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TOM TAT

béu tuong [Glycine max (L.) Merr.] a2 mot Ioal cay. trong doc dao vi nd '¢6 ham luong
cao ca protein va dau trong hat caa n6. Trong s nhiéu locus tinh trang sé luong (QTL)
Kiém soat ham luong protein hat dau tuwong, cac alen cua protein cqSeed-003 QTL trén
nhiém sac thé 20 c6 tac dung phu Ié6n nhét. Loai alen c¢6 ham lugng protein cao ton tai
trong mam dau tuong trong va dau tuong hoang (Glycine soja Siebold & Zucc.). Muc
tiéu cua ching t6i la 1ap ban d6 tét QTL nay dé cho phép nhan ban dua trén vi tri cua
(c4c) gen gay bénh co ban cua nd. Viéc 1ap ban d6 tot dat duoc bang cach phét trién va
thir nghiém mét loat cac quan thé trong dé ving nhiém sac thé xung quanh céc alen phan
ly cao va protein thap dan dan bi thu hep, sir dung phuong phap phat hién dya trén diu
hiéu cua cac sy kién tai to hop. Khoang 77,8kb két qua duoc giai trinh tu truc tiép tir
ngudn G. soja va so sanh vai bo gen tham chiéu dé xac dinh cac da hinh vé cau tric va
trinh tu. Mot bién thé chén/xéa duoc phat hién trong Glyma.20G85100 dugc phat hién co
su phi hop +/— gan nhu hoan hao véi kiéu gen alen protein cao/thap duogc suy ra cho
QTL nay & b6 me cua cac quan thé 1ap ban d6 da cong bd. Cau trdc indel phi hop voéi su
tién hda gan day chén mot TIR van chuyén vao gen thudc dong protein thap. Protein hat
I6n hon dang ké trong dau turong biéu hién mot yéu té didu hoa downpin RNAI trong hai
su kién doc lap lién quan dén cac dong phan ly khong ddi chitng. Ching t6i két luan rang
su chén transposon trong protein mién CCT duwoc ma hoa boi gen Glyma.20G85100
chiém céc alen protein hat cao/thap cua protein cqSeed-003 QTL.

GIOI THIEU

Pau tuong 1a mdt nguon cung cap protein va dau quan trong cho ca dong vat va con
ngudi. N6 ¢6 ham luong protein hat cao nhat (trung binh 400 g/kg, 40% trén co sé trong
luong kh) khi so sanh veéi cac loai cay ho dau chinh khac (khoang trung binh 200-300
g/kg protein hat), lan Iuot vuot qua cac loai cay ngii coc (trung binh khoang 80-150 g/kg)
(Liu, 1997). Hau hét protein dau twong trén thi truong 1a ddng san pham caa qué trinh
chiét xuat dau dau twong. Bot dau twong nay 1a mot loai thire an chin nuéi dé tidu hoa,
cung cap cac axit amin thiét yéu can thiét cho sy phat trién caa dong vat (Cromwell,
2012). Mic du duoc sir dung nhu mot nguon cung cap dau va protein, gid tri thi truong
dau twong chu yéu duoc thuc day bai phan kho dau twong hon 1a phan dau. Nam 2018,
70% luong tiéu thu bot dam trén thé gidi 1a tir ddu tuwong, tong cong 18n téi 235,4 triéu
tan (Hiép hoi Pau tuong Hoa Ky, 2019).


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Fliege%2C+Christina+E
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Ward%2C+Russell+A
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Vogel%2C+Pamela
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Nguyen%2C+Hanh
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Quach%2C+Truyen
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Guo%2C+Ming
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Viana%2C+Jo%C3%A3o+Paulo+Gomes
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Santos%2C+Lucas+Borges
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Specht%2C+James+E
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Clemente%2C+Tom+E
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Hudson%2C+Matthew+E
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Diers%2C+Brian+W

Ham lugng protein hat trong dau twong duoc di truyén theo dinh lugng (Burton, 1985;
Wilcox, 1985). Nhiéu QTL kiém soat protein cua hat hién da duoc xac dinh (Grant va cs,
2010). Trang web Soybase (Grant va cs, 2010) liét ké 248 mdi lién két marker voi ham
luong protein hat ma ké tir dau nhirng nam 1990 dén nay (thang 6 nim 2021) di duoc
phat hi¢n trong quan thé hai bé con. Nhimg QTL nay da duoc lap ban dd mot cach long
léo dén nhiéu ving chong chéo trén mdi nhiém séc thé trong sé 20 nhidm sic thé cua hat
dau twong, nhung phan 16n c6 kha ning 13 phat hién thira cua nhiéu QTL it thuan chang
hon. Vi 1y do nay, cic nha lai tao da st dung tir viét tit “cq” (QTL da dwgc xac nhan) dé
lam ndi bat nhitng QTL ¢6 vi tri trén ban d6 da duoc xac nhan bang thuc nghiém va duoc
Uy ban Di truyén Pau tuong phé duyét. Mot QTL protein hat trén nhidm sac thé 20 cua
dau tuong (trudc day 1a nhém lién két 1), hién dugc goi 1a cqSeed Protein-003, 1a mot
trong nhirmg QTL protein dugc nghién ctu rong rai nhat do tac dung phu 16n cua né dbi
vé6i protein hat. Khi QTL nay duoc lap ban d6 trong mét quan thé, QTL ddi véi dau hat
(cqSeed Oil-004), ning suat hat (cqSeed Yield-001) va khéi lwong hat (cqSeed weight-
003) thuong dugc xac dinh trong cing mét vang di truyén c6 kha ning 1a do da huéng
(Nichols va cs, 2006). Thuc vat dong hop tir vé alen QTL protein cao da dugc ching
minh 1 ¢6 ham luong protein ting >20 g/kg va giam luong dau khoang 10 g/kg so véi
thue vat co alen thay thé (Diers va cs, 1992; Brummer va cs, 1997; Sebolt va cs, 2000;
Csanadi va cs, 2001). Bé nang cao hiéu biét cia chlng ta vé kha nang kiém soét di truyén
co ban cua protein cqSeed-003, lap ban d6, tiép theo 1a xac dinh gen &ng ctr vién va nhan
ban 12 can thiét (Salvi va Tuberosa 2007).

Ca cqSeed protein-003 va cqSeed 0il-004 lan dau tién dugc lap ban d6 vai cac marker
RFLP bai Diers va cs (1992). QTL nay duogc phét hién trong mét quan thé c6 nguon goc
tir viéc lai dong Glycine max A81-356022 véi cay Glycine soja gigi thi¢u P1 468916. Dya
trén phan tich marker, alen tir G. soja c6 lién quan dén viéc ting protein 24 g/kg (Diers va
cs, 1992). Sau khi QTL nay dugc xac dinh, alen protein cao tir G. soja da dugc xam nhap
vao cac nén tang di truyén khac nhau, diéu ndy xac nhan rang alen nay c6 thé duoc st
dung dé tang ham luwong protein cua hat, nhung né ciing dugc phat hién c6 lién quan dén
nang suat thdp hon (Sebolt va cs, 2000). Ban d6 cua protein cqSeed-003 duoc khoi
xudng boi Nichols va cs (2006) trong mot nghién ctu thu hep vi tri ban d6 QTL thanh
ving 3 ¢cM. Bolon va cs (2010) sau d6 di str dung mét tap hop 16n cac dau lap lai trinh ty
don gian (SSR) dé thu hep khoang QTL xudng ving 8,4 Mbp gitra cac dau Sat_174 va
ssrpqtl_38.

Cho dén nay, cac QTL cqSeed protein-003 va cqSeed 0il-004 di dugc lap ban d6 trong
nhiéu phép lai gitra cha va me (Brummer va cs, 1997; Chung va cs, 2003; Kim va cs,
2016; Lu va cs, 2012; Phansak va cs, 2016; Reinprecht va cs, 2006; Tajuddin va cs, 2003;
Wang va cs, 2014; Warrington va cs, 2015). Céac nghién ciru lap ban d6 lién két toan bo
gen (GWAS) ciing duoc st dung dé thu hep khoang cip co sd trong ban d6 QTL. Hwang
va cs (2014) da tién hanh GWAS sur dung 42.368 nucleotide don da hinh (SNP) trong
mét tap hop da dang vé mat di truyén gom 298 dong. Ho thu hep viing gen tng ci vién
thanh khoang 2,4 Mbp nam ¢ 28,7-31,1 Mbp (tap hop Gmax2.0). Trong mot GWAS do
Vaughn va cs (2014), vung gen ung ctr vién dugc dinh vi trong ving khoang 1 Mbp gitra
32,1 va 33,1 Mbp (tap hop Gmax2.0) bang cach sir dung phan 16n cac sy gia nhap nhom
treong thanh (MG) V tir Han Quédc. Bandillo va cs (2015) da sir dung GWAS dé phan
tich 12.000 luot gia nhap (tat ca MG) tir Bo suwu tdp mam dau twong USDA st dung
36.513 SNP va cung cip bang chung cho thay gen @ng ctr vién nam trong khoang 2,4
Mbp gitra 30,7 va 33,1 Mbp (tap hop Gmax2.0).



Pé phat hién QTL dau twong c6 anh hudng I6n dén protein hat, Phansak va cs (2016) da
str dung chién luoc tao kieu gen chon loc da quan thé bing cach giao phéi 48 con lai (tir
MG 000 &n V) Véi cac cay trong c6 nang suat cao cua cting MG va danh gia thé hé con
chéau F:3. Tt ca céc gidng cay trong deu c6 ham lugng protein cao (412-458 g/kg trén co
s6 13% d6 am) va céc glong cay trong ¢6 ham luong protein binh thuong (332-374
g/kg). Sau khi phan loai thé hé con céi F2:3 vé ham luong protein hat, chi cac deciles trén
va dudi duge dinh kiéu gen bang cac markers SNP. Mot QTL protein dugc phat hién &
cung vi tri véi protein cqSeed-003 trong 27 trong sb 48 lan giao phdi, cho thay rang trong
mam protein cao, alen protein cao cia QTL nay chiém wu thé.

Trong nghién ctiu hign tai cua ching t6i, viéc 1ap ban dd vi hon nira cua protein cqSeed-
003 da dugc tién hanh véi cac dong gan isogenic co ngudn goc tir viéc lai nguoc alen
protein G. soja véi nén A81-356022. VViing tng cir vién bj thu hep da duoc sap xép va lap
rap theo trinh tu bing coéng nghé Illumina. Su da hinh trong cac gen Gng ctr vién tur
khoang thoi gian da duoc kiém tra dua trén mot nhom céc kiéu gen dau twong duoc biét
la ¢ hoic khong cd alen protein cao trong khoang protein cqSeed-003. Cudi cung, tinh
da hinh chén/xda trong gen Glyma.20G85100 ma hoa protein mién CCT duoc xac dinh 1a
ing cr vién ¢d nhiéu kha niang nhat. Vai trd cua gen nay trong viéc kiém soat ham luong
protein trong hat sau d6 da dugc khang dinh bang sy bién nap 6n dinh cua cac dong dau
tuong.

KET QUA

Lap ban d6 khoang QTL

Vong dau tién cta ban d6 dugc thuc hién bang cach sir dung mot tap hop cac quan thé
BCsF7 dugc phat trién tir cic cdy BCsFe da duoc chon dé tai t6 hop giita cac markers
Satt239 va ssrpgtl_18 (Bang 1). Nghién ctru trude day trong phong thi nghiém cta ching
t6i chi ra rang hai markers nay c6 tén khac 1a cg-Seed protein-003 (Sebolt va cs, 2000;
Nichols va cs, 2006). Cac cay BC5F7 trong cac quan thé nay da duoc kiém tra véi mot
markers tach biét va duoc danh gia trén thuc dia vé ham luong protein trong hat vao nim
2008, sau d6 1a danh gid cac dong BCsF7:s vao nam 2009. Két qua protein va markers
dugc phan tich dé kiem tra moi lién h¢ thong ké gitra protein va markers dir ligu dé xac
dinh xem QTL nam trong khoang phén ly hay khong phan ly trong moi qUan theé. Vi du,
mot méi lién hé dang ké da dugc tim thay trong quan thé 4 BCsF7, cho thay raing QTL Ia
khoang phan ly duci ssrpqtl_17 (Bang 1). Nguoc lai, khong tim thay mdi lién quan nao
trong quan thé 2, diéu hay cho thay rang QTL nam trong khoang khong phéan ly dudi
ssrpgtl_17. Bang céach két hop céc két qua trén 13 quan thé, ching toi két luan rang QTL
nam trong khoang 5,5 Mbp giira ssrqtl_17 va ssrqtl_34 trén nhiém sic the 20 (Gmax2.0)
(Bang 1, Bang S1). Khoang nay méi la ¢ chd né nam ¢ phia xa ctia noi ma ban dau
chung t6i dua ra gia thuyét vé vi tri cia QTL dua trén dir liéu so bo cua ching t6i khi
ching t6i bat dau nghién ciu.

Bang 1. Danh sach 19 markers nhidm sic thé 20 cua dau trong (Bolon va cs, 2010), duoc
sdp xeép theo vi tri cip co so (bp) cua ching (tip hop Williams 82 - xem
www.soybase.orq), dugc sir dung dé dic trung cho 13 quan thé BCsF7 thuc vat va dong
BCsF7:s con chau cua ching trong vong dau tién caa ban d6 (Hinh S1). Mdi quan thé
trong s6 13 quan thé BCsF7 duoc phat trién tir mot cay BCsFs riéng biét va kiéu gen caa
mdi cay bé me nay d6i vai cac markers nhidm sac thé 20 duoc trinh bay dudi ddy. Néu
quan thé cay BCsFs duoc phat trién tir ddng hop tir véi alen protein cao (G. soja) cua bd
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me cho (G. soja), ma kiéu gen B duogc sir dung, A dugc st dung khi cay 1a ddng hop tir
vé6i alen bd me (G. max) va H. khi cay di hop tir. Xac suat duoc dua ra dé biét lidu sy
phan ly marker trong mdi quan thé co lién quan déang ké véi protein dya trén céc thir
nghiém thuc dia hay khéng va mot miii tén duoc chi theo hudng, lién quan dén céc phép
lai chéo, dé biéu thi vi tri cua QTL. Khu vuc noi cac bai kiém tra nay cho thay QTL duoc
dat duoc td mau xam.

Vitri Vitri S6 quan thé BCsF-

Tén marker Gmax1.01 Gmax1.01
bp bp 2 3 10 14 22 4 6 13 17 20 11 15 19
Satt239 24.129.682 25275083 H H H H H A A B A A B B A
'
Ssrpqtl_4 24812334 25971714 H H H H H A A B A A B B H
Ssrpgtl_ 8 25.751.901 26920157 H H H H H A A B A A B B H
Ssrpgtl_11 26.270.814 2743906 H H H H H A A B A A B B H
Ssrpgtl_13 26.444803 27606228 H H H H H A A B A A B B H

'
Ssrpgtl_14 26.538.403 27699841 H H H H H A A B A A B H H
Ssrpgtl_15 26.542.454 27703952 H H H H H A A B A A B H H
Ssrpgtl_16 26.609.299 27770740 H H H H H A A B A A H H H
Ssrpgtl_17 26.649.308 27810743 H H H H H A A B B A H H H
A 2 A

Ssrpgtl_18 26.958.336 28.124804 B A B A B H H H H H H H H
Ssrpgtl_25 30.489.918 31.627304 B A B A B H H H H H H H H
Ssrpgtl_ 29 31.787.23932934791 B A B A B H H H H H H H H
Ssrpgtl_32 31.99297233.141.346 B A B A B H H H H H H H H
Ssrpgtl_33 32.022.042 33170565 B A B A B H H H H H H H H
Ssrpgtl_34 32.178.223 33.326612 A A A A B A A A A H A A H
Ssrpgtl_35 32.216.450 33.359.151 A A A A B A A A A H A A H
Ssrpgtl_36 32.384.780 33.526.075 A A A A B A A A A H A A H
Ssrpgtl_37 32.717564 33858592 A A A A B A A A A H A A H
t t
Ssrpgtl_38 32.910.18534.049358 A A A A A A A A A A A A A
2008 Prob >F* NS NS NS NS NS * **x * ok & ok ok ook
2008 Prob >F NS NS NS NS NS ** ** . . ** . _ .

T Mirc d6 quan trong cua kiém tra lién két chi thi trong ting quan the dwa trén kiém tra thuc dia
d6i voi timng quan thé cdy BCsF7 trén thuc dia nim 2008 va tirng quan thé cia dong BCsFr:s trén
thuc dja vao nam 2009. NS khong c6 y nghia, * C6 y nghia & xac suit 0,05, ** Pang ké & xac
suit 0,01 va dau gach ngang (-) khong dugc kiém tra.



Vong tht hai caa phét trién quan thé va lap ban dod da duoc bat dau dé thu hep khoang
QTL hon nita (Hinh S1). Mudi mét quan thé da duoc phaét trién tir cac cay BCsFs cO cac
su kién tai to hop trong khoang QTL va cac tap hop con caa cac quan thé nay di duoc
trdng trén ddng ruéng nhu cay BCsFy vao ndm 2011 va nhu dong BCsFg:10 vao nim 2012
va dong BCsFo11 nam 2013 (Bang 2). Nhu trong vong dau tién, mdi cay trong quan thé
duoc dinh kiéu gen véi mot marker phan ly va hat thu hoach tir cay va dong tir quan thé
dugc phan tich ham luong protein dé xac dinh quan thé nao dang phan ly vé QTL (Bang
S2). Két qua trén cac quan thé, ngoai trir mot thir nghiém, da dit protein cqSeed-003 trén
nhiém sic thé 20 gitta BARCSOYSSR_20 0670 va BARCSOYSSR_20 0674 (Bang 2).
Diéu nay twong tng voi viing 77,8 kb giita 31 744 150 va 31 821 947 bp dua trén hop
ngtt Wm82.a2.v1 (Gmax2.0) (SoyBase, https://soybase.orq).

Bing 2. Danh sach 17 marker nhiém sic thé 20 ctia ddu tuong, duoc sap xép theo vi tri
bp cua ching (tap hop Williams 82 - xem www.soybase.org), duoc su dung dé mo ta dic
diém cua 11 quan thé ciy BCsFy dugc trong vao nam 2011 va thé hé sau cia ching la
dong BCsFg:10 VA BCsFo:11 dugc trong lan luot trong nim 2012 va 2013, trong vong thir
hai cua ban d6. M&i quan thé trong s6 11 quan thé BCsFg dugc phat trién tir mot cay
BCsFs riéng biét va kiéu gen cia mdi cay bé me nay d6i voi cac marker nhiém sac thé 20
dugc trinh bay duéi day. Néu cdy BCsFe ma quan thé duoc phat trién 1a dong hop tir doi
Vvéi alen protein cao (G. soja) cua bd me cho (G. soja), ma kiéu gen B duogc si dung, A
dugc str dung khi cay dong hop tir voi alen bd me (G. max), va H khi cay di hop tir. Xac
suat duoc dua ra dé biét liéu sy phan ly marker trong mdi quan thé c6 lién quan déng ké
véi protein dua trén cac thir nghiém thuc dia hay khdng va mot miii tén dugc chi theo
huéng, lién quan dén cac phép lai chéo, ma QTL nam. Khu vuc noi cac thar nghiém nay
cho thiy QTL duoc dit duoc t6 mau xam. Cac marker 1a cua Bolon va cs (2010) va Song
va cs (2010) va dé ngan gon, tién t6 BARCSOYSSR di bi loai bo khoi tén cua cac
marker tir Song va cs.

Vi tri Vi tri S6 quén thé BCsF-
Tén marker Gmax1.01 Gmax1.01

bp bp 3 7 9 10 15 26 27 28 31 344
Ssrpqtl_17 26.649.365 Notavail. H H H H H A A B A A
20 0599 26.829.294 27.991.409 H H H H H A A B A H
20 0616 27.811.875 28.974.676 H H H H H A A B A H
20 0617 27.877.620 29.040.539 H H H H H A A B H H
20 0636 28.972.334 30.134.877 H H H H H A A B H H
20 0647 29.643.301 30.793.572 A H A A B H H
20 0650 29.758.405 30.909.346 A H H H H A A B H H
20 0655 30.052.089 31.198.164 A H A A B H H
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20_0657 30.187.698 31333773 A B A H A A B H H
20_0667 30480.863 31627414 A B A H H H A A B nH H

'
20_0668 30.517.621 31655159 A B A H H H A A H H H
20_0670 30.606.609 31.744150 A B A H A A H H

il 1)
20_0674 30.684.404 31821947 A B A B H H A H H H H
t1
20 _0678 30.754.018 31891560 A B A B A H H H H H H
20 0715 32.030.122 33.178717 A B A B A H H H H H
7\

20 0718 32.178.222 33326648 A B A B A A H H H H H
ssrpgtl 34  32.178.303 Notaval. A B A B A A H H H H H
2011 Prob >F' NS NS NS - * ** . dx kk ok

2012 Prob >F NS NS ** NS NS **

2013 Prob >F ** NS - - - NS **

+ Mtic d quan trong cua thir nghiém lién két chi thi dya trén thir nghiém thuc dia di véi ting
quan thé cay BCsFy trén thuc dia ndm 2011 va tirng quan thé cua cac dong BCsFg:10 va BCsFg:11
trén thyc dia vao nam 2012 va 2013, twong (ng. NS biéu thi la khdng quan trong, * C6 y nghia
Vi X4c suit 0,05, ** Co y nghia & xé&c suat 0,01 va diu gach ngang (-) khong duoc kiém tra.

Cac két qua khdng nhat quan duy nhat la tir BCsFe Quan thé 7 dugce dénh gia vao nim
2013 (Bang 2 va Bang S2). Mdi lién két protein-marker c6 y nghia trong thir nghiém nay
chi ra rang QTL cao hon marker 20_0657, diéu nay khong phu hop voi 2 nim khac ma
n6 da duoc thir nghiém va cac quan thé khac duoc danh gia trong vong nay. bé giai
quyét sy mau thuan nay, bay qUan thé con di duoc phat trién tir Quan thé 7 co cing diém
dirng tai t6 hop nhu ciy ban dau dwoc st dung dé phat trién Prol-7 va tach biét trong
ciing mot khoang thoi gian. Khong tim thidy méi lién két marker dang ké nao trong cac
thir nghiém dugc thuc hién vao nam 2015 cua bat ky quan thé nao trong sé bay quan thé
con (Bang S3), do d6 bac bo su mau thuin ban dau va hd trg chic chin cho phét hién
raing QTL thip hon BARCSOYSSR 20 0670.

Xac dinh cac &ng cir vién da hinh trong khoang

Ba gen (ng cir vién di dugc xac dinh trong ving 77,8 kb dua trén tap hop ban d6
Gmax2.0 (SoyBase, https://soybase.org). Cac gen nay la: Glyma.20g085000, m& héa mét
thanh phan cua phuc hop Golgi oligomeric; Glyma.20g085100, mot gen ma hda protein
mé tip CCT; va Glyma.20g085200, m& hoa protein mién LIM lién két ion kém. Dé phan
tich su ving ndy, ching t6i da tan dung toan bo hé théng gen de novo cia DNA Pl
468916 duoc md ta trude do bai Butler va cs (2021). Tap hop trong khoang bao gom tat
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ca cac gen dugce chu thich trong cac duong vién lén. Cung vai cac lan doc bd sung va cac
san pham phan tng chudi polymerase (PCR), tap hop dugc phan tich va so sanh véi trinh
tu b6 gen tham Chleu Williams 82 bang cach can chinh va kiém tra tryc quan dé xac dinh
cac da hinh vé ciu tric cling nhu trinh tu. Khi trinh ty bo gen lién két cua Pl 468916 va
Williams 82 duoc so sanh véi ba gen tng cir vién, dot bién chén - x6a 16n (indels) dugc
xac dinh trong Glyma.20g085100 va Glyma.20g085200, nhung chi mét dot bién ddng
nghia ngoai lai duoc tim thay trong Glyma.20g085000.

Trong Glyma.20g085100 (Hinh 1a), phép so sanh cho thay mét indel 321-bp da loai bo
mét exon dugc chi thich khoi PI 468916 va d6i voi Glyma.20g085200, c6 mot indel 8 kb
dan dén viéc loai bo gan nhu toan bo gen duoc chi thich trong Pl 468916 (Hinh 1b). Céac
marker kich thuéc dya trén PCR dugc phat trién cho ca indels va cac marker nay dugc sir
dung dé sang loc mot bang gdm 53 bd me c6 cac alen da biét cho protein cqSeed-003 dya
trén két qua 1ap ban dd QTL trude dé (Bang 3). Bi voi sy mit doan 8 kb trong
Glyma.20g085200, khong c6 mdi lién hé nao giira nd va su hién dién hay ving mat cua
alen protein cao trong bang cha me cho thay rang Glyma.20g085200 c6 kha ning khong
phai la gen nhan qua nam dudi protein cqSeed-003 (Bang 3 ).

(a)
6.25 kb

cqProt-003 genetic interval, chromosome 21: 31,744,150-31,821,947 bp

WGS scaffolds
Glyma. 20G085000 —_— < Glyma.20G085200
-—

Genes in interval

i IR,
4021
Glyma.20G085100
Williams 82

Pl 468916
(c) (d)
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» - . 5
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Hinh 1. Bdc diém phan tir ciia khodng di truyén cuia khodng protein cqSeed-003.
(a) So @6 thé hién vi trf cua cac gian duoc lap rdp trong khoang va chi thich céc gen. Ving ¢ bén
phai cia khoang chira mot trinh tu 1ap lai khéng ma hda cho protein.
(b) Ché do xem m¢ rong cua Glyma.20G085100, hién thi phan chén 321 bp twong Gng trong
Williams 82 so véi trinh tu Pl 468916.
(¢) So do cho thay t6 hgp mdi duoc sir dung dé phat trién mot marker dong troi cho tinh da hinh
nay.



(d) Gel agarose thé hién kiéu gen cua mot phan quan thé ciy dau twong trong Bang 3 biang cach
su dung marker.

Bang 3. Danh sach cac trudng hop tiép can ngudn mam dau twong da duoc bdo céo la
d6ng hop tir ddi véi alen protein cao (H) hoic thap (L) d6i voi QTL trong ving QTL cua
nhiém sac the 20 cqSeed protein-003. Dac diem nay dua trén viéc sir dung ting gia nhap
V6i tu cach la cha me trong quan thé hai cha con trong nghién ctu 1ap ban dd QTL (dé
biét chi tiét, xem bao céo duoc trich dan trong cot Ngudn). Mot xét nghiém chan doan
marker dya trén phan ang chudi polymerase duoc sir dung dé xac dinh dic diém cua ting
gia nhap duoc liét ké xem liéu n6é s¢ hitu alen Pl 468916 Glycine soja (+) hay alen
Williams 82 Glycine max (-) & mdi hai gen Glyma. 20 duoc suy ra trong nghién ctu nay
la ¢ng cir vién tiém ning cho QTL. Cac kiéu don boi dugc xac dinh bang cach st dung
marker tr Glyma.20G085100 va hai marker gan nhat nam & mdi bén cua gen. Céac ky
hiéu haplotype duoc xac dinh trong phan Quy trinh thir nghiém

A o 3 Alen tai Glyma Glyma
Tén gia nhap So gia nhap Nguon ch_eed 209085160 209085260 Haplot
protein-003
- Pl 468916 Diers va cs (1992) H + + 5
- P1326582A  Chaky va cs (2003) H + + 6
Kosodiguri FC 30867 P5 H ¥ ¥ 5
Extra Early
Akazu P1917254 P34 H + + 5
N-34 Pl 153293 P6 H + + 5
V-4 P1 153296 P1 H + + 5
V-6 P1 153297 P14 H + - 5
V-14 P1 153301 P12 H + - 5
V-16 P1 153302 P9 H + + 5
No.51 P1 154196 P23 H + + 5
- P1159764 P10 H + + 5
No.58 Pl 181571 P20 H + + 2
Bitterhof P1189880 P13 L - + 1
Geant Vert P1 189963 P2 H + - 5
Kariho-takiya Pl 243532 P36 H + + 2
No.17 P1253666A P40 H + + 2
Wasedaizu No. 1 P1 261469 P19 H + - 2
- P1340011 P35 H + - 2
Oshimashirome Pl 360843 P39 L - - 1
Ronset 4 Pl 372423 P4 H + - 5
KAERI.GNT 310-1 PI1398516 P33 L - - 1
KAS 33—9.1 P1 398704 P44 H + - 2
- P1398881  Dier va cs (chuan bi) L - - 1
KLS 630-1 P1398970 P45 L - - 2
Huaj ansi er dian  Pl1404188A  Dier va cs (chuan bi) L - 1
KAS 330-9.2 Pl 407773B P47 H + + 2
ORD 8113 P1407788A P41 H + - 2
- Pl 407823 P46 L - - 1
KAERI511-11  P1407877B P43 (L) +) - 2
KAS 640-7 P1408138C P37 H + - 2
Saikai 1 P1423942 P28 H + - 2
Saikai 18 Pl 423948A P29 H + - 2
Saikai 20 P1423949 P25 H + - 2
Shirome Pl 423954 P22 (L) +) - 2
Shirome Pl 424148 P21 (L) +) - 2
KAS 239-4 Pl 424286 P42 L - - 2




Backchung No. 42  P1427136 Dier va cs (chuan bi) L - - 1
Choseng No. 1 Pl 427138 P18 H + + 2
Seuhae No. 20 P1427141 P26 H + + 2

DV-147 P1437088A P24 H + - 2
VIR 249 P1437112A P30 L - - 1
VNIISC-4 P1437169B  Dier va cs (chuan bj) L - - 1
Sjuj-dja-pyn-da-do Pl 437716A P27 H + - 2
Ronest 4 P1438415 P11 H + + 5
Szu yueh pa Pl 445845 P32 H + - 2
KAS 578-1 P1 458256 P48 L - + 1
NS-20 P1518751  Dier va cs (chuan bi) L - - 1
Provar P1 548608 P31 L - - 1
Fen dou 14 P1561370  Dier va cs (chuan bi) L - - 1
Williams 82 Kim va cs (2016) L - -
A81-355012 A81-355012 Dier va cs (1992) L - -
Ina P1 606749 Chua cong bd L - -
Danbaekkong P1619083 Warrington va cs (2015) H + Chura biét

a: nghién ctru trong d6 mot QTL quan trong dugc 1ap ban d6 trong khoang cqSeed protein-003
va kiéu gen 1a bé me. Diers va cs (dang chuan bj) dé cap dén cac két qua chua dugc cdng bd
trong quan thé SoyNAM (Diers va cs, 2018), Chaky dé cap dén Chaky va cs (2003), Warrington
dé cap dén Warrington va cs (2015), Kim de cap dén Kim va cs (2016), va P theo sau la mot sb
dé cap dén Phansak va cs (2016) vai con sb twong tng véi s6 quan thé trong nghién ctru do.

Nguoc lai, méi lién hé duoc tim thay gitra indel Glyma.20g085100 va su hién dién hozc
vang mat cua alen protein cao trong bang diéu khién. Trong s 32 cap bé me da dugc xac
dinh 1a c6 alen protein cao tai cqSeed protein-003 dya trén cac nghién ctu 1ap ban do
trude day (Bang 3), tat ca déu c6 phién ban ngin hon ctia doan PCR (alen Pl 468916) tai
Glyma.20g085100. Trong s6 21 cap bo me da dugc bao cao co phién ban protein cqSeed
protein-003 thap trong cc nghién ciru 1ap ban do (Bang 3), 18 ¢6 doan PCR dai hon
(trinh ty kiéu Williams 82), trong khi 3 ¢6 doan ngan hon (Hinh I¢, d). Ba truong horp
ngoai 1¢ (Pl 4078778, Pl 423954 va Pl 424148; Bang 3) nam trong sé cac cap bé me co
ham lugng protein cao duoc giao phdi véi bé me co ham lwong protein thap trong nghién
ctru 1ap ban @6 QTL kiéu gen chon loc da bd me duoc thuc hién boi Phansak va cs
(2016). Luu y rang nhitng dong nay khéng dugc chi ra rd rang 1a ¢ kiéu gen protein
thap, nhung cac tac gia da khong phat hién ra sy phan li c6 ¥ nghia thong ké caa mot
QTL protein ¢ nhiém sac thé 20 trong ba trudng hop ngoai 1¢ do.

Str dung dir liéu SNP 50-K tir khu vuc, cling véi viée xac dinh kiéu gen PCR tai marker
trong mot bo mau gém céac cach tiép can da dang (Bang 3 va S4), chiing t6i da thuc hién
phan tich haplotype, mat can bang lién két (LD) va cac thanh phan chinh (PCA). Khi so
sanh marker Glyma.20g085100 v&i 4 marker bén canh gen cua 238 diém tiép can don
boi, 167 ngudi c6 alen Williams 82 cho tat ca 5 marker (haplotype 1), 53 1a dong hop tir
v6i alen Williams 82 ddi véi bén marker SNP nhung alen PI 468916 cho
Glyma.20g085100 (haplotype 2), ba dong hop tir voi alen Williams 82 cho cac marker
bén va di hop tir cho Glyma.20g085100 (haplotype 3), mot dong hop tir voi alen Pl
468916 cho boén marker hai bén va Williams 82 alen dbi voi
Glyma.20g085100 (haplotype 4), 13 dong hop tir PI 468916 cho tat ca nam marker
(haplotype 5) va mot ddng hop tir PI 468916 cho tat ca trir mot marker bén suon 14 di hop
tir (haplotype 6). S6 lwong gia nhap haplotype 2 cao cho thay indel Glyma.20g085100 c6
muc LD thap bat ngo voi cac marker bén swon. Cac marker bén suon bo sung da dugc sir
dung trong phan tich LD, diéu nay cho thay thém rang Glyma.20g085100 khéng & trang



thai can bang manh véi SNP xung quanh (Hinh 2a) hoic véi tinh da hinh indel trong
Glyma.20g085200, mic du gen nay chi nim & vi tri 5160 bp tir Glyma .20g085100 trén
ban d6 Gmax2.0 (SoyBase, https://soybase.org). Do su thiéu twong quan nay vdi cac SNP
rat gan ké ma thuong duogc cho 1a ¢6 trong quan manh mé néu khong twong quan hoan
hao vai bat ky tinh da hinh nao trong gen, indel 321-bp lién két manh mé hon véi dic
diém cqSeed Protein-003 so véi cac dic diém da hinh xung quanh khac, giai thich cac
dinh lién két khéng nhat quan dugc tim thay trong cac nghién ctu lién két trudc day. Su
thiéu twong quan dwogc giai thich 1a do thiéu méi lién hé giira su hién dién cua indel va
muc do lién quan téng thé caa cac dong dugc nghién ciru, theo danh gia cuaa PCA (Hinh
2h).

(a) Pairwise LD (R?) : SNPs Pairwise LD (R?*) : SNPs plus CCT

IES,

T o Glyma 20G085100

(b)

o — Prassuie

PC3 (3.7%)

PC1(73%)

Hinh 2. Sinh hoc quan thé ciia da hinh chénlx6a (indel) tai Glyma.20G085100.

(a) Mat can bang lién két (LD) xung quanh quy tich Glyma.20G085100. Bang diéu khién bén
trai: str dung tap hop cac gia nhap da dang (Bang 3 va S4), cac gia tri R2 LD xung quanh quy
tich duoc tinh toan bang cach sir dung dir liéu tir mang SoySNP50k (Song va cs, 2013); luu y
rang c6 mot vung LD bao quanh gen Glyma.20G085100 dugc biéu thi bang miii tén (bang diéu
khién bén trai). Bang bén phai: kiéu gen indel dugc xac dinh bang marker dya trén phan @ng
chudi polymerase phat hién tinh da hinh chén trong gen mién CCT (marker CCT) ciing duoc
thém vao. RO rang la locus indel khéng c6 LD manh véi cac marker xung quanh. (b) Phén tich
cac thanh phan chinh cuaa cac phu gia dugc nghién cau & day vé ham luong protein. Cac thanh
phan chinh dau tién va thi ba duoc tinh toan tir thdng tin marker mang SoySNP50k toan bo bo
gen cho mdi lan truy cap va duoc V& bicu dd, va cac diém dai dién cho cac phan tiép can dugc t
mau boi kiéu gen tai bén nucleotide da hinh (SNP) trong (a) trong LD véi Glyma.20G085100
locus cong véi marker indel Glyma.20G085100. Cac phan tiép can vai chudi P1 468916 trén quy
tich duoc biéu thi bang mau do va chudi Williams 82 mau xanh lam. Cac dong ciing dugc phat
hién 1a ddng hop tr hoic di hop tir déi voi phién ban Pl 468916 cua indel trong
Glyma.20G085100, nhung mang cac marker haplotype bén suon giéng hét vai Williams 82,


https://soybase.org/

duoc biéu thi bang mau xanh lam nhat hoic xanh luc. Su phan b rong réi cua cac diém mau
xanh 1a c@y cho thay kha nang dao chiéu bang cach cat bo doan chuyén vi.

Nhitng két qua nay chi ra raing Glyma.20g085100 ma hoéa protein CCT la locus c6 kha
nang xay ra nhat ddi véi protein cqSeed-003 va indel 321-bp do d6 c6 kha ning 1a da
hinh d& xay ra nhat. Indel 321-bp xay ra & d¢au Exon 3 (Hinh 3a), 1am cho vi tri mdi néi
dugc chi thich bi thay d6i va kich thudc cua exon thay dbi (Hinh 3b). Tong cong, 73 axit
amin di bi thay d6i trong protein du doan vi indel nay, véi protein thap, alen Williams 82
c6 37 goc bd sung ciing nhu mot sé thay thé va loai bo trong ving duoc bao ton cua
protein (Hinh 3c) . Bing céach chi thich lai phién ban Williams 82 caa gen nay, ching toi
cd thé tim thdy mot viing ma hda c6 kha niang khac cua bd gen, ma hoa cho ving dau ¢
dugc bao ton caa mién CCT, sau khi ving cua protein bi gian doan boi 321-bp chén duoc
bao ton véi cac protein mién CCT khac nhung khong cé trong chu thich hién tai (a2.v1).
Tuy nhién, ca hai phién ban cua cht thich déu cho thay phién ban Pl 468916 cua gen ma
cho mot protein mién CCT dugc bao ton cao Vai cc protein lién quan khac, nhung viéc
chén khién phién ban Williams 82 ma héa cho mét protein phan ky cao (Hinh 3c).
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(b) Exon 2 Exon 3 Exon 4
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Hinh 3. Trinh tw da hinh chén/x6a.
DPa hinh cam ung 321-bp trong gen Glyma.20g085100 chiu trdch nhiém tao ra cac QTL cqSeed
protein-003.
() Trinh tu 321-bp c6 su twong dong vé transposon co trong bd gen Williams 82 chir khéng phai
bo gen cua sy gia nhap protein cao Pl 468916.
(b) Tac dong du doan cua indel dugc hién thi trong A 18n cau tric intron — exon caa ban sao
Glyma.20g085100. Cac exon mi hoa bén trong dwoc hién thi dudi dang khbi mau xam (Exon 1
giong hét nhau va khong dwoc hién thi), exon dau cudi 1a khdi mau xanh lam va tin hiéu
polyadenyl h6a 1a mot vién kim cwong mau xanh 1a cdy. Cac vi tri nam trong cac cip bazo tir vi
tri bat diu phién ma, nhu trong (A). Hop mau cam hién thi viing chén.
(c) Nhiéu lién két cua cac protein mién CCT lién quan. Trinh tu protein da xuat ban cua
Glyma.20g085100 duoc hién thi (1) cung véi chd thich cua chdng t6i vé trinh tu tir Pl 468916
(1) va phién ban duoc chu thich lai cua trinh tw Williams 82 bang cach str dung cac phuong phap



twong ty nhu dugc st dung cho trinh ty PI 468916 (§) lién két‘véri cac protein lién quan trong
Ngéan hang gen. Luu y rang trinh tu caa PI 468916 dugc bao ton chat ché vai cac protein lién
quan.

Diéu tha vi 13, 321bp hi¢n dién trong alen Williams 82, nhung khong c¢ trong alen PI
468916, ciing cho thdy su twong dong manh mé véi cac yéu té co the chuyén vi, bao gom
ca mot transposon DNA loai TIR (Bang S5). Phat hién nay chi ra rang alen protein thap
dugc tim thay trong diu tuong G. max c6 thé ¢ nguon goc tién hda gan day va lam tang
kha ndng trinh tw ¢6 kha nédng hoan nguyén tur kiéu gen protein thap thanh allele G. soja
protein cao bing cach cit bo manh v&. Bang chang vé kha nang ddo nguogc kiéu gen
protein cao dugc dwa ra trong Hinh 2b, trong d6 mot sé trudng hop tiép can véi alen
protein cao, nhung biéu hién mot loai don boi Williams 82 khéac trong toan ving
(haplotype 2), dwoc quan sat thay rai rac trong s protein thap su gia nhap.

Ba su tiép can nguon mam, Pl 407877B, Pl 423954 va PI 424148, dugc xac dinh V6i
phién ban ngin hon (PI 468916) cua gen Glyma.20g085100, nhung trude day dugc lien
két véi phién ban protein thap cua locus cqSeed protein-003. Vi diéu nay khéng phu hop
véi cach giai thich rang phién ban ngan cua Glyma.20g085100 chiu trach nhiém vé kiéu
hinh protein cao, chiing t6i da danh gia cach giai thich nay trong mot quan thé moi. Ba
céch tiép can khong nhat quén Ia tir ban d6 QTL cua Phansak va cs (2016), bao gom céc
qUan thé tuong d6i nhé cua cac cay Fo. Do d6, mot giai thich cho sy mau thuan nay la xac
suat 16i Loai 1l (khdng béac bo gia thuyét khong c6 QTL) cd thé kha cao trong cac quan
thé nho nay. Bé danh gia kha niang nay, PI 423954 da duoc lai véi cay trong Williams 82,
duoc biét 1a co alen protein thip. Mot quan thé F2 duogc phat trién tir phép lai nay da
duogc trong trén dong rudng va duoc kiém tra cing véi bd me vé kha nang xoéa 321-bp
trong Glyma.20g085100 va dugc xét nghiém tim protein hat bang quang pho phan xa
hong ngoai gan (NIR). Nguoi ta di phat hién ra méi lién hé c6 y nghia manh mé (P
<0,01) giita su da hinh vé kich thudc trong marker va ham luong protein, vai cac cé thé
di hop tir c6 kiéu hinh trung gian. Bang ching mai nay cho thay sy gia nhap nay khdng
c6 alen protein cao, chi ra su that bai boi Phansak va cs (2016) dé phét hién n6 c6 kha
nang 13 do 13i Loai 1l va cho thay rang diéu nay cd thé xay ra do khdng phat hién dugc né
trong hai lan truy cap con lai.

Thiét ké, xay dwng va thir nghiém cac su kién diéu tiét giam tai chuyén gen RNAI

Pé xac nhan rang gen ¢ng cir vién Glyma.20G085100 diéu chinh chirc ning ham luwong
protein hat bang cach tring hop voi tinh da hinh gay bénh trong protein cqSeed-003, cac
cay chuyen gen da duoc tao ra vdi nd luc loai bo phién ma cua gen ban dia. Do mirc do
tuong ddng Vvé trinh tu trong phan I6n ving ma hoa protein cua Glyma.20G085100 va
viing ty nguyén caa nd trén nhiém sac thé sé 10 va do twong ddng rat cao giira ving duoc
chén va nhiéu phan khac cua bd gen, ving 300-bp da duoc chon trong 5' UTR cua
Glyma.20G085100 cho c4u trdc RNAI, c6 mét trinh ty duy nhit c6 d6 twong dong thap
Vvé6i cac ving khac cua bo gen dau twong. Mot cu trdc vong kep toc duoc thiét ké dé loai
bo su biéu hién caa gen Glyma.20G085100, dugc thic diy bgi promoter CaMV 35S, da
duogc bién d6i thanh gidng dau twong Thorne, 1a dong protein thap véi alen loai Williams
82 ¢ Glyma.20G085100.

Su kién chuyén gen so cip (To) cay trong duoc thiét lap trong nha kinh va duoc phép tu
thu phan. Cac mé hinh tich hop trong cac sy kién doc lap di dugc xac dinh théng qua
phan tich Southern blot trén cac c4 thé T: duoc chon (Hinh S2). Quan thé cay T2 ¢6



nguon goc tir hai sy kién 1146-5 va 1157-1, chira mot va hai alen chuyén gen, tuong ang
(Hinh S2), duoc chon loc dé xac dinh dic diém kiéu hinh. Alen chuyén gen dugc theo ddi
& thé hé T2 bang PCR va xét nghiém kha niang chdong chiu thudc diét co dé xac dinh anh
huong cua cau tric RNAI 18n kiéu hinh protein hat trong diéu kién nha kinh. Mtc d6 sao
chép tuong déi cua Glyma.20G085100 trong cac sy kién duoc theo ddi trong mo 1a (giai
doan phat trién V5) va trong phoi chua truong thanh (giai doan phat trién R5) (Hinh S3).
Viéc theo ddi cac ca thé T2 va Ts qua bay su kién cho thdy mac giam tuwong ddi trong
bang diém Glyma.20G085100 & c4 hai giai doan V5 va R5 trong cac su kién bao gom
1146-5 va 1157-1 (Hinh S3).

Ham lugng protein cua hat giéng Ts thu hoach tir cac cay T. duoc tudt riéng ¢ duge do
bang NIR. Tuwong ddi it cac phan tach null dwgc phét hién, c6 thé 1a do gen chuyén c6
mit trong quan thé & nhiéu ban sao khong lién két. Sy khéac biét vé ham luong protein
gita hat tir cAy c6 va khong c6 alen chuyén gen 1a c6 ¥ nghia thong ké (Bang 4). Ddi véi
mét sy kién, cac cay bién doi gen cho thiy lwong protein nhiéu hon trung binh > 3% so
VGi cac cay phan ly d6i chimg. Do d6, mot cau tric thap nhat dé giam su biéu hién cua
phién ban protein thap cia gen Glyma.20G85100 cé kha ning lam ting ham luong
protein cua hat. Nhitng két qua nay hd trg thém cho két luan caa ching t6i rang bién thé
chén/xba 321 bp trong gen ma hoa protein CCT Glyma.20G85100 c6 kha nang la nguyén
nhan cua kiéu hinh protein hat va do d6 tao thanh co s gen phan tir cia protein cqSeed-
003.

Bang 4. Méi lién hé giira gen van chuyén RNAI kep toc va ty & phan trim protein hat

tinh theo trong luong kho tinh bang g/kg dbi véi ba quan thé cay T, duoc tréng trong nha
Kinh

C6 gen van chuyén Khoéng cd gen van chuyén
Quan thé na Mean na Mean Pr>F*-
1157-1-T1-3 18 417 5 399 0,05
1146-5-T1-4 25 444 5 415 0,04
1146-5-T1-5 20 441 5 409 0,02

a: so cdy duwgt thir nghiém 6 hogc khong cé gen van chuyén.
* Mue dé quan trong cua thur nghiém dé phéat hién su khac biét gira cdc nhom hién tai va khdng
cO mat.

THAO LUAN

Trong nghién ctru nay, ching t6i da thu hep vi tri cua protein cqSeed-003 thanh vung
77,8 kb trén nhidm sic thé 20 nam hai bén boi cac dau hiéu di truyén
BARCSOYSSR_20 0674 va BARCSOYSSR_20_0670. Vi tri vat ly caa khoang nay la
tir 31,74 dén 31,82 Mbp dua trén t6 hop Gmax2.0, ddy 1a khoang hep nhat ma cqSeed
protein-003 da duoc lap ban d6 cho dén nay. Vung thu hep nay triing véi viing gen ang
ctr vién dugc xac dinh trong GWAS gan ddy nhat caa Bandillo va cs (2015), noi ho lap
ban d¢6 QTL véi khoang 2,4Mbp nam trong khoang tir 30,7 dén 33,1Mbp. Tuy nhién,
vung dugc xac dinh trong nghién ctiu cta ching t6i khong déng nhat véi cac vung duoc
chi dinh cho QTL nay trong hai nghién citu GWAS khéac gan diy. Hwang va cs (2014)
lap ban d6 QTL voéi khoang 2,4 Mbp & 28,7-31,1, va Vaughn va cs (2014) lap ban d6
QTL t6i vung khoang 1 Mbp ¢ 32,1-33,1Mbp. Khong co gi ngac nhién khi QTL nay kho
lap ban dd trong cac nghién ctu lién két vi Glyma.20G85100 chén ¢ LD thap vai cac
marker xung quanh (Hinh 2a).



Chung t6i két luan, dua trén ca phén tich twong quan marker va nghién cau thuc vat
chuyén gen, ring su mit doan 321-bp trong alen Pl 468916, so véi alen tham chiéu
Williams 82, trong Glyma.20g085100 la vi tri phan tir gdy bénh cho protein cqSeed-003.
Gen nay ma héa protein ho m6 tip CCT (CONSTANS, CONSTANS-like, TOC1), mot
mo tip dd duoc ching minh 1a ¢6 trong cac gen kiém soét sy ra hoa & cay Arabidopsis
(Masaki va cs, 2005), & cdy trong (Zhang va cs, 2015), va n6 di duoc ching minh 1 ¢6
mat trong protein k&m loai GATA hoat dong nhu cac mo-tip nhan dang protein (Liew va
cs, 2005). Mic du phién ban Williams 82 cua protein md hoéa mién CCT khdng binh
thuong, phién ban P1 468916 ciia ma gen ma hoa mién CCT dugc bao ton cao (Hinh 3c).
Mac du lién quan chat che dén thoi gian sinh hoc, nhung protein mlen CCT ciling c6 lién
quan dén viéc diéu chinh mot s qua trinh khac trong cay trong, bao gém quang hop, hiéu
qua str dung chét dinh dudng va kha ning chong chiu cang thang (Liu va cs, 2020). Tuy
nhién, gen nay du khac biét so véi trinh tu chuan cia mé tip CCT ma né khéng duoc liét
ké trong mot danh gia gan day vé cac protein ving CCT cua ddu twong (Mengarelli va
Zanor, 2021). Vai trd c6 thé c6 cia gen nay doi vai thoi gian sinh hoc dang dugc quan
tam, vi vai trd c6 thé co trong thoi diém lam day hat cling nhu cac qua trinh khac lién
quan dén su tich tu protein trong hat dau tuong.

C6 bang chtng cho thay Glyma.20g085100 anh hudng dén su truong thanh caa thuc vat
ngoai protein va dau. Nguoi ta di chi ra rang cac dong dong hop tir dbi véi alen cho
protein cao hon ciing tru6ng thanh sém hon 0-5 ngay so véi cac dong dong hop tir doi
vé6i alen thay thé (Sebolt va cs, 2000; Brzostowski va cs, 2017; Prenger va cs, 2019)
nhung khong tai li¢u da dugc tim thiy danh gia anh huong caa no ddi véi ngay ra hoa.
Anh huong cia gen nay Ién protein va su trudng thanh di duoc tim thay trong cac quan
thé 1ap ban dd tir MG 1II, dugc trong & mién bac Hoa Ky (Sebolt va cs, 2000) dén MG
VII, duoc trdng & mién nam Hoa Ky (Prenger va cs, 2019). Vi du, Brzostowski va cs
(2017) da danh gia hai quan thé MG 1V phan ly vé alen Glyma.20g085100 va nhan thay &
mot quan thé co hiéu qua truong thanh dang ké trong 1 ngay giita cac dong dong hop tir
vé hai alen khac nhau va ¢ quan the thir hai chénh léch 3 ngay. Tac dong cua alen Ién
protein gan nhu giéng hét nhau gitra hai quan thé (22 va 23 g/kg). Nhiing ket qua nay cho
thay rang gen tac dong dén protein va dau trén cac vung trong trot va nQUOn goC di truyen
va nhitng anh huong nay khong nhét thiét phai lién quan dén su khac biét 16n vé thoi gian
truong thanh. Bat ky tac dong nao chu yéu qua trung gian cta qua trinh truéng thanh s&
dugc ky vong s& cho thay kiéu gen x anh hudng moéi trudng I6n trén cac ving trong khac
nhau, khién ching t6i suy doan rang anh huong dén mic d6 protein hat cua protein CCT
dugc mi hoa tai Glyma.20g085100 cd thé lién quan dén mot hé thong diéu tiét khac
chang han nhu diéu chinh va cam nhan nong d6 duong (Masaki va cs, 2005). Nghién cau
sau hon 1a can thiét dé nang cao hiéu biét cua ching t6i vé cach Glyma.20g085100 anh
huong dén sy truong thanh cua cy va didu nay co lién quan nhu thé nao dén thanh phan
hat giong.

Trinh tu Pl 468916 cua Glyma.20g085100 ngan hon trinh ty tir Williams 82, c6 alen
protein thap hon cho QTL (Kim va cs, 2016). Piéu tha vi la viéc xda/chén cé LD thap
vé6i cac SNP va marker khac trong khu vuc (Hinh 2) va indel 321-bp cho thiy su twong
dong vai cac chuyén vi DNA loai TIR (Bang S5), cho thay rang loi giai thich ¢ kha
ndng nhat 1a dot bién thuc sy 1a mot sy chén vao transposon trong dong di protein thap.
Dé ung ho gia thuyét nay, dau tuong hoang da (G. soja) dugc sap xép theo trinh tu va céc
ho hang cta chiing véi cac trinh tu san ¢ tai thoi dlem viét bai, dugc tim thay c phién
ban protein cao Pl 468916 cua gen nay, cho thay rang protein thap alen 13 mot dot bién



tuong ddi gan dy co thé di dugc chon trong cac té bao mam wu ti (G. max) trong qua
khtr. Ngoai ra, phién ban protein thap dudng nhu quay tré lai kiéu gen protein cao, bang
ching la su hién dién cua nhiéu kiéu gen protein cao vai cac kiéu gen don boi co protein
thip duoc bao ton hoan toan (haplotype 2) trong sb céc kiéu tiép can protein thip twong
tu nhau vé mat di truyén (Hinh 2b). Nhitng chat hoan nguyén nay c6 thé duoc tao ra boi
cac sy kién cit bo. Cudi cung, phién ban protein cao cua gen chira mién CCT duoc bao
tén t6t cung véi nhiéu gen lién quan khac (Hinh 3c), cung cap thém bang ching rang dé
Ia phién ban cli hon cua trinh tu.

Chdng tdi nhan thiy ring bang cach giam su biéu hién cua gen Glyma.20g085100 bing
cach st dung RNAI, ching tdi c¢6 thé ting mic do protein trong nén tang di truyén
Thorne (loai Williams 82, protein thap). Két qua ndy ngu y rang phién ban nay cua
protein dugc ma hda boi alen véi sy chén 321 bp ¢é chirc ning va lam giam s biéu hién
cua nd bang cach sir dung RNAI, va do d6, c6 18 s6 luong va hoat dong cua san pham
protein ciia né, 1am tang muc protein. Bat thuong dbi véi dot bién ting chic ning, alen
nay anh huong dén viing ma hda protein hon 1a ving diéu hoa ciia gen. Transposon duoc
biét 1a nguyén nhan gay ra xao tron exon (Quesneville, 2020), ¢ thé da gop phan vao
viéc ting chirc ning cua protein dwoc ma hda tai vi tri ndy, thdng qua sy pha vd mot phan
chinh cua mién CCT (Hinh 3c). Ching t6i két luan rang viéc chén co thé dan dén mot
chtrc ning méi gay ra su phan bo lai cac ngudn lyuc tir protein hat va thanh carbohydrate
va lipid twong tu Véi protein chinh QTL khac trong ddu tuong trén nhiém sic thé 15 da
dugc nhan ban gan day (Wang va cs, 2020). Su ting 1én cua chirc nang phan tir phd hop
V6i sy thay doi va mo rong dang ké cua trinh tu protein duoc ma hoa boi gen gay ra boi
su chen (Hinh 3).

Két luan, chung toi da 1ap ban db cqSeed protein-003 thanh viing 77,8 kb trén nhiém sic
thé 20 giita cac marker SSR BARCSOYSSR_20 0674 va BARCSOYSSR_20 0670, voi
mdi Vi tri tuong ang Vi cac Vi tri vat Iy caa 31 821 947 bp dén 31 744 150 bp, tuong
g, dya trén ban d6 lap rap Gmax2.0. Ving gen Gng cir vién bi thu hep nay cho phép
chung t6i xac dinh alen nguyén nhan déi véi QTL protein hiéu tng Ion, duogc nghién cau
rong rai nhat o dau tuong. Ban thén alen nay duong nhu 1a két qua cua sy chén vao gen
Glyma.20g085100, din dén alen c¢6 ham lugng protein thap tai vi tri nay, duong nhu da
hoan nguyén thanh alen c6 ham lwong protein cao trong mot sb 1an gia nhap. Gen ma hoa
protein ving CCT, ma hoa ving CCT khong binh thuong trong alen Williams 82, ¢6 thé
lién quan dén thoi gian sinh hoc caa qué trinh hinh thanh va phéat trién hat giéng.

Céc nha lai tao dau twong da phai vat 1on véi viéc can bang giita viéc chon giéng dé tang
ham lugng protein trong hat véi cac méi trong quan nghich cua no voi nang suat va dau.
Cac nha chon giong chu yéu tap trung VA0 Viéc ting ning suat trong cac chuong trinh
chon giéng cua ho va diéu nay da din dén viéc giam ham luong protein mot cach tuong
xang. Rincker va cs (2014) cho thay trong hon 80 nim chon gidng chu yéu tap trung vao
viéc ting ning sudt ma ham luong protein giam khoang 2% hoic 20 g/kg hat. Zhang va
cs (2020) gan day da bao céo viéc xac dinh tinh da hinh trong gen GmSWEET39, gen
nay c6 lién quan chit ché vai ham lugng protein va dau trong hat dau twong va co kha
ning 1a co s cua protein QTL quan trong cua nhidm sic thé 15. Viéc xac dinh cac gen
kiém soat ham lugng protein va dau caa hat c6 thé mé ra cac phuong phap moi dé sta
doi cac gen nay theo nhiing cach c6 thé 1am tang protein ma khong lam giam déng ké
nang suét va dau.



Quy trinh thir nghiém
Lap ban do

Vi tri cqSeed protein-003 da duoc 1ap ban d6 théng qua mot qué trinh lap di 1ap lai phat
trién va kiém tra céc quan thé lai tao tach biét cho cac phan khéac nhau cua khu vuc ma nd
lap ban d6. P1 468916 1a ngudn cung cip alen protein cao va alen nay duoc lai ngugc Véi
nén A81-356022, mot dong thi nghiém cua Dai hoc Bang lowa. Cac quan thé dugc sir
dung trong nghién ctu hién tai dugc phat trién tir cac dong lai nguoc duoc md ta boi
Nichols va cs (2006).

Du6i day 1a phan giai thich ngan gon vé su phat trién va thir nghiém céc té bao mam
dugc sir dung trong lap ban d6. Xem Phuong phap S1 dé biét giai thich chi tiét vé quy
trinh va Hinh S1 dé biét phac thao hang nim vé cac budc duoc thuc hién trong viéc lap
ban do. Viéc lap ban dd dwoc thuc hién trong hai vong vai cac nd luc cua vong the hai
tap trung vao khoang QTL duoc xac dinh trong vong 1. Qua hai vong, 7603 cay trong
phan ly QTL trong c4c quan thé lai nguoc da duoc sang loc bing cac marker & hai bén
khoang thoi gian ma ban d¢6 QTL xac dinh cay c6 giao nhau gitra cac marker. Cac cay lai
dugc chon sau do dugc thir nghiém véi tat ca cac marker san c6 (Bolon va cs, 2010; Song
va cs, 2010) trong khoang QTL dé lap ban db vi trf cua cac cay lai. Cac cdy co diém giao
chéo dugc 1ap ban do dén céc vi tri duy nhat da duoc chon va mot quan thé cay hoic
dong sau d6 duoc phat trién tir mdi cay dugc chon va trong trén thuc dia va duoc kiém
tra bang marker phan tach bang cac phuong phéap ciia Cregan va Quigley (1997), Keim
va Shoemaker (1988) ), Wang va cs (2003). Hat giéng thu hoach tir cay va dong duogc
Kiém tra ham luong protein va ham luong dau bang céch sir dung phuong phap truyén
hong ngoai gan. Két qua marker va thanh phan tir mdi quan thé sau d6 dugc phan tich
bang cach st dung ham PROC GLM cua SAS (SAS, 2016). Viéc phan tich tirng quan thé
nay dan dén viéc thu hep khoang QTL vi mot méi lién két co ¥ nghia chi ra raing QTL
nam trong khoang céch ly trong quan thé ma khong c6 ¥ nghia chi ra ring né khéng nim
trong khoang céch ly.

Panh gia gen wng cir vién

Pé kiém tra cac gen ung cur vién trong khoang cqSeed protein-003 duoc l1ap ban do, mot
bang gdom 53 kiéu gen da duoc tap hop. Nhitng kiéu gen nay da ting 12 bd me c6 ham
lugng protein cao hoic thap cua nhiéu quan thé bé con di duoc sir dung trong cac nghién
ctu 1ap ban d6 QTL protein hat va dau, trong d6 suy ra sy phan li alen cua protein
cgSeed-003 QTL (Bang 3). Trong s6 53 bo me cua quan thé 1ap ban do, 32 con duoc ghi
nhan 1a dong hop tir vé alen protein cao trong khoang cqSeed protein-003, trong khi cé
21 ddng hop tir vai alen protein thap. DNA duoc chiét xuat tir cac bé me nay va thu
nghiém véi cac marker dugc phat trién tir cic da hinh trong Glyma.20G85100 va
Glyma.20G85200, hai gen ung cur vién trong khoang ma protein cqSeed-003 duoc lap
ban d6. Di voi Glyma.20G85100, mot marker cong huong duoc thiét ké dé tao ra céc
dai ¢ su khac biét vé kich thudc 321 bp gitra hai alen bang cach si dung trinh tu moi
ACTGCATCAACCAAGCCTTATGC va TGTACGTTTCTAACTCACTTAACTTATTGG.
Dé co su khac biét vé kich thudc Ién hon nhiéu trong Glyma.20G85200, can phai st
dung hai marker chi phéi riéng Ié. Trinh tu moi dugc st dung cho bién thé alen dai hon 1a
CATGGGTAGTTTCTGAAAGCA va CGAGTCTTTCAAAGCATACCA va dbi voi
bién thé ngan hon, trinh ty mdi la TAGTGTCTACTGTACGTAAGTT va



CGATATCCAAGTGAACGC. Cung véi nhau, dit ligu dugc thu thap tur bién thé dai hon
va ngan hon da cho két qua marker dong uu the.

Phan tich marker gen tng cir vién duoc thuc hién bang céch sir dung giao thitc PCR 20ul
chira 1pl moi thuan va nghich 5um, cing véi cac thanh phan tir bo TaKaRa DNA
polymerase (TBSUSA, Mountain View, CA, USA): 0,Iul TaKaRa ExTaq DNA
polymerase, 1,6ul ANTP, va 2ul 10 x dém véi 1ul DNA khudn mau dugc pha lodng nim
lan. Cac amplicon PCR duoc hinh dung trén gel dién di agarose 1% chay & 100V trong
30 phat (Bio-Rad Hercules, CA, USA).

Phan tich va lap rap trinh tw De novo

Viéc giai trinh tu toan bo bo gen cua su gia nhap protein cao PI 468916 duoc thuc hién
bang céach st dung bo trinh ty DNA HiSeq v.1 (Illumina, San Diego, CA, Hoa Ky) tai
Trung tdm Cong nghé Sinh hoc Carver tai Dai hoc Illinois. DNA duoc tach chiét bang
phuong phap mé ta & trén. Cac lan doc thd dwoc lap rap bang ABySS (Simpson va cs,
2009) dé tao ra cé4c gian giéo. Tong cong, 182.255.190 lan doc két thic duoc ghép ndi da
duogc lap rap, mdi doan dai 150 nucleotide, véi kich thudc doan gDNA trung binh 13 580
nucleotide. K-mer trong sé 64 duoc chon l1a hiéu suat tét nhat (ABySS duoc bién dich
cho kich thuéc k-mer ti da 1a 64). Trinh tu tham chiéu Williams 82 (a2.v1) twong tng
Vvéi ving gitta cac marker bén suon, dugc so sanh véi dau ra khung tir tap hop cac trinh
tu Pl 468916 bang cach sir dung chuong trinh BLAST dé xéac dinh cac khung tiém ning
tuong tng véi khoang QTL dwoc nham muyc tidu. Sau do, cac khung nay duoc tai vao
phan mém phan tich DNA phé bién 11.1.5 (Geneious, Auckland, New Zealand). Céc
trinh tu tir PI 468916 duoc 1ap ban dd dén tham chiéu Williams 82 va kiém tra sy bién
d6i nucleotide don va nhiing thay doi cau triic trong cac ving gen va dugc can chinh voéi
tham chiéu Williams 82. Tat ca su khéac biét da duoc ghi nhan va nghién ctu vé chic
nang tiém an, mic du chi co ba da hinh dugc tim thiy anh huong dén cac gen ma hoa
protein trong khoang QTL canh marker cudi cing.

Phan tich LD

LD duogc tinh toan dudi dang gia tri R2 theo tirng cap tir cac marker SNP ¢ hai bén cua
marker Glyma.20G85100 cho nhém b me dugc md ta ¢ trén bang cach sir dung di
truyén goi R (Warnes, 2003). Dir liéu SNP cho bang dugc tao bang cach sir dung mang
SoySNP50k dé dinh kiéu gen cho bd suu tap mam dau tuong (Song va cs, 2013) (dit liéu
co tai https://soybase.org/snps/). Cac gia tri R2 nay duoc hinh dung dudi dang ban db
nhiét va duoc vé biéu d6 dé hién thi mdi quan hé caa tirng SNP véi ting SNP khéc bang
cach sir dung So d6 LDheatmap caa goi R.

Phan tich PCA va haplotype

Phén tich PCA dugc thuc hién va truc quan hda bang céch si dung goi SNPrelate trong
Bioconductor cho R (Zheng va cs, 2012). Dix liéu SNP cho s6 luong truy cap duoc tao tir
dir ligu SNP cua SoySNP50k (Song va cs, 2013) (dit lieu c6 san tai
https://soybase.org/snps/). Chi tiét vé& cac phép truy cap bao gom kiéu gen cia SNP duoc
trich xuat va marker indel dugc dua ra trong Bang 2 va S4.

Céc kiéu gen Haplotype duoc xac dinh cho khoang Glyma.20G85100 bang céach sir dung
marker ddng troi cho gen nay va hai marker gan nhat (ss715637268 va ss715637271) &
mot bén cua indel trong gen va hai ¢ phia bén kia (ss715637273 va ss715637274). Cac
kiéu don boi duge xac dinh cho nam marker ndy cho céc loai dau twong dugc liét ké
trong Bang 3 va S4 va giéng véi céc kiéu trong Hinh 2b, duoc ma hoéa nhu sau cho cac
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bang: 1 = Giéng Williams 82 trén tat ca nam marker; 2 = Giéng Williams 82 cho bdn
marker SNP va gidng PI 468916 cho marker Glyma.20G085100; 3 = Gidng Williams 82
dbi véi bén marker SNP va di hop tir d6i véi marker Glyma.20G085100; 4 = Pl 468916
giong cho bon marker SNP khac Gidng nhu Williams d6i véi marker Glyma.20G085100;
5 = Pl 468916 gidng cho tit ca nim marker; va 6 = Pl 468916 gidng cho tat ca cac
marker ngoai trir di hop tir d6i voi ss715637268.

Céu truc vector RNAI va chuyén déi dau twong

Mot phan tir kep toc duoc Idp rap bang trinh tw 299bp tir phién ban bé gen Williams 82
a2.v1 bat dau & vi tri 31 774 770 va két thic & 31775069 trén Chr 20 va dai dién cho hau
hét 5 UTR cua Glyma.20G85100. Phan tir dwoc tong hop (GenScript Hoa Ky,
Piscataway, NJ, Hoa Ky), véi su két hop cua céc vi tri Spel va Bglll ¢ cac dau, dé cho
phép c4c phan tir dao ngugce duoc ép dong thanh vecto pUC58-RNAI (qua ting tir Dai
hoc H. Cerutti ciia Nebraska) (Hinh S4). Két qua Ia c4c phan tir ddo ngugc duoc tach ra
boi intron tha hai cia mot protein nucleolar nho tir cy Arabidopsis (Tai 004G02840) dé
tao diéu kién cho viéc gap kep toc (Wesley va cs, 2001). Phan tir két qua dugc phu dong
giita promoter 35S CaMV va trinh két thic T35S tir virus kham stp lo. Bang biéu hién
RNAI tiép theo sau d6 dugc nhan ban thanh mot vecto nhi phan chira mot bang chon loc
gen thanh va vecto nhi phan cudi cing dé bién nap dau twong duoc chi dinh 1a pPTN1379
(Thompson va cs, 1987) (Hinh S4). Vecto nhi phan pPTN1379 dugc huy dong vao chung
vi khuan Agrobacterium tumefaciens EHA101 (Hood va cs, 1986) bang cach giao phdi
ba bén va chat chuyén héa c6 ngudn gbc dugc sir dung dé bién d6i gidng dau twong
Thorne (McBlain va cs, 1993) theo quy trinh di duoc truyén dat trudc d6 (Zhang va cs,
1999).

Phan tich Southern blot

Phén tich Southern blot da duoc thuc hién nhu da mo ta trude day (Eckert va cs, 2006).
Mudi microgam tong sé6 DNA bo gen duogc tiéu hoa gidi han bang EcoRI va dugc tach
trén gel agarose 0,8%. Cac DNA da tach dugc chuyén sang mang nylon va lai véi ving 5/
UTR danh dau dCT 32P duoc sir dung trong thiét ké kep toc.

Vit liéu thuc vat chuyén gen va tach chiét DNA dé dinh kiéu gen PCR

Hat glong chuyen gen duoc Khir tring bé mat trong chat tay trang 10% va duogc gieo
trong gidy nay mam. Cay gidng sach bénh di nay mam duoc cdy vao bau dit co duong
kinh 30cm trong nha kinh. Cay dugc trong véi do dai 14,75 gio ngay véi nhiét do ban
ngay dao dong tir 28-30°C va ban dém tir 23-26°C. Tach chiét DNA duoc thuc hién trén
mé 14 non ba la bang cach sir dung mot quy trinh sira doi tir Keim va Shoemaker (1988) .

Sw phat trién cia cay chuyén gen, phan tich kiéu gen va protein

Ba quan thé hat giéng T tir hai su kién bién nap To da dwoc phat trién va tréng trong nha
kinh. Hai quan thé T2 (T1.4 va T1.5) duoc phat trién tir sy kién T1 1146-5 va quan thé khéc
(T1-3) la tir sy kién 1157—-1. Cac dong T2 nay dugc nudi trong nha kinh vai cac diéu kién
dugc md ta & trén va DNA dugc tach chiét theo Keim va Shoemaker (1988). Nhitng cay
nay dugc dinh kiéu gen dé xac dinh sy c6 mat caa alen chuyén gen ¢ mdi cay. Sy hién
dién cua alen chuyén gen dugc kiém tra bang cach sir dung marker PCR duoc thiét ké véi
cac doan moi bén trong cidu trac gen chuyén. Cac doan mdi cO trinh ty 5™
CGAGGAGGTTTCCGGATATTAC-3' va 5'-GCACGACACACTTGTCTACT-3" biéu
kién PCR 1a & ban dau 1 phat & 95°C, sau d6 1a 30 chu ky 30 gidy ¢ 95°C, 30 gidy ¢
520C, 1 phat & 72°C, tiép theo 1a 65 phit & 72°C kéo dai cudi cung. Marker da phat hién



ra su ¢6 mit caa gen chuyén va dua ra kiéu hinh troi va do d6 khong thé phan biét duoc
gen c6 & trang thai dong hop tir hay di hop tir hay khéng. Hat gidng tir mdi cay duoc dap
riéng Ié, ham lugng protein va dau duoc do bang NIR (Perten DA 7250, Stockholm,
Thuy Dién). Nhitng hat c6 nam méc nhin thiy duoc, bat dau nay mam hoic bi hong sé bi
loai khoi phép do. Hat dugc dong gbi lai va ham luong protein duoc do 1an tha hai va
tinh trung binh.

Phan tich marker c6 thé lwa chon ciia cay chuyén gen

Su phan ly caa alen chuyén gen trong thé hé con chéu cua dong T2 ciing duoc theo ddi
bang cach sir dung thir nghiém chdng chiu thudc diét co (Zhang va cs, 1999). Bé lya
chon tinh khang thuéc diét co, pha lodng 100 Ian cua Finale, mot céng thirc thuong mai
cua glufosinate da duoc sir dung (BASF, Ludwigshafen, Ptc). 0,25% (v/v) chat hoat
do6ng bé mit khong ion (Activator 90; Loveland Products Inc., Loveland, CO, Hoa Ky)
d3 dugce thém vao dé ting cuong su thim uwét cua 14, Nhitng chiéc 14 ¢ ba 16p dau tién
duoc quét thude diét co trén khap cac 1a. Cac dai 14 bi Ga va hoai tir duoc ghi nhan sau 5
ngay.

Phan tich phién ma nguoc-PCR céc sy kién RNAi dé theo ddi nhiing thay doi biéu hién
trong Glyma.20G85100

La mot phuong tién dé danh gia su thay doi phién ma tuong ddi giita cac sy kien RNAI
va cay Thorne kiéu hoang da, RNA tong sé duoc phan Iap tir mo sinh dudng & giai doan
phét trién V5 va phoi chua truong thanh & giai doan phat trién R5, trong diéu kién thuc
dia. RNA tong s6 dugc chiét xuat bing RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN Corp. cat.
No./ID: 74904, Hilden, Puc) theo hudng dan caa nha san xuat. Hai microgam RNA tong
s6 duoc sir dung dé tong hop cDNA véi Bo phién mi nguoc ¢cDNA dung luong cao
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Hoa Ky). PCR duoc thuc hién vai chu ky nhiét
94°C/1 phat va 30 chu ky 94°C/30 giay, 55°C/30 gidy va 72°C/30 gidy, sau d6 thém
72°C/5 phut dé kéo dai.

Mbi Gm20P_osystem (5'-TCCACCACTTCTCCCAATCTCAAC-3') va Gm20P_reverse
(5'-CCCGTCAAAATTGAACCTGCTG-3') d khuéch dai cac doan cu thé Gm20P va
Gm-Actin6 L2 (5-TGGTGTGTGATGGTTGTTGtin6-GAGG-3') va Gm-Actin_R2
(5'-GGGTTAAGAGGGGCCTCAGT-3') dé khuéch dai cac doan GmActing lam diéu
khién bang cach st dung GoTag® Master Mixes (Promega Corporation, Madison, WI,
Hoa Ky).
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