qR khi sử
dụng các nhiệt độ gắnmồi (Ta) khác nhau

Ta 54,8oC 58,2oC 62,5oC 64,7oC 68,3oC

Ct1 29,89 30,42 29,41 29,24 31,77

Ct2 30,07 30,12 29,51 28,9 31,29

Ct3 29,96 29,99 29,41 28,84 31,28

Cttb±SE 29,97±0,05 30,18±0,13 29,44±0,03 28,99±0,12 31,45±0,16

Hình 6: Đường cong nóng chảy của sản phẩm nhân bản trong các phản ứng real-time PCR sử dụng các nhiệt độ
gắn mồi (Ta) khác nhau
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Hình 7: Kết quả điện di sản phẩm real-time PCR sử dụng cặp mồi HbUBC2b-qF và HbUBC2b-qR trên gel agarose
1%. Giếng 1: Đối chứng âm không bổ sung cDNA; Giếng 2: Thang chuẩn GeneRuler 1kb DNA Ladder (Thermo
Fisher Scientific); Giếng 3: Sản phẩm nhân bản sử dụng khuôn cDNA chuẩn bị từ mô vỏ của H. brasiliensis

Hình 8: Đồ thị đường chuẩn biểu diễn mối tương quan giữa chu kỳ ngưỡng (Ct ) và nồng độ cDNA khi thực hiện
phản ứng qPCR nhân bản HbUBC2b _amplicon
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Biểu hiện phiên mã của gene HbUBC2b khi
cây cao su có vết thương cơ học hoặc được
xử lý MeJA
Trước khi sử dụng HbUBC2b làm gene tham chiếu
cho các thí nghiệm phân tích biểu hiện phiên mã của
các gene quan tâm khi cây cao su bị gây tổn thương cơ
học hoặc bị xử lý MeJA, geneHbUBC2b cần được xác
nhận có biểu hiện ổn định ở điều kiện này hay không.
Giá trị Ct của các phản ứng qPCR sử dụng cặp mồi
HbUBC2b-qF và HbUBC2b-qR trên các mẫu cDNA
từ thí nghiệm xử lý gây tổn thương và xử lýMeJA (mỗi
thí nghiệm gồm 2 nghiệm thức: xử lý và đối chứng)
được trình bày ở Bảng 3 và Bảng 4.
Kết quả phân tích thống kê so sánh giá trị chu kỳ
ngưỡng Ct trong hai nghiệm thức ở mỗi thí nghiệm
bằng phương pháp t-test (two-tail, unpaired, equal
variance) cho thấy không có sự khác biệt có ý nghĩa
thống kê giữamẫu xử lý vàmẫu đối chứng (P = 0,3191
và P = 0,6916). Điều này chứng tỏ mức biểu hiện
phiên mã của gene HbUBC2b không thay đổi khi cây
cao su có tổn thương cơ học hoặc được xử lý MeJA.
Như vậy, HbUBC2b là gene tham chiếu phù hợp cho
thí nghiệm khảo sát sự biểu hiện của các gene quan
tâm ở hai điều kiện xử lý trên. Tương tự, các nghiên
cứu sàng lọc các gene tham chiếu dựa trên so sánh
độ ổn định biểu hiện của chúng giữa các cá thể cây,
các kiểu gene, các loại mô / tế bào, các phân đoạn
khác nhau của mạch mủ và trong một số điều kiện
thí nghiệm khác đã công bố cũng ghi nhận rằng gene
mãhóa ubiquitin-conjugating enzyme 2b (HbUBC2b)
là một trong các gene có độ ổn định cao nhất ở H.
brasiliensis 28–30.

KẾT LUẬN
Ubiquitin-conjugating enzyme 2b (HbUBC2b) là gene
tham chiếu phù hợp cho các phân tích biểu hiện gene
bằng phương pháp RT-qPCR ở vỏ cây cao su RRIV
209 khi cây đáp ứng với tổn thương cơ học hoặc chịu
tác động của MeJA. Phản ứng qPCR có thành phần
phản ứng gồm 6,2 µL nước đã qua xử lý DEPC; 1 µL
đệm phản ứng h-Taq 10X; 0,2 µL MgCl2 10 mM; 0,2
µL dNTP 10 mM; 0,4 µL mồi xuôi HbUBC2b-qF 10
mM; 0,4 µLmồi ngượcHbUBC2b-qR 10mM; 0,5 µL
EvaGreen® Dye 20X; 0,1 µL SolGentTM h-Taq DNA
polymerase 2,5 U/µL; và 1 µL cDNA, được thực hiện
ở chu kỳ nhiệt sau: 95oC/ 15 phút, 40 chu kỳ của 95oC
(20 giây), 64,7oC (40 giây) và 72oC (6 giây) đã cho
phép nhân bản đặc hiệu trình tựHbUBC2b_amplicon
có kích thước 93 bp với hiệu suất nhân bản (102,9%)
trong khoảng khuyến nghị 90-110%.

PHỤ LỤC
Bảng 4, Hình 9

DANHMỤC CÁC TỪ VIẾT TẮT
DEPC: diethyl pyrocarbonate
dNTP: deoxynucleotide triphosphate
HSD: honestly significant difference
JA: jasmonic acid
MeJA: methyl jasmonate
RRIV: Rubber Research Institute of Vietnam
RT-qPCR: reverse transcriptase – quantitative poly-
merase chain reaction
UBC: ubiquitin-conjugating enzyme
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Bảng 3: Giá trị chu kỳ ngưỡng Ct trong phản ứng qPCR khảo sát biểu hiện của gene HbUBC2b ởmô vỏ cây cao su
H. brasiliensis (giống RRIV 209) trong thí nghiệm xử lý gây vết thương cơ học và xử lý MeJA

Thí nghiệm Thí nghiệm 1: tạo vết thương cơ học Thí nghiệm 2: xử lý MeJA

Nghiệm thức WC WT JC JT

Cttb±SE 26,20±0,05 26,09±0,10 25,26±0,17 25,30±0,09

WC: cDNA được chuẩn bị từ mẫu vỏ của cây cao su không bị tổn thương cơ học (đối chứng thí nghiệm 1); WT: cDNA được chuẩn bị từ mẫu vỏ
của cây cao su bị tổn thương cơ học; JC: cDNA được chuẩn bị từ mẫu vỏ của cây cao su không xử lý MeJA (đối chứng thí nghiệm 2); JT: cDNA
được chuẩn bị từ mẫu vỏ của cây cao su được xử lý với MeJA.

Hình 9: Kết quả giải trình tự plasmid pJET1.2-amplicon vớimồi pJET1.2-F. Sản phẩmnhân bảnHbUBC2b_amplicon
được dòng hóa vào vector tương ứng với đoạn trình tự từ nucleotide 36 đến 129

Bảng 4: Giá trị chu kỳ ngưỡng Ct trong phản ứng qPCR khảo sát biểu hiện của gene HbUBC2b ở cácmẫu vỏ cây
cao su H. brasiliensis (giống RRIV 209) trong thí nghiệm xử lý gây vết thương cơ học và xử lý MeJA.

Thí nghiệm Nghiệm
thức

Mẫu Lần 1
(Ct1)

Lần 2
(Ct2)

Lần 3
(Ct3)

Cttb SE P value

Thí nghiệm
1: tạo vết
thương cơ
học

WC WC1 26,16 26,43 26,15 26,20 0,05 0,3191
(>0,05)

WC3 26,02 26,27 26,14

WT WT1 25,84 26,15 25,82 26,09 0,10

WT2 26,46 26,03 26,31

WT3 26,14 26,12 25,98

Thí nghiệm
2: xử lý
MeJA

JC JC1 24,87 25,03 25,07 25,26 0,17 0,6916
(>0,05)

JC2 25,1 25,35 25,15

JC3 25,55 25,55 25,64

JT JT1 25,27 25,25 25,29 25,30 0,09

JT2 25,06 25,18 25,27

JT3 25,31 25,68 25,39

WC: cDNA được chuẩn bị từ mẫu vỏ của cây cao su không bị tổn thương cơ học (đối chứng thí nghiệm 1); WT: cDNA được chuẩn bị từ mẫu vỏ
của cây cao su bị tổn thương cơ học; JC: cDNA được chuẩn bị từ mẫu vỏ của cây cao su không xử lý MeJA (đối chứng thí nghiệm 2); JT: cDNA
được chuẩn bị từ mẫu vỏ của cây cao su được xử lý với MeJA.
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ABSTRACT
Rubber tree (Hevea brasiliensis) is one of the most valuable species of the genus Hevea because it
produces a high yield of latex whose is the primary source of natural rubber. Rubber tree was often
damaged and exposed to pathogen attacks through wounds during and after tapping. Gene ex-
pression studies help us to gain insights into the molecular mechanism underlying the responses
of this species to stress signals such as wounding and pathogenicity. To ensure the reliability of
gene expression measurements, quantitative procedures, particularly reverse transcription - quan-
titative PCR (RT-qPCR), require the normalization of the expression level of the target gene (target
gene) to that of a stably expressed internal reference gene. Selection and validation of an appro-
priate reference gene is thus an essential step before conducting RT-qPCR experiments to look for
differences in the transcriptional expression of the target gene in H. brasiliensis under specifically
experimental conditions. Here, the transcriptional expression of ubiquitin-conjugating enzyme 2b
(HbUBC2b) was measured by RT-qPCR in a set of 12 RNA samples derived from the barks of the
rubber tree H. brasiliensis (clone RRIV 209) damaged by mechanical wounding, or exposed to stress
signal molecules like methyl jasmonate (MeJA). With the aim of estimating the PCR efficiency for
further analysis procedures, a standard curve assessment was developed using HbUBC2b-specific
primers and a 5-fold dilution of cDNA as template for qPCR reactions. The amplification efficiency
(102.9%), as well as the R2 value (0.9992) were within the recommended range (90-110%). The
HbUBC2b gene, stably expressed across control and treatment groups, could be used as a reference
gene for the quantitative gene expression normalization inH. brasiliensis (clone RRIV 209) under the
mechanical wounding or methyl jasmonate treatment.
Keywords: reference gene, Hevea brasiliensis, methyl jasmonate, RT-qPCR, ubiquitin-conjugating
enzyme 2b
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