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TOM TAT

Viéc tang ty I& di truyén cho cac dic diém ndng hoc quan trong thong qua chon
loc bo gen doi hoi phai phéat trién cac phuong phap phan tor méi dé chay cac don
nucleotide da hinh trén toan bd bd gen (SNPs). Han ché chinh cia cac phwong phap hién
tai 12 chi phi qué cao dé sang loc cac quan thé chon gidng. Cac dau do ddo nguoc phan tu
(MIP) 1a mot phwong phép xac dinh kiéu gen theo trinh tu (GBS) dwoc nham muc tiéu cd
thé duoc str dung cho ciy dau tuong [Glycine max (L.) Merr ] vira tlet kiém chi phi,
thong lugng cao va cung cap chat luong dit liéu cao sang loc t& bao mam cuaa nha chon
gidng dé chon loc bo gen. Mot bo 1K MIP SNP di duoc phat trién cho cay dau tuong véi
cac marker phan bb dong déu trén toan bo bo gen. Cac SNP da duoc chon dé tdi da hoa
s6 lugng cac marker thdng tin trong té bao mam dang duogc thir nghiém trong cac chuong
trinh chon giéng dau twong & cac ving trung tdm phia Bac va trung tim phia Nam cua
My. Bo 1K SNP MIP di dugc thir nghiém trén cac nguon té bao mam da dang va quan
thé dong lai tai to hop (RIL). Trinh tu dwgc nham muc tiéu véi MIP da thu duoc mtc do
lam giau 85% cho SNP dugc nham muc tiéu. Do chinh xac caa kiéu gen MIP 12 93% vé
tong thé, trong khi d6 chinh xac caa dong hop tir 12 98% véi dir liéu bi thiéu < 10%. P
chinh xac cua MIP két hop véi chi phi cho mdi mau thap l1am cho n6 trg thanh mot cong
cu manh mé& dé cho phép lua chon bo gen trong cac chuong trinh chon giéng dau twong.

1. GIOI THIEU

Viéc tao kiéu gen trén toan bo bd gen cua cac dong té bao mam cua dau twong
[Glycine max (L.) Merr.] da dugc st dung cho nhiéu tng dung, chang han nhu 1ap ban
d6 QTL trong quan thé ludng cuc, chon loc nén cho tinh trang xam nhap va chon loc b
gen trén cac dong thé hé con chau. Cac (ng dung nay thuong s dung hon 100-6.000
marker phan tir (Basnet va ctv, 2022; Hyten va ctv, 2004; Kim va ctv, 2008; Sebastian va
ctv, 2012). Tir dau nhitng nam 2000, cac chi thi don nucleotide da hinh (SNP) bat dau
dugc sir dung trong céc ng dung chon giéng dau tuong (Lee va ctv, 2004; Song va ctv,
2004; Zhu va ctv, 2003). Mac di loai marker van nhat quan, nhung cong nghé tao kiéu
gen SNPs khdng ngung phat trién dé giam chi phi tao kiéu gen cho tirng mau riéng Ié véi
mot bo marker phan tir trén toan bo gen (Elshire va ctv, 2011; Hyten va ctv, 2008; Lee va
ctv, 2004; Song va ctv, 2013).

MGt trong nhiing cong nghé dau tién cho phép chay mot tap hop 16n cac chi thi
phan tir trén chat mam dau twong 1a xét nghiém GoldenGate (Hyten va ctv, 2008). Sy
phét trién cta Universal SNP Linkage Panel (USLP) 1.0 da cho pheép cac quan thé dau
tuong 1ap ban do duogc xac dinh kiéu gen vai 1.536 marker trong khoang thoi gian 3 ngay
(Hyten va ctv, 2010). Bang diéu khién duoc thiét ké sao cho mét ty Ié cao trong s6 1.536
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marker d6 s€ 1a da hinh trong bat ky quan thé 1ap ban d6 ludng cuc ndo. Trong cac quan
thé ludng cuc véi cac giong dau twong uu th la bd me, USLP 1.0 c6 trung binh 458 chi
thi da hinh (cung cap théng tin) phan tach trong quan thé (Hyten va ctv, 2010). S6 lwong
chi thi da hinh nay cho phép du do bao phu trong céc quan thé dau twong khac nhau dé
lap ban dd QTL hiéu qua (Kim va ctv, 2012; Phansak va ctv, 2016; Warrington va ctv,
2015). Mic du hau hét cac marker 1a don hinh, nhung viéc tiét kiém chi phi cho mdi mau
dé thu dugc 458 marker da hinh ré hon so véi chay tirng marker riéng Ié.

Khi chi phi giai trinh tu giam do cac k¥ thuat giai trinh tu thé hé thir hai, cac
phuong phap nhu giai trinh ty kiéu gen theo trinh tu enzyme han ché (reGBS) da duoc
phét trién dé thu thap thong tin vé kiéu gen (Elshire va ctv, 2011). Enzyme gi¢i han GBS
c6 ca uu diém va nhuge diém khi so sanh véi USLP 1.0. Loi ich 16n nhét ciia reGBS 13
giam dang ké chi phi cho mdi miu. Diéu ndy cho phép si dung reGBS cho nhiéu tng
dung bd gen nhu 1ap ban d6 QTL, lya chon bd gen va phan tich tinh da dang
(Ravelombola va ctv, 2021). Mic du chi phi cua reGBS ré hon so v6i mang kiéu gen,
nhung chat luong dit liéu da tro thanh mot van dé. Enzyme han ché GBS c¢6 dir liéu bi
thiéu dang ké do mirc do bao phi thap caa cling mot SNP trén cac mau. Bé giam thiéu di
lieu bi thiéu nay, cac phuong phap quy nap di duoc &p dung dé dién vao dir liéu con
thiéu (Wickland va ctv, 2017). Trong khi d6, mic d6 bao phu doc thip cia mdi SNP
cling khién céc alen di hop tir khong duoc goi trong cac bo dir lidu cudi ciing ngay ca sau
khi cat bo (Nazzicari va ctv, 2016). Chon giéng dau tuong thudng tao ra cac dong & thé
hé F4, trung binh s& ¢ 12% di hop trong cac dong lai tao cia ching. Tinh khong dong
nhét nay c6 thé s& duoc xac dinh bang cach su dung reGBS.

Do reGBS ¢6 ty I¢ dir liéu bi thiéu cao va goi l1a alen di hop tir nén chip 6K
Illumina Infinium (BARCS0ySNP6K) van dugc cong déng dau tuong tich cuc su dung
(Beche va ctv, 2021; Li va ctv, 2021; Song va ctv, 2020 ). Con chip nay cho phép céac nha
nghién ctru thu dugc dit liéu bi thiéu thap vai do chinh xac cao khi goi céac di hop tir va
c6 quy trinh lam viéc dé dang dé xu ly mau va phan tich dir lieu. Mic du
BARCSoySNP6K c6 chi phi cao hon reGBS, nhiéu nha nghién cau va nha chon giéng
dau tuong van san sang sir dung phuong phap nay dé ting chat lugng dir liéu va phan tich
dit liéu don gian.

Y twéng cot 15

DPau do dao nguoc phan ta (MIP) cung cap tiy chon kiéu gen théng luong cao, chi

phi thap dé tao kiéu gen mat do thap cho dau tuong.

Mot bo ’lK SNP d3 dugc chon dé tbi da hoa tinh thong tin trong cac chuong trinh
chon giong dau tuong.

MIPs la mot cong nghé tao kiéu gen 1y tuang cho viéc lya chon bo gen.

Dit liéu chat lwong cao véi kha nang tiét kiém chi phi cua giai trinh ty thé hé tha
hai c6 thé thu duoc bang cac phuong phap GBS duoc nhim muc tiéu (Teer va ctv, 2010).
Céc phuong phap GBS duoc nhim muc tiéu cé thé 1am phong phi thém cho mét sé doan
nho duoc biét 1a c6 chira SNP. Piéu nay cho phép sip xép b chon loc cac doan dugc lam
gidu dén d6 sau doc cao, tao ra chat luong dir liéu du cao cho céc (ng dung cia nha tao
gidng (Mamanova va ctv, 2010). B sau trinh ty cao nay tai cac locus dugc nhim muc
tiéu tao ra du s6 lan doc dé giam dang ké dit liéu bi thiéu dén muc khong can cat bo va co
thé xac dinh chinh xac céc alen di hop tir (Teer va ctv, 2010).



Mot phuong phap GBS duoc nham muyc tiéu da duoc &p dung thanh céng & nhiéu
loai 13 cac dau do dao nguoc phan tir (MIP) (Niedzicka va ctv, 2016; Porreca va ctv,
2007; Turner va ctv, 2009). N6i chung, mot MIP chira mot nhanh ma rong va nhanh that
bd sung cho chudi suon xung quanh SNP dugc nhim muc tiéu. Phan mé rong va vong
that dwoc két ndi véi trinh ty xwong sdng duoc s dung cho buéc phan wng chudi
polymerase van ning (PCR). Thong qua buéc lai-mé rong-that, phan mé rong va nhanh
that cia mau tham do véi trinh tu muyc tiéu. Phan ma rong xay ra tir nhanh mé rong trén
chudi dugc nhiam muc tiéu. Polymerase duoc st dung khdng c6 hoat tinh exonuclease 5’
dén 3’, do d6 phan mé rong ding lai & nhanh that. Qua trinh thit dién ra gita DNA mé
rong va nhanh thit MIP dé tao vong tron cho MIP. Sau d6, cac doan mdi PCR phd quét
bd sung cho duong truc MIP s& khuéch dai MIP duoc tuan hoan hoa dudi dang mot bo
khuéch dai tuyén tinh. PCR phd quét s& khuéch dai nhiéu MIP dwogc tuan hoan héa cé
chaa cing mét duong truc nhung nhim muc tiéu vao cac SNP khac nhau. Di véi nhiéu
mau, PCR nay dugc str dung dé thém ma vach kép dé nhan dang mau va trinh tu IHlumina
can thiét dé giai trinh ty trén nén tang Illumina. Phuong phéap nay da duoc chitng minh 13
c6 thé nham muc tiéu SNP tir mot vai dén 55.000 trong mot phan tng MIP duy nhat véi
d6 chinh xac va hiéu qua chi phi cao (Turner va ctv, 2009; Waalkes va ctv, 2018).

Lwa chon bd gen trong cac dong thé hé con chau yéu cau chi phi cho mdi mau cuc
thap dé c6 dugc cac marker toan bo bo gen thong tin trong quan thé duoc chon. Nhiing
dong con chau nay s& dén tir nhiéu quan thé véi cac toé hop bd me khéac nhau. Khi bé me
ctia cac quan thé ludng cuc di duoc tao kiéu gen véi mat do chi thi cao thi mot bo SNP
pho quat gidng nhu bd duoc phét trien cho GoldenGate USLP 1.0 ¢6 thé dugc st dung
trong chon loc bd gen va cé hiéu qua trén nhiéu quan thé c6 nguon goc tir cac cap bé me
khac nhau. Bing cach phat trién mot bo SNP phd quat gom 1.000 marker SNP, c4c nha
lai tao c6 thé sir dung nd voi phuwong phap GBS dugc nhim muc tiéu, chiang han nhu
MIP, dé thuc hién chon loc bd gen trong cac dong dau twong. S6 luong cac marker théng
tin thu duoc tir bo 1.000 SNP s& du dé quy ra mat do cao hon cua cac marker tir bé me
sang con céi (Gonen va ctv, 2018). Diéu nay s& cho phép cac nha lai tao giam chi phi tao
kiéu gen bang cach chay cing mot bo SNP trén nhiéu quan thé sinh san. Muc tiéu cua
ching tdi 1a chitng minh rang MIPs ¢d thé duogc sir dung nhu mot phuong phap GBS
dugc nham muc tiéu cho kiéu gen SNP mat do thap va phat trién mot bo MIPs SNP phd
quat c6 thé duoc sir dung cho cac chuong trinh chon gidng dau tuong tap trung vao chon
gidng cho cac khu vuc trung tam phia bac va phia nam nuéc My.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP

Tong cong c6 96 mau giong tir BO suwu tip mam dau twong caa USDA (USDA,
Tram nghién ctu ndng nghiép, Pai hoc lllinois, Urbana, 1L) va 96 dong lai tai to hop
(RIL) tir phép lai cua Essex x Williams82 (ExW82) da dugc sir dung trong nghién cuu
nay (Bang bo sung S1). Tat ca cac dong trude diy da duoc tao kiéu gen véi chip
SoySNP50K Infinium (Song va ctv, 2015, 2016). M6 14 duoc thu thap tir mot cay tir moi
trong s6 96 mau cay va 20 dia 1a dugc lay tir ndm cdy tir mdi dong tu nhién d6i véi cac
RIL ExW82. Mo 14 dugc dong kho sau d6 tach chiét DNA tir cac md 14 bang phuong
phap CTAB nhu dugc md ta boi Happ va ctv (2019). Cac mau DNA dugc dinh lugng
bang hé théng Quantifluor DSDNA (Promega) trén dau doc dia Synergy 2 (BioTek) bang
cach 1am theo hudng din caa nha san Xuét.

Cac marker SNP c0 trong bd SNP 1K Soy MIPs la mét tap hop con cua chip
BARCS0ySNPEK hién co (Song va ctv, 2020). Muc tiéu la chon 1.000 SNP vira dat dugc
d6 bao phu bo gen dong nhat vira t6i da hoa s6 lugng SNP da hinh trong bat ky quan thé



chon gidng ludng cuc no ¢d the duoc hinh thanh bang cach lai cc dong lai wu th tir cc
chuong trinh chon gidng dau twong tham gia & Northern Unform Soybean Tests. Mot )
SNP da hinh di duoc danh gia bang cach sir dung mot tap hop con dai dién gém 1.285
dong lai vu ta dugc dua vao Northern Unform Soybean Tests cia USDA trong 10 nam
qua. Mdi dong duoc tao kiéu gen véi BARCSoySNP6K. Tam muoi bdn SNP da bi xda vi
thiéu > 20% dir liéu hodc c6 tan s alen phu <5%. Bén muoi mdt SNP di bi loai bo vi
ching khéng Iap ban d6 t6i nhidm sac thé trong té hop bo gen Phién ban 2. Tong cong cé
5.875 SNP con lai dé phan tich xudi dong va 1a nhitng ¢ng cir vién dé dua vao bo SNP
1K Soy MIP. Vi tri di truyén cia SNP trén BARCSoySNP6K duoc thuc hién theo ban d6
di truyén ExW82 do Song va ctv (2020). C4c vi tri di truyén ciia SNP khong duoc dinh vi
trén ban d6 di truyén ExW82 duoc noi suy bang cach st dung 1am min biéu dd phan tan
duge uéce tinh cuc bo trong R lién quan dén céc vi tri vat ly véi cac vi tri di truyén.

Chuong trinh dai hoc va s6 dong duoc tao kiéu gen cho mdi chwong trinh duoc
hién thi trong Bang 1. T4t ca cac phép lai ludng cuc c6 thé ¢ giira tat ca cac dong, ciing
nhu gitra tat ca cac dong trong mot chuong trinh, da dugc mé phong va sé lugng SNP da
hinh cho mdi phép lai c6 thé duoc liét ké cho ting phuong phap . Sau phuong phap khéac
nhau dé lya chon SNP di dwoc st dung va so sanh: Random, Haploview BIN,
Haploview_Tagger, BIN_PIC, Song_PIC_MIN_0.1 va Song_PIC_MIN_0.2.

1. Ran’dom: Mét bo gom 1.000 SNP duoc chop ngau nhién tr BARCSoySNP6K.
Viéc lay mau SNP ngau nhién duoc lap lai 10 lan.

2. Haploview_BIN: Mai nhiém sic thé duoc chia thanh cac 6 ¢ chiéu dai 5 cM dé
c6 tong s6 501 6. Phan mém Haploview (Barrett va ctv, 2005) da duoc st dung dé
phan tich SNP trong mdi thing va chon SNP gan thé céc alen haplotype nhat.
Cudi cuing, sb lugng thung c6 SNP dugc chon 14 492, véi 453 thung ¢ hai SNP va
39 thung chi c6 mot SNP.

3. Haploview_Tagger: S6 marker thé duoc chi dinh cho mdi nhiém sic thé dua
trén chiéu dai di truyén cia mdi nhiém sic thé. Chuong trinh Haploview 4.2
Tagger di duoc str dung dé chon SNP bing cach st dung logarit caa ngudng ty 18
chénh léch la 3.0 (Barrett, 2009).

4. BIN_PIC: Mbi nhiém sic thé duoc chia thanh céc 6 ¢6 chieu dai 5 ¢cM dé c6
tong s6 501 0. ham lugng thong tin da hinh (PIC) cua moi SNP trong mdi chuong
trinh trong s6 14 chuong trinh chon gidng duoc tinh toan 1a PIC = 1 - [(p + q2) -
2p%g?] (Botstein va ctv, 1980), trong d6 p la tan s6 alen chinh va q Ia tan sé alen
phu. Piém PIC trung blnh c6 trong sd dugc tinh trén tat ca cac chuong trinh chon
giong, vai trong s6 la s6 dong trong mo1 chuong trinh chon gidng (Bang 1). Hai
SNP trong mdi thung co PIC c6 trong sd cao nhat da duoc chon. Bén thing chi
chra mot SNP cho tong 56 998 SNP duoc chon.

5. Song_PIC_MIN_0.1 va Song _PIC_MIN_0.2: Song va ctv. (2013) d trién khai
mot thuat toan dé chon SNP vira c6 diém chat lugng kiéu gen cao vira bao phu
d6ng nhat bo gen véi mat do khac nhau cho cac ving ddng nhat va di sic. Phuong
phap nay di tinh diém chi s6 két hop diém thiét ké Illumina va “diém uu tién”.
Thuat toan lip dwoc phat trién dé chon mot sé SNP nhat dinh c6 khoang céach vat
ly cu thé gitra chung véi khoang cach vat 1y dugc xac dinh bang ty Ié gitra khoang
cach ban do di truyen vé6i khoang cach ban d6 vat 1y trong cac ving dong sac va di
siac. Mat do can thiét cua cac SNP di chon duoc xac dinh 1a I16n hon nam 1an & cac
ving dong mau so véi cac ving di sic. Khoang cach giita cac SNP da duoc xac



dinh va ddi véi khoang cach nho nhat trén bat ky nhiém sic thé nhat dinh nao,
“diém chi s6 lya chon SNP” da dugc tinh cho cac marker suon cua khoang céch.
SNP c6 diém chi s6 nho nhat da bi x6a. Quy trinh nay duoc lap di 1ap lai cho dén
khi s6 lugng SNP mong muén dugc chon cho ting ving dong nhét va di sac trén
mdi nhidm séc thé. Thong tin chi tiét vé quy trinh nay duoc cung cip trong Song
va ctv (2013). Nghién ctru nay da trién khai thuat toan twong tu voi ngoai 18 1a
“diém s6 chi sb lya chon SNP” da dugc thay thé bang PIC. Gia tri PIC ti thiéu l1a
0,1 va 0,2 da dugc st dung cho cac phuong thirc Song PIC_MIN_0.1 va
Song PIC MIN 0.2 tuong trng.

Bing 1. SO lwong trung binh cdc SNP trong bo MIP 1K c6 thé dugc cho 1a da hinh dbi
vei cac thé ludng cuc li€n quan dén cac to hop khac nhau cho teng nguon gen cua
chuong trinh chon giong dau tuong

‘ S6 |Ngau|Haploview| Haploview | BIN |Song_PIC|Song_PIC
Chuong trinh dong nhién _pBIN _Tpagger PIC _Mlgl\l__O.l_MIgl\I__O.Z
Pai hoc Guelph 31 | 293 288 293 383 375 387
bai hoc Illinois 328 | 293 286 300 421 405 417
Pai hoc IowaState 97 | 280 289 298 421 407 422
bai hoc KansasState 36 | 253 269 274 386 369 380
Dai hoc State Michigan 51 | 293 288 302 412 400 414
Pai hoc Minnesota 354 | 322 323 332 443 434 448
bai hoc Nebraska 51 | 297 294 305 412 400 414
Pai hoc Ohio State 38 | 242 249 257 351 342 355
Dai hoc Purrdue 25 | 269 269 277 405 387 400
Bai hoc Guelph- 13 | 286 | 308 312 | 421 | 409 | 426
Ridgetown
?tzlt;“-’c South Dakota | 33 | 595 | 294 304 | 400 | 402 | 418
bai hoc Southern Illinois | 9 | 240 244 259 338 335 347
DPai hoc Tennessce 3 | 240 229 235 352 343 353

MIPgen (Boyle va ctv, 2014) di duoc st dung dé thiét ké mot bo gom 998 MIP
trén toan bo bd gen dau twong. Marker 998 (duoc goi la 1K) Ia mét tap con cua Chip
Infinium BARCSo0ySNP6K va Chip Infinium SoySNP50K (Song va ctv, 2020; Song va
ctv, 2013). 998 SNP di duoc chon bang phuong phap BIN_PIC duoc mé ta & trén. Cac
MIP duoc thiét ké dé ghi lai chudi 200 bp véi SNP dugc nham muc tiéu ¢ giira chudi va
duoc loc dya trén diém hau can. Chic ning dia Iy trong R duogc st dung dé uéc tinh vi tri
centimorgan cho cac vi tri BARKSoySNP6K duwa trén vi tri centimorgan tir quan thé
ExW82 (Song va ctv, 2016).

998 MIP duoc tong hop riéng 1é bai Cong nghé DNA tich hop (Coralville, 1A,
M¥) & dau do 0,2 nmole/probe (Bang b sung S2). Cac mau do duoc pha lodng theo ty 1é
1:10 vé6i nude khong c6 nuclease. Cac dau do sau d6 duoc gop lai voi nhau ¢ phan tir
bang nhau. Dé phosphoryl héa cac dau do gop lai, mot bo T4 polynucleotide kinase
(ThermoFisher) da duoc sir dung bang cach lam theo hudng dan cia nha san xuat. Tém
lai, mot phan tng phosphoryl héa 20ul bao gom 15ul mau do gop pha lodng, bo dém
ligase DNA 1x T4, 1ImM ATP va 0,5 U/ul cta T4 polynucleotide kinase. Phan irng duoc
1 & 37°C trong 30 phut, sau do6 1a vo hiéu hda kinase ¢ 75°C trong 10 phit.



Viéc lai tao, mé rong dau do va thit dugc thuc hién trong mot budce duy nhat.
Phan ung 6,34-ul mdi giéng duoc thuc hién trong dia PCR 384 giéng. N6 bao gom céc
pipet riéng 1¢ 3.34ul mau DNA 12 ng/ul (~ 40 ng bé gen DNA) vao céac giéng riéng 1¢
cua tim PCR 384 giéng. Hon hop chinh 3pul bao gém 0,88ul mau do phosphoryl hda gop
(~1.000:1 DNA so voi ty 16 mau do), bo dém ligase DNA 1x Ampligase (Epicentre
Technologies), 0,5ul Betain 5 M (Sigma Aldrich), DNA 3,25 U AmpliTaq polymerase
(ThermoFisher), 16 U cua DNA Ampligase (Epicentre Technologies), 0,016mM dNTP
va 0,08l nudc. HAn hop chinh dugce phan phdi vao ting giéng trong sé 384 giéng bang
cach st dung Bo xir ly chat long Mantis (Formulatrix). Phan tng duoc 1am nong & 98°C
trong 10 phuat, sau d6 @ lién tuc ¢ 60°C trong ~ 24 gio. Nép gia nhiét cho may PCR dugc
dit ¢ 105°C trong 30 phut dau tién va sau d6 thay do6i thanh 80°C sau 30 phdt u dau tién.

Sau budc lai-mg rong-that, hdn hop 2ul gom 6,4 U cua Exo | (New England
Biolabs), 32U cua Exo III (New England Biolabs), by dém ligase DNA 1x Ampligase va
1,16pl nuée dugce ty dong phan phdi vao ting gleng trong so 384 gleng bang céach sir
dung Bo xur ly chat long Mantis (Formulatrix) dé tiéu hda cac MIP va mau DNA khang
tuan hoan. Phan tmg dugc u & 37°C trong 30 phut sau d6 1a 95°C trong 2 phit.

Quaé trinh khuéch dai PCR cua cac MIP dugc tuan hoan hoa dién ra riéng Ié cho
tirng mau bang céch sir dung 1,25ul anh chup MIP duoc tuan hoan hoa duoc lay tir budc
trude d6, 0,5ul cua 10-uM doan mdi tién va lui duoc 1ap chi muc (Bang S3 b sung) va 3
ul ciia 2x iProof HF Master Mix (BioRad). 3ul hon hop chinh 2 x duoc phan phéi bang
cach str dung Bo xu ly Chat long Mantis (Formulatrix). PCR duoc thuc hién véi cac diéu
kién sau trong dia 384 giéng: 98°C trong 30 giay; 21 chu ky 98°C trong 10 gidy, 60°C
trong 30 gidy, 72°C trong 30 gidy; va 72°C trong 60 giay, git & 12°C.

Tat ca cac san pham PCR tir budc trude duoc gop lai bang cach tron 1 pl/mau/
giéng, sau d6 cac thu vién hdn hop dugc phan tach trén gel agarose 1,5% trong 45 phut &
95 V cling vai thang DNA 50-bp (Fisher) va 100-bp (GoldBio). Dai sic nét & ~ 286 bp
da duoc cat bo va tinh ché bang bo chiét gel (Qiagen) bang cach 1am theo huéng dan cua
nha san xuat. Ngoai ra, cac san pham PCR gop duoc tinh sach bang bo dung cu lam sach
PCR sheadex (LGC, Biosearch Technologies) bang cach lam theo hudng din cua nha san
Xuat dé tinh sach dai PCR & 286bp. San pham PCR tinh khiét duoc dinh lwong trén Qubit
(ThermoFisher) vai Bo xét nghiém Qubit RNA HS (ThermoFisher) trudce, sau d6 duoc
dinh lwong chinh xac hon nita trén QuantStudio 6 plex (ThermoFisher) bing cach st
dung bd dinh luong thu vién KAPA nén tang Illumina (Roche).

Dua trén s6 lugng tr PCR dinh luong, cac thu vién gop tinh khiét & 1,5pM da
duoc nap vao thiét bi Illumina NextSeq 500/550 véi bo céng cu Mid Output v2.5 (150
chu ky) (Illumina) bang céch sir dung doan méi trinh tu tdy chinh (ca doan méi chi s6 va
doan moi khuéch dai ) (Bang bo sung S4). Lan chay giai trinh tu bao gom lan doc don
150bp cho chi s 5 va lan doc 8 bp cho chi sé 7. Cac dau ra giai trinh tu dugc xir ly trén
Trung tdim Dién toan Ha Lan, UNL véi phan mém chuyén d6i bcl2fastq2 (v2.17,
lllumina), két hop dau ra giai trinh ty chinh (tép BCL) tir mét lan chay va chuyén doi
cling nhu phan tach ching thanh cac tép FASTQ duya trén cac chi sé duoc lién két voi
tirng mau.

Truée khi cin chinh cac lan doc theo trinh ty tham chiéu, cac 1an doc tho duoc loc
bang Trimmomatic dé loai bo 6 nhiém trinh tu b diéu hop, céc lan doc bi cit bot va céc
lan doc voi chat lwong co ban tong thé thap (Bolger va ctv, 2014). Cac lan doc duoc loc
sau d6 duogc cin chinh theo bo gen tham chiéu tiy chinh, bao gém cac ving suon 200bp



xung quanh mdi SNP duoc nham muc tiéu cho mdi trong s6 998 SNP sir dung Bowtie 2
(Langmead & Salzberg, 2012) & ché d6 end-to-end nhay cam thiét 1ap (Niedzicka va ctv,
2016). Sau khi can chinh, cac lan doc co diém chat luong ban do <5 da bi loai bo bang
Samtools. Céc kiéu gen SNP sau d6 dugc goi bang cac cong cu GATK4 HaplotypeCaller
va GenotypeGVCF, trong dé cac cudc goi c¢6 diém tin cay <20 da bi xda.

3. KET QUA
3.1 Lwa chon SNP cho b dau do

Nhiéu phuong phap dd duoc kham pha dé lya chon méot bo 1.000 SNP t6i wu c6
thé tao nén bo MIP SNP dé lya chon bd gen. Vat liéu mam muc tiéu cho bo 1K SNP 1a
c4c dong lai wu ta dén tir cac chuong trinh chon gidng dau twong trén khap céc ving san
Xuat dau tuong trung tdm phia Bac va Nam cta My. Ly tuong nhat 1a bo tham do 1K nay
s& t6i da hoa sb luong chi thi da hinh trong mdi phép lai tao glong tiém ning va tham chi
c6 pham vi bao phu trén toan bo bo gen. Piéu nay s& cung cap du cac marker thong tin
cho tirng c& thé lai ma khong can phai tao cac bang marker tiy chinh cho tirng quan thé
trong mot chuwong trinh chon giéng.

Sau phuong phap khac nhau da duoc thir nghiém dé xéac dinh phuong phap nao c6
kha ning c6 nhiéu marker da hinh nhat trong cic chwong trinh chon giéng va cé céc
marker phan bé ddng déu trén bo gen. Tir sau phuong phap khac nhau duoc thir nghiém,
ba phuong phap cho mutc d6 marker da hinh tuong tu trén tat ca cac té bao mam muc
tiéu. Phuong phap BIN_PIC tao ra trung binh 443 chi thi da hinh cho quan thé ludng cuc
ngau nhién c6 bd me dau tuong wu ta, Song PIC_ MIN 2 tao ra 445 chi thi da hinh va
Song_PIC_MIN_0.1 tao ra 430 chi thi da hinh. Ba phuong phap con lai co it marker da
hinh udc tinh hon, vai Haploview Tagger ¢6 323 marker da hinh, Haploview BIN c6 312
va Random co 314.

Mic du sé lwong trung binh cua cac marker da hinh 13 quan trong, nhung viéc
phan phdi cac marker nay ciing rat quan trong dé dat duoc do bao phi hiéu qua trén toan
bo bo gen. Phuong phap Song PIC_MIN 2 c¢6 it khoang tréng 16n hon so véi phuong
phap BIN_PIC khi xem xét su phan bd cua cac marker trén khong gian vat Iy cua bo gen
(H|nh 1a, b) Tat ca cac khoang cach 16n vé khoang cach vat ly tur phuong phap BIN_PIC
déu roi vao vung quanh tdm dong. Ving nay c6 tinh di nhiém sic cao va tc ché nghlem
trong su tai t6 hop di truyén. BIN PIC d3 sir dung cé&c thung duwa trén khoang céch di
truyén dé giGp phan phdi cac marker dong déu trén khong gian di truyén caa bo gen.
Piéu nay dan dén it marker duoc nhém lai & viing mang ngoai tim khi so sanh voi
phuong phap Song PIC_MIN 2 khi xem xét su phan b6 ciia cac marker trén khong gian
di truyeén cua bo gen (Hinh 1c, d).
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Hinh 1. Phan phdi dau do dao nguoc phan tir (MIP) 1K don nucleotide da hinh dwoc chon (SNP)
so véi BARCSoy6k SNP. MIP 1K SNP dugc biéu thi bang dau tick mau do, BARCSoy6k SNP
dugc biéu thi bang dau tick mau den. Cac hop mau do xac dinh cac khoang tréng I6n khong co
SNP nao dugc chon cho 1K MIP. Cac hop mau cam biéu thi cac viing mang ngoai tim cua dau
tuong. (a) Phan phdi MIP 1K SNP duoc chon bang phwong phap BIN PIC trén bo gen vat ly cua
dau twong. (b) Phan phdi MIP 1k SNP dugc chon bang phuong phép Song PIC_MIN_0.2 trén
bo gen vat |y cia dau twong. (c) Phan phdi MIP 1K SNP duoc chon bang phuwong phap BIN_PIC
trén bo gen khoang cach di truyén caa dau tuong. (d) Phan phdi MIP 1k SNP duoc chon bang
phuong phap Song PIC_MIN_0.2 trén b gen khoang cach di truyén cta dau tuong.

S6 luong trung binh cua cac marker da hinh van ¢ mirc cao d6i véi phuong phap
BIN_PIC ngay ca khi té bao mam duoc sir dung dé chon cac marker duoc phén chia theo
chuong trinh chon gidng twong &ng cua ching (Bang 1). S6 luong trung binh cia cac
marker da hinh c6 pham vi udc tinh la 338-443 marker da hinh. Cac chuong trinh chon
gidng vai s6 luong chi thi da hinh udc tinh it nhat trong cac quan thé 1a Nebraska, Ohio,
mién nam lllinois va Tennessee. S6 lwong cac marker da hinh tir phwong phap BIN PIC
rat gidng véi hai phuong phap Song va vuot troi hon dang ké so voi cac phuong phap
Haploview va Random (Bang 1).

3.2 Poc cin chinh cia MIP

Bo 1K Soy MIP SNP di duoc s dung dé sang loc 96 lan bo sung ving dat da
duoc sang loc trude d6 bang chip SoySNP50K. Tong s6 26.631.895 luot doc 150bp thd
d3 thu duoc cho 93 trén 96 mau. Ba mau khong tao ra du dix liéu giai trinh tu c6 thé 1a do
chat lugng DNA thap. Sau khi loc kiém soét chat luong, 25.343.687 luot doc duoc giit lai
(95%), trong d6, 22.811.487 luot doc dugce can chinh theo cac ving SNP dugc nhim muc
tiéu. Dleu nay tuong dwong voi mac 1am giau 85% cho céc chudi duoc nham muc tiéu tir
tong so lan doc thd.

Sy phong phu cua trinh ty duoc nham muc tiéu nay di dan dén pham vi doc tot
trén cac SNP dugc nham muc tiéu. Pham vi doc trung binh trén moi SNP trong moi lan



gia nhap 1a 245 x. Tong cong c6 808 dau do co trung binh tir 10 1an doc tré 1én di véi tat
ca cac 1an bd sung ddu tuong, trong khi trung binh 53 dau do ¢6 hon 1.000 luot doc tré
lén (Hinh 2). Sau khi loai bo 192 dau do véi trung binh <10 lan doc, SNP dugc goi trén
cac dau do con lai. Sy phi hop cua cac cude goi SNP tir dix liéu 1K dén chip SoySNP50K
12 98% dbi v&i mau 93 PI tham gia. Cac mau Pl c6 tinh lai tao cao véi rat it di hop ti. Do
chinh xac 98% thu duoc tir cac 1an nhap nay phan anh hau hét cac kiéu gen dong hop tir
duoc gol.

Hinh 2. Hiéu suit cua cac
marker tham do dao nguoc
phan ti (MIP) duoc st dung
dé tao kiéu gen cho 96 mau
dau tuwong PI tham gia. B§
léch chuan cua cac dau do
MIP trén 96 dong dugc biéu
thi bang céc thanh 15i.

apped Read

1K Soy MIPs Sorted According to Average Mapped Reads

3.3 Pj chinh x&c caa kiéu gen

Dé tiép tuc truy cap do chinh xéac cua kiéu gen va luong dit liéu bi thiéu caa kiéu
gen MIP ddi véi kiéu gen dong hop tir va di hop tir, mot quan thé RIL, ExW82, da duoc
tao kiéu gen bang bo 1K MIP SNP. Cac RIL nay trude ddy da duoc tao kiéu gen vai chip
SoySNP50K (Song va ctv, 2016). Chip SoySNP50K bao gom tat ca 1K MIP SNP. 96
dong dugc giai trinh ty theo d6 sdu doc MIP trung binh 1a 47 x (Hinh 3). Tong cong c6
74 dau do dugc cin chinh sai muc tiéu va 199 dau do bi thiéu >30% dit liéu. 273 dau do
nay da bi loai khoi phan tich phi hop. Sau trong s cac kiéu gen c6 dit lidu bi thiéu >
30% trong tong sb6 292 dau do trong sé 725 mau dau twong con lai 1 da hinh (40% da
hinh) trong quan thé RIL.

60

50
= 40 Hinh 3. B9 sau bao phu
i trinh tu trung binh doi
T véi kiéu gen cua dau do
& 30 ddo nguoc phan tir
S * (MIP) 1K cua cac dong
< 920 g lai tai to hop Essex x

Williams82.
10 .
0 :

Su phr hop cua kiéu gen MIP dugce xac dinh bang cach so sanh kicu gen SNP ciia
RIL dugc thuc hién boi Song va ctv (2016) vai kiéu gen 1K MIP. Biéu nay cho phép xac



dinh d6 chinh xac vé kiéu gen caa céc kiéu gen SNP dong hop tir va di hop tir dugc goi
bing MIP. Ngoai ra, nhiéu tham sé goi SNP cia GATK di dugc kham pha dé xac dinh
anh huong cua chung d6i véi do chinh xac cua kiéu gen (Bang 2). Nhin chung, d6 chinh
Xac 1a > 93% ddi véi kiéu gen véi MIP. P nhay can chinh, chat lwong ban dd, do sau
doc va 1énh dé tin cdy GATK d3 han ché anh huéng dén d6 chinh xéac cua kiéu gen tng
thé va d6 chinh xac cua kiéu gen SNP dong hop tir. Cac tham sé goi SNP khac nhau da
anh huong dén cac kiéu gen di hop tir va dir lidu bi thiéu. Gia tri trung binh cho do chinh
xéac cua kiéu gen di hop tur ting 1én > 90% khi sir dung tham sb chit luong ban d6 1a 30.
Do sau doc 1a 5 so vai 10 da tang d6 chinh xac trung binh tir 90% 1én 94%. Tuy nhién, d
sau doc cao hon lam tang d6 chinh x&c trung binh cho céac di hop tir chi 2% va tang dir
liéu bi thiéu Ién 13,2%.

Bang 2. Cac tham s don nucleotide da hinh (SNP) va anh huéng dén d6 chinh xéc bang
cach sir dung su phu hop gita kiéu gen cua dau do dao nguoc phan tir (MIP) va clng
kiéu gen SNP duoc tao bang chip SoySNP50k Infinium trén 90 dong lai tai to hop Essex
x Williams 82. Cac MIP bi xda véi cac muc tiéu sai (sai tham chiéu/thay thé hoac phu
hop <80), cac MIP bj xda >30 dix liéu bi thiéu va cac kiéu gen bi x6a >30 dit liéu bi thiéu

Tong thé | Homozygous | Heterozygous | Dit lidu khuyét

Tham so Cai dat B Tru.ng splTB Trupg sp|TB Trupg splTB Tru‘ng sp
V1 V1 V1 V1
Verylzecgsl'“"e’ 93| 97 |9 /98| 98 |2 /72| 86 |30| 9 | 4 | 16
. verysensitive, | g, | 97 | 9 log | 99 |2 |69 82 |20| 7 | 1 | 17
Alignment end to end
sensitivity | Very Sensifive. | g3 | 97 | 9 |98 | 98 |2 |73| 89 (30|10 | 4 | 17
verysensitive, | g, | 9 | 9 log | 99 |2 |71| 83 |20| 7 | 1 | 17
end to end
Manoi 10 94| 98 [ 998 | 99 |2 |70| 83 |29 7 1 17
apping 20 94| 98 (998 | 99 |2 (71| 83 |29 7 | 1 | 17
quality
30@ 94| 97 |9/98 | 99 |2 |74] 90 |31| 6 1 18
Read deoth 5@ 94| 98 |9/98 | 98 |3 |74] 90 |31| 9 1 21
P 10 92| 97 (1196 | 98 |7 |76| 94 |32| 13| 4 23
GATK 5 94| 98 {998 | 98 |2 74| 90 31| 9 2 21
confidence 10 94| 98 | 9|98 | 99 (3 |74] 90 (31| 9 2 21
call 20@ 94| 98 |9/98 |99 |2 |75]| 91 |31| 9 2 21

(a) tham sé cudi cung dwroc chon cho dwong ong goi MIPs SNP.
4. THAO LUAN

Chung t6i da chi ra rang MIP c¢6 thé duoc st dung dé tao thanh cong SNPs nham
muc tiéu kiéu gen trong dau tuong. Cac dau do nhim muc tiéu SNP c6 thé lam giau trinh
tu thu dugc cho cac SNP da chon thém 85%. Muc d6 1am giau cao nay cao hon murc do
lam giau 77,3% thu dugc & cac sinh vat phi mé hinh tron (Lissotriton Vulgaris Vulgaris)
va sa giong Carpathian (Lissotriton montandoni) (Niedzicka va ctv, 2016). Sa giong co
80% trong sb 248 MIP véi do bao phu trung binh trong mét don hang cta nhau
(Niedzicka va ctv, 2016). Day 1a pham vi bao phu MIP dong déu hon so véi thu dugc véi
bo thim do 1K dau twong. Sy khac biét chinh vé muac do bao pha trung binh ¢ thé lién
quan dén viéc tai can bang cac MIP trong kiéu gen cua sa gidng. Can bang lai cac dau do
riéng ¢ lién quan dén viéc ting nong do cua cac MIP tao ra sé lan doc thap hon muc




trung binh va giam nong d6 caa cac MIP tao ra sb lan doc cao hon muc trung binh. Viéc
tai can bang nay sé& dat duoc sy phan phdi dong déu hon vé pham vi doc trung binh cho
mdi MIP (Niedzicka va ctv, 2016). Khi sir dung bé MIP khéng can bang ¢ nguoi, tinh
d6ng nhat cua pham vi doc thim do twong ty nhu két qua thu dugc vai bo MIP dau tuong
(Mamanova va ctv, 2010). Viéc can bang lai nong d6 ban dau caa cac MIP riéng 1¢é c6 thé
dé dang duoc thuc hién khi cac mau do dugc tong hop riéng I1é. Théng qua tinh chinh
thém, pham vi doc trung binh cho b 1K MIP SNP ¢6 thé duoc cai thién cho dau tuong.
Diéu nay s& cho phép ghép nhiéu miu hon ¢ do sau trinh ty trung binh thap hon trén moi
lan chay trinh tu.

Do chinh x&c 98% cua cac dong hop tir vé kiéu gen d6i véi bo 1K MIP SNP dau
tuong tuong duong véi d6 chinh xac 99% dugc bdo cao ¢ céc loai khac (Niedzicka va
ctv, 2016; Teer va ctv, 2010). Tuy nhién, d6 chinh xé&c cua di hop ti thip hon mong doi
trong nghién ciru ndy. Mot ly do tiém ning 1a kiéu gen Illumina ban dau caa cac RIL nay
duoc thuc hién véi DNA duoc chiét xuat tir mot cdy F5 duy nhat tao ra RIL. Kiéu gen
ciia MIP d st dung mo 14 tir 0 hop ciia ndm cdy duoc trong tor RIL. Mic du vige lay
MAu chi nim cAy tir trong dong c6 thé thyc té hon dbi vai cac nha chon gidng khi lay mau
mét dong lai, nhung né co thé khong du de nam bat duoc tat ca tinh khong dong nhét c6
trong dong. Ngoai ra, bang céch chi ldy mau niam cay, c6 thé ¢ kha nang 1dy mau khéng
dong déu cua hai alen c6 trong RIL khong dong nhat dbi véi SNP. Picu nay c6 thé anh
huong dén do chinh xéac cua viéc goi SNP di hop tir. Do d6, 6 sau trinh tu sau hon hoic
ldy mau nhiéu cdy hon trong mot dong c¢6 kha ning ting d6 chinh xac céc di hop tir trong
cac dong khong dong nhat khi can do chinh xac cao hon. Do chinh xéac kiéu gen tong thé
ctia ca4c dong tu nhién 1a > 93%. Piéu nay nam trong pham vi d6 chinh xac kiéu gen 92—
98% cua reGBS khi giai trinh ty cac dong ¢ mic trung binh c¢6 d6 séu 9 x (Torkamaneh
va ctv, 2016).

Dé dat dugc sé lwong 16n nhat cac marker thong tin trong quan thé chon gidng dau
tuong, nhiéu phuong phap da dugc kham phéa khi chon bo 1K MIP SNP. Cac phuong
phap Bin_PIC va Song c6 cuing sé lwong SNP da hinh trong tit ca cac quan thé ludng cuc
c6 thé va vuot troi hon ca hai phuong phap Haploview va chon ngau nhién SNP. Trung
binh, cac phuong phap Bin PIC va Song c6 ty I¢ da hinh la 43-44%, trong khi ba
phuong phap chon SNP con lai ¢ ty 1€ da hinh 1a 31-32%. Ty I¢ da hinh véi cac phuong
thirc Bin_PIC va Song cao hon so véi 1536 USLP 1.0 ban dau. 1536 USLP 1.0 c6 30%
da hinh cua cac marker giita hai bé me wu ta ngau nhién bat ky (Hyten va ctv, 2010). Ty
I& da hinh cao hon nay vai bo MIP c6 thé dén tir bo SNP 1K MIP dugc chon tir 50.000
marker SNP, trong khi 1536 USLP 1.0 gbc chi duoc chon tir 3.000 SNP. Piéu nay chi ra
rang mac dd bo 1K MIP SNP c6 it hon 35% marker SNP, nhung nd van tao ra sé luong
marker da hinh tuong ty nhu 1536 USLP 1.0.

Mic du bd 1K MIPs SNP duoc thiét ké dé chon gidng dau twong & Bic My, nhung
qua trinh tong hop riéng Ié cua tirng mau do mang lai sy linh hoat trong viéc thém hoac
loai bé cac marker c6 thé khong co ty 1é da hinh cao trong cac nhom té bao mam khac.
Diéu nay c6 thé cho phép cac nha nghién ctu l1am viéc véi nhiéu nguon té bao mam su
dung mot bo chi thi ¢t 18i hoat dong trén cac nhém té bao mam va b sung cho mai 16i
c4c chi thi cy thé cua té bao mam dé 1am cho bang cu thé hon di véi loai té bao mam cu
thé dang duoc thir nghiém. Ngoai ra, viéc tong hop cac dau do riéng lé gilp dé dang loai
bo cac dau do hoat dong kém va thém cac dau do SNP dwoc nham muc tiéu trong tinh
trang mat can bang lién két cao véi cac dau do hoat dong kém dé. Cac marker SNP danh



riéng cho dic diém nham muc tiéu tham do ciing c6 thé dugc thém vao bo 1K MIP cho
lra chon duoc ho tro bai marker.

Su khac biét chinh gilta phuong phap BIN_PIC va Song la cach SNP dugc phan
phdi trén cac nhiém sic the Bang cach bugc mot sé6 SNP cy thé trong mdi ngin, phuong
phap BIN_PIC dam bao ring cac SNP dugc phan phéi dong déu trén khéng gian di
truyén cua bo gen. Céc phuong phap Song c6 su phan cum khac biét trong toan bo bo
gen. Diéu nay chu yeu xdy ra xung quanh cac vung mang ngoai tim. Cac vung quanh tam
dong nay co su mat can bang lién két rat cao trong quan thé ddu tuong va khong yéu cau
s6 lugng 16n cac marker trén toan ving vat Iy cia né dé bao ham bién thé haplotype
(Song va ctv, 2015). Phuong phap Haploview khong hoat dong tdt trong viéc tao ra céc
marker da hinh thong tin nhu phuong phap Bin PIC va Song. Piéu nay co thé la do
Haploview tap trung vao viéc xac dinh cac SNP gén thé nhiéu alen nhat. Diéu nay khong
nhét thiét gidng nhu viéc nim bit cac marker da hinh nhat va khién phuong phéap hoat
dong kém hiéu qua trong viéc tao ra mot s6 lwgng 16n cac marker thong tin.

Véi s6 lugng 1on cac marker thong tin, MIP ¢6 kha ning chay trén mot sé luong
I6n cac dong lai can thiét dé trién khai hiéu qua qua trinh chon loc bo gen hoic cac ung
dung khéac yéu cau mat do marker thap dé chay trén té bao mam. Viéc trién khai ma vach
kép cho MIP cung cip kha ning ghép kénh >1.000 mau trong maot lan chay. Hién tai,
chung toi di tao kiéu gen thanh cong cho 1.152 mau trong mét lan chay giai trinh ty trén
lllumina NextSeq 500 voi bo SNP 1K MIPs dau tuwong. Piéu nay vira lam ting thong
lugng vira giam chi phi thudc thir xudng con $4,10 cho mdi mau. Chi phi thudc thir cho
viéc xay dyng thu vién 1a $3,08, day la chi phi c6 dinh cho m&i mau, trong khi chi phi
giai trinh ty s& tang néu co it hon 1.152 mau duoc giai trinh ty trong mot 1an chay. Ngoai
ra, giao thirc cho MIP rat don gian va c6 thé sira doi dé tu dong hoa. St dung thiét bi xir
ly chat long ty dong, chang han nhu Mantis, da cho phép mot nguoi xir Iy nhiéu dia 384
giéng trong mot ngay.

Kha nang caa MIP ddi voi thong luong mau cao, do chinh xac kiéu gen cao va ty
16 marker da hinh cao trong bo 1K MIPs SNP lam cho n6 tré thanh cong nghé tao kiéu
gen kha thi dé thuc hién mat a6 marker thap dé chon loc b gen trong quan thé dong lai
dau tuong.
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