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MO PAU
1. Tinh cap thiét ciia luan 4n

Lua (Oryza sativa. L) 1a mot trong nhiing cdy trong quan trong hang dau
cung cip luong thuc cho hon 50% dén sé thé gidi [95]. Pé dap tng nhu cau
tiéu thu do bung nd dan sb, do thi hoa va nhitng anh huong cua bién d6i khi
hau, du doan dén nam 2040, san luong gao can ting thém it nhat 20% [25].
La qudc gia xuat khau gao 16n thir hai thé gidi, san luong lta gao cua Viét
Nam déng vai trd quan trong ddi voi an ninh lwong thyc & khu vuc Chau A.
Trong nhitng nim gan ddy, ning suat laa dugc cai thién nhung dién tich san
xuat lua ngdy cang giam do qua trinh d6 thi hoa, chuyén doi co cau cay trong
khac thay thé cho cdy lta dién ra manh mé nén san luong lta gao van chua
dap ung dugc nhu cau ting dan s toan cau [139]. Do d6, viéc ning cao ning
suit lua gao tré thanh muc tiéu quan trong ddi véi cac qudc gia trong lta
trong do c6 Viét Nam.

Ning suat 1a tinh trang phuc tap duoc quy dinh boi nhiéu gen. Bé dap
rng muc tiéu ting ning suat laa thi nhitng hiéu biét vé cac ving genom quy tu
nhiéu gen hay con goi 1a QTL (Quantitative Trait Loci - Lo-cut tinh trang s6
lwong) lién quan dén ning suét 13 vo cung can thiét. Ning suit lta duoc xac
dinh boi ba tinh trang thanh phan chinh: S6 luong bong, sé luong hat trén
bong va khdi lugng hat [116]. Cau triac bong lua 1a mot tinh trang néng hoc quan
trong tryc tiép anh hudng dén ning suét [30] va viée dat duoc cu trac, kich thudc,
hinh dang bong lua t6i uu 1a mét trong nhitng muc tiéu chon tao giéng lua nang
suét cao [94]. Hiéu cac co ché di truyén co ban kiém soét su phat trién bong laa co
¥ nghia rat 1on trong viéc cai thién niang suét lta gao [65].

Trong nghién ctru trude day cua Khong Ngan Giang, Ta Kim Nhung va
cac cong sy, Vién Di truyén Nong nghiép da tng dung phuong phap nghién
ctru lién két trén toan hé gen (Genome Wide Association Study - GWAS) dé



phan tich tinh trang ning suét cua tap doan lua ban dia Viét Nam, di xac dinh
dugc 29 QTLs tiém nang lién quan dén cau tric bong laa, trong d6 c6 mot
QTL hoan toan méi duoc dat tén 1a QTLI lién két véi ca hai tinh trang s6 gié
cap hai/bdng va sb hat/bong 1a cac tinh trang quan trong anh huéng dén ning
suat lda. QTLY nam trén nhiém sic thé sd 2, co chiéu dai 780 kb, 137 gen
dugc tim thiy trong ving QTL ndy nhung chua gen nao duoc nghién ciru
chirc ning [102]. Tuy nhién, két qua phan tich GWAS dua trén cac mo hinh
phan tich théng ké, dé co thé khai thac sir dung vao cac chuong trinh chon tao
giong, cac QTLs thu dugc tir phan tich GWAS can phai duoc nghién ciru chirc
ning théng qua cac quan thé lai va phat trién cac chi thi phan tir. Do d6 chiing toi
tién hanh thyc hién dé tai “Nghién ciru chirc nang ciia QTLY lién quan dén
Cdu tritc bong, phuc vu chon tao gidng liia ning sudt cao ¢ Vigt Nam”.

2. Muc tiéu cua lugn an

2.1. Muc tiéu chung

Nghién ctru xac dinh vai trd ctia QTL9 lién quan dén cdu tric bong laa
thu dugc tir phan tich GWAS trén tap doan lta ban dia Viét Nam nham ung
dung trong cac chuong trinh chon tao giéng lua ning suét cao ¢ Viét Nam.
2.2. Muc tiéu cu thé

- Chon loc dugc cac cip lai bé me mang QTL9 thudc hai haplotype
tuong phan vé ciu tric bong (bdng to va bong nho) va lai tao dugc cac quan
thé lai tai t6 hop (F1, F2, F3) 1am vat liéu nghién ctru.

- Phat trién dugc bd chi thi phan tr CAPS bao phu vung QTL9 cho
phép phén biét kiéu gen QTL9 & hai haplotype b me, nham chon loc cc ciy
F, mang QTL9 dong hop tir thudc hai haplotype bd hodc me.

- Xac dinh duoc vai trd ciia QTL lién quan dén cau triic bong phuc vu

cong tac chon tao giong lua nang suat cao & Viét Nam.



3. Y nghia khoa hoc va thuc tién cia dé tai
3.1. Y nghia khoa hoc

- Cung cip cac dan liéu khoa hoc c6 gid tri vé vai trd ciia QTL9 lién
quan dén ciu trac bong lta, cu thé 1a hai tinh trang sé gié cip hai/bong va sb
hat/bong, ciing nhu phuong phap danh gia kiéu gen, kiéu hinh cta cac quan
thé lai trong viéc danh gia vai trd caa QTL nghién ctru.

- Céc két qua nghién ctru cha dé tai ciing 1a tai liéu tham khao trong viéc
nghién cuu, giang day c6 gia tri trong linh vuc cong nghé sinh hoc va di
truyén chon giéng cay trong noi chung va cay lua ndi riéng.

3.2. Y nghia thuc tién

- Két qua nghién ctiu cua luan an da xac dinh duoc vai tro cia QTLY ¢o
tham gia vao viéc quy dinh kiéu hinh cau tric bong, dic biét 14 hai tinh trang
s6 gié cap hai/bong va sd hat/bdng, tir d6 anh hudong dén nang suit laa, 13
cong cu phuc vu cong tac chon tao gidng lua ning suét cao.

- Két qua luan an cung cap bo chi thi phan tir lién két véi QTLY, hd tro
cac nha khoa hoc trong chon tao giéng lta nang suat cao nho chi thi phan ta.

- Cung cap cac giong lua bé me str dung lam vat liéu trong lai tao dé cai
tao ning suat lua.

4. Poi twong va pham vi nghién ciru ciia dé tai
4.1. Poi twong nghién ciru

La QTL9 & cay lua phat hién tir nghién ctru lién két trén toan hé gen
(GWAS) trén tap doan lua ban dia Viét Nam do nhom tac gia Khong Ngan
Giang, Ta Kim Nhung va cong su nghién cttu [102]. QTL9 dai 780 kb, chira 9
SNP (gagagcgaa/atataaatt), nim trén nhiém sac thé s 2, lién két v6i hai tinh
trang sb gié cap hai/bong (SBN) va s6 hat/bong (SpN) (Hinh 1).
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Hinh 1. Phan tich GWAS tinh trang s6 hat/bong (SpN) va s6 gié cap
hai/bong (SBN) cia tap doan lta ban dia Viét Nam
Tur trén xuong dwéi QQ plot, Manhattan plot cia 12 nhiém sdc thé cho 2 tinh trang
s6 hat/béng (SpN), sé gié cdp hai/béng (SBN) va mdt cdan bang di truyén lién két
(Linkage Disequilibrium (LD) heatmap) xung quanh ving QTL9.
Nguon: Ta Kim Nhung va céng suw (2018) [102].
4.2. Pia diém va thoi gian nghién ciru

- bia diém thuc hién:

+ Thi nghiém phén tich, danh gia kiéu gen QTL9 cac quan thé Fy, F,, Fy
thuc hién tai Vién Di truyén Nong nghiép (phuong C6 Nhué 1, quan Bac T
Liém, thanh phd Ha Nbi);

+ Thi nghiém chup gen két hop giai trinh tu thé hé mai Illumina va
phan tich SNP, phat trién chi thi phan tir CAPS thyc hién tai Vién Nghién ctiu
va phat trién IRD - Phép;

+ Thi nghiém danh gia kiéu hinh thuc hién ngoai dong ruong tai xa

Pong La, huyén Hoai Bac, thanh phd Ha Noi.



- Thoi gian thuc hién luan an: Tir ndm 2017 dén nam 2020.
5. Tinh méi va nhirng dong gop cua luin an

- Pay la mot trong nhitng cong trinh dau tién tai Viét Nam nghién ctru
xac dinh vai tro cua mot QTL méi (QTL9) phat hién tir phan tich GWAS trén
tap doan lta ban dia Viét Nam lién két voi hai tinh trang s6 gié cap hai/bong
va s hat/bong.

- Phén tich haplotype ciia QTL9 d xac dinh duogc 4 gidng lua b me
c6 cau tric bong khac biét (bong to va bong nho), thudc hai haplotype, co
khoang cach di truyén xa nhau. Céc giong lua ndy c6 thé sir dung lam vat licu
cho cac nghién ctru chon tao giéng lta ning suat cao ¢ Viét Nam.

- St dung cong nghé chup gen (Gene Capture) va giai trinh tu thé hé
moi Illumina da phat hién 12 SNPs nam trong ving QTL9 tir d6 phat trién
dugc 12 chi thi phan tir CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences),
trong d6, 3 chi thi phan tir CAPS cho da hinh gitta hai giong lta bé me trong
nghién ctru. Céc chi thi phan tir CAPS nay cho phép chon loc cac dong dong
hop tir mang kiéu gen QTLY ciia bd hodc cia me ngay ¢ thé hé thir 2 thay vi 8
- 10 thé hé khi sir dung phuong phap chon loc truyén théng.

- Luan an da kh'fmg dinh dugc vai tro cua QTL9 c6 tham gia vao sy hinh
thanh céu trc bong laa tor d6 QTLI co thé st dung lam vat li€u trong lai tao
nham cai thién ning suit cho cic giéng lGa thuong mai cé ning suét thap,

chat luong cao tai Viét Nam.



CHUONG I
TONG QUAN TAI LIEU VA CO SO KHOA HQC CUA PE TAI
1.1. TAm quan trong ciia cay laa

Lua 1a mot trong nhimg cay ngii coc quan trong nhat vé luong calo va
dinh dudng cho con ngudi [25], [122]. Pé dap ung nhu cau luong thuc cua
ngudi dan toan cau, san luong ndng nghiép ting hon 50% vao nam 2050 [81],
dic biét 1a cac nuéc dang phat trién & Chau A, Chau Phi. Laa gao 1a thuc
pham chinh ctia hon mot ntra dan sb thé gidi va cung cap hon 20% tong ning
luong hap thy hang ngay cia con ngudi [133]. Poi voi mot sé quéc gia dang
phat trién, ngudn loi tir viéc xuat khau laa gao déng vai tro quan trong trong
co cau kinh té qudc gia trong d6 c6 Viét Nam. La nudc xuat khau gao dung
thar hai thé gigi, dong thoi ciing 1a mot trong nhiig nudc c6 nghé truyén
thdng trong lua nuwéc ¢ xua nhat thé gioi, tai Viét Nam, cay lta khong chi
dam bao an ninh luong thuc qubc gia, ma con déng vai trd quan trong trong
co cau cdy trong va phan cong lao dong xa hoi [132].

Hién nay, T6 chirc Luong thuc va Nong nghiép Lién hop qudc (FAO)
canh bao, nhitng dién bién kho luong cua bién doi khi hau va thoi tiét, dan so
tang nhanh, tic dong tiéu cyuc cua dich bénh va xung d6t lién mién tai nhiéu
quéc gia dang khién tinh hinh an ninh luong thuc toan cau xau di. Mic du san
luong lta gao ting déu hang nim nhung téc d6 tang san luong van khong du
dap ng nhu cau cua thé gisi. Trong khi d6 dién tich dat canh tac giam manh do
qua trinh d6 thi hoa, chat lugng dat ngay cang xau di, s dung phan bén khong
hop 1y pha hong hé sinh thai va méi truong, mot bo phan luc luong lao dong
chuyén sang cac nganh cong nghiép, chi phi san Xut lua gao ngay cang ting cao.
Trong giai doan 2011 - 2013, thé gidi co khoang 842 triéu nguoi thiéu lwong thuc,
chiém 12% dan s6 thé gidi. Chau Phi c6 nguy co bi mat an ninh luwong thuc nhét

thé gisi, véi 29/38 québc gia bi liét vao danh sach nay [132].



Dé giai quyét cac van dé an ninh luong thuc, c6 nhiéu giai phap duoc
dua ra nhu mo rong dat canh tac, sir dung chat kich thich ting ning suét ...
Tuy nhién cac nha khoa hoc dit quan tm nhiéu dén viéc tao ra cac giong lua
ning suit cao, chat luong tdt, co6 kha ning chéng chiu cac diéu kién bat loi.
Su phat trién cac k¥ thuat di truyén cho phép cac nha khoa hoc tap trung cai
thién va quy tu cac tinh trang tot vé& ciing mot giéng lta. Vi vay, viéc nghién
ctru cac QTL lién quan dén tinh trang ning suat s& gop phan cai tao ning suét
laa va ng dung trong chuong trinh chon tao gidng laa ning suat cao.

1.2. Tinh trang ning suit va cac yéu td cau thanh ning suat lia

Ning suat 1a mot trong nhimg tinh trang nong hoc phic tap, duoc xéac
dinh bai cac yéu td truc tiép nhu: sé bong trén cdy, sd hat trén bong va khoi
luong hat [52], [116] va mot s6 cac yéu té tac dong gian tiép nhu: chiéu cao
cdy, thoi gian ra hoa, s6 nhanh hitu hiéu, sb 13, kha niang quang hop... [37],
[85], [86]. Trong khi khdi luong hat dugc xac dinh boi hai thanh phan 1a kich
thudc hat (chiéu dai, chiéu rong va do day hat) va ti 1é hat chic, sé luong
bong phu thudc vao kha ning dé nhanh thi sé luong hat/béng phu thude vao
C4u trac bong bao gom rat nhiéu cac yéu té cau thanh: sd luong gié cap mot,
gié cap hai, gié cap ba va cudi cung 1a sd luong hoa. O Ita, mdi mot hoa s&
phat trién thanh mot hat, do d6 sb luong hoa quy dinh sb luong hat trén bong
[52], [113].

Ning suét 1a mot tinh trang mang tinh quan thé vi trong thuc té san xuat
tinh trang ndy ludn dugc so sanh trén mot dién tich san xuat voi hang nghin
cdy chir khong chi trén mot ca thé don 1¢, song nghién ctru trén quy mo nho s&
1a budc khoi dau dé khao sat dai tra trén dién tich 16n hon. Dé ting ning suat,
cac nghién ciru thuong tap trung vao tang sé lugng hat laa trén mot bong va

sb bong trén cay [1].



Theo Nguyén Vin Hoan (2006), sy twong quan giira ning suit va sd
bong/cay & mdi gidng laa 1a khac nhau, ¢ nhimng gidng thudc nhém ban lun co
su tuong quan chat (r = 0,85), nhém lun c¢é tuwong quan vura (r = 0,62) va
nhom cao ciy c6 tuong quan vira (r = 0,54). Sy twvong quan gitta ning suit va
sb hat/bong thi ngugc lai, nhom cao cay cé tuong quan rat chit (r = 0,96),
nhém ban lun va lin c6 twong quan vira (r = 0,62 - 0,66). Mbi quan hé giira
cac yéu td cdu thanh ning suit, ning suét thuc thu thyc chat 1a mdi quan hé
giita ca thé va quan thé. Khi mat d6 va s bong/m’ ting trong pham vi nao d6
khéi lugng bong giam it thi ning suét cudi cung ting. Nhung néu s bong/m?
tang cao qua s& lam khéi luong bong giam nhiéu, lac d6 ning suit s& giam. Vi
vy can phai diéu tiét mdi quan hé nay sao cho hop 1y dé nang suat cudi cing
dat cao nhat [5].

S6 hat/bong nhiéu hay it tiiy thudc vao sd gié bao gdm céc gié cap mot,
gié cap hai, gié cip ba, s6 hoa phan hoa ciing nhu thoai héa, ty 1é tao hat cia
bong con. Toan bd qué trinh nay nam trong thdi ky sinh trudng sinh thue (tir
lam dong dén trd). Va sb luong gié, hoa phin hoa dugc quyét dinh ngay tir
thoi ky dau cua qua trinh 1am dong (bude 1 - 3 trong vong tir 7 - 10 ngay).
Thoi ky nay bi anh huéng boi sinh truéng cioa cdy lta va diéu kién ngoai
canh, cac yéu to nay ciing anh huong tryc tiép dén sy thodi hoa hoa. Thoi ky
thoai hoa hoa thuong bat dau vao budc 4 (hinh thanh nhi va nhuy) va két thic
vao budc 6, tirc 1a khoang 10 - 12 ngdy trude trd. Nguyén nhan chu yéu do
thiéu dinh dudng & thoi ky lam dong hodc do ngoai canh bat thuan nhu troi
rét, 4m u, thiéu anh sang, bi ngap, han, sau b¢nh... ngoai ra cling c6 nguyén
nhan do dic diém cua mot s6 giéng [2], [3]. S6 hoa phan hoa cang nhiéu, so
hoa thoai hoa cang it thi s6 hat/bong cang 16n. Ty 1¢ hoa phan hoa c6 lién

quan chat ch€ vai ché dd cham séc. SO gié cap mot, dac biét 1a so gié cap hai



nhiéu thi s6 hoa/bdng nhiéu, day sé 1a diéu kién can thiét dé dam bao cho téng
hop s6 hat/bong 16n.

Ti 18 hat chiac/bong: ting ti 1& hat chic/bong hay noi cach khac 13 giam
ti 1¢ hat 1ép/bong ciing 13 yéu t quan trong quyét dinh ning suét lta. Ti 18 hat
chac/bong duoc quyét dinh ¢ thoi ky trude va sau trd, néu gip diéu kién bat
thuan trong thoi ky nay thi ti 1€ 1€p s€ cao. Ti 1€ 1ép/bong khong chi b1 anh
huong cta cac yéu td ndi trén ma con bi anh hudng boi dic diém cua gidng.
Thuong ti 16 1ép dao dong twong ddi 16, trung binh tir 5 - 10%, it 13 2 - 5%,
cling c6 khi trén 30% hodc tham chi con cao hon nita [2], [3].

Yéu té cudi cung 1a khdi lwong nghin hat: yéu t6 niy bién dong khong
nhiéu do diéu kién dinh dudng va ngoai canh, chu yéu phu thudc vao yéu td
gidng. Khéi luong nghin hat duoc cdu thanh bai hai yéu t6: khdi luong vo
trdu (thuong chiém khoang 20%) va khdi luong hat gao (thudng chiém
khoang 80%). Vi vay mudn khoi luong hat gao cao, phai tac dong vao ca hai
yéu td nay. Khoi luong nghin hat duoc xac dinh phﬁn 16n do kich thudc hat,
dugc quy dinh bai ba yéu t6: Chiéu dai, chiéu rong va do day [90], [112]. Dé
tang khoi luong hat, trude lac trd bong, can bon nudi dong dé lam ting kich
thude vo trau. Sau khi trd bong can tao diéu kién cho cdy sinh trudng tot dé
quang hop duoc tién hanh manh mé, tich lily dugc nhiéu tinh bot, khéi lugng
hat s€ cao.

Chiéu dai bong 1a mdt dac diém di truyén cua giéng, no duogc tinh tir
d6t c6 bong dén dau mut bong. Chiéu dai bong 14 mot tinh trang lién quan
truc tiép dén sd hat/bong, nd quyét dinh mot phan ning suit cia gidng. Chiéu
dai bong do ca gen troi va gen lan quy dinh. Chiéu dai c¢6 bong do cac gen troi
diéu khién va co do bién dong rat 1on, co lién quan dén chiéu dai 16ng dot
cudi ciing va biéu hién & tinh trd cta bong. Trong nghién ctru lua lai, cic nha

khoa hoc da phat hién gen lan c6 kha ning kéo dai 16ng dét cudi ciing manh



10

nhat 1am c6 bong dai ra nhung khong kéo dai cac 1ong ¢ bén dudi. Nhiing
gidng lta c6 bong trd thoat hoan toan thudng cho ty 1¢ hat chac cao hon [6].
1.3. QTL va lap ban QTL

QTL (Quantitative Trait Locus) hay con goi 1a 16-cut tinh trang sé
lwong hodc 16-cut dic diém dinh luong dung dé chi mot hoac nhiéu 16-cut
gen quy dinh tinh trang 6 luong. Loai tinh trang sé lwong (Quantitative trait)
thuong phu thudc vao hoat dong tuong tac ctiia nhiéu gen véi nhau va véi moi
truong. Do d6, kiéu hinh nhimg tinh trang nay thuong khac nhau giira cac ca
thé cung loai, ludn thay doi tri so trong mot pham vi nhat dinh, nén tao ra sy
phan bd cac gia tri Kiéu hinh lién tuc trong quan thé. Tinh trang s lwong
thuong 14 tinh trang da gen (polygenic trait), qua trinh di truyén cac gen nay
va biéu hién cuia chung phuc tap. Vi mét tinh trang sé luong thuong 1a tinh
trang da gen, nén mot QTL thudng bao gom nhiéu gen va chiém mot khu virc
nhat dinh trong bo gen (genom) chiu trach nhiém quy dinh sy hinh thanh ciing
nhu bién ddi cua tinh trang sb luong tuong tmg. Nhu vay, mot QTL 1a mdt
ving nhiém sic thé cu thé hoic cac 16-cut gen chira céc trinh tu DNA dic
trung lién quan dén tinh trang s6 luong ma né diéu khién. Mot khi di xac dinh
dugc QTL, nha nghién ctru hoan toan c6 kha nang xac dinh gen hoac cac gen
cu thé trong QTL d6, dung k¥ thuat danh dau phan tir theo ddi. Phuong phap
nay goi 13 1ap ban d6 QTL (QTL mapping) va giai trinh tu cic gen gy ra su
bién ddi tinh trang [135].

Lap ban d tinh trang s lwong (QTL mapping) trén toan bo hé gen suy
ra moi quan hé gitra Kiéu gen tai cac vi tri gen khac nhau va kiéu hinh cho mot
tap hop céc tinh trang s6 lwong vé s6 lugng, Vi tri gen, Sy anh hudng va twong
tac ciia QTL. Muc dich co ban cua lap ban d6 QTL 1a xac dinh vi tri cac ving
nhidm sic thé co anh hudng dang ké dén su bién ddi cua cac tinh trang sb

lwgng trong quan thé. Viéc xac dinh vi tri nay rat quan trong di vai viéc nhan
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dang cac gen cudi cung c6 trach nhiém va hiéu duogc cac co ché di truyén cua
su bién doi trong quan thé. Lap ban d6 QTL gitip chung ta hiéu c6 bao nhiéu
QTL dong gop dang ké vao su bién doi tinh trang trong quan thé, bao nhiéu
bién ddi 1a do tac dong cong gop cua QTL va bao nhiéu 1a do tac dong chi
phdi va tac dong lan at gen cua QTL. Lap ban ¢4 QTL ciing cho biét ban chat
ciia méi twong quan di truyén giira cac tinh trang khac nhau trong mét ving
gen, biéu hién da hinh hay lién két gan 1a gi, QTL c6 tuwong tac véi cac moi
truong khong. Nhitng cau hoi nay lién quan dén cau trac di truyén cua céc
tinh trang s6 luong trong quan thé va co lién quan mat thiét dén nhiéu tng
dung trong di truyén s luong, chang han nhu du doan hoic chon loc ¢ su hd
tro caa chi thi di truyén va d6 thAm nhap cta gen c6 sy hd tro cua dau hiéu
danh dau [122].

Dit liéu danh dau co tinh phan loai va c6 thé dugc phan loai thanh cac
danh muc khac nhau va duoc ghi lai & dang k§y thuat sb, chang han nhu 1 hodc
0 d6i véi su co mat hoic khong c6 dai phan tir cu thé tai mot hozc hai kiéu
gen danh diu (dong hop tir va di hop tir) cho phép lai chéo quan thé tir hai
dong can huyét. Dya trén phan tich phan li, cac dau hiéu nay c6 thé duoc sap
xép theo thir ty trong cac nhom lién két hoac tuyén tinh trén nhiém sac thé dé
biéu dién ban d6 lién két di truyén [122]. Trong khi dit liéu danh dau chta
thong tin vé sy phan ly ctia b gen trong quan thé, thi di liéu vé tinh trang sd
lwgng chira thong tin vé su bién d6i cua cac tinh trang trong quan thé. Hai tap
dir liéu duoc két ndi boi QTL. M6t phan cua su bién doi tinh trang 13 do su
phan 1i cia QTL lién két véi mot sb chi thi trong hé gen. Vi vay, nhiém vu
thong ké cua 1ap ban dd6 QTL 1a lién hé sy bién d6i tinh trang sé luong véi su
bién d6i chi thi di truyén bao gom sé luong, vi tri, su lién két va twong tac cua

cac gen anh huong dén céc tinh trang s6 luong can quan tam [56].
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O cay trong, dic biét 1a & lta, cac tinh trang ndng hoc quan trong nhu
nang suat thuong 1a cac tinh trang sé luong chiu anh huong cua nhiéu gen
khac nhau va chiu tac dong ciia moi trurong. Viée xac dinh cac 16-cut quy dinh
tinh trang sé lwong (QTL) dwa trén phan tich kiéu gen va kiéu hinh & cac quan
thé phan li va 4p dung cac cong cu thong ké nhat dinh. Phuong phap nghién
clru cac tinh trang sé luong 1a xac dinh vi tri cac 16-cut gen quy dinh tinh
trang sb luong dua trén sy lién két cua ching véi cac chi thi phan tir [46].

1.4. Cac QTL lién két v6i tinh trang ning suit va cic yéu t6 ciu thanh
niing suat & lia

Tinh trang cu thanh ning suat 1a mot tinh trang nong hoc phic hop do
nhiéu 16-cut tinh trang s6 luong quy dinh (QTL), thuong kiéu hinh biéu hién
lién tuc trong cac quan thé phan li tir cac t6 hop lai clia cac dong lua thuan. Pa
phan cac QTL quy dinh tinh trang ning sut biéu hién anh huong di truyén
khong dang ké va rat kho xac dinh. Cac QTL nay dong vai trd quan trong
trong viéc kiém soat tinh trang ning suit va da duoc tng dung rong rii trong
cac gidng lua thuong mai, do vay Iap ban db chi tiét va nhan ban cac QTL
quan trong s& mang lai nhiéu loi ich trong cong tac chon gidng. Ba tinh trang
quan trong quy dinh yéu té cu thanh niang suit bao gom: Sb bong trén khom,
s6 hat trén bong, va khoi luong nghin hat. Trong d6 céc tinh trang nay lai phu
thudc vao kha niang dé nhanh, sé nhanh hitu hiéu va kha nang phat trién cua
hat, nhu hat chic, hat 1ép.... Phan tich co s& di truyén cta cac tinh trang nay
bang viéc 1ap ban d6 dé chon tao ra cac giéng lua cho ning suat cao hién da
va dang duoc nghién cau ¢ nhiéu qubc gia trén thé gisi. Trong nhiéu thap ky,
bang cach xay dung ban d6 QTL, nhiéu QTL/gen quy dinh tinh trang cau
thanh nang suat da duoc xac dinh trén rat nhiéu quan thé tir cac to hop lai gitra
gidng hay céc loai phu. QTL/gen lién két voi tinh trang ning suét va yéu tb

c4u thanh ning suat duoc xac dinh trén tat ca cac nhiém sac thé caa lua [4].
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Két qua nghién ctru cua Zhu va cac cong su (2017) [129] da tién hanh
phan tich QTL cho sau tinh trang nang suat bao gom sb bong trén cay, sb hat
trén bong, nang suét hat trén cay, khbi luong nghin hat, sinh khoi trén mat dat
va chi s6 thu hoach bang cach sir dung cac chi thi SNP trong quan thé cac
dong lai tai to hop (RILs) giira gibng Japonica nhiét doi Francis thuan chang
va giong Indica Guanghui 998 (R998). Téng cong 26 QTL da dugc phat hién
bang cach st dung ban d6 di truyén mat d6 cao bao géom 3016 mi danh
dau. Muoi chin trong s6 26 QTL tir R998 c6 anh huong cé lgi dén cac tinh

trang nang suat (hinh 1.1)

c1 c2 c3 ca cs ce
c1-+—0.0 c2-1—7—0.0 c3-1——- 0.0 c4-1  ——0.0 c5-1—1—0.0 c6-1—f1—0.0
c1-29 qGY7 —1—18.1
c1-50 QPPPT || 28.3 qPPP5 —1—34.2
c5-23
qTGW2. 1 ——90.1
c2-57
qAGB6 142.3
c6-118
qTeW3 ——171.8 aPPP6 ——182.
©3-247 c6-154
qTGW2.2 —208.8
334
c2-169 C3-3: ——227.0 qGY5s —|H—2205
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Hinh 1.1. Bin @6 vi tri cic QTL lién két véi tinh trang ning suat trén 12
nhiém sic thé ¢ lna
(PPP - 56 béng/cdy; GPP - s6 hat/béng; GY - ndng sudt hat trén méi cdy; TGW -
khoi lwong nghin hat; AGB - sinh khéi trén mat dat; HI - chi sé thu hogch; C -
nhiém sdc thé). Nguon: Zhu va eéng su (2017) [129]
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M6t nghién cttu gan ddy ctia nhom nghién ctru Donde va cac cong su
(2020) [39] da sir dung 85 chi thi phan tir SSR dé xac dinh cac QTL c¢6 lién
quan dén nang suét laa va céc tinh trang lién quan cua tip doan 60 giéng lua
NPT (New Plant Types). Két qua nghién ctru da chi ra c6 30 QTL méi lién
két vai 16 chi thi phan tir SSR dugc xac dinh c6 lién quan dén 11 chi tiéu: sb
nhanh/cdy (qTL-6.1, qTL-11.1, qTL-4.1), chiéu dai boéng (qPL-1.1, qPL-
5.1, gPL-7.1, gPL-8.1), chiéu dai 14 dong (QFLL-8.1, qFLL-9.1), chiéu rong
14 dong (QFLW-6.2, gFLW-5.1, gFLW-8.1, gFLW-7.1), tong sb hat (qTG-2.2,
qTG-a7.1), khdéi lugng nghin hat (qTGW-al.l, gTGW-a9.2, qTGW-
5.1, g TGW-8.1), s6 hat chiac (QFG-7.1), ty 1é chiéu dai - chiéu rong hat (qSIb -
3.1), chiéu cao cdy (QPHT-6.1, gPHT-9.1), s6 ngay ra hoa dén 50% (qFD-1.1)
va nang suat hat mdi ngay (qYLD-5.1, qYLD-6.1a , qYLD-11.1).

Trong nhimg nim qua, nhiéu QTL lién két voi cac tinh trang ning
suat va cac yéu t6 cau thanh ning suat da duoc xac dinh trén 12 nhiém sac
thé & lua bang phuong phap lap ban d6 QTL nhung chua c6 QTL nao dugc
tim thay lién két v6i ca hai tinh trang sb gié cip hai/bong va s hat/bong.

1.5. Cac quan thé 1ap ban @6 QTL lién quan dén tinh trang ning suat lia

Lap ban d5 QTL cua mét tinh trang muc tiéu 1a xac dinh vi tri QTL d6
trén nhidm sac thé va phan tich dic tinh di truyén cho tinh trang quan tim
thong qua méi lién két giira chi thi di truyén va bién di kiéu hinh. Dé I1ap ban
d6 thi viéc phat trién quan thé va xay dung ban d6 lién két, danh gia kiéu hinh
1a viéc 1am can thiét cho nghién ciru phan tich QTL [4].

O thuc vat, c6 hai phwong phap chinh: 1) sir dung cac quan thé tao ra tir
cac phép lai duoc kiém soat (F; tu thu phan hoac lai trg lai thé hé bé me..); 2)
st dung cac quan thé tu nhién, giao phan tu do khong kiém soét. Poi véi cay
laa, hau hét déu str dung phuong phap 1) dé nghién ctru. Phuong phap nay
can str dung mot bo chi thi phan tir trén toan bo hé gen (SNP - Pa hinh don
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nucleotit; RFLP - da hinh chiéu dai doan cét gisi han, AFLP - da hinh doan
cat khuéch dai...) va 1ap ban dd lién két cac chi thi d6 trén quan thé dang
phan tich. Sau d6 sir dung cac cong cu tinh toan dé co thé lap nhom lién két
va tinh khoang cach di truyén giira cac chi thi, xac dinh gia tri Kiéu hinh tinh
trang nghién ctru trén timg cé thé. Bang cic chuong trinh thong ké, tién hanh
khoanh viing céc vi tri ¢6 thé c6 lién quan dén tinh trang cAn nghién ctu, chon ra
vung QTL tiém ning nhét dé phan 1ap, sau d6 ¢o 1ap dén vi tri ting gen [134].

Cac quﬁn thé 12p ban dd QTL dya trén su phat trién cla cac dong lai F,
c6 ngudn gde tir cac cip lai chéo gitta cac gibng khac nhau, thuong cé sy khac
biét dbi 1ap d6i vai tinh trang quan tam, vi du nhu giira cac giéng c6 cau trac
bong to va cac giéng cé cu tric bong nho. Tir 46, mdt quan thé phan li véi su
mat can bang do di truyén lién két (LD) 16n giita cac 16-cut dugc thanh lap, 1a
nén tang cua phan tich lién két di truyén. Quan thé 1ap ban do nay cé thé dugc
lai chéo hodc tu thy phan do d6 1am giam LD thong qua tai to hop. Két qua la
chi cac chi thi dugc lién két chat ché vai QTL sé& cho phép phat hién mbi lién
két va do d6 do phan giai ban do duoc ting 1én. Nhiéu loai quan thé lap ban
d6 co thé duoc str dung cho phan tich QTL, chang han nhu quan thé F, [25],
quan thé don bdi (Doubled haploids - DHs) [21], [46], [117], quan thé cua cac
dong thuan chung tai t6 hop (Recombinant Inbred Lines-RILs) [18], [76],
quan thé lai trd lai can giao tai t6 hop (Backcross Recombinant Inbred Lines —
BILs) [87], [107].

Quan thé F, c6 ngudn gdc tir cip lai giita 2 gidng bd me va sau do tu
thu phan chira day du thong tin di truyén cia 2 gidng bd me. Vé 1y thuyét no
c6 thé duoc st dung dé xac dinh QTLs véi cac hiéu tmg phu va troi trong toan
bd bd gen cia cdy lua. Vi vay no duoc st dung rong rdi dé phan tich co so di
truyén cla niang sudt lta va cac yéu td cAu thanh ning suat [25]. Tuy nhién

trong quan thé F,, moi c4 thé co6 mot ki€u gen riéng bi€t, dan dén cac gia tri
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dic diém khong dang tin cdy gdy ra bai cac hiéu tng moi trudng cht khong
phai hiéu tng di truyén. Quan thé F, da duoc sir dung trong phat hién cac
QTL lién quan dén ning suit lda va cac yéu té cAu thanh nang suat [130];
QTL lién quan dén chiéu dai hat [57]; trong lap ban d6 QTL lién quan dén
chiéu dai bong va mat ¢ hoa/bong & lua [25] .

Céc quan thé don boi (DHs) dugc phat trién bang cach nudi ciy bao
phan tir mot cay F; c6 ngudn gbe tir hai bd me. Mot nghién ciu gan day cua
Xu va cac cong su (2020) [117] st dung mot quan thé don boi kép (DHS) ¢
ngudn goc tir phép lai gilta cay Japonica “Maybelle” va Indica “Baiyeqiu” dé
phan tich QTL lién quan dén cau triic bong laa cho thay tong sé 24 QTL lién
quan dén cau tric bong va hinh dang hat da duoc phat hién trén nhiém sac thé
1,2,3,4,5,6,7,9, 10 va 12, va ba QTL tuong tac tinh dién da dugc phat
hién. Nam QTL cho chiéu dai bong dugc phat hién trén nhiém sic thé 2, 3, 4
va 7, voi diém LOD dao dong tir 2,75 dén 6,13 da giai thich 4,74 - 15,02% sy
bién d6i kiéu hinh. B6n QTL 1am tang chiéu dai bong qPL2, qPL3, qPL4-1 va
gPL7, thé hién cac hiéu Gtng phu am va cac alen tir “Baiyeqiu”. Ddi véi 6
luong gié cap hai (SBN), bon QTL 1a gSBN1, gSBN3, qSBN4 va gqSBN7 lan
lwot ndm trén cac nhidm sac thé sé 1, 3, 4 va 7, giai thich duoc 5,83 - 11,47%
su bién d6i Kiéu hinh va c6 diém LOD dao dong tir 3,04 dén 5,12. Ba trong s
cac QTL hién thi cac hiéu tng phu am, cho thay rang cac alen tir “Baiyeqiu”
lam tang SBN.

Do hiéu qua clia nudi cdy bao phan phu thudc rat nhiéu vao nén di
truyén nén quan thé DHS bi giéi han trong nghién ctru lap ban do6 QTL. Trong
khi d6, quan thé cua cac dong thuan chung tai to6 hgp (Recombinant Inbred
Lines - RILs) 14 lwa chon chinh cho cay ty thu phan nhu laa [126]. Do nhiing
loi thé thu duoc tir sy dong hop tir va sy tai to hop c6 hiéu qua cua chung.

RILs duogc phat trién tir mot hat F, duy nhét, tir mdi cdy F, mot hat giéng duy
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nhét duoc thu hoach va tré)ng thanh cay F3, tir d6 mot hat giéng duy nhat duoc
thu hoach va trong thanh cay F,, v.v. Trong qua trinh nay, mic d6 di hop tir
trén moi 16-cut duoc giam di mot nira trong moi thé hé, vi vay quén thé tro
nén ddng hop tr ¢ thé hé Fg tr di. Vi 1y do nay, RILs duoc coi 1a cac quan
thé dong hop tir dong nhat c6 thé dugc nhan gidng vo thoi han va chi can phai
phan tich kiéu gen dé xac dinh céc chi thi phan tir chi mot 1an. Ngoai ra, trong
qua trinh lai, thuc vat trai qua mot vai vong giam phén, ting tin sudt tai to
hop gitra céc chi thi lién két chit ch&. Cac quan thé RILs c6 thé duoc sir dung
dé 1ap ban do QTL rat hiéu qua boi vi anh hudng ciia moi trudng dén dic
diém dinh luong c6 thé giam di nhiéu bang cach danh gia mot sb cay co cing
kiéu gen thay vi chi mot cdy duy nhat. Mot khi da dugc phan tich kiéu gen,
quan thé RILs ¢ thé duogc st dung cho cic nghién ciru khong gidi han cac
tinh trang khac nhau trong cac méi trudng khac nhau dé loai bo hiéu tmg moi
truong cling nhu sai sét thuc nghiém, cho phép lap ban do QTL so sanh hiéu
qua. Hon nita viéc g dung cac chi thi phan tir cho phép chon loc cac dong
d6ng hop tir ngay & thé hé F,, rt ngan thoi gian thu dugce quan thé RILs dong
hop tir xudng con 3 thé hé thay vi 8 - 10 thé hé.

Nghién ctru xac dinh cac 16-cut tinh trang s6 luong (QTLS) chi phdi
nang suit va céac tinh trang lién quan ctia né bang cach sir dung quan thé lai
tai t6 hop (RILS) c6 ngudn goc tir giéng lua lai phd bién, KRH-2
(IR58025A/KMR3R). Mot ban do di truyén kéo dai 294,2 ¢cM da duoc xay
dung véi 126 16-cut 13p lai trinh tu don gian (SSR) phan bd dong déu trén bo
gen la. Phan tich QTL bang cach sir dung thong tin vé kiéu hinh va kiéu gen
da xac dinh dugc tong s6 22 QTL. Trong d6, naim QTL anh hudng chinh dugc
xac dinh dbi véi cac tinh trang sau: tong nang suat hat/ciy (qYLD3-1), khéi
luong bong (qPW3-1), chiéu cao cay (QPH12-1), chiéu rong 1a c& (QFLWA4-1)
va chiéu dai béng (qPL3-1), giai thich 20,23 - 22,76% phuong sai kiéu hinh
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vé6i diém LOD nam trong khoang 6,5 - 10,59. Mot s ving gen kiém soat mot
s6 tinh trang nhu tong ning suét hat/cay (qYLD3-1) va chiéu dai bong (qPL3-
1) duoc xac dinh trén nhiém sic thé sb 3 [60].

Quan thé RIL c6 ngudn gbc tir cap lai chéo gitra 2 gidng Indica
Minghui 63 and Zhenshan 97 d3 duoc st dung rong rdi dé 1ap ban d6 QTL
tinh trang cdu tric bong [25], [71], [87], [128]. Cac QTL lién quan dén hinh
dang hat (GS3), s6 hat/béng, ngay ra hoa va chiéu cao ciy (Ghd7) da duoc
phan lap thanh cong [41], [118].

Str dung quan thé thé BIL (Backcross inbred lines — lai tro lai can giao
tai t6 hop) dé phan tich QTL, Ashikari va cong su (2005) [14] da xac dinh
duogc nam QTL lién quan dén sb luogng hat/bong, trong d6 c6 QTL Gnl lam
tang s6 luong hat téi 92 hat; Sun va cong su (2017) [101] di phat hién 12
QTL lién quan dén sé hat/bong, chiéu dai bong, sé gié cdp mot va sd gié cap
hai déu nam trén nhiém sac thé sé 6, trong d6 QTL L6-5 xac dinh chiéu dai
truc bong. Hai QTL da duoc phat hién trén nhanh dai cua nhiém sac thé 12
gTSN12.1 trong quan thé BC,F, caa YTH63/IR64 va qTSN12.2 trong quan
thé BC,F; ciia YTHS3/IR 64 duoc xac dinh co chlic ning quan trong trong
viéc thiic day qua trinh phan héa céc gié trén bong lua & giai doan hinh thanh
té bao [95]. Cac QTL lién quan dén chiéu dai bong nam trén nhiém sic thé sé
4, 9, 10, trong d6 c6 QTL PL9 1a QTL chinh lién quan dén ting chiéu dai bong
Ita O.minuta [128]. QTL xéc dinh chiéu dai hat 1a qPL2 nam ¢ vj tri 85,01 ¢cM va
hai QTL xac dinh mat d6 hoa/bong qSD3.1 va qSD3.2, lan luot nam ¢ 28,91 va
39,51 cM ca ba QTL nay déu nam trén nhidém sic thé sb 3 [25].

Ban d6 co s& khong thé xac dinh duogc vi tri chinh xac cia mot QTL, do
vay céac thi nghiém tiép theo can phai duoc tién hanh dé xac dinh dugc chuc
nang sinh hoc cua cac QTL muc tiéu. Phat trién dong can dang gen (NIL) 1a
mét chién luoc hiéu qua dé kiém tra QTL [95], [101]. Dong NIL bao gdm céc
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ving QTL muc tiéu phén li trong mot nén di truyén dang dong hop. Noi
chung, dong NIL duoc phét trién bang thuc hién lai tra lai lién tuc véi dong
me hdi quy bang chon loc nho chi thi phan tir (MAS). Trong dé, chi chon loc
cac ca thé mang QTL muc tiéu caa nén di truyén cia dong me, sau d6 dé phat
trién dong NIL. Nhiéu QTL Kiém soét cac tinh trang ning suat da dugc kiém
tra bang phuong phap c6 dién nay. Tuy nhién, lai trd lai két hop véi chon loc
nho chi thi phan tr (MAS) sé€ giam duoc thoi gian va cong sure sang loc [4].

Dong lai nhap (introgression line - IL) va dong thay thé phan doan nhiém
sic dugc phat trién bang viéc thuc hién lai tré lai lién tuc v6i dong me nhan
gen, ciling co thé duoc tng dung dé kiém tra QTL, 1ap ban db chi tiét va chon
tao cac gidng lGa siéu nang suat [90].

Céc quan thé 1ap ban d6 c¢6 thé dugce danh gia kiéu gen vdi bat ky chi thi
phan to nao, chrftng han nhu cac chi thi dua vao ky thuat PCR nhu: SSR
(Simple Sequence Repeat), CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic
Sequences), hoac cac chi thi dugc xay dung tur cac dit liéu giai trinh ty nhu:
SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) hoac INDELSs (Inserts/Deletions).
1.6. Cau tric bong lia va cac QTL/gen lién quan dén cau tric bong lia
1.6.1. Céu triic bong lia

CAu triic bong 1a mot trong nhitng dic diém nong hoc quan trong lién
quan dén ning suat la [115]. CAu tric bong lta thé hién qua kich thude, s6
luong va hinh dang ctia bong lua. Theo do, ca sy phan nhanh va hinh thanh
bong lta déu c6 thé anh hudng dén cau trac bong [121]. Cac chi s6 ude tinh
cdu tric bong lta thudng bao gdm s hat/bong (SpN), chiéu dai bong (PL), s6
luong gié cap mot (PBN) va gié cap hai (SBN) [101]. Ngoai ra con mot sb
dic diém lién quan dén cau triic bong bao gdm hinh dang hat, c¢6 thé duoc suy
ra boi chiéu dai hat (GL), chiéu rong hat (GW), va ty 1& chiéu dai - chiéu rong
hat (LWR) [17].
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Céu tric bong lta 1a mot trong nhing tinh trang hinh thai quan trong
quyét dinh tiém ning nang suét, dugc chon loc qua qua trinh thuan hoa. Béng
laa 13 mot ciu tric dang nhanh, bao gém mot truc chinh, cac gié cép mot moc
ra tir truc chinh, sau d6 1a cac gié bac cao hon (gié cip hai, cip ba, cip bdn)
va cudi cung 1a hoa lua, moc truc tiép trén cac gié (hinh 1.2A). S6 lugng hoa
laa quyét dinh s6 luong hat trén bong, truc tiép anh huong dén ning suit cay
trong. Qua trinh phan nhanh béng phu thudc vao hoat dong ctia cac té bao gbe
chéi nach trong sudt giai doan hinh thanh va phat trién sém ciia bong. Cau
trac bong Iua rat da dang, khong chi trong ciing loai (giita giong thuan va giéng
hoang dai) ma con gitta cac loai khac nhau (Ita Chau A va laa Chau Phi). CAu
trac bong lta & cac loai thuan chung thay doi tir dang bong nhd, chi c6 mot vai
gié cAp Mot va gié cap hai, mang it hat dén dang bong to, phan nhanh nhiéu va
mang nhiéu hat hon so véi cac loai t6 tién (Hinh 1.2B) [104], [120].

N;%Iéuc béng
N$ tan
Gié so cdp

Hinh 1.2. Céu tric bong lia (A) va su thay déi qua qua trinh thuén héa (B),
n: Sé hat/béng. Nguon: Yoshida, 2011 [120]

A

Bong 1ua 1a két qua qua trinh hoat dong ctia cdc md phan sinh, ching
dugc hinh thanh va biét hoa lién tuc trong qué trinh phat trién cua cay [63].
Su hinh thanh bong lta non dugc chia thanh hai giai doan: giai doan sém la

sy hinh thanh va kéo dai ctia m6 phan sinh truc (Hinh 1.3A), hinh thanh cac
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mo phén sinh gié cdp mot (Hinh 1.3B), kéo dai cac md phan sinh gié cip mot,
hinh thanh cic mé phan sinh gié cap cao hon (Hinh 1.3C). Giai doan mudn la

sy hinh thanh mé phan sinh hoa (Hinh 1.3D), su biét héa tao thanh cac bg

phan cua hoa va sy phat trién cta chung cling dugc quan sat ¢ giai doan nay

(Hinh 1.3E).

Hinh 1.3. Cac giai doan hinh thanh bong ltia non quan sat dwéi kinh hién vi
A : Giai doan phat sinh mo phan sinh truc bong, B : Hinh thanh va kéo dai mé phan
sinh gié cap mét, C : Kéo dai gié cap mét va hinh thanh gié cdp hai, D : Hinh thanh
hoa, E : S biét hoa cdc co quan sinh san cua hoa. RM : mé phdn sinh truc ; PBm :

mé phdn sinh gié cap mét; AM : mé phdn sinh gié cap hai; PB : Gié cap mét; Sp:

Cum hoa ; Fl : hoa. Nguon: Tanaka, 2014 [104]

1.6.2. Cidc QTL/gen lién quan dén cau triic bong liia

Nang cao ning suit cdy trong la mot trong nhitng wu tién hang dau
trong chuong trinh chon tao gidng. Trong d6, cai thién cau trac bong lua da
dugc chimg minh 1a mot chién luoc thanh cong [71]. Cau tric bong laa dugc
quyét dinh boi chiéu dai truc bong (PL), s6 gié cap mot (PBN), s gié cap hai
(SBN), sb lugng hat (SpN) [67]. Cac tinh trang nay déu dugc kiém soét boi
cac 16-cut tinh trang s6 luong (QTLS) [102].

Cac QTL quy dinh cac tinh trang ciu tric bong nhu sé gié cap mot, sd
gié cap hai, sb gié cap ba ciing da duoc 1ap ban d6 va nghién ctu [14], [124].
Bén tinh trang bong: sd hat, chiéu dai bong, sd gié cap mot va sd gié cap hai

dugc danh gia anh huong cua QTL bang cach sir dung phuong phéap 1ap ban
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d6 khoang cach tong hop (ICIM) trong cac quan thé lai tro lai (BIL152,
BIL196a, BIL196b va BIL196b-156) da xac dinh c6 12 QTL nam trén nhiém
sac thé s6 6. Cac QTL nay dugc phat hién co lién két chit ché véi ba khoang
nhiém sic thé¢ RM7213 dén RM19962, RM20000 dén RM20210 va RM412 dén
RM20595. Trong d6 c¢6 1 QTL (PL6-5) quy dinh tinh trang chiéu dai bong déu
c6 & ca bon quan thé nam trong ving ving 1,3Mb trén nhidm sic thé 6 [101].

S6 hat/bong 1a tinh trang néng hoc quan trong dé ting ning suat laa, dugc
quy dinh boi sy hinh thanh bong [6]. S& hat/bong thuong ty 18 thuan véi sb
gié/bong. Trong sudt hon hai thap ky qua, nhiéu QTL/gen kiém soat tinh trang
cau trac bong lta da dugc xac dinh va phan tich. Mot s6 QTL/gen lién két dén su
hinh thanh phat trién gié di duoc xac dinh bang phan tich dot bién [116].

Nghién ctru vé tinh trang sd gié/bong, Komatsu va cong su nam 2003
d3 phat hién ra vai tro ctia gen LAX1 ma hoa mét chudi xoan (bHLH) 1a yéu
t6 phién ma rat can cho quan trinh duy tri mo phan sinh & nhanh hoa. LAX1
lién quan toi tat ca cac kiéu phan chia choi trong suét qua trinh phét trién cua
laa, dot bién gen LAX1 lam giam s gié cap mot va gié cap hai/bong. Gen
LAX1 da duoc céc tac gia nhan dong thanh céng bang chi thi phan tir CAPS.
Ciing trong nghién clru nay, cac tdc gia con phat hién ra gen SMALL
PANICLE (SPA). Gen nay c6 vai trd diéu chinh sy hinh thanh chdi bén, khi
xay ra dot bién SPA thi sb gié cap mot va gié cap hai cua lua déu bi giam [61].

Nam 2005, Ashikari va cong su da xac dinh dugc mot QTL 1am tang $6
hat/bong 1la GRAIN NUMBERL1 (Gnla). Trong nghién ctru nay tac gia da su
dung mot dong laa Indica 1a Habataki c6 sé hat/bong 1a 300 hat va mot dong
laa Japonica 1a Koshihikari c6 s6 hat/bong 1a 160 hat. Nghién ctu da xac
dinh dugc 5 QTL quy dinh tinh trang ting sé hat/bong, trong d6 Gnla dinh vi
trén vai ngan cta nhidm sic thé s 1 dan t&i su khac biét 44% s hat/bong cua
hai dong Habataki va Koshihikari [14].
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Kich thuéc bong chu yéu duoc xac dinh bai sb luong va do dai cua cac
gié cip mot va cap hai [6, tr.76]. Nghién ciru vé co ché diéu khién su phat
trién cac gié lua, Li va cong su nam 2009 [66] da nhan dong thanh cong gen
SHORT PANICLE (SP1) dya trén phwong phéap 14p ban do. SP1 gy ra kiéu
hinh triy ngan, ma héa mot protein van chuyén gia dinh tham gia vao qua
trinh dai bong & 1aa.

Céu tric bong chil yéu duogc xac dinh boi sy sap xép cua cac gié cap
mét, gié cap hai va mat do hat. Bong thang dimg 13 mot tinh trang nong hoc
quan trong lién quan chat ché véi nang suat hat. Gen DEP1 ma héa protein
PEBP kiém soat sb gié, mat do hat va kiéu bong thang dung. DEP1 biéu hién
& kiéu hinh 1a tang gié cap mot, cap hai va sd hat/bong. Trong khi d6, DEP2
mi héa protein cu thé va biéu hién dang ké & bong non, kiém soat sy phat
trién va do dai bong. Dot bién gen DEP2 biéu hién kiéu hinh ¢ mat do va
bong thang [50].

Nghién ctru Vvé tinh trang tang $6 hat/bong, Linh va cong su (2008) da
lap ban 6 QTL yd7 lién két tinh trang ting nang suét tir laa hoang O.minuta
trén nhiém sac thé s6 7. Su co6 mat cua yd7 trén gidng lua trong dai tra
Hwaseongbyeo lam ting 15 - 20% nang suét lta [70].

Nghién ctru 13p ban d6 QTL lién quan dén sb hat/bong & cac dong nhap
noi ¢o sd hat/bong cao c6 ngudn goc tir phép lai giita gidng Indica IR64 va
gidng NPT (New Plant Type) méi day cua tac gia Sasaki 2017 dd xac dinh
dugc 2 QTL nam trén nhanh dai nhiém sic thé sé 12 bao gom: QTL
qTSN12.1 trong quan thé BC,F, ctia YTH63/IR 64 va QTL qTSN12.2 trong
quan thé BC4F; cia YTHS83/IR 64. Nghién ctru ciing chi ra chitrc ning quan
trong ctia hai QTL nay trong viéc thuc diy Sy phan nhanh cua choi & giai
doan hinh thanh bong lua. Phan tich kiéu hinh chi tiét vé céc tinh trang lién

quan dén nang suat cua quan thé IR 64-NIL12 mang qTSN12.2 cho thay dong
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nay co s6 bong thip hon, than dai hon, 14 dai, rong hon so véi IR 64. Mat
khac, khéi lwong mot nghin hat c6 xu hudng cao hon va ning suat hat trén
mdi mét vudng & IR 64-NIL12 ciing 1én hon & IR 64. Cac QTL méi duoc xac
dinh c6 y nghia cho viéc cai thién di truyén vé tiém ning ning suit cua cic
gidng thudc nhom Indica [95].

Nhu vay, trong nhiéu nim qua dd c6 nhiéu nghién ctu vé cac QTL/gen
quy dinh tinh trang lién quan bdng lta bsi vi day 1a yéu té quan trong cau
thanh ning suat lGa.

Trong s6 cac QTL di duge cong bd lién quan dén cau tric bong chua
c6 QTL nao dugc phat hién lién quan dén ca hai tinh trang sé gié cap
hai/bong va so hat/bong. Pay 14 hai tinh trang quan trong quyét dinh tiém
nang nang suat lua.

1.7. Chi thi phan tir CAPS va ing dung trong nghién ciru 14p ban do
QTL lién quan dén tinh trang ning suat lia

Phén 16n céac chi thi phan tir st dung trong di truyén chon giéng dua
vao k¥ thuat PCR va su lip lai ngiu nhién ciia mot sé nucleotit trong hé
genom sinh vét nén tinh dic hiéu khong cao. Cung voi su phat trién cta cong
ngh¢ giai trinh tu, nhét 1a su ra do1 ctia cac cong nghé giai trinh tu thé hé méi
da cho phép tién hanh hang loat du 4n giai trinh ty giéng lta khac nhau trén
thé giéi. T viéc phan tich két qua giai trinh tu, hang tridu diém dot bién da
hinh don nucletotide (SNPs) da dugc phat hién va duoc 1ap ban dd phuc vu
cho céac nghién ctru trén toan hé gen. Mot trong nhiing tinh tmg dung thyc tién
cua SNP la dung dé xay dung chi thi CAPS nham phuc vu cho vi¢c phan biét
cac giong khac nhau. Nguyén tic cia chi thi phan tor CAPS dua trén sy thay
d6i ciia mot nucletotit (SNP) trong vi tri cat cia enzyme gidi han. Tir d6 cac
mdi s& duoc thiét ké nhim nhan doan DNA chira SNP, sau d6 chay phan ung

PCR véi mdi CAPS va cat san pham PCR bang enzyme gi6i han thanh hai
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doan c6 chiéu dai khac nhau. Nhitng gibng ma vi tri cit ciia enzyme gidi han
khong bi dot bién thi san pham PCR s& bi cat thanh hai manh. Nguoc lai d6i
v6i gidng mang SNP trong ving cét cliia enzyme gi6i han thi enzyme khong
nhén biét duoc vi tri cit dic thu cua nd dan dén san phém PCR khong bi cat.
Nho vao k¥ thuat dién di trén gel agarose s& dé dang phan biét duoc cac giéng
khac nhau dwa vao da hinh chiéu dai ctia san phim cit bang enzyme gi6i han.

Chi thi phan tor CAPS [62] dai dién cho mdt nhom chi thi dac hiéu da
dugc ung dung thanh cong, dac biét 1a trong linh vyc sinh hoc thuc vat.
Nguyén tac ctia CAPS rat don gian va dya trén ba budc: (1) PCR véi moi dic
hiéu; (2) cit san pham PCR véi enzyme gidi han; va (3) dién di san pham cat
trén gel agarose. Trén thuc té, chi thi phan tir CAPS két hop sir dung k¥ thuat
PCR véi cac phuong phap co dién RFLP, chi khac 13 n6 dua trén sy khuéch
dai cta cac doan DNA ngian thay vi toan bo bd gen [45], [49], [73]. Thiét ké
moi cho chi thi CAPS c6 thé dua trén trinh tu nucleotit tir cac co s dit lidu
san ¢ hodc giai trinh ty ving can khuéch dai [49], [53], [71], [109].

Budc dau tién ciia CAPS thyc ra 1a mot PCR thong thuong. Ung dung
enzyme cat giéi han 1 budc thir hai va ¢ day xac suat da hinh di truyén gitra
cac mau DNA dong vai tro trung tim. Khac biét di truyén trong DNA chu yéu
¢ dang da hinh don nucleotit (SNP), hodc chén x6a (InDel) [44], [54], [59],
[115]. Nhiing thay d6i di truyén trong cac vi tri nhan biét cila cac enzyme gidi
han 13 nhitng diém quan trong dé phat trién va ung dung cta cac chi thi
CAPS. Mot doan khuéch dai v&i mot vi tri nhan dién chinh xdc cia mot
enzyme gi6i han sé& bi cit thanh hai phan doan bang enzyme gi6i han. Nguoc
lai, chi c6 mdt doan duy nhét c6 thé duoc quan sat théy khi vi tri cit cua
enzyme gidi han da bi dot bién va thay doi khién cho doan khuéch dai khong

bi cét.
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Pé x4c dinh vi tri chinh xac ctia SNP trong cac vi tri nhan biét cua cac
enzyme gi6i han, s& rt hitu ich khi c6 trinh tu cta cic doan khuéch dai [28],
[72], [73], [77]. Giai trinh ty thé hé mdi (Next Genration Sequencing - NGS)
1a mot phuwong phép giai trinh tu hién dai va rat pho bién da gitp xac dinh
hang triéu SNPs cho hang ngan giéng lia khac nhau (Rice SNP - Seek
Database) va con s6 ndy con tiép tuc ting. Céac chi thi CAPS dugc phat trién
dua trén cong nghé NGS SNP, dan dén viéc hd trg chon loc bang chi thi phan
tir rat hidu qua ¢ lua [31], [68], [102].

Sau hon 20 ndm phat trién chi thi CAPS, nhirng thanh c6ng va han ché
ctia phuong phéap nay trong sinh hoc thuc vat hién da rd rang. Tinh di truyén
dong troi ciia CAPS 1a mot trong nhimg dic tinh quan trong nhat cia loai chi
thi nay dan dén ca ca thé dong hop tir va di hop tir c6 thé dé dang dugc nhan
ra trong qua trinh danh gia kiéu gen. Mot uu diém quan trong khac ciia CAPS
1a thiét bj don gian va twong dbi ré. Nhu di dé cap & trén, thiét bi rat thong
thuong va pho bién dugc st dung cho CAPS bao gdm PCR, cit voi enzyme
gidi han va dién di. Trong khi d6, hau hét cac k¥ thuat phan tir hién dai khac
déu dua trén cac chudi hoan chinh hodc mét phﬁn cua bd gen thuc vat, yéu
cau thiét bi tu dong cao va rat ton kém [24], [75], [83], [111]. Ngoai ra, cac
két qua don gian cua CAPS gém chi mot hodc méot vai doan DNA sau cat
béng enzyme gidi han 1a mot loi thé rat tich cuc cua phuong phap nay.

1.8. Pa hinh nucleotit don (Single Nucleotide Polymorphism - SNP)

Chi thi DNA méi dugc goi la da hinh nucleotit don trong hé gen (SNP)
gan day di va dang duoc wng dung rong rii trong cac nghién ciru vé hé gen.
SNP thé hién tinh da hinh xay ra bai cac dot bién diém phat sinh trong céc
alen khac nhau bao gdm cac bazo thay thé tai vi tri nucleotit cu thé. Su khac
biét gitta cac ca thé chinh 1a nhitng biéu hién khac nhau vé trinh tw DNA. Gan

day, cac nha khoa hoc da phat hién dugc nhitng su khac biét gay ra chi do sy
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thay thé mot nucleotit don, duoc goi 1a sy da hinh nucleotit don (Single
Nucleotide Polymorphisms - SNPs). Nghién cttu gan day trén tap doan giong
laa ban dia Viét Nam da duoc phan tich kiéu gen nhd gan 30.000 chi thi SNP
phu hop véi phuong phap phan tich GWAS [88].

Nguyén 1y phat hién ra chi thi SNP bao gom cac budc chinh sau: St
dung mot cap mdi duoc thiét ké dua vao chi thi EST dé nhan doan DNA dic
trung cho mot ving giéng nhau & genom caa moi ca thé. Tién hanh xac dinh
trinh ty ctia san pham nhan ban tir d6 phat hién ra sy da hinh do sy sai khac
chi mot nucleotit trong trinh ty. SNP va trinh tu lién ké c6 thé tim duoc qua
xay dung thu vién va giai trinh tu hoac thong qua sang loc co sé dit liéu trinh
tu 6 san [54].

Tuy nhién, trén thyc té chi mot SNP don khong thé néi 1én nhiéu. Dé xéac
dinh dugc sy lién hé giita cac SNP can phai xem xét t& hop nhiéu SNP trén
mot doan DNA dai hon, mdi t6 hop SNP duoc goi 1a mot haplotype, trong
mot quan thé 16n, chi thay mot s t6 hgp SNP phd bién tic 1a chi c6 mot sb
kiéu haplotype nhat dinh ton tai. Trong thé gigi di truyén, moi thong tin di
truyén déu o trang thai cip. Ching ta s& c6 mot haplotype tir me, va mot
haplotype tir b6. Diéu ay c6 nghia 1a ching ta c6 hai haplotype, hay mot cap
haplotype. Hai haplotype trong cip c6 thé khac biét hodc co thé giong nhau.
Khi xem xét dén phan &ng caa mot ca thé d6i voi méi truong can phai xét dén
hd so SNP dic hiéu (SNP profile - cap haplotype) cua ca thé d6 [4].

Mic du nhitng tién bo cong nghé SNP danh gia kiéu gen da dat duoc mot
s6 két qua kha quan, tuy nhién van con nhiéu thach thirc va doi hoi can dugc
c6 cac thiét bi nghién ctru chuyén dung. Phuong phap truyén thdng pho bién
san c6 cho SNP danh gia kiéu gen bao gom: Giai trinh tu truc tiép, giai trinh
tu bazo don, alen oligonucleotit cu thé, bién tinh trén gel dién di, SSCP va
phan tng chudi that (LCR). O thuc vat, SNP nhanh chong thay thé chi thi lap
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lai trinh tu don gian. SNP 1a dang pho bién nhét caa bién di di truyén trong
cac hé gen c6 nhan dién hinh. Ung dung caa SNP trong chon gidng cay trong
gom: (1) Chon loc hé gen va chon loc nho chi thi; (2) Lap ban ¢ QTL va ban
dd twong quan, vi tri nhan ban [128]; (3) Lap ban d6 gen dua trén phan tich
cac trinh ty di truyén va phan tich pha hé; (4) Kiém tra d6 thuan cua gidng
(dic biét gidng lai); (5) Xéac dinh giéng va (6) Giam sat alen két hop trong cac
moi truong cu thé.

1.9. Tim kiém SNPs trong ving genom muc tiéu biang cong nghé chup
gen két hop véi gidi trinh tw thé hé méi.

Trude day viée giai trinh tu cac giéng st dung phuong phap Sanger rat
ton kém va mat thoi gian, nhét 1a ddi v6i cac du an nghién ciru quy mé 16n,
nhiéu gen song song. Cac phuong phap giai trinh tu thé hé moi (Next
generation sequencing - NGS) da giam dang ké chi phi va tang san luong giai
trinh ty tir vai trim nucleotit 1én khoang 600 ty bps mdi lan chay (vi du may
Ilumina’s HiSeq200 V3) [32], [124]. NGS duoc thuc hién bing cach giai
trinh ty hang loat cac doan DNA nho theo kiéu song song. Do do budc dau
tién trong NGS 1a phan doan DNA b gen thanh cidc manh nho, thuong la tur
300 - 500 bps bé‘mg cac cong cu co hoc hodc hoa hoc [28]. Tiép do, cac doan
adapter duoc mé héa khac nhau s& duoc thém vao hai dau cua cac phin doan
DNA, cho phép gén moi va giai trinh ty phan doan DNA. Mot dac diém
chung ctia hau hét cac phuong phap NGS 1a cac phan doan DNA duoc nhan
dong vo tinh va sau d6 dugc gan 1én cac vi mach (duoc goi 1a Flow Cells,
FlowChips hoic PicoTiter), dugc sip xép theo kiéu song song.

Mic du cac phuong phap giai trinh tu thé hé moi da 1am giam dang ké
chi phi dé giai trinh tu toan b bo gen. Tuy nhién day chi 1a mot phan nho
trong tong chi phi dy 4n giai trinh tu toan bo bd gen trong d6 bao gém viée

phan tich va quan 1y dit lidu giai trinh ty. Vi du vé giai trinh tu toan bd bo gen
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ngudi s& can phai phan tich khoang 3.2x109 nucleotit (bps). Trong khi d6 sb
exon (toan bd ving mi hoa protein) chi chiém khoang 1% bd genom, bao phu
30 - 60 triéu bp [32]. Str dung cong nghé chup gen (Gen capture) két hop véi
giai trinh ty thé hé méi gitip phan 14p ving can giai trinh ty trude, sau do giai
trinh ty, 1a mot giai phap hiru ich trong truong hop chi can giai trinh ty mot
ving trong bd genom va do d6 gitip 1am giam dang ké luong dit liéu tao ra
cling nhu cong viéc xur Iy tin sinh, phan tich, quan ly dit li¢u.

Két hop cac hé thdng chup gen muc tiéu (Targeted Gene Capture) véi giai
trinh tu thé hé méi 1a phuong phéap hiéu qua trong viéc kham phé cac ving di
truyén muc tiéu & do phan giai cao, cho phép kham pha nhanh chong hang ngan
da hinh di truyén va da hinh cac nucleotit don (SNPs) tir d6 gitp cac nha khoa
hoc xay dung chi thi phan tir phuc vu cho cac muc tiéu nghién cttu [46]. Phuong
phap nay c6 uu diém 1a 1) tiét kiém chi phi déng ké, 2) do chinh xé4c cua trinh tyr
cao hon vi d6 bao phu c6 thé dat dugc sau hon, 3) thoi gian thuc hién ngan hon
va 4) dir liéu thu dugc phu hop véi cac phan tich tin sinh xac dinh chirc nang
gen. Viéc chup gen muc tiéu két hop voi NGS da cho phép kiém tra sé luong
mau 16n hon nhiéu so véi viéc giai trinh tu toan bd bo gen [69].

Cong nghé chup gen (Gen capture) gdm 4 budc: 1) Thiét ké mau do bao
phu viing can giai trinh tu sau d6 mau do duoc gan véi phan tir Biotin; 2) Lai
cac phan doan DNA v&i mau do nhd vao sy bat cip twong dong; 3) Phan lap
cac phan doan DNA duoc lai véi mau do bang cac vién bi phu streptividine s&
lién két v4i Biotin trong mau do; 4) Tach cac phan doan DNA ra khéi mau do
bang cach ting d6 pH cua dung dich lai, 1am bé gy cau ndi giira Biotin va
Streptividine, san sang dé giai trinh ty cac phan doan DNA phan lap duoc trén

may giai trinh ty thé hé méi.
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1.10. Nghién ciru lién két trén toan hé gen (GWAS), tiém ning ving dung
trong nghién ciru vé cac tinh trang néng hoc phire tap & lia
1.10.1. Phwong phdp nghién civu lién két trén toan hé gen GWAS

Mic du rat nhidu QTL va gen lién quan dén ning suat lta da duoc dugc
xac dinh bang cach xay dung ban d6 QTL, cung cip thong tin chi tiét co gia
tri vé co s& di truyén cua ning suat, nhung nhimg két qua nay chi giai thich
mot phan cua da dang ty nhién. Phuong phap nghién ctru lién két toan bo hé
gen (GWAS) ra doi da nhanh chong tré thanh cong cu manh mé dé xac dinh
da dang alen trong tu nhién vi n6 so sanh déng tho1 hi€u ung cua nhiéu alen
bang cach sang loc mot s luong rat 16n cac gidng [23].

Trong sd cac ung dung cong nghé sinh hoc di duoc ap dung nghién
ctru trude ddy o lua (nudi cdy bao phan, wu thé lai, gdy dot bién, cy trong
chuyén gen, lai chéo....), GWAS cung véi su tro gitp cta cic thé hé giai trinh
tu mdi ra doi cung cip bo chi thi phan tir bao phu toan bo hé gen vdi dd phan
giai cao hoan toan chiém uu thé trong viéc nghién ctru cac tinh trang phtrc
tap. GWAS cung cip cai nhin tong quan vé cac tinh trang sd luong trong mdi
twong quan véi kiéu gen, va cac gen tiém ning cho cic nghién ctu tiép theo.
V& nguyén tic, GWAS danh gia mdi twong quan giira mdi chi thi di truyén
v6i tinh trang nghién ciru trong mot quan thé cing loai, cung cip co so di
truyén cua cac tinh trang trén, cho phép lua chon céac cép bd me tdt nhat dé
phan tich QTL ciing nhu danh dau cac gen tiém ning tac dong dén tinh trang.
Néu cac phuong phap nghién ciru truyén théng thuong chi co thé tap trung
vao mot vai tinh trang dé nghién ctiru thi GWAS ¢6 thé ap dung nghién ctru
trén ca tap doan cung lic nhiéu tinh trang [51].

Lua 1a mot trong nhiing cdy trong 1y tuong dé tién hanh cac nghién ciru
GWAS. Nghién cttu GWAS 6 lua cé nhiéu thuan 1gi vi ban chit cta hau hét

cac gidng lua 1a ddng hop tir, do d6 mot khi quan thé nghién ciru duoc danh
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gia da dang di truyén, dit liéu di truyén c6 thé dugc tai st dung nhiéu lan trén
cac kiéu hinh va méi truong khac nhau. Voi co ché tu thy phan nghiém ngat,
d6 phan rd cta sy mat can bang di truyén lién két (LD decay) gitra cac chi thi
di truyén qua cac thé hé thip trong khi khoang cach dé sy mat can bang di
truyén lién két phan ra trong hé gen lai cao hon so véi cic ciy trong giao phan
[41] , cac dong thuan co thé duge duy tri qua nhiéu thé hé trong khi gi6i han
d6 phan giai dé 1ap ban do gen lién két lai nho hon so véi cac cdy trong giao
phén khac. Trong cac nghién ciru GWAS, v61 mat do cac SNP bao phu toan
bo h¢ gen, khoang tin cdy cta cac vung QTL chi con khoang 50 - 100 kb, nhé
hon nhiéu so véi trong phuong phap 1ap ban dd QTL trudc day, tir 46 gitip
cho viéc tim kiém va xac dinh cac gen tiém niang dé dang hon [51].

1.10.2. Ung dung nghién ciru lién két trén toan hé gen

GWAS duoc sir dung lan dau tién hon 10 nam trudc trong di truyén ¢
nguoi, dén nay da c¢6 hon 1.500 cong bd vé GWAS. GWAS duoc si dung kha
pho bién trong nghién ctru cac sinh vat md hinh, ciing nhu véi cay trong [71],
[100] va dic biét 1a lta gao véi hang loat cac cong bd trong khoang 5 nam tro
lai day [18], [22], [43].

Hién nay, da c6 hon 400 QTL lién quan dén tinh trang hinh thai hat da
dugc phat hién bang nhiéu phuong phap 1ap ban d6 khac nhau [131] nhung
chi c6 gan 20 gen lién quan dén kich thudc va khdi lugng hat duoc phan 1ap
va nhan dong. Trén tip doan giéng laa Indica Trung Qudc, Huang va cong sur
(2012) da tim thay 32 16-cut méi co lién quan dén thoi gian ra hoa va 10 16-
cut lién quan dén kich thuéc hat [50]. Trong khi d6 trén tip doan gidng lua
Japonica Trung Qudc, Si va cong su (2016) phat hién mot QTL 16n trén
nhiém sac thé sd 7 ¢ lién két véi kich thude hat va cau tric bong [97]. Nam
2015, voi tap doan 369 giéng lua lai vu ta (IRRI), Begum va cong su (2015)

cong bd 52 QTL méi lién quan dén 11 tinh trang nong hoc quan trong gdom
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nhiéu QTL 16n c6 lién két v&i cac tinh trang thoi gian ra hoa, chiéu cao cy,
nang suat, chiéu dai, chiéu rong hat [43]. Gan day, Ma va cong su tién hanh
mot nghién ctru GWAS lién quan dén kich thudc hat, trén 270 gidng lta, sir
dung 996722 SNP bao phu trén toan hé gen, x4c dinh dugc tuong ting 5 va 4
16-cut c6 lién két chat voi chidu dai va chiéu rong hat, tir day cac nha khoa
hoc da phat hién gen OsSNB tham gia diéu hoa 4m tinh dbi véi tinh trang kich
thude hat [74]. Pic biét, bang viéc sit dung hon 700000 SNP trén mot tap
doan 242 gidng lua nhiét d6i, Crowell va cong su di phat hién hai ving QTL
trén nhiém sic thé sd 3 va 8 lién két chit voi sd luong nhanh cép mot; mot
vung trinh tu trén nhidm sic thé sd 9 cung tic dong dén chiéu dai long va
chiéu dai nhanh cép mot; xac dinh dugc mot viung QTL trén nhiém sdc thé 11
lién két voi chiéu dai truc va chiéu dai bong, dong thoi tim kiém thém duoc
nhiéu ving QTL khéc c6 anh hudng dén cac tinh trang khac cia ciu trac bong
[34]. Mot nghién ciru khac str dung hon 300 gidng la trén khap thé gioi, két
hop v61 bd chi thi phan tir hon 44000 SNP, xac dinh duge bay QTL lién két
v6i sd lwong nhanh cdp mot, nam QTL lién két v6i chidu dai béng, mudi QTL
lién két voi chiéu dai hat, trong s6 d6 c6 mot ving QTL lién két voi s6 luong
nhanh cip mot c6 su thong nhét gitta hai moi trudng canh tac khac nhau [118].
Bén canh céc tinh trang ning suét, ting cudng tinh khang & lta ciing la
mot thach thirc 16n dbi voi cac nha chon giéng. Mot nhom cac nha khoa hoc
Théi Lan thyc hién nghién cru GWAS trén quan thé 104 gidng ban dia Théi
Lan, v6i hon 110000 SNP, x4c dinh dugc bén ving QTL 16n ¢6 lién két véi tinh
trang khang min nam trén cac nhiém sic thé s6 8, 12, 1 va 2 [64]. Gan déy, mot
nghién ciru GWAS duoc tién hanh trén gan 200 giéng ban dia Viét Nam, xac
dinh dugc 17 QTL khac nhau lién két véi cac dic tinh chiu han cta lta nhu ham
luong nude turong ddi, diém nhay cam han, kha ning phuc hdi sau stress. .. trong

d6 c6 9 QTL biéu hién sy lién két v6i hai hay nhiéu tinh trang [48].
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Cong bd gan day nhat cua Bai va cong su (2021) [16] cling da thuc
hién nghién ctru GWAS ddi véi ba tinh trang lién quan dén cau trac bong laa
(chiéu dai bong - PL, s gié cip mot/bong - PBN, sb gié cap hai/bong - SBN)
trén 340 giéng laa Japonica va Indica nam trong du 4n giai trinh ty 3000
genom laa c6 ngudn gdc tir 48 qudc gia thudc Chau A, Chau Au, Chau Phi,
Autralia, Bic va Nam Phi. Két qua phén tich v&i 1087 SNP di xéac dinh dugc
129 QTL riéng 1¢ (trong d6 115 QTL quy dinh tinh trang PL, 12 QTL quy
dinh PBN va 2 QTL quy dinh SBN). Trong d6 c6 11 QTL thudéc nhom
Japonica (7 QTL quy dinh PL, 1 QTL quy dinh PBN va 3 QTL quy dinh
SBN); 21 QTL thuéc nhéom Indica (6 QTL quy dinh PL, 6 QTL quy dinh
PBN va 9 QTL quy dinh SBN). Chi 5 QTL (qPL3-14/gPBN3-1, gPL5-
3/gPBN5-1, gPL5-16/gPBN5-2, qPL6-1/qPBN6-1, qPL11-3/qSBN11-1) quy
dinh nhiéu hon mot tinh trang va khong c6 QTL nao cung quy dinh véi hai
tinh trang PBN va SBN,

Tai Viét Nam, trong vai nam qua, mot ) nghién cotu GWAS da duogc
tién hanh phan tich cho mot loat dic diém néng hoc ¢ lua [48]. Trong du 4n
hop tac Viét - Phap, Phung Phuong Nhung va cong su di xay dung mot quan
thé cac giéng la ban dia dai dién cho cac h¢ sinh thai canh tac da dang & Viét
Nam gom 182 gidng lta (115 Indica va 64 Japonica) duoc phén tich véi gan
30000 SNP bang ky thuat GBS (Genotyping By Sequencing) tao tién dé cho
cac nghién ctru GWAS ddi véi cac tinh trang céu trac ré, cu trac bong....
Nam 2014, Phung va cong sy da tién hanh phan tich GWAS trén cac tinh
trang lién quan dén clu trac bo ré (chiéu dai ré, trong lugng ré, do day 18, s
luong ré bén...), két qua da tim ra hai QTL quan trong va mdt s6 gen tiém
nang trén NST s6 2 va s6 11 anh huéng dén tinh trang dudng kinh ré va sd

luong ré bén [88], [89].
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Ta Kim Nhung va cong su (2018) da tién hanh nghién cru GWAS céc
tinh trang lién quan dén cau tric bong cta tp doan 159 gidng lua ban dia Viét
Nam va da xac dinh dugc 29 QTL 6n dinh c6 lién két véi bay tinh trang lién
quan céu tric bong, trong d6 6 QTLs quy dinh s6 hat/bong, 9 QTLs quy dinh
s6 gié/bong, 17 QTLs quy dinh cac tinh trang chiéu dai bong. Quan trong hon
nghién cru nay tim ra sy c6 mit cia mot vai ving QTL méi lién két voi tinh
trang s& hat/bong, sd gié cAp hai va sb gié cap ba ¢ bong laa. Pic biét nghién
ctru di xac dinh duoc hai ving QTL (QTL6 va QTL9) nam trén nhiém sic thé
s6 2 cung lién két véi hai tinh trang s6 hat/bong va sé gié cap hai/bong. Tuy
nhién QTL6 chi chira 1 SNP, QTL9 chtra 9 SNP bao pha mét ving twong doi
I6m trén nhidm sac thé s6 2. Két qua phan tich LD ciing chi ra ddy 1a mot ving
chtra nhiéu SNP lién két chat ché véi nhau. Hai QTLs khac 1a QTL14 va QTL19
cung quy dinh cho tinh trang RL, PbinL. va PBN, PBL. Khong ¢6 QTLs nao
cung quy dinh cho PBL va SBL ciing nhu PBN va SBN [102]. Nhiing két qua
nay cung cap nguodn dit lidu gia tri cho cac nghién ciru di truyén ¢ laa cling nhur
cac chi thi phan tir c6 thé dung trong chon tao lua [51], [127].

1.11. Haplotype va phuong phap phan tich haplotype

Haplotype 13 su két hop cua cac alen cho cac dang da hinh khac nhau
(nhu SNP, chén/xoda va cac dau hiéu hoic bién thé khac) co trén cing mot
nhidm sic thé, dugc di truyén cung nhau, voi Sy mat can bang di truyén lién
két manh mé& (LD) giita chung [99].

Trong qua trinh tién hoa cla cac loai cay trong quan trong nhu laa, ngo,
laa mi... viéc chon loc cac gen/ alen quy dinh kiéu hinh mong muén cho tinh
trang quan tdm 1 yéu t6 chinh dan dén viéc hinh thanh cac dau hiéu cia chon
loc [91]. Cac dau hiéu cua chon loc (con duoc goi 1a khéi haplotype bao ton
va quét chon loc) c¢6 nhiéu gen, dugce quy dinh cing nhau béi nhiéu gen diéu

hoa. Mdi tuong quan giita cac tinh trang khac nhau duoc phan anh tir cac dau
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hiéu chon loc 1a do mdi lién két gitra cac gen hodc do hiéu tng da hudng cua
cac gen gidng nhau. Do d6, cic nha chon tao giéng cay trong thudng nhim
muc tiéu vao cac ving gen nay dé lam sang t6 anh huong cia chang dbi véi
cac tinh trang quan tam. Bén canh do, viéc tich hop b gen dé xac dinh cac tai
t6 hop duogc tao ra bang cach lai giita cac cap bd me twong phan s& hd tro rat
nhiéu trong viéc giai quyét su phuc tap cua cac tinh trang s6 lugng [55].

Do su sdn c6 cua dit liéu giai trinh tu tir s lwong 16n cac ca thé cho
Mot loai cay tréng nhat dinh, nén viéc xac dinh haplotype da tr¢ nén dé dang
hon. Bang cach st dung toan bo dit liéu giai trinh tu bd gen, Bevan va céc
cong su (2017) da xac dinh khai niém vé tap hop haplotype. Cung véi dit liéu
kiéu hinh ctia dong mam/dong giong, c6 thé danh gia va xac nhan cac anh
huong kiéu hinh cua cac kiéu don boi 'thanh phan' [25]. Dya trén tién dé nay,
va bang cach st dung bo dit liéu giai ma lai toan bo bo gen quy mo 16n két
hop v&i phan tich kiéu hinh haplotype, Abbai va cac cong su (2019) da xéac
dinh duoc cac haplotype hiru ich cho viéc nhan gidng lta trong twong lai [9]
va Sinha va cac cdng su da lam theo cach tiép can tuong tu ¢ cay dau tridu
(Pigeon pea) [98]. Dit licu SNP mat do cao duoc tao ra tir nhiéu kiéu gen
thong qua cic phuong phéap tiép can dua trén NGS hoic dua trén mang da
duoc sur dung dé phat trién cac dang don boi ¢ nhiéu loai thuc vat. Cac don
boi nay ciing da dugc s dung cho cac ung dung khac nhau trong nghién ctru

va nhéan giong ¢ céc loai cay trong khac nhau.
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CHUONG 11

VAT LIEU, NOI DUNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Vat liéu va céc thiét bi trong nghién ciru
2.1.1. Vgt ligu nghién ciru

- B dir liéu phan tich hinh thai cau tric bong va céac tinh trang lién
quan dén ning sudt laa cua tap doan 155 gidng lua ban dia Viét Nam dugc ké
thira tir két qua nghién ctu GWAS cua nhom Khéng Ngan Giang, Ta Kim
Nhung va cac cong sy nam 2014 - 2015 (cong bd nim 2018) phuc vu phan
tich, chon loc cac giong laa bd me dé lai tao quan thé F, [102].

- Bbn gibng lta ban dia Viét Nam (cung cap boi Trung tim Tai nguyén
thuc vat) 1am vat liéu lai tao, dugc chon loc tir tap doan 155 gibng lta trén,
thuoc hai haplotype ciia QTL9, c6 kiéu hinh twong phan vé ciu truc bong.
Haplotype 1 gém hai giéng Sém Giai Hung Yén (G6), On (G19), c6 cau tric
bong nho, chira 9 SNPs (gagagcgaa) sur dung lam giéng me. Haplotype 2 gom
hai giéng Khau Nam Rinh (G189), B1¢ Blau Cho (G205) ¢6 c4u triic bong to,
chtra 9 SNPs (atataaatt) st dung lam giéng b6. Thong tin chi tiét vé cac gidng
duogc trinh bay trong bang 2.1.

- 12 cap moi SSR (Microsatellite Marker) da duoc cong bd cho su da
hinh giita cac giéng laa, nam trén cac nhiém sac thé khac nhau duoc st dung
dé chon loc céac cay F; (Bang 2.2)

- Trinh tu gen gidng lta tham chiéu Nipponbarre [58], [77].

2.1.2. Thiét b si dung trong nghién ciru

Céc thiét bi may moc st dung trong sinh hoc phén tir: My dién di, may
do néng d6 DNA Nanodrop 8000, hé théng dién di mao quan Qiaxcel, may
PCR, may ly tam, budng soi gel UV (Uvltec, Cambridge) phan mém Fire

Reader, may cit DNA siéu 4m tap trung, mdy giai trinh tir thé hé méi [llumina
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Miseq en pair end (2x250), may dién di Fragment Analyser...va cac loai hoa
chat chuyén dung sir dung trong tach chiét DNA, chay phan tng PCR.
Bang 2.1. Mt s6 chi so vé cdu tric bong va ning suat Ciia cac gidng lua
str dung 1am bé me dé tao cac quan thé lai F;
(Tai Trung tim Tai nguyén Di truyén thuc vat vu mua 2014 va Tram Nghién

ctru Nong nghi¢p Van Giang vu mua nam 2015)

4 7
A A

‘ S
So . Khoan 2, Khoan
Pia - Chidu 9 g Chid U e Thoi
. Chieu  gjg cach ] dai cach i So hat/ ]
Tén diem dai i dai gié ) cap ) cap gian
» Nam A cap , giira cac gié  giira cac bong
giong thu bong cap 1l , 2/ . , 3/ ra hoa
(cm) 1/ gié cap 1 cap2  gié cap (hat)
thap (cm) bong ong (ngay)
bong (cm) oo m o 2 cem) 3
(gié) (gié)
Khong
G6 X4c 2014 18,21 11,22 11,88 1,81 23,67 2093 1,12 0,06 130,22 96,5
dinh
Ha
G19 Noi 2014 1961 11,39 12,10 1,90 24,22 2,58 1,16 0,0 133,94 95,5
0i
bién
G189 Bic 2014 20,41 11,83 14,29 1,91 48,67 3,30 0,72 0,44 250,50 94,5
1en
Son
G205 . 2014 22,09 11,78 14,58 2,05 44,44 3,15 0,99 0,0 220,33 99,0
a
Khong
G6 x4c 2015 25,04 13,61 16,38 2,03 34,83 4,01 1,40 0,06 187,33 1010
dinh
Ha
G19 NG 2015 27,58 13,83 17,02 2,18 31,11 3,53 1,69 0,44 176,83 100,55
0i
bién
G189 Bic 2015 29,85 12,72 20,59 2,57 4522 4,76 1,19 0,89 228,22 79,0
1en
Son
G205 2015 28,97 13,33 18,30 2,35 47,39 3,97 1,38 0,50 244,22 1080

La
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Bang 2.2. Danh sach 12 chi thi phan tir SSR sir dung dé chon loc cay F;

Tén chi . Trinh ty  Kich c& N
So higu NST Trinh ty moi Tac gia
thi l3p (bp)
Temnykh va cong su,
F-ggctgctcatcagetgeatge 2000
RM151 L37528 1 (TA)23 205 - 317 J9c9 Jelgeatged )
R-tcggcagtggtagagtttgatctgc ~ Akagi va cong su,
1996
F-ctacatcggcttaggtgtagcaacacg Temnykh va cong su,
RM180 D63901 7 (ATT)10 107 -204 J9ctagdiatag J Y g st
R-acttgctctacttgtggtgagggactg 2000
F-gtgactgacttggtcata Chen va c¢cOng su,
RM204 AF344025 6 (CT)44 106 - 194 Jigactgactios 999 ngss
R-gctagccatgctctcgtacc 1997
G11(GA) F-ttccatggcacacaagcc Temnykh va céng su,
RM289 AF344115 5 88 - 180
16 R-ctgtgcacgaacttccaaag 2000
AT)11GT F-caacgtgatcgaggatagatc Temnykh va cong su,
RM320 AF344145 7 (AT) 153 - 254 Jigaiegaggated Y ng st
AT(GT)13 R-ggatttgcttaccacagctc 2000
F-acaccaggctacccaaactc Temnykh va cong su,
RM400 AQO051253 6 (ATA)63  195-321
R-cggagagatctgacatgtgg 2001
F-gctcaacgtttcgttectg Temnykh va céng su,
RM410 AQ156440 9 (TA)13 173 - 269
R-gaagatgcgtaaagtgaacgg 2001
F-acatgatgcgtagcgagtt Temnykh va cong su,
RM491 AQ510175 12 (AT)14 263 - 400 9agegtageaadtiy Y g st
R-ctctcectteccaattecte 2001
F-tctataatgtagccccccce Temnykh va céng su,
RM532 AQ843286 3 (CA)9 166 - 180
R-tttcaggggcttctaccaac 2001
F-actacatacacggcccttgce Temnykh va céng su,
RM535 AQ857127 2 (AG)11 138 - 410
R-ctacgtggacaccgtcacac 2001
Temnykh va céng su,
(TA)9(CA) F-gctttccctctaaccectct 2001
RM577 AP000816 1 191 - 270
8 R-ggatgtaccgctgacatgaa McCouch va c¢ong su,
2008
F-tctttggtatgaggaacacc Temnykh va céng su,
RM592 AC016779 5 (ATT)20 210-400

R-agagatccggtttgttgtaa

2001

Ghi chii: NST: Nhiém sdac thé
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2.2. Pia diém va thoi gian nghién ctru

- Pia diém thuc hién:

+ Thi nghiém phén tich, danh gia kiéu gen QTL9 céc quan thé Fy, F,, Fs
thuc hién tai Vién Di truyén Nong nghiép (phuong C6 Nhué 1, quan Bic Tur
Liém, thanh phd Ha Nbi);

+ Thi nghiém chup gen két hop giai trinh tu Illumina va phan tich di
licu SNP, phat trién chi thi phan tir CAPS thuc hién tai Vién Nghién ciru va
phat trién IRD - Phap;

+ Thi nghiém danh gia kiéu hinh thuc hién ngoai dong ruong tai xa
Pong La, huyén Hoai Pirc, thanh ph Ha Noi.

- Thoi gian thuc hién luan an: Ttr nam 2017 dén nam 2020.

2.3. N¢i dung nghién ctru

2.3.1. Néi dung 1: Chon loc cdc cip lai b me va lai tao quén thé F,

2.3.1.1. Phan tich haplotype vung QTL9 cua tdp doan lua st dung trong
nghién cttu GWAS, chon loc cac gidng laa bd me 1am vat liéu lai tao

2.3.1.2. Tao quan thé lai F; va chon loc ciy F; bang chi thi phan tor SSR

2.3.2. Npi dung 2: Phdt trién chi thi phan tir CAPS dé chon loc cdc cdy F,
mang QTL9 dong hop thudc hai haplotype bo hodc me

2.3.2.1. Xéac dinh cac SNPs trong ving QTL9 cua hai giong bé me dé phat
trién chi thi phan tir CAPS

2.3.2.2. Phat trién chi thi phan tir CAPS

2.3.3. Nji dung 3: Chon loc cdc cdy F, mang QTL9 dong hop thujc hai
haplotype bo hodc me bang chi thi phén tiv CAPS

2.3.3.1. Xéc dinh chi thi phan tir CAPS cho da hinh giira hai giong laa bé me
2.3.3.2. Chon loc cac cay F, dong hop tir mang QTL9 cua bb hoic me bang
chi thi phan tod CAPS
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2.3.4. Nji dung 4: Phén tich kiéu hinh cdu triic bong ciia hai quan thé F;
thudc hai haplotype bo hodc me

So dd tom tat cac ndi dung nghién ctu thé hién trong hinh 2.1

Haplotype 1 (G6, G19) X Haplotype 2 (G189, G205)
(bong nho) (bong to)
Vu mua 2017 F1 Chon loc c4 thé F1 bang chi thi phan
(20 ca the/to hop) te SSR

Vu xuén 2018 F2 Chon loc cé thé F2 déng hop tit bang
(275 ca the) chi thi phan té CAPS

Vu xudn 2019 F3 Phén tich kiéu hinh céu tric bong, so
(3.136 ca thé) sanh kiéu hinh cau tric bong gitra

Haplotype 1 va Haplotype 2

l

Nam 2020 Vai tro cia QTLY lién quan
dén cau tric bong lua

Hinh 2.1. So' d6 lai va chon loc MAS dé danh gia vai tro cia QTL9 lién
quan dén cau tric bong hia
2.4. Phwong phap nghién ciru
2.4.1. Phdn tich haplotype vang QTLY9 cua tdp doan lua s dung trong
nghién citu GWAS va xdc dinh cdc giong lia bé me dé tao quén thé lai F,
Ké thira két qua phan tich hinh thai ciu triic bong va cac tinh trang lién
quan dén ning suat laa cua tap doan 155 giong lua ban dia Viét Nam nam
trong nghién ctu GWAS ctia nhdom Khdng Ngan Giang, Ta Kim Nhung va
cac cong sy nam 2014 - 2015 [102]. Tién hanh phan tich haplotype sir dung

cac goi cong cu trong phan mém R (R software) theo Morandat va cac cong
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su (2012) [80].

S6 lwong haplotypes trén tap doan lta ban dia Viét Nam duoc tinh toan
bang cach sir dung goi haplotypes va 1énh R ngan theo Aktas (2020) [11], sir
dung cac chuc ning trong goi pegas theo Paradis (2010) [84] dé tinh khoang
cach giira cac haplotype va xay dung mang ludi haplotype bang cach chia cac
mau khéc nhau.

Tir @6 chon loc cac gidng thudc hai haplotype c6 céc tiéu chi sau:

- Pa hinh vé 9 SNP (gagagcgaa/atataaatt) nam trong ving QTL9

- C6 kiéu hinh cau triic bong khac biét vé sé gié cap hai/bong va sd
hat/bong

- Thudc cung nhoém (Indica hoac Japonica)

- Thoi gian sinh trudng gan nhau.

2.4.2. Phwong phdp tao cdc qudn thé \ai

Quan thé F; duoc lai tao bang phuong phap lai truyén thong va tu thu
cac ca thé Fy, F, dé tao quﬁn thé F,, Fs.

Céc giéng lta duoc chon 1am b me dé lai tao quan thé F, s& duogc gieo
trong tai nha ludi Vién Di truyén Nong nghiép, mdi giong 5 cy, trong thanh
3 dot, mdi dot cach nhau 1 tuan. Cay duogc trong trong x6 nhua cé dung tich 5
lit chira 50% dat thit + 50% gia thé chuyén dung trong lta. Cac giéng c6 thoi
gian sinh truéng dai ngay hon duogc trong sém hon 1 - 2 tuan so véi giong c6
thoi gian sinh truéng ngén hon. Sau 2 thang gieo trong tién hanh xur Iy quang
chu ky dé diéu khién ra hoa: 9 gio chiéu sang trong ngay (tir 8 gio sang dén
17 gio chiéu) va 15 gid trong budng tdi, 1ap lai hang ngay cho dén khi cay lta
trd bong.

M0 ta cach lai lta dé tao hat Fy:
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Lua c6 dong 16n dén giai doan trd bong. Khi bong lua thoat ra khoi su
bao boc cua 14 va dan tach roi 4 dinh dudng dé hd ¢6 bong cliing véi trén dinh
bong c6 mot s6 hoa di bat dau bung phan 13 thoi diém thich hop nhat dé lai.

- Dung tay tach nhe nhang bong lua va 14 gan nhat, cat b6t 2/5 14 nay

- Dung kéo cat bot cac nhanh non tir ¢4 bong 1én va cac nhanh ¢ hoa di
bung phéan 1am sao dé chi giir lai 3/5 s6 hoa trén bong 1a nhimg hoa di chin.

- Cit chop hoa cay me dung miii kéo loai bo toan bo hat phan (5 hat).

- Rii béng cua cay bd bén trén vi tri bong ctia cdy me da loai hat phan
dé cho tai nhi cua cay bd roi vao hoa di loai nhi cta cay me.

- Chup bong lua ctia cdy me bang bao gidy.

- Sau 4 dén 5 ngay thi nhin rd hat F; phat trién.

- Khi thay 16 hat F;, bé chup cho bong phat trién binh thuong.

2.4.3. Chon loc cdy F, bing chi thi phin tiv SSR
2.4.3.1. Thu thdp mau va tach chiét DNA

Thu miu 14 non 20 ngay tudi (liy 14 thir 2 tir trén xudng) cua 20 cay F,
ctia mdi cdp lai. Tach chiét DNA theo phwong phap sir dung CTAB cua Doyle
c6 cai tién (1991) [40]. Po nong d6 va kiém tra do tinh sach cia DNA bang
may Nanodrop 8000. Kiém tra chat lugng DNA bang cach dién di trén gel
Agarose 1% (100 V; 0,5 x TBE, 30 phut), sir dung thang chuan DNA Gene
Ruler 1kb (#SM1163, Fermentas).
2.4.3.2. Phan iing PCR Vdi cdc cap moi SSR

Phan ting PCR duoc thyc hién trong thé tich 20 pl, gdm: 20 ng DNA;
0,1 mM dNTPs (#R0182, Fermentas); 0,1 pM moi SSR xudi va ngugc (bang
2.2); 2 ul 10X Dream Taq Buffer (#R0971, Fermentas); 0,2 ul Dream Taq
DNA polymerase 5Su/ul (#EP0702, Fermentas) va nudc Milli Q khur trung.

Chu trinh nhiét: 95°C trong 5 phut, 30 chu ky; 95°C trong 30 giay,
65°C trong 30 gidy (nhiét d6 gan moi), 72°C trong 30 gidy va giit 5 phut &
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72°C. San pham PCR dugc kiém tra bang dién di trén gel agarose 2,5% rdi
duogc soi trong budng UV (Uvltec, Cambridge), phan mém Fire Reader. Cac
thi nghiém dién di st dung thang chuin DNA Low Gene Ruler 100 bp
(#SM1163, Fermentas).
2.4.4. Xdc dinh cic SNPs trong ving QTL9 6 cdc giong bé me bing
phwong phdp chup gen (Gene capture) két hop véi gidi trinh tw thé hé mdi

Str dung coéng nghé chup gen két hop voi giai trinh ty [llumina, bao gdm
cac budc sau:

Buéc 1: Xay dung thu vién miu do RNA biotin héa bao phi ving
QTLSY;

Budc 2: Xay dung thu vién mau DNA;

Budc 3: Lai mau do va DNA ving muc tiéu;

Budc 4: Giai trinh tu ving QTL9 bang hé thong giai trinh tu thé hé mai
[llumina;

Budce 5: Phan tich va sang loc dit li¢u, xac dinh cac SNPs nam trong vi
tri cit cia enzyme gi6i han dé xay dung chi thi phan tir CAPS.
2.4.4.1. Buéc 1: Xdy dung thw vién mau do RNA biotin héa bao phi ving
QTL9

Ving QTL9 chta 137 gen, mau do duoc thiét ké bao phu toan bo 137

gen, ké ca ving promoter (1000 pb truéc ma mé dau) va vang 3” prime (500
pb sau mi két thiic). Mau do duoc thiét ké bang phan mém Mycroarray va st
dung trinh tu cta giéng laa tham chiéu Nipponbare. Mdi doan mau do c6
chiéu dai 80 pb, trong d6 40 pb tring véi mau do ké tiép. Céc trinh tur mau do
sau khi thiét ké xong, dugc tong hop boi cong ty DNAid (Phap) tao thanh mot
thu vién cac soi DNA oligonucleotit. Cac sgi don DNA sau d6 dugc phién ma

«in vitro» thanh RNA va dugc biotin hoa.
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2.4.4.2. Buoc 2: Xay dung thie vién mau DNA
Str dung 1pg DNA tong sé cia mdi giéng laa duoc cat thanh nhing
manh nhé DNA ¢6 d6 dai trung binh khoang 350 bp bang may cit siéu am tap
trung. Do dai cac manh DNA dugc kiém tra bang may dién di Fragment
Analyser. DNA dugc tinh sach bang cac hat tir tinh Agencourt AMPure XP
SPRI (Beckman Coulter, Uc), tiép theo 14 sira chita két thiic va cat dudi A, sau
d6 duoc gan voi adaptator va index cé trinh tu dic thu cua Illumina p5
(CACTGC) va p7 (GCGCTA) (IDT x Gen Custom Blocking Oligos). Phan
tmg PCR duoc thuc hién dé 1am giau cac doan DNA muc tiéu, st dung cap
mdi dic hiéu cua Illumina. Dé kiém tra chat luong cta qué trinh 1am giau muc
tiéu, phan ung qPCR duoc thuc hién véi cap méi dic hiéu cho mdi ving muc
tiéu. Cudi cung tat ca cac mau DNA muc tiéu dugc gop chung lai voi nhau dé
phuc vu viéc giai trinh tu.
2.4.4.3. Buéc 3: Lai mdu do va DNA viing Muc tiéu
Qua trinh lai miu do va DNA ving muc tiéu dugc thuc hién bang cach

st dung bo kit homemade ctia hang DNAid, theo phuong phap « MYBAITS »
phién ban 2 cia MYcroarray (“MyBaits - Hyb Capture Kits”) [82] (hinh 2.2)
bao gdbm 5 budc:

(1) Bién tinh DNA muc tiéu: cac mau DNA dugc bién tinh & 95°C
trong 5 phut dé gidn mach, tao thanh cac DNA mach don.

(2) Lai mau do v6i DNA muc tiéu: Cac mau do RNA biotin hoa dugc
lai véi DNA muyc tiéu mach don trong dung dich lai, & 65°C trong 36 gio.

(3) Hon hop lai mau va dau do duoc gin vao cic hat tir tinh
streptavidin.

(4) Thu hdi cac doan DNA muc tiéu: Cac phtc lai DNA - RNA sau
d6 duoc gitr lai sau khi loai bo cac doan DNA khong phai 1a muc ti€u, tach

khoi dau do va dugc lam giau.
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(5) Nhén 1én: Cac doan DNA duoc nhan 1én bang PCR va sau dé

duoc giai trinh tu.

—_ Bién tinh DNA _emb—

Chuan bi thuw vién m3u DNA

— — Lai m3u do —_—
2. — o S T — ST
—e V&i DNA muc tiéu e

—— ’, . Batgiit DNA muyc tiéu

i PUp— + : " —_— :

— "‘K Bang bi ._3;
Bi pha streptavidin "

Gidi trinh tyw

Hinh 2.2. Qua trinh lai miu doé va DNA ving muc tiéu (theo MyBaits V2
cua MYcroarray)
2.4.4.4. Buoc 4: Gidi trinh tu thu vién mau

Giai trinh ty cia thu vién mau duoc thyc hién trén mot lan ciia may giai
trinh tu thé hé méi lllumina Miseq en pair end (2x250)

2.4.45. Budc 5: Phan tich va sang loc dir liéu, xac dinh cac SNPs nam trong
Vi tri cdt ciia enzyme giGi han dé xdy dung chi thi phin tir CAPS.

*Goi bién thé: Dit ligu trinh ty doc tho duoc danh gia, kiém tra chat
lwong va nhan dién cac 18i trong dit liéu bang cong cu FastqC. Sau dé dir liéu
s& duoc gidng hang véi bd gen tham chiéu va loai bo vi tri phan tir tring 13p,
st dung phan mém BWA mem. Két qua giong hang dir liéu s& duoc sang loc

bang phan mém SAMtools dé dam bao cac doan trinh tu doc dd duoc gidng
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hang chinh xac véi bo gen tham chiéu va loai bo nhitng sai sét. Cac bién thé

(SNPs, INDELS) s& duoc phat hién bang cong cu Haplotypecaller (hinh 2.3)

[ Di{r 1liéu trinh tu doc thd ]

dar liéu 16i

Kiém tra chat luong, loai bo
FastqC

chiéu

Giong hang v&i trinh ta tham
(BVWA mem)

Sang loc bién thé
(SAMToOOIs)
Goi bién thé

(HaplotypecCaller)

[ Bién thé ]

Hinh 2.3. Cac buéc goi bién thé sir dung TOGGLe

* Sang loc bién thé: Céac dit liéu doc thd dugc anh xa voi trinh tu b gen
tham chiéu theo Kawahara va cong su (2013) [58] va duogc xu Iy dé chon loc
ra cac bién thé bang cong cu TOGGLe theo Monat va cong su (2015) [79]
(hinh 2.3). Sau d6 duoc loc dé lua chon SNPs déng hop va loai bo SNPs di
hop va trung ldp. Qué trinh loc dugc thuc hién bang cach st dung VCFtools
0.1.16 theo Danecek va cong su (2011) [35], SAMtools 1.9 theo Li va cong su
(2009) [66] va GATK 4.0.0.0 theo DePristo va cong su (2011) [36], Van der
Auwera va cong sy (2013) [110]. Cac SNPs chat lugng va biallelic duoc gii lai

cho cac phan tich tiép theo. Tiéu chi loc chi tiét duge mo ta trong hinh 2.4.
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GATK
BCFtools

VCFtools

VCFtools

VCFtools

Hinh 2.4. Cac buéc sang loc bién thé va céc tiéu chi sang loc twong wng
Véi tirng bwoéc

(Cdc cong cu sang loc trong hép mau trang, tiéu chi sang loc mau ghi)

Sang loc bién thé duoc thuc hién theo cac tiéu chi sau:

-S4 lan doc t6i thiéu dé gan 1 bién thé di hop vao mot giéng (-minalcov = 3).

- Do sau tdi thiéu (5 1an doc) va do sau tdi da (3000 lan doc) duoc phép
dé gan mot kiéu gen cho mot mau (dpmin 5, dpmax 3000)

-S4 luong mau tdi da chira mot kiéu gen bi thiéu (mising = 3)

* Chu giai bién thé: Viéc chi giai bién thé dugc thuc hién bang phan
mém SnpE. Cac budc chu giai bién thé va chuyén héa cac file dugc thyc hién
bang cong cu Galaxy cua plateforme Southgreen, str dung SNiPlay3, mot tng
dung truc tuyén dé kham pha va phan tich quy mé 16n vé cac bién thé gen

theo Dereeper va cong su (2011) [37].
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2.4.5. Phdt trién chi thi phén tiv CAPS

* Nguyén tdc ciia chi thi CAPS: 1a dya vao su da hinh caa SNP trong
ving trinh tu cat ctia enzyme gidi han gitta cac ca thé khac nhau. O nhiing ca
thé xay ra dot bién trong vi tri cat ctia enzyme giéi han (thuong 1a SNPs) thi
enzyme s khong nhan ra dé cat. Tur d6, moi duoce thiét ké dé nhan doan DNA
chtra vi tri cit ciia enzyme giéi han. San phim PCR sau dé dugc cit boi
enzyme gi6i han sé& cho cac doan DNA c¢6 chiéu dai khac nhau giira gidng co
d6t bién trong vi tri cat cua enzyme gidi han (chi c6 1 doan DNA dai vi
enzyme khong cat san pham PCR) va giéng khong c6 dot bién (san pham
PCR duoc cit thanh 2 manh DNA ngén hon). Pa hinh ciia san pham cat bang
enzyme gi6i han dé dang quan sat dugc trén gel agarose cho phép phan biét
cac gidbng khac nhau. Tinh di truyén dong troi cia CAPS 1a mot trong nhiing
dic tinh quan trong nhét cua loai chi thi ndy din dén ca ca thé ddng hop tir va
di hop tir c6 thé d& dang phan biét dugc.

* Cdc budce phdt trién chi thi phdan tir CAPS nhw sau:

- Thiét ké mdi dé nhan doan DNA chira SNPs sao cho san pham PCR
khi bi cat bdi enzyme gidi han s& thanh 2 méanh c6 chiéu dai khac nhau, phan
bi¢t duoc trén gel agarose. Cac mdi thiét ké dya trén trinh tu cia giéng
Nipponbarre trén trang MSU Rice Genome Annotation (Osal) Release 7
(http://rice.plantbiology.msu.edu), sit dung phan mém Primer3 plus

(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) [137].

- Thir nghiém dg dac hi¢u cua moi va su da hinh cua CAPS ¢ cac giéng
khac nhau bang phan tmg PCR va cit enzyme gi6i han, sau d6 dién di san

pham cat trén gel agarose.


http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
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2.4.6. Chon loc cdc cdy F, mang QTLY dong hop thudc hai haplotype bé
hodc me bang chi thi phan tiv CAPS

2.4.6.1. Tach chiét DNA: DNA tong s6 duoc tach chiét tir mau 14 laa 20 - 25
ngay tudi theo phwong phiap CTAB cta Doyle (1991) c6 cai tién [40] nhu
trinh bay & trén.

2.4.6.2. Phan iing PCR vdi cdp mai CAPS

- Phan tmg PCR duoc thuc hién trong thé tich 10 pl, gdbm: 1,25 ul DNA
20 ng; 0,2 ul dANTPs 10X (#R0182, Fermentas); 0,5 ul mdi CAPS xudi va
nguoc; 0,8 ul MgCly; 2 ul GoTaq Buffer 10X (#R0971, Fermentas); 0,05 ul
GoTaq DNA polymerase Su/ul (#EP0702, Fermentas) va 5,2 ul nude Milli Q
khtr trung.

- Chu trinh nhiét: 95°C trong 2 phut, 35 chu ky, 95°C trong 30 giay,
57°C trong 30 gidy (nhiét do gan modi), 72°C trong 1 phut va gitt 7 phat &
72°C. San pham PCR duoc kiém tra bang dién di trén gel agarose 2,5% rdi
dugc soi trong budng UV (Uvltec, Cambridge), phan mém Fire Reader. Céc
thi nghiém dién di st dung thang chuin DNA Low Gene Ruler 100 bp
(#SM1163, Fermentas).
2.4.6.3. Cdt san pham PCR bang enzyme giGi han twong g

Céc phan (mg cit san pham PCR bang enzyme gidi han duoc thyuc hién véi
cac kit ctia hing Thermo Fisher Scientific bao gdm enzyme va dung dich dém
thich hop theo hudng dén cua nha san xuat, mi phan tmg duoc thyuc hién trong
thé tich 20 pl bao gdm DNA, enzyme gi6i han va dung mdi. Cac phan mg cat
trong dé tai nay str dung cac enzyme EcoRI, BamHI, Sall, Dral hoat dong t6i uu &
37°C. Hdn hop phan tmg duoc u & 37°C qua dém, sau d6 dugce kiém tra bang cach
dién di trén gel agarose 2% (hinh 2.5).
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AlA A/R

Hinh 2.5. M hinh sir dung chi thi CAPS xac dinh ca thé dong hop tir
(1 - cd thé dong hop tir A/A khéng chira SNP nam trong trinh tir Cdt Ciia enzyme gidi
han nén bj cdt, san pham dién di ra 2 bing; 2 - cd thé dong hop tir B/B ¢6 SNP nam

trong trinh tw cat cua enzyme gigi han nén khéng bi cat, san pham dién di ra 1
bang; 3 - cd thé di hop tir AIB chita cd hai trinh tw ciia bo va me nén nén san pham

dién di ra 3 bang) (Nguon: http://ncbi.nim.nih.gov) [138]

Pién di san pham cit enzyme gidi han trén gel agarose, so sanh su da
hinh ctua doan DNA thu duogc v6i bd, me dé xac dinh cac dong dong hop tur
mang kiéu gen QTL9 cua bb hoic me.

2.4.7. Phwong phdp bé tri thi nghiém va cdc chi tiéu theo doi ngoai dong
ruong

- B6 tri thi nghiém d6ng rudéng: Chon ra 98 dong F, dong hop tir bao
gém 49 dong dong hop tr mang QTL9 cua me, 49 dong dong hop tir mang
QTL9 cua bd va hai gidng bd me G6, G189 (lam dbi chung) s& duogc trong
trén dong rudng vu xuan nim 2019. Thi nghiém duogc thiét ké bang phan mém
Microsoft Exel 2010 ham Random. B4 tri thi nghiém theo khdi ngau nhién
hoan chinh, mdi khdi 1a mot dong gdm 16 cdy, trong 4 hang, cac cdy trong
trong cung khoi cach nhau 25 cm, khoang cach giira cac khdi 1a 40 cm (hinh
2.5). Chi tiét so dd bd tri thi nghiém ngoai dong rudng trinh bay trong phan
phu luc 4.


http://ncbi.nlm.nih.gov/
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Hinh 2.6. M hinh b tri cic 6 thi nghiém ngoai dong rudng

- Theo ddi thi nghiém: Ba cay trong & gitta mdi khéi s& dugc theo dai,
danh gia cdu trac bong (hinh 2.6) va mot sb tinh trang khac lién quan dén
nang suat laa: chiéu cao ciy, s6 ngay ra hoa bong dau, s6 ngay ra hoa 50%, s
nhéanh/cay, sé nhanh hitu hiéu/cy.

- Phuong phap do dém cac chi tiéu lién quan dén ning suit lua: Bang
phuong phap quan sat, do dém truc tiép nhu sau:

+ Chiéu cao cay (cm) dugc ghi lai ¢ giai doan truong thanh va chiéu
cao caa mot cay duoc do tir bé mat dat cho dén dinh bong chinh,

+ S6 ngay ra hoa bong dau tién va s6 ngdy ra hoa 50% (ngay) dugc tinh
tir ngay gieo hat dén ngay c6 bong dau tién ra hoa va ngay bat dau ra hoa ¢
50% s6 bong/cay,

+ Sb nhanh/cay va sé nhanh hitu hiéu/cay dugc xac dinh ¢ giai doan
thu hoach bang cach dém toan bd sé nhanh/ciy va sé nhanh mang bong trén

moi cay.
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Hinh 2.7. Ciu triic bong lia (A) va dwa vao phan mém phén tich P-
TRAP (B)
(RL: chiéu dai bong, PBN: sé gié cap mot/béng, SBN: sé gié cap hai/béng, TBN: s6
gié cdp ba/béng, SPN: S6 hat/béng, PBL: chiéu dai gié cap mét, SBL: chiéu dai gié
cap hai, PBintL: chiéu dai giita cdc gié cap mét, SBintL: chiéu dai giita cdc gié cap
hai). Nguon: Ta Kim Nhung, 2018.

- Phuong phép do dém cac chi tiéu cau trac bong: Bang phan mém P-
TRAP do nhém Nghién ctru cdu trac bong lua tai IRD-Montpellier AL-Tam
va cac cONng su phat trién nam 2013 [12]: Sau 20 ngay ra hoa, 9 bong tir 3 cay
& gitta mdi khéi dugc thu thap, mdi cdy thu 3 bong. Bong lta sau khi thu
dugc dan cb dinh trén gidy trang A;, chup anh bong va dua vao phan mém P-
TRAP phan tich cac chi tiéu bao gdm: Chiéu dai bong (RL), sb gié cap mot
(PBN), chiéu dai gié cap mot (PL), sé gié cap hai (SBN), chiéu dai gié cap hai
(SBL), s6 gié cap ba (TBN), khoang cach gitta cac gié¢ cap mot (PBintL),
khoang cach giira cac gié cip hai (SBintL) va sé hat/bong (SpN) (hinh 2.6).
2.4.8. Phwong phdp phan tich, xir 1y s ligu

Phén tich thong ké cac dir liéu do dém duogc bang cach sir dung cac

chtrc ning khac nhau trong phan mém R: Phan tich phuong sai bang ham
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ANOVA dé danh gia do tin cay cua cac dir lidu, ham Shapiro test
(Shapiro_test, 2020) [96] duoc sir dung dé xac dinh cdc mo hinh héa co theo
phan phdi chuan (QQ-plot), sir dung cac goi cong cu corrplot (CRAN - Package
Corrplot) [33], ade4 (https://cran.r-project.org/web/packages/ade4) va devtools
theo Wickham va cac cong su (2021) [114] dé phan tich méi tuong quan kiéu
hinh giira c4c tinh trang cau trac bong, phan tich hdi quy tuyén tinh gitra hai
tinh trang s6 gié cap hai/bong (SBN) va s hat/bong (SpN). Tat ca cac phan
tich théng ké, phan tich su phan b cua quan thé va phan tich thanh phan
chinh (PCA) cua tap dit liéu déu dugc thuc hién bang phan mém R theo (R
Core Team (2019), Toparslan va cac cong su (2020) [92], [108].

So sanh kiéu hinh cta cac dong F5 dong hop tir mang kiéu gen QTL9
cia bé hodc me véi kiéu hinh cua bd, me. Phan tich théng ké (Association
test, variance test) bang phan mém R theo Nguyén Vian Tuan (2018) [8] va R
Core Team, 2019 [92], tir d6 c6 thé két luan anh huong cia QTLY dén cac

tinh trang s gié cap hai/bong va sé hat/bong & cac giéng lta ban dia.


https://cran.r-project.org/web/packages/ade4/ade4
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CHUONG III
KET QUA NGHIEN CUU VA THAO LUAN

3.1. Chon loc cac cip lai bé me va lai tao quin thé F;
3.1.1. Phén tich haplotype vang QTLY9 ciia tdp doan lua sir dung trong
nghién ciru GWAS, chon loc cdc giong ltia bé me lam vit liéu lai tao

Két qua phan tich lién két cua cac SNPs trong ving QTL9 cua Ta Kim
Nhung va cong sy (2018) [102] di chi ra rang tinh trang s gié cap hai/bong
va sd hat/bong cao lién két voi haplotype atataaat, con tinh trang sb gié cap
hai/bong va sd hat/bong thap lién két véi haplotype gagagcgaa o cung vi tri
(vi tri caa SNPs) (Bang phuc luc 1). Tir két qua d6, tién hanh phan tich
haplotype viing QTL9 trén ca tp doan nghién citu GWAS gom 155 gidng lua
thu duoc 9 haplotype riéng biét (hinh 3.1, bang 3.1).

e

H2

ssssss

O Indica
[ ] Japonica

Hinh 3.1. Phan tich haplotype ving QTL9
(Ghi chu: H1 - H9: 9 haplotype)
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Béang 3.1. Danh sach cac giéng lia thudc 9 haplotype va trinh tw

haplotype
Ky hiéu giong Trinh tw
STT | Haplotype : :
Nhom Japonica Nhom Indica haplotype
G1, G10, G102, G104,
G11, G113, G115,
G100, G106, G107,
G119, G12, G125,
G117, G124, G126,
G129, G133, G138,
G128, G152, G154,
G14, G140, G143,
G16, G177, G178,
G146, G150, G165,
G187, G191, G193,
G167, G168, G17,
G194, G195, G200,
G170, G171, G173,
G202, G203, G204,
G18, G19, G192, G2,
1 H1 G206, G210, G212, gagagcgaa
G201, G207, G21,
G214, G216, G217,
G219, G22, G3, G4,
G220, G221, G222,
G5, G51, G52, G53,
G223, G25, G26, G299,
G57, G58, G59, G6,
G38, G45, G46, G47,
G62, G69, G7, G70,
G48, G50, G61, G85,
G72,G73, G74, G717,
G86, G87, G88, G89,
G79, G8, G9, G93,
G90, G91, G92, G98
G94, G95, G96, G99,
IR64
G105, G110, G111,
G101, G130, G131, G132, G153, G155,
2 H2 G134, G158, G80, G83, | G156, G160, G161, atataaatt

G84

G169, G181, G182,
G183, G186, G189,
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STT | Haplotype Ky hiéu giong Trinh tu
Nhém Japonica Nhom Indica haplotype
G190, G205, G208,
G209, G63, G67
3 H3 G103, G157 atataaata
4 H4 G109, G54, G78 gagagcgtt
5 H5 G172, G49 gtgagcgaa
6 H6 G179 G20 gagtgcgaa
7 H7 G37, G39 gtgagcatt
8 H8 G56, G64, G65 gagagcgat
9 H9 ACZ atataagaa
Tong s6 62 giong 93 gidng

Két qua thu dugc & hinh 3.1 va bang 3.1 cho thay: Trong 9 haplotype
d3 phan tich c6 3 haplotype H2, H3 va HO lién két véi to hop SNPs atataaatt/
atataaata/ atataagaa c6 sd gié cp hai/bong va sb hat/bong cao, 6 haplotype
H1, H4, H5, H6, H7 va HS lién két véi to hop SNPs gagagcgaa/ gagagegtt/
gtgagcgaa/ gagtgcgaa/ gtgagcatt/ gagagegat co SO gié cap hai/bong va sb
hat/bong thap. Trong d6, hai haplotype khac biét 16n nhat 1a H1 va H2 co
khoang cach di truyén 16n va c6 nhiéu gidng: Haplotype 1 (H1, gagagcgaa) co
111 gidng (50 gidng thudc nhom Japonica, 61 giéng thudc nhém Indica),
haplotype 2 (H2, atataaatt) c6 29 gidng (8 giéng thudc nhom Japonica, 21
giong thudc nhom Indica). Cac haplotype con lai chi chia tr 1 - 3
gidng/haplotype (bang 3.1).

Sau khi chon loc duoc hai haplotype H1, H2 c6 khoang cach di truyén
cach xa nhau, da hinh 9 SNP trong ving QTL9 va c6 nhiéu giéng. Tién hanh
phan tich kiéu hinh cu triic bong cua hai haplotype H1 va H2 dé chon loc cay
b me, két qua phan tich thé hién qua hinh 3.2.
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SpN_2014 SBN_2014

300- T-test, p = 3.6-09

T-test, p = 3e-11
250- s 6o
200-
150- T
20-
100-
H1 H2 H1 H2

SpN_2015 SBN_2015

T-test, p = 1.9e-11 60- T-test, p=2.2e-11

300-

50-

250-
40-

200-

30-
150-
20-

H1 H2 H1 H2

Hinh 3.2. Phén tich ciu tric bong ciia 2 haplotype dai dién (H1, H2)
(Ghi chii: SpN: §6 hat/béng; SBN: Sé gié cdp hai/béng)

Hinh 3.2 thé hién két qua phan tich hai tinh trang s gié thtr cAp/bong
va s6 hat/bong ctia cac gidng trong hai haplotype, st dung bé dit liéu cau tric
bong thu duoc tir nam 2014 - 2015 cua Ta Kim Nhung va cac cong su [102],
két qua phan tich cho thay c6 su khéac biét 16n c6 y nghia thong ké (p < 0,005)
trong ca hai nam 2014 va 2015. Céc giéng thuéc nhom haplotype 1 (H1) ¢6 sb
luong hat/bong khoang 150 hat, s6 luong gié cip hai/bong khoang 25 gié
trong khi haplotype 2 (H2) c6 sb luong hat trén bong khoang 250 hat, sé gié
cap hai/bong khoang 45 gié.

Mit khac, so sanh thoi gian sinh truong cua cac gidng thudc hai
haplotype tir bo dit liéu bang phuc luc 1 cho thay, H1 c¢6 28 gidng thudc nhém

thoi gian sinh truong sém (< 85 ngay), 48 gidng co thoi gian sinh truong
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trung binh (tir 85 ngay dén 105 ngay) va 35 giéng c6 thoi gian sinh truong
muon (trén 135 ngay). Trong khi d6, H2 ¢6 5 gidng thudc nhom thoi gian sinh
truong sém, 9 gidng co thoi gian sinh trudng trung binh va 15 giéng cé thoi
gian sinh trugng muon. Tir d6, bén gidng lua thudc hai haplotype va c6 kiéu
hinh céu tric bong khac biét da dugc chon ra (hinh 3.3).

A B
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I G189,G205 I G189,G205
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& 20 00
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Hinh 3.3. Hinh thai ciu tric bong cta 4 gidng lia sir dung lam bd, me dé
tao quan thé lai F,

Ghi chii: A: sé gié cap hai/béng ciia 2 nhém liia bong nhé G6, G19 (mau ghi) va
béng to G189, G205 (mau vang); B: s6 hat/béng ciia 2 nhém hia béng nhé G6, G19
(mau ghi) va béng to G189, G205 (mau vang); C: Anh béng lia ciia 4 giong G6,
G19, G189, G205.

Két qua hinh 3.3 cho thay, hai giéng G6 va G19 thuoc H1 (gagagcgaa)
c6 kiéu hinh bong nho, s6 gié cap hai/bong dao dong tir 23 - 34 gié dbi voi
gidng G6 va 24 - 31 gié d6i vai gidng G19, sb hat/bong cua gidng G6 tir 130 -
187 hat trong khi gidng G19 dat 133 - 177 hat. Hai giéng c6 kiéu hinh bong to
G189 va G205 thudc H2 (atataaatt) c6 sd gié cAp hai/bong khoang 45 - 48 gié
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va s hat/bong tir 220 - 250 hat. Ca bon gidéng lua duoc chon déu cung loai
(Indica) va co6 thoi gian sinh truong twong duwong nhau, dao dong tur 94,5 -
108 ngay.

Tir két qua phan tich trén, bbn gidng lta G6, G19, G189, G205 dugc
chon 1am bd me dé tao quan thé lai F,. Trong d6, hai gidng G6, G19 thudc
haplotype 1, ciu triic bong nho dugc chon lam cay me; hai gibng G189, G205
thudc haplotype 2, cau triic bong to 1am cdy bo.

Mic du c6 nhiéu QTL/gen chi phdi cac tinh trang sé luong khac nhau
da duoc bao cao ¢ lta. Nhung viéc to hop cac nhom haplotype wu viét cua
chung dé tao ra giéng 1y twong van gap nhiéu khé khan. Theo cong bd gan
day trén tap chi Cong nghé sinh hoc thyc vat cua Abbai va cong su (2019) [9]
da phan tich haplotype ciia 120 gen anh huong dén ning suat va chat luong
hat lta trong bo 3K genom lfa, trong d6 xac dinh dugc 21 gen lién két chit
ché& chi phéi ning suit va chat lwong ca 10 tinh trang. Dua trén dit liéu kiéu
hinh ctia quan thé lua thu duoc 15 haplotype (H) véi tan sé haplotype (HF) tur
1,65 - 65,84%, tan s6 thap nhat 1a H6 (1,65%) cho ra hoa mudn, tan s6 cao
nhat 1a H4 (65,84%) cho hat manh. Phan tich haplotype c6 thé giai thich co s&
di truyén c6 thé co cho tinh wu viét ciia cac giébng da chon nhu cac nghién ctu
cua Abbai va cong su (2019) [9] va Bhat va cong su (2021) [27].

Bang cach sir dung bo dir liéu giai ma lai toan bo bd gen quy mé 16n
két hop véi phan tich kiéu hinh haplotype, Abbai va cong su (2019) [9] da xéc
dinh dugc cac haplotype hitu ich cho viéc nhan giong lua trong tuong lai va
Sinha va cong su [98] dd 1am theo cach tiép can twong tu & cdy dau triéu
(Pigeon pea). Bén canh d6, viéc tich hop bo gen dé xac dinh cac tai t6 hop
duoc tao ra bang cach lai gitra cac cap bd me twong phan sé hd tro rat nhiéu
trong viéc giai quyét sy phic tap cua céac tinh trang s6 luong cua Jensen va
cong su (2020) [55].
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Nhu vay, viéc phan tich haplotype dé chon loc cac gibng laa bd me
phuc vu lai tao quan thé F, nhu trong nghién ctu cua luan an 1a phu hop véi
muc tiéu va cac nghién ciru trudc day da cong bd.

3.1.2. Tao quén thé lai F, va chon loc ciy F, bang chi thi phin tiv SSR
3.1.2.1. Tao qud‘n thé Fy

Bén quan thé F; duogc tao ra tir bon cip lai gitra cac gidng bd me c6 céu
tric bong twong phan (bdng to va bong nho) da dugc chon loc & trén. Bbn cip
lai dugc tién hanh tir bdn giéng laa bé me G6, G19 va G189, G205 nhu sau:

Bang 3.2. Cac cip lai dwoc tién hanh tir 4 giong bé me
(G6, G19, G189, G205)

d
0 G189 (bong to) | G205 (bong to)

G6 (bong nho) | G6x G189 | G6 x G205
G19 (bong nho) | G1I9x G189 | G19 x G205

Céc gidng G6, G205 co thoi gian ra hoa mudn hon giéng G19, G189
nén duogc trong trudc 1 - 2 tudn. Ngoai ra, cac gidng lta déu min cam voi
quang chu ky, chi ra hoa vao ngdy ngan nén chu ky quang da duogc xir 1y sau 2
thang gieo trong cho dén khi cay lua tro bong, dam bao 9 gio chiéu sang/ngay
(tir 8 gid sang dén 17 gio chiéu) nham muc dich diéu khién sy ra hoa dong
déu giira cac gidng. Két qua 1 ca bén giong laa déu ra hoa gan nhu cung thoi
diém. Nam ngay sau khi lai, hat lai F; d& xuat hién trén bong ¢ tat ca cac cay
me (G6, G19). (hinh 3.4).

Két qua qua trinh lai tao thu dugc 328 hat F, caa cap lai G6 va G189;
261 hat F; cua cap lai G6 va G205; 191 hat F; cua cap lai G19 va G189;152
hat F, cta cip lai G19 va G205. Céac cay F; s& dugc chon loc bang chi thi
phan tir SSR.
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Hinh 3.4. Qua trinh xir 1y chu ky quang va lai giira cac giong lia bo
me dé tao quan thé F, (tai Vién Di truyén Nong nghiép nim 2017)
(Ghi chii: A - Buong Xt Iy t6i va sang theo chu ky quang 9 gio chiéu sdang va 15 gio trong
béng téi cho tat ca cdc giong liia bé me. B - Logi bé bao phan trén cdy me (G6, G19). C -
Bdo Vé béng lia ciia cdy me sau khi lai bang bao gidy. D - Hat Fy sau 5 ngay lai)
3.1.2.2. Chon loc chi thi phdn tir SSR cho da hinh giit hai gi(fng liia b6 me
Hon 2000 chi thi SSR duoc cong bd cho da hinh & cac gidng laa Indica
(http://www.gramene.org/) [131]. Muoi hai chi thi SSR dugc chon loc dé
danh gia kiéu gen cua cac quan thé F, (Bang 2.2), cac chi thi nam trén cac
nhidm sic thé khac nhau va c6 sy da hinh 16n, trinh ty 13p khac nhau va cho
phép quan sat dugc trén gel agarose.
Trudc khi sir dung chi thi SSR dé chon loc cac cay F; thi 12 chi thi SSR
(Bang 2.2) dugc danh gia trén cac cdy bé me nham chon loc chi thi cho da
hinh giita hai giéng lua bd me. Két qua khao sat sy da hinh cua cac chi thi

phan tir SSR giita cac giéng lta bé me thé hién qua hinh 3.5.
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RM491 RMS592
A G6 G19 G189 G205 H20 a’n__ G6 G19 G@#89 G205 H20
~ . s, ™ o > s
400 bp . : 400 bp
263 bp — A — 210 bp
RM320 RM400
G o R T =
B G6 G19 G189 G205 H20© WM™ G6™ G19" G189 G205 H20
254bp ——
153bp =
RM180 M RM204
C H20 &6° GTY G189 oI5 . 6 G19 G189 G205 H20
204 bp 194 bp
107 bp 106 bp
RM289 Y | RM410 3
H20 G6 G19 G189 G205 **% G6 G19 G189 G205~H20
269 bp
180 bp
88 bp 173 bp

Hinh 3.5. Két qua khao sat sw da hinh ciia céc chi thi phan tir SSR & cac
giéng bé me (G6, G19, G189, G205)

(A: khdo sat sw da hinh cua hai chi thi phdn tr RM491 va RM592; B: khao sat su da hinh
cua hai chi thi phdn tir RM320 va RM400; C: khdo sat sw da hinh ciia bon chi thi phdn tir
RM180, RM204, RM289, RM410; D: khdo sdt su da hinh cua chi thi RM577; M: Thang
chuan DNA 100 bp)
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Phan tich két qua PCR (hinh 3.5) cho thay bay chi thi SSR cho su da
hinh gitta cac giéng bd me. Trong d6 hai chi thi RM320 va RM180 cho su da
hinh giita gidng me G6 va ca hai giong bé G189, G205 (hinh 3.5B, 3.5C), do
d6 hai chi thi RM320 va RM180 c¢6 thé duoc sir dung dé phén tich quan thé F,
cua hai cap lai G6 x G189 va G6 x G205.

Hai chi thi RM204 va RM289 cho da hinh giita giong me G19 va hai
gidng bd G189, G205 nén cb thé sir dung dé phan tich quan thé lai F; cua hai
cap G19 x G189 ciing nhu G19 x G205 (hinh 3.5C).

Chi thi phan tir RM491 mic du khong dic hiéu ¢ hai giong me G6 va G19
nhung van cho sy da hinh giita hai gidng so véi gidng G189 (hinh 3.5A) nén ¢
thé str dung dé chon loc cay F; caa hai cp lai G6 x G189 va G19 x G189.

Hai chi thi phan tir RM592 (hinh 3.5A) va RM410 (hinh 3.5C) cho sy da
hinh giita hai nhom gidng bb, me nén c6 thé sir dung dé xac dinh cay F; cua ca
bon cap lai.

Niam chi thi RM151, RM400, RM532, RM535 va RM577 (hinh 3.5D)
khong cho da hinh giita cac gidng bd me nén khong duoc sir dung dé chon loc cac
cay Fi.
3.1.2.3. Chon loc cdy F, bang chi thi phdn tir SSR
a, Chon loc cdy F; cua cap lai G6 x G189

Hai muoi cay F; cua cap lai G6 x G189 dugc phan tich vai ba chi thi
phan tr RM320, RM180, RM491. Cay duogc xac dinh 1a cay lai néu mang ca
hai doan DNA tuong ung véi chi thi & cdy bod va cay me. Két qua thé hién
hinh 3.6.

Phén tich hinh anh dién di cua chi thi RM320 (hinh 3.6A) da xac dinh
dugc 11 cay Fy (1, 2, 7, 8, 11, 14, 15, 16, 17, 18, 19) mang c4 hai doan DNA
ctia me va bd c6 chiéu dai 1an lugt 13 153 pb va 254 pb. Tuong tu, ddi véi chi
thi RM180 (hinh 3.6B), s6 cdy F; mang ca hai doan DNA c¢6 kich thudc 107
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bp va 204 bp twong ung véi doan DNA & cdy me va cay bd 1a 16 cay (1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 11,13, 15, 16, 17, 18, 19). Ddi véi chi thi RM491 (hinh 3.6C)
sb cay F; dugc xéac dinh 1a 10 cay (1, 2, 4, 11, 13, 15, 16, 17, 18, 19) mang ca
hai doan DNA co6 kich thuéc 263 bp va 400 bp tuwong ung véi doan DNA &

cdy me va cay bo.

254 bp
153 bp

254 bp
153 bp

AL LT

B M G6 G189 1

204 bp
107 bp

204 bp
107 bp
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400 bp
263 bp

M G6 G189'9 " 11 13 15 16 17 18 19 H20

400 bp -
263 bp L e o B e ST Geemen G Qe—" S—

Hinh 3.6. Két qua chon loc cay F; caa cip lai G6 x G189 véi ba chi thi
phan tir RM320 (A), RM180 (B) va RM491 (C).
M: thang chudn DNA 100 bp (Promega)

Tong hop két qua phan tich véi ba chi thi phan tir, 12 cay F; dugc xac
dinh 1a cay lai, khang dinh bai it nhat véi hai chi thi phan tu: 1, 2, 4, 7, 8, 11,
13, 15, 16, 17, 18, 19.

b, Chon loc cdy F; ciaa cap lai G6 x G205

Hai muoi cay F; cua cip lai G6 x G205 dugc phan tich bang hai chi thi
phan tir RM320 va RM180 (hinh 3.7).

Két qua hinh 3.7 cho thay: Véi chi thi RM320 (hinh 3.7A) di xéac dinh
duoc 11 cay Fy (21, 22, 24, 25, 27, 28, 29, 30, 31, 33, 34) mang ca hai doan
DNA c6 chiéu dai twong tng & giéng me G6 (153 bp) va ¢ gidng bd G205
(254 bp). Chi thi RM180 (hinh 3.7B) d3 xac dinh dugc 16 cay F; (21, 22, 23, 24,
25, 27, 28, 29, 30, 32, 33, 34, 35, 36, 38, 39) mang ca hai 16-cut cua b (107 bp)
va me (204 bp). Céc cay con lai chi mang mét bang DNA khong dugc xac dinh 1a
cay lai. Tong hop két qua phan tich véi ca hai chi thi phéan tr, 11 cay Fy da duoc
chon loc, bao gém 21, 22, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 33, 34.
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Hinh 3.7. Két qua chon loc cay F, caa cap lai G6 x G205 véi hai chi thi
phan tir RM320 (A), RM180 (B). M: thang chudn DNA 100 bp (Promega).
¢, Chon lgc ciy F, caa cap lai G19 x G189 va cap lai G19 x G205

204 bp
107 bp

204 bp
107 bp

Hai muoi cay F; cia mdi cip lai dugc phén tich bang ba chi thi phan tir

RM289, RM592 va RM204. Két qua thé hién hinh 3.8.

Hinh 3.8 cho thay: Déi véi cap lai G19 x G189, sir dung chi thi RM289
cho théy 17 cay Fy (41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 53, 54, 55, 56,

59, 60) déu 1a cay lai vi mang ca 2 bang DNA c6 chiéu dai twong tng véi
bang da hinh & giéng 1aa bd me (88 bp va 180 bp) (hinh 3.8A). Tuong tu nhu
vay chi thi RM592 ciing cho két qua 17 cay déu 1a cay lai (hinh 3.8B). Vi chi
thi RM204 c6 11 cay lai (hinh 3.8C). Nhu vay tir cap lai G19 x G189 da chon

ra dugc 17 cay Fy lai duoc khang dinh it nhat bai hai chi thi.
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Hinh 3.8. Két qua chon loc ciy F; caa cip lai G19 x G189 véi ba chi thi
phén tir RM289 (A), RM592 (B) vi RM204 (C)
M: thang chudn DNA 100 bp (Promega)

Tiép tuc kiém tra cap G19 x G205 bang 3 chi thi RM289, RM592 va
RM204 cho két qua thé hién hinh 3.9.

Két qua hinh 3.9 cho thiy, voi chi thi RM289, cac cay 61, 62, 63, 64,
65, 66 dugc xac dinh 1a cay lai vi mang ca hai doan da hinh cta céc giéng lta
bb me (88 bp va 180 bp) (hinh 3.9A). Chi thi RM592 cho két qua céc cdy 61,
62, 63, 64, 65, 66, 68, 74, 76, 77, 78, 79, 80 1a cac cay lai mang ca hai 16-cut
ctia bd va me (210 bp va 400 bp) (hinh 3.9B) . Déi vé6i chi thi RM204, ciing
xéac dinh dugc 14 ciy lai mang ca hai 16-cut ctia bo va me (106 bp va 194 bp)
(hinh 3.9C). Tong két két qua ctia ca ba chi thi phan tir SSR, chon duoc 11
cay lai bao gém cac cay 61, 62, 63, 64, 65, 66, 68, 74,76, 77, 0.
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Hinh 3.9. Két qua chon loc cay F, caia ciip lai G19 x G205 véi ba chi thi
phan tir RM289 (A), RM592 (B) va RM204 (C)
M: thang chudn DNA 100 bp (Promega)
Nhu vay, kiém tra 20 cdy F; & mdi cdp lai bang chi thi phan tir SSR da
xac dinh duogc: 12 cay lai F; cua cdp G6 x G189 nho 3 chi thi RM320, RM180,
RM491; 11 cay lai F; cua cap G6 x G205 nho 2 chi thi RM320, RM180; 17
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cay lai F; cia cap G19 x G189 nho 3 chi thi RM289, RM592, RM204; 11 cay
lai F; ctia cap G19 x G205 nho ba chi thi RM289, RM592, RM204.

S4 hat Fy cua cap lai G6 x G189 thu duoc nhiéu nhét nén duge chon dé
phat trién quan thé F, tu thu bao gdm it nhat 200 c4 thé.

3.2. Phat trién chi thi phan tir CAPS dé chon loc cac ciy F, mang QTL9
dong hop thudc hai haplotype bd hoic me

3.2.1. Xdc dinh cdc SNPs trong viing OTL9 ciia hai giong bo me dé phdt
trién chi thi phin tir CAPS

Ung dung cong nghé chup gen két hop véi giai trinh tu thé hé moi
Illumina cho phép bat va xac dinh trinh tir ctia 72 trong sé 77 gen (bao gdom ca
viing promoter va terminator) trong ving QTL9 va tao ra tong cong 1.830.925
trinh tu doc. Kich thudc trung binh cta céac lan doc dao dong 1a 350 bp. Mot
budc phan tach véi fastg-multx cho phép tach cac 1an doc thudc vé ting mau.
Dit liéu kém chét lugng, adaptator va index duoc loai bo, sir dung cong cu
Cutadapt. O giai doan phan tich nay, 1,8 tri¢u lugt doc da dugc truy XUAt va
c6 thé duoc sir dung cho céc giai doan anh xa. Fastqc duoc sir dung dé kiém
dinh lai chét lwong cta céac 1an doc sau cac bude lam sach.

Dit liéu trinh tu doc thd dugc danh gia, kiém tra chat luong va nhan
dién cac 13i trong dit liéu bang cong cu FastqC. Sau d6 dit liéu duoc giong
hang véi bo gen tham chiéu Nipponbare va loai b6 Vi tri phan tr trung 13p, St
dung phan mém BWA-MEM. BWA (Burrows-Wheeler Alignment Tool) 13
mot chuong trinh phan mém lién két trinh tu cdc gen nho khac nhau véi mot
bo gen tham khao Ion.

Chuong trinh nay bao gom 3 thuat toan BWA-backtrack, BWA-SW va
BWA-MEM. Thuat todn dau tién BWA-backtrack duoc thiét ké cho viéc doc
chudi trinh ty Illumina c6 kich thuéc 100 bp tré xubng, trong khi hai thuét

toan kia dung cho cac trinh ty ¢6 kha nang doc cao hon, dao dong tur 70 bp
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dén 1 Mbp. BWA-MEM va BWA-SW chia s¢ cac chirc ning twong tu nhau,
vi du nhu hd trg kha ning doc cao va sap xép cac trinh ty. Tuy nhién, BWA-
MEM la chwong trinh méi nhat va duoc khuyén cao dung cho cac két qua co
yéu cau chat luong, dO chinh xac cao va nhanh hon.

Thém vao d6, BWA-MEM con c6 hiéu suat tot hon so véi BWA-
backtrack trong khoang doc 70 - 100 bp. Déi véi tat ca cac thuat toan cua
BWA, viéc can thiét dau tién 13 phai ciu trac duoc FM-index cho cac gen
tham khao (st dung 1énh index). Céc thuat toan sap xép dugc thuc hién theo
lénh “aln/samse/sample”, “bwasw” doi voi BWA-SW va “mem” ddi V6i
BWA-MEM. Két qua giong hang dit liéu dugc sang loc biang phan mém
SAMtools dé dam bao cac doan trinh tu doc da dugc giong hang chinh xac véi
bo gen tham chiéu va loai bo nhiing sai sét. Picard 12 bo cong cu dugc xay
dung trén nén tang Java nham thao tac trén tap tin dinh dang SAM, BAM.
Picard MarkDuplicates s& kiém tra viéc sap xép dit liéu trong tap SAM va
BAM qua d6 cung cap Vi tri cac phan tir tring 13p.

Két qua bang 3.3 cho thdy hon 98,5% dir liéu duoc giong hang thanh
cong vai trinh ty tham chiéu Nipponbare (1.802.839 trinh tu giong hang thanh
cong/ 1.830.925 trinh tir doc). Sau khi sir dung Picard dé loai bo phan tir tring
lap, hon 98% s6 doan trinh tu duoc gitt lai, trong d6 68,67 - 70,1% dit liéu
duoc anh xa vao vung muc tiéu QTL9 (Bang 3.3).

Bang 3.3. Két qua giéng hang

, , S6 doan trinh tu
S0 doan trinh S0 doan trinh ty giong

Tén dwgc anh xa vao
- tw giong hang  hang thanh cong sau khi
mau ) vung muc tiéu
thanh cong loai bé phan tir trung lap
QTL9
G6 1.023.987 1.006.256 (98,26%) 714.128 (70,1%)

G189 778.852 765.081 (98,23%) 512.416 (68,67%)
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Cac bién thé (SNPs, INDELs) dugc phat hién biang cong cu
Haplotypecaller. HaplotypeCaller c6 kha ning goi SNP va indels dong thoi
thong qua t6 hop de-novo cuc bd cua cac haplotype trong mot ving hoat
dong. Noi cach khac, bat cir khi ndo chuwong trinh gip mot ving c6 dau hiéu
thay doi, chuong trinh s& loai bo thong tin anh xa hién c6 va tap hop lai hoan
toan cac 1an doc trong ving d6. Piéu niy cho phép HaplotypeCaller chinh xac
hon khi goi cac ving theo truyén thong kho goi, chang han nhu khi chung
chta cac loai bién thé gan nhau.

Két qua thu duoc lan luot 4524 va 4522 bién thé cho hai gidng G6 va
G189. Sau d6 nhitng bién thé co tan suat allen thdp hon 5% (Minor Allele
Frequency - MAF < 5%) va nhiing bién thé di hop hoic thiéu dix liéu bi loai
bo bang cong cu SNiPlay, 1178 bién thé cung vi tri dugc gitr lai cho ca hai
giong.

So sanh véi bo dir liéu di truyén DArt (Diversity Arrays Technology)
cia Phung Kim Nhung va cac cong su nam 2014 [89], bo dir lieu GBS
(Genotyping By Sequencing) Phung Kim Nhung va cac cong su nam 2016
[88] va dix liéu kiéu hinh c4u trac bong cua hai haplotype caa Ta Kim Nhung
va cong su nam 2018 [102], nhiing bién thé khong co mit trong cac bo di lidu
nay bi loai bo. Bo dit liéu cubi cung thu dugc gitra hai haplotype c6 1002 bién
thé dong hop trong d6 c6 827 SNPs va 175 INDELs. Trong d6, 117 bién thé
nam trong ving ma hoa exon, 391 bién thé nam trong vung khong ma hoa
intron, 320 bién thé nam trong ving promoter, 55 bién thé nam trong ving
UTR-3’, 7 bién thé nam trong ving UTR-5" va 112 bién thé nam trong ving
giao thoa gitra cac gen (Bang 3.4).
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Bang 3.4. Két qua tim va sang loc bién thé

Tén . Vi tri
. Tong
bien ) Vung giao thoa
. so Exon Intron Promoter UTR-3° UTR-5 .

the gitra cac gen
SNP 827 107 325 256 38 6 95
INDEL 175 10 66 64 17 1 17
Tongsé 1002 117 391 320 55 7 112

Sau khi sang loc va phan chia cac bién thé dong hop. Tién hanh cha
giai bién thé dugc thuc hién bang phan mém SnpE. Phan mém SnpE s dung
dé phan chia cac bién thé thanh cac nhom theo mirc d6 anh huong chirc ning
cua bién thé. Pay 1a cong cu chu thich va du bao anh huong cia cac bién thé
dén cdu trac protein nhu thay d6i axit amin, 1am 1éch khung doc, thém bo ba
mi hoa, mat bo ba ma hoa...(Bang 3.5).

Dit liéu dau vao cua cong cu ndy 1a cac bién thé duoc du doan (SNPs,
chén, x6a va MNPs), 1a két qua cua giai trinh tu, va co dinh dang VCF
(Variant Call Format). Trong dir liéu dau ra, SnpE sé& phan tich cac bién dau
vao dé chu giai va tinh toan cac tic dong ma cac bién thé co thé tao ra trén
gen. SnpE dua ra cac két qua nhu sau: kiéu gen va cac diém bi anh hudng boi
bién thé; vi tri ctia cac bién thé; 1am thé nao ma cac bién thé anh huong dén
qua trinh tong hop protein; so sanh vai cac dir liéu khac dé tim cac bién thé da
biét (Bang 3.6, 3.7, 3.8, 3.9 va 3.10).

Céc budc chu giai bién thé va chuyén héa céc file dugc thuc hién bang
cong cu Galaxy cua plateforme Southgreen, st dung SNiPlay3, mot irng dung
truc tuyén dé kham phd va phan tich quy mo 16n vé cac bién thé gen cua
Dereeper va cic cong sy nim 2011 [37]. Cac bién thé nam trong bo ba ma
héa nhung khong dan dén lam thay ddi axit amin duoc goi 1a bién thé déng

nghia, nguoc lai bién thé nam trong bo ba ma héa dian dén 1am thay doi axit
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amin dugc goi 13 bién thé sai nghia. Céac bién thé thém bot (INDELs) lam léch
khung doc chuan hoiac mét b ba ma héa. Két qua thu duoc 6 nhom bién thé
(Bang 3.5).

Bang 3.5. Phan loai bién thé trong viing exon

whé SNP  INDEL

Hiéu wng

Bién thé dong nghia 38

Bién thé sai nghia 62

Dot bién léch khung doc 0 8
Thém bo ba md mé dau 1

Thém bo ba mi két thiic 6

MAat bo ba ma hoa 0 2
Tong cong 107 10

Bang 3.5 cho thay: Trong 117 bién thé tao ra nam trong viing exon c6 107
bién thé SNP, 10 bién thé chén x6a INDEL. Trong 107 bién thé SNP c6 38 bién
thé dong nghia, 62 bién thé sai nghia, 1 bién thé thém bo ma md dau, 6 bién thé
thém bd ba két thuc va khong c6 bién thé dot bién léch khung doc hay mat bo ba
mi hoa. Trong khi d6, bién thé INDEL c6 8 bién thé dot bién léch khung doc va 2
bién thé mat bo ba m3 hoa.

Vi tri va nhitng hiéu tng cu thé caa 117 bién thé nam trong ving exon
gitta hai haplotype duoc chu giai chi tiét, két qua thé hién qua cac bang 3.6,
3.7,3.8,3.9 va 3.10 sau.
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Bang 3.6. Chu giai bién thé ddng nghia giira hai haplotype

., Thw 2
So Tén Thay doi Thay
thir tl‘,r Vl i . bién bobami  ddi axit Al e
ar biéf1 bién the 1 héa amin (G6) (G189)
the
1 4 16632844  SNP gcG/gcT A/A TT GG
2 10 16721299 SNP ccClccG P/P GG CC
3 11 16723686  SNP acG/acA T/T GG AA
4 17 16850100 SNP CtG/ctA L/L AA GG
5 19 16911171 SNP gaG/gaA E/E AA GG
6 20 16918401  SNP gcT/gcA A/A AA TT
7 30 17001369 SNP tcG/tcA SIS AA GG
8 34 17033896 SNP ccAlccT P/P TT AA
9 40 17047096 SNP gcA/gcT A/A AA TT
10 41 17047369 SNP ctClctT L/L AA GG
11 43 17088291 SNP ggClggT G/G TT CC
12 45 17157660 SNP Ctg/Ttg L/L AA GG
13 50 17164448 SNP tcG/tcA SIS TT CC
14 52 17175350 SNP gcG/gcA A/A AA GG
15 54 17175530  SNP cgClcgT R/R TT CC
16 55 17175599  SNP gtG/gtA VIV GG AA
17 S7 17175653  SNP CtG/ctA L/L AA GG
18 62 17204521 SNP ccG/ccA P/P 1T CC
19 64 17217557  SNP ccT/ccC P/P TT CC
20 65 17217560 SNP gaT/gaC D/D TT CC
21 67 17218205 SNP gcG/gcA A/A GG AA
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Thuw

So Tén Thay doi Thay
tuw Vi tri , ., H1 H2
thw ] , 3 bién bo bama  doi axit
bién bién the . ) (G6) (G189)
tu . the hoéa amin
the

22 69 17218262 SNP  gcGlgcA AJA GG AA
23 70 17218271 SNP  gcGlgcA  A/A GG AA
24 71 17218274 SNP  CtA/ctG LIL AA GG
25 76 17224392 SNP  tgChgT cic  TT CC
26 81 17274324 SNP  cgClegT RR AA GG
27 82 17274372 SNP  gcClgcT  A/A AA GG
28 87 17318299 SNP  gcClgcT  A/A TT  CC
29 88 17328082 SNP  gaG/lgaA EE TT CC
30 91 17339840 SNP  ccGlccA PP  AA GG
31 93 17356069 SNP  acClacT T TT CC
32 97 17356924 SNP  tcClicT ss TT CC
33 101 17358654 SNP  agGlagA R/IR AA GG
34 103 17358940 SNP  caGlcaA  Q/IQ GG AA
35 106 17359387 SNP  tcG/tcC SIS GG CC
36 108 17359600 SNP  gtA/gtT VIV.  AA  TT
37 113 17361919 SNP  ¢cgGlcgT RR  TT GG
38 114 17362123 SNP  @gaG/lgaA E/E GG AA

Bang 3.6 cho thay c6 tong so 38 bién thé dong nghia déu 1a bién thé
SNP nam trong ving exon. Bién thé nay lam thay d6i bo ba ma hoa tir d6 lam
thay ddi cac axit amin.

Tuong tu bién thé dong nghia, 62 bién thé sai nghia ciing 1a cac bién
thé SNP nam trong ving exon lam thay d6i bo ba ma hoa va thay doi axit

amin. Trinh ty nucleotit gitra hai haplotype duoc thé hién qua bang 3.7.
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Bang 3.7. Chu giai bién thé sai nghia giira hai haplotype

., Thw
So Tén i ]
this tl.’l’ V1 tri  bién Thay doi b0 Thaydoi H1 H2
" biéfl bien thé (hé bamiahoéa axitamin (G6) (G189)
thé
1 1 16615477 SNP atG/atA M/I GG AA
2 2 16615500 SNP cGt/cTt R/L GG 1T
3 3 16615616 SNP Agg/Tgg R/W AA TT
4 6 16692827 SNP aCgl/aTyg T/M GG AA
5 7 16692830 SNP aCt/aTt T/ AA GG
6 9 16718969 SNP Gtc/Atc VI 1T CcC
7 13 16748183 SNP cCqg/cTyg P/L GG AA
8 15 16811690 SNP aCt/aTt T/ AA GG
9 16 16811708 SNP gCg/gTyg ANV GG AA
10 21 16919033 SNP aAg/aGg K/R AA GG
11 22 16959756  SNP gGcl/gTce GIV GG 1T
12 23 16960905 SNP caAl/caT Q/H AA 1T
13 24 16961167 SNP Agt/Ggt SIG AA GG
14 25 16962253 SNP Gaa/Aaa E/K GG AA
15 26 16966678  SNP Gat/Aat D/N GG AA
16 27 16982379 SNP gCa/gTa AV GG AA
17 31 17001416 SNP cCt/cGt P/R GG CcC
18 32 17001428 SNP cGg/cAg R/Q AA GG
19 37 17034312 SNP Atg/Gtg M/V AA GG
20 38 17034319 SNP gGo/gAg G/E AA GG
21 42 17085980 SNP gCc/gTc AV TT CC
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Thiw

S6 Tén . .

thi tl.’l’ V1 tri " bién Thay doi b0 Thaydoi H1 H2
b biéfl bién thé (hi bama hoéa axitamin (G6) (G189)

thé

22 44 17125346 SNP aAg/aCg KIT AA CcC
23 46 17163817 SNP cGc/cAc R/H TT CcC
24 47 17163824 SNP Cgo/Tgg R/W GG AA
25 49 17163926 SNP Gaa/Aaa E/K TT CcC
26 51 17164506 SNP gTc/gAc VID AA 1T
27 53 17175375 SNP Gcet/Tct AJS GG 1T
28 56 17175601 SNP cTt/cCt L/P TT CcC
29 58 17175777 SNP Gtg/Atg VIM AA GG
30 59 17175778 SNP gTo/gCqg VIA TT CcC
31 60 17203060 SNP Gtt/Ttt VIF AA CC
32 61 17204382 SNP gaC/gaA D/E TT GG
33 66 17218199 SNP atG/atT M/I GG 1T
34 68 17218221 SNP Gcec/Acc AIT AA GG
35 72 17218314 SNP Gtc/Atc VI AA GG
36 73 17218414 SNP cGa/cAa R/Q GG AA
37 74 17220380 SNP gGt/gAt G/D GG AA
38 75 17220616 SNP Gceg/Cceg A/P GG CC
39 77 17258929 SNP ttG/MT L/F AA CcC
40 78 17258984 SNP cTa/cCa L/P GG AA
41 79 17260450 SNP tCg/tTg S/L GG AA
42 80 17260559 SNP Gcet/Act AIT TT CcC
43 83 17278694 SNP Ttc/Ctc F/L GG AA
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Thiw

S6 Tén . .

thi tl.’l’ V1 tri " bién Thay doi b0 Thaydoi H1 H2
b biéfl bién thé (hi bama hoéa axitamin (G6) (G189)

thé

44 84 17278706  SNP Ctc/Ttc L/F GG AA
45 85 17290097 SNP cGc/cAc R/H TT CcC
46 86 17313930 SNP gGa/gAg G/E TT CC
47 89 17328926 SNP Gat/Aat D/N TT CcC
48 90 17334532 SNP aCt/aAt T/N TT GG
49 94 17356565 SNP Gag/Aag E/K AA GG
50 96 17356731 SNP gCc/gTc AV TT CcC
51 98 17357120 SNP Agg/Ggg R/IG AA GG
52 99 17357193 SNP gAt/gGt D/G AA GG
53 100 17357358 SNP Cgo/Tgg R/W TT CC
54 102 17358682 SNP Gtg/Atg VIM GG AA
55 104 17359227 SNP gCcl/gAc A/D AA CC
56 107 17359560 SNP gAc/gGce D/G AA GG
57 109 17359728 SNP aCa/aAa T/K AA CcC
58 110 17359829 SNP Act/Gct T/A AA GG
59 111 17360720 SNP cGt/cAt R/H GG AA
60 115 17362196 SNP Gag/Aag E/K AA GG
61 116 17362715 SNP Tgc/Agc C/S TT AA
62 117 17362835 SNP Ctc/Ttc L/F TT CcC

Déi Vi cac bién thé hiéu tmg dot bién khung doc (bang 3.8), tam bién
thé INDEL nam trong ving exon déu khong 1am thay d6i bo ba ma hoa ciing

nhu thay ddi axit amin (bang 3.8).
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Bang 3.8. Chu giai bién thé dot bién khung doc giira hai haplotype

., Thk Thay Thay
So Tén ., )
tu Vi tri ) doi bo doi H2
thw , , . bien _ H1 (G6)
bien bien the ., bama axit (G189)
tw , the _
the hoa amin

1 5 16639817 INDEL CGATATTTAGGT CcC
GGCACTTTCCCA
GTCGATATTTAG
GTGGCACTTTCC
CAGT

2 8 16692832 INDEL CTCT CcC

3 28 7000844 INDEL AGGAGTCGGGG AA

AAGAGGCCACG
GACGCCGACAGT
TAGGGGATGGA
GGCGGCGGCCGC
CGGATCCACGTC
TCTGAACCTCGT
GGAGGCCAGATC
CGGCGGTCGCCG
GTTGGAGGAGTC
GGGGAAGAGGC
CACGGACGCCGA
CAGTTAGGGGAT
GGAGGCGGCGG
CCGCCGGATCCA
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., Thw Thay Thay
So Tén 3 )
tu Vi tri , doi bo doi H2
thu , , i bien _ H1 (G6)
bien bién the ., bama axit (G189)
tw ., the _
thé héa amin
CGTCTCTGAACC
TCGTGGAGGCCA
GATCCGGCGGTC
GCCGGTTGG
4 33 17033835 INDEL TT TGTG
5 35 17033997 INDEL TT TATA
6 39 17034343 INDEL TT TATA
7 105 17359271 INDEL CTCT CC
8 112 17361912 INDEL GG GTGT

Nhom bién thé mat bo ba md hoa co hai bién thé INDEL nam tai vi tri
16734616 va 17034001 du doan lam thay doi bo ba ma hoa va thay do axit

amin (bang 3.9).
Bang 3.9. Chu giai bién thé mat bd ba ma hoéa

. Thw 2
So . > Tén Thaydoéi Thay
tw Vi tribién . 2 H2
thw . 2 bien b bama doi axit
bién the 2 ] _ (G6) (G189)
tu 2 the hoa amin
the
1 12 16734616 INDEL gccl/- A5- AGGC AA
AGGC
2 36 17034001 INDEL tcatctaag/ K/7 TT TTCATC
- TAAGTT
CATCTA

AG
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Hai nhém bién thé thém b ba md mé dau (6 bién thé) va thém bo ba ma
két thuc (01 bién thé) déu 1a cac bién thé SNP. Trong do6 6 bién thé thém bd ba ma
ma dau 1am anh hudng cAu triic protein va bién thé thém bo ba ma két thiic khong

1am thay ddi c4u trac protein. Cha giai bién thé duogc thé hién qua bang 3.10.

Bang 3.10. Chu giai bién thé thém bd ba mi mé dau va thém bd ba ma

két thiic
., Thw Thay Thay
So , Tén } }
tw Vi tri bién , doi by  doi H1 H2
the | ., bieén Hi¢u ung )
bién the ) bama axit (G6) (G189)
tw i thé )
thé héa amin
Thém b0 ba
1 14 16762657 SNP , Cag/Tag Q/8 TT CC
ma két thac
Thém b0 ba
2 18 16850108 SNP , tCa/tGa S/3 GG CC
ma két thac
Thém bd ba
3 29 17001365 SNP , tGg/tAg W/1 GG AA
ma két thuc
Thém bd ba
4 48 17163902 SNP , Caa/Taa Q/2 AA GG
ma két thuc
Thém b0 ba
5 63 17204583 SNP . GG AA
ma mo dau
Thém bo ba
6 92 17356052 SNP , Gga/Tga G/1 TT GG
ma két thac
Thém bd ba
7 95 17356570 SNP tgG/tgA W/3 GG AA

mai két thuc

Tir két qua phan tich, chii giai cac bién thé, phan mém CAPSDETECTOR
duoc st dung dé sang loc cac SNPs nam trong Vi tri cat cua enzyme gi6i han dé

xdy dyng chi thi phan tir CAPS, phuc vu viéc danh gia kiéu gen caa quan thé F..
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Két qua sang loc 827 bién thé SNP thu dwoc 12 SNP nam trong vi tri cit

cua nim enzyme gisi han (Sacl, Dral, EcoRV, BamHI, Sall), két qua thu duoc thé

hién qua bang 3.11.
Bang 3.11. Danh sach SNP nam trong vi tri ciit ciia cac enzyme giéi han
, Tha Tha
So Pac , Y , Y
Vi tri , doibo  doi H1 H2
tha Tén Locus diem vi ) Enzyme
SNP bama axit (G6) (G189)
tw tri )
hoa amin

1 16748183 LOC_0s02g28334 exon cCg/lcTg P/IL GG AA Sacl

2 16805351 LOC 0s02928410 Promoter GG TT Dral

3 16882053 LOC_0s02g28530 Intron AA TT Dral

4 16919772 intergenic TT TATA Dral

5 16961918 LOC_0s029g28670 Promoter AA TT EcoRV

6 17035526 LOC_0s02g28810 Promoter AA GG BamHI

7 17039753 LOC_0s02g28820 Promoter 1T CcC EcoRV

8 17124682 LOC_0s02928910 Promoter TATA TAT Dral

9 17161487 LOC_0s029g28980 Promoter TATA TT Dral
10 17205540 LOC_0s02929040 Promoter AA TT Sall

11 17254246 LOC_0s029g29130 intron TT AA Dral
12 17271258 LOC_0s02¢g29150 3’-UTR GG CcC BamHI

Ghi chu: H1: Haplotype 1, H2: Haplotype 2

Bang 3.11 cho thay, 12 SNP nam trong vi tri cat ciia ndm enzyme gidi han

cha yéu nam vi tri trong viing promoter (c6 7 SNP), chi ¢6 hai SNP nam trong

ving intron, mot SNP nam trong ving 3’-UTR va mot SNP niam trong ving

exon lam thay doi bo ba mi hoa tir CCG thanh CTG tir d6 1am thay doi axit

amin tir Proline (P) sang Leucine (L). Di Véi vi tri cat caa enzyme gidi han
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thi c6 sau SNP nam trong vj tri cit ciia enzyme gigi han Dral, hai SNP nam
trong vi tri cat cua enzyme BamHI, hai SNP nam trong vi tri cit cia enzyme
EcoRV, mdt SNP nam trong vi tri cét cua enzyme Sacl va mot SNP nam trong
vi tri cit caa enzyme Sall.

3.2.2. Phit trién chi thi phan tiv CAPS

Chi thi phan tir CAPS duoc xay dung dua trén su da hinh don nucleotit
(SNP) nam trong vi tri cat caa enzyme gigi han. O nhiing ca thé xay ra dot
bién trong vi tri cat cia enzyme gi6i han (thuong 1a SNPs) thi enzyme s&
khéng nhan ra dé cat. Tir d6, moéi duoc thiét ké dé nhan doan DNA chira vi tri
cit cua enzyme gigi han. San pham PCR sau d6 duoc cat bai enzyme giGi han
s& cho cac doan DNA c6 chiéu dai khac nhau giira giong c6 dot bién trong vi
tri cat ciia enzyme gigi han (chi c6 mot doan DNA dai vi enzyme khong cat
san pham PCR) va giéng khong c6 dot bién (san pham PCR dugc cat thanh
hai manh DNA ngan hon).

Chi thi phan tir CAPS d3 dugc minh chang c6 hiéu qua cao trong nhiéu
nghién ctru trén nhiéu dbi twong. Chang han nhu st dung chi thi phan tur
CAPS trong viéc xac dinh dung loai giong co dau mong mudn phuc vu cong
tac nhan gidng, gitp tiét kiém thoi gian, cong stc va tién bac nhu cong trinh
cua Babu va cong su (2017) [14] , hay trong viéc viéc xac dinh ca thé F, trong
cac quan thé lai loai dau tam cia Arora va cong su (2017) [13]. Vi vay, dé
phat trién chi thi phan tir CAPS phuc vu cong tac chon loc cac dong F, ddng
hop tir mang QTLY cua bb va cac dong F, déng hop tir mang QTLY cua me,
cong nghé chup gen di duoc tng dung dé xac dinh cac SNP nam trén ving
QTLY cua hai giéng b me, tir d6 sang loc ra cic SNPs nam trong ving cat
cuaa enzyme giai han.

Duya vao 12 SNPs tim thdy trong ving cét cta cac enzyme giGi han

(Bang 3.11), cac mdi di duogc thiét ké xung quanh vi tri cia SNPs nham
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khuéch dai vung chira SNPs, sao cho khi cit san phém PCR s¢ tao ra da hinh

vé chiéu dai doan cat.

Céc moi thiét ké dya trén trinh ty cia gidng Nipponbarre trén trang

MSU
(http://rice.plantbiology.msu.edu) [136], st dung phdn mém Primer3 plus

(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) [137].

Rice

Genome

Annotation (Osal) Release

Két qua thu duoc 12 chi thi phan tir CAPS thé hién qua bang 3.12.
Bang 3.12. Danh sach 12 chi thi phan tir CAPS va trinh ty moi

7

Kich
bac thwde
Tén Vi tri Tén Locus diém vi Trinh te mdi (5°-3°) san
tri pham
PCR
CAPS 16747814 LOC_0s02g28334 UTR_3' F-CTCCAGCATCTCACCCTCTC 357
1 R- CTCCACCATGAATAACCTGCA
CAPS 16805081 LOC_0s02928410 Promoter F- GTTACTCCATCCGTCCCAAA 877
2 R- GAATGCTCTCGTCGGATGAT
CAPS 16882053 LOC_0s02g28530 intron F-TGGTTTGGGTTACTCGGAAG 689
3 R- TTACCTGGAGTGCAAGGTCC
CAPS intragenic F- TTGTTCGTGATTCGCACGG 852
4 R- CGTGCGAACCACGAAG
CAPS 16961918 LOC_0s02g28670 Promoter F- GGCAGCATCAGCAAGCATAC 1037
5 R- GGATTAGCTCCCTACCACGC
CAPS 17034718 LOC_0s02928810 Promoter F- CTGAATCCGTCCAGCAAGGT 577
6 R- TGCGAGAGGAACGAAACGAA
CAPS 17039112 LOC_0s02g28820 Promoter F- TGGTGATTACGGCGTTTGGT 1358
7 R- TTCGGCAATACGTCACACTA
CAPS 17124657 LOC_0s029g28910 Promoter F- CACGCAGTTTAGCATGACGG 1052
8 R- TTCCCGTACTCTCGTCACCT
CAPS 17156453 LOC_0s02g28980 UTR_3' F- TGAGAAGCGAAACGCACCTT 1710

R- GCTTCCTCTGCTGTCGGTAA


http://rice.plantbiology.msu.edu/
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
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Kich

bac thwdc

Tén  Vitri Tén Locus diém vi Trinh te mdi (5°-3°) san

tri pham

PCR

CAPS 17196458 LOC_0s02g29040 intron F- GTCTGCGCCCACATTTTAGT 1909
10 R- GCCTTTCTCTCACCTTGCAC

CAPS 17246451 LOC_0s02¢g29130 intron F- TGGATTGCATGGTTTAGCTG 898
11 R- ATGCATTGAGAGGGACCTTG

CAPS 17271233 LOC_0s02g29150 UTR_3' F- TGGTGGATTAATGCTGTGGA 1103

12 R- GCCACATTTAGATGTGTAA

Mudi hai chi thi phan tir CAPS duoc xdy dung tir 12 SNPs nam trong
vi tri cat cua 5 enzyme gigi han. Trinh tu vi tri cat va kich thuéc san pham cat
clia cac enzyme gidi han thé hién qua bang 3.13 sau:
Bang 3.13. Trinh tr vi tri cit va kich thwédc cac san pham cit cia 5

enzyme gi6i han sir dung dé cat chi thi phan tir CAPS

Trinh tu vi tri cat Kich thwéc san pham cit

Chithi  SNP

ciia enzyme giéi han bang enzyme gi6i han

phan tir (H1/ Enzyme

CAPS H2) G6 (H1) G189 G6 (H1) G189

(H2) (H2)

CAPS 1 G/IA Sacl GAGCTC AAGCTC 134 &223 357
CAPS 2 T/G Dral TTTAAA TTGAAA 346&531 877
CAPS 3 AIT Dral TTAAAA TTTAAA 689 473&216
CAPS 4 TITA Dral TTTAAA TTAAAA 601&251 852
CAPS 5 AIT EcoRV GATATC GITATC 643&394 1037
CAPS 6 G/IA BamHl GAATCC GGATCC 577 304&273
CAPS 7 T/C EcoRV GATATC GATACC 1321&127 1358
CAPS 8 TAIT Dral TTTAAA TTTTAA 273&779 1052
CAPS 9 TAIT Dral TTTAAA TTTITA 1027&683 1710
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Trinh ty vi tri cit

Kich thwéc san pham cat

Chi thi SNP . . .
cua enzyme gidéi han bang enzyme gioi han
phan tir (HL/ Enzyme
G189 G189
CAPS H2) G6 (H1) G6 (H1)
(H2) (H2)
CAPS 10 AIT Sall GTCGAC GTCGTC 886&1023 1909
TTTAAA TTTAAT
CAPS 11 T/IA Dral 226&333&339 559&339
TTTAAA TTTAAA
CAPS 12 G/C BamHI GGATGC GGATCC 1103 1041&62

Chit gach chén: diém dét bién trong vi tri cat ciia enzyme gidi han.

Céc chi thi phan tir CAPS va 5 enzyme giéi han nay s& duoc sir dung dé

xéac dinh cac dong F, dong hop tir mang QTLY cua bd va cac dong F, dong

hop tir mang QTL9 cia me phuc vu danh gia kiéu hinh ciu trac bong laa

trong quan thé F; ngoai dong ruong.

3.3. Chon loc cac cay F, mang QTL9 dong hop thudc hai haplotype bd
hoic me bang chi thi phén tir CAPS

3.3.1. Xdc dinh chi thi phédn tir CAPS cho da hinh giita hai giong lia bé me
Trudéc khi st dung modi CAPS dé xac dinh su phan ly trong quan thé F,

cac moi can duoc kiém tra su da hinh & hai gidng b6 (G189) (H1) va me (G6)

(H2) (hai haplotype) bang phan tmg PCR va cat enzyme gigi han. Két qua

dién di phan tmg PCR dé kiém tra do dic hiéu véi 12 moi CAPS ¢ hai giéng
bd me (H1 va H2) duogc thé hién trong hinh 3.10.
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H1 H2 L Hl HLH2H2 L H1 H2
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Hinh 3.10. Két qua phan wng PCR thir @9 dic hiéu ciia cac moi CAPS &
hai giong G6 (H1) va G189 (H2)
(Cdc giéng sé tir 1-12 twong g véi 12 chi thi phdn nr CAPS; L: Thang chudn
DNA Low Gene Ruler 100 bp)

Hinh 3.10 cho thiy, sau cip mdi CAPS cho két qua dic hiéu chi mot
bang DNA duy nhét, dung véi kich thudc mong doi & ca hai gibng bé me:
CAPS 1 (357 bp), CAPS 5 (1037 bp), CAPS 6 (577 bp), CAPS 7 (1358 bp),
CAPS 8 (1052 bp), CAPS 12 (1103 bp).

Két qua PCR vé6i moi CAPS 2 khong dac hiéu, xuat hién nhiéu bang
DNA vo1 kich thuéc khac nhau nhung khong c6 bang nao dung véi kich
thudc mong doi (877 bp), hinh anh dién di giong nhau ¢ ca hai haplotype.

Véi mdi CAPS 3 chi c6 mot bang dic hiéu dang kich thuée mong doi
(689 bp) ¢ HI, tuy nhién & H2, ngoai bang dung kich thudc mong doi con
Xuat hién mot bang khong dac hiéu, c6 kich thuéc nhé hon.

Két qua PCR v&i mdi CAPS 4 cho hai bang co kich thudc khoang 200
va 300 bp, khong diang véi kich thudc mong doi (852 bp), & ca hai haplotype.
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Phan ng PCR vé&i mdi CAPS 9 va CAPS 10 khong thu dugc bang nao
& ca hai haplotype.

Két qua PCR véi mdi CAPS 11 cho nhiéu bang DNA véi kich thudc
khac nhau nhung, trong d6 c6 bang dung véi kich thudc mong doi (898 bp),
hinh anh dién di gidng nhau & ca hai haplotype.

Nhu vay, qua két qua PCR kiém tra do dic hiéu caa 12 méi CAPS thu
duogc 8 chi thi CAPS c6 biang dung voi kich thuée mong doi & ca hai gidng bd
me H1 (G6) va H2 (G189) bao gdm: CAPS 1, CAPS 3, CAPS 5, CAPS 6,
CAPS 7, CAPS 8, CAPS 11, CAPS 12.

San pham PCR cua tam moi CAPS trén tiép tuc dugc xir 1y bang cac
enzyme giéi han tuong ng: CAPS 1 cat bang enzyme Sacl; CAPS 3, CAPS
8, CAPS 11 cit bang enzyme Dral, CAPS 5 cit bang enzyme EcoRV; CAPS
6, CAPS 7, CAPS 11 cit bang enzyme gigi han BamHI. Két qua thé hién qua
hinh 3.11.

Hinh 3.11 cho thdy: San pham PCR véi mdi CAPS 1 duoc cét bing
enzyme gi6i han Sacl. Két qua dién di cho su da hinh giita hai haplotype. San
pham PCR cua H1 bj cat thanh hai manh dang véi kich thuéc mong doi (134
bp va 233 bp), trong khi & H2, SNPs xay ra trong vi tri cit cia Sacl nén san
pham PCR (357 bp) khong bi cat (hinh 3.11A).

San pham PCR véi moi CAPS 3 duoc cat bang enzyme gidi han Dral.
Vi tri cat cua enzyme & H1 du doan khong c6 SNP nén san pham PCR cua H1
bi cat hoan toan thanh 2 biang DNA ding kich thuéc mong doi (216 bp va 473
bp) (hinh 3.11C). Mic du du doan SNP xay ra trong vi tri cat caa Dral ¢ H2
nhung san pham cat enzyme giéi han cia H2 cling c6 hai bang DNA dung
kich thudc mong doi. Tuy nhién san pham PCR ciia H2 khong bi cat hoan
toan, co thé enzyme Dral cat khong tdt, d6 dic hiéu khong cao. Ngoai ra ¢ H2

con c¢6 mot bang DNA khoang 300 bp 1a san pham khong dic hiéu cua phan
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ung PCR, do do c6 thé phan bi¢t H1 va H2 nho sy khac biét cia bang DNA
khong dac hiéu nay (Hinh 3.11C).

L H1 H2

1052 pb 1052 pb 1103 pb, 1103 pb
[ )
577 pb 577 pb 1037 pb ——

643 pb —»

394 pb

L H1 H2

689 pb
473 pb
300 pb

216 pb
127 pb

333&339pb
226 pb

Hinh 3.11. Két qua dién di san pham cit bang enzyme gi6i han.

A, Két qua cdt enzyme gidi han cia san pham PCR véi mai CAPS 1, 6, 8 va 12.
B, Két qua cdt enzyme gidi han cua san pham PCR véi méi CAPS 5. C, Két qud cat
enzyme gidi han cia san pham PCR véi moi CAPS 3, CAPS 7. D, Két qua cat
enzyme gidi han cia san pham PCR véi moi CAPS 11. (L: Thang chudn DNA Low
Gene Ruler 100 bp)
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San pham PCR véi mdi CAPS 5 duoc cit bang enzyme gidi han
EcoRV. Két qua dién di cho sy da hinh giita hai haplotype. San pham PCR
cua H1 bi cat thanh hai manh dang véi kich thude mong doi (394 bp va 643
bp), trong khi & H2, SNPs xay ra trong vi tri cat caa ECORV nén san pham PCR
(1037 bp) khong bi cat (Hinh 3.11B).

San pham PCR véi mdi CAPS 6 duoc cit bang enzyme gidi han
BamHI. Két qua dién di cho sy da hinh giita hai haplotype. San pham PCR
cia H2 bi cit thanh 2 manh dung voi kich thudc mong doi (304 bp va 273
bp), trong khi & H1, SNPs xay ra trong vi tri cat cia BamHI nén san pham
PCR (577 bp) khong bi cit (Hinh 3.11A).

San pham PCR véi modi CAPS 7 duoc cat bang enzyme gidi han
EcoRV. San pham PCR cua H1 bi cat thanh hai manh dung véi kich thuéc
mong doi (1231 bp va 127 bp). Tuy nhién, trai véi du doan, san pham PCR
ctia H2 ciing bi cat thanh hai manh giéng nhu & H1, ¢6 thé viéc du doan SNP
Xuat hién trong vi tri cit cua enzyme & H2 khong chinh xac (Hinh 3.11C).
Truong hop nguoc lai xay ra voi CAPS 8 va CAPS 12. San pham PCR voi
moi CAPS 8 dugc cat bang enzyme giéi han Dral con san pham PCR vé&i moi
CAPS 12 dugc cat bang enzyme gigi han BamHI. Tuy nhién phan ¢ng cit da
khong dién ra nhu dy doan & H1 ma chi c6 1 bing DNA dung véi kich thuéc
san pham PCR (1052 bp ddi véi CAPS 8 va 1103bp dbi véi CAPS 12). San
pham PCR & H2 khong bi cat ding nhu du doan. Co thé viéc du doan vi tri
cat cia enzyme Dral va BamHI trong ving CAPS 8 va CAPS 12 6 H1 khong
bi dot bién 13 khong chinh x4c.

San pham PCR véi mdi CAPS 11 dugc cat bang enzyme gidi han Dral. Co
2 Vi tri cat ciia enzyme trong san pham PCR ciia H1 nén san pham PCR duoc cit
thanh 3 manh (226, 333 va 339 bp). Trong khi chi ¢6 1 vi tri cat & H2 nén san
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pham PCR ctia H2 dugc cat thanh 2 manh dang véi kich thude mong doi (339 bp
va 559 bp) (Hinh 3.11D).

Nhu vay, qua két qua cit bang enzyme giéi han cua tim chi thi CAPS
cho thdy c6 bon chi thi CAPS cho su da hinh giita hai giéng bé me va bao phu
vung QTL9 do la CAPS 1, CAPS 5, CAPS 6 va CAPS 11. Cac chi thi nay co
thé duoc sir dung dé xac dinh cac cay F, mang QTL9 dong hop tu.

3.3.2. Chon loc cdc cdy F, dong hop tir mang OTL9 ciia bo hodc me bang chi
thi phan tw CAPS

Trong bdn chi thi phan tir CAPS cho su da hinh giita hai giong bo me
va bao phu vung QTL9: CAPS 1, CAPS 5, CAPS 6 va CAPS 11, trong do6 co
CAPS 5 va CAPS 6 ¢6 vi tri gan nhau nén dé tai chi chon ba chi thi CAPS dé
chon loc cac dong F, dong hop tr mang QTLY cua giébng me (G6) va cac
dong F, ddng hop tir mang QTL9 cua giéng bé (G189): CAPS 1, CAPS 5 va
CAPS 11.

275 cay F, dugc chay phan ung PCR bang cac moi CAPS, sau d6 cat
san pham PCR bing cac enzyme tuong ung: CAPS 1 vai enzyme Sacl, CAPS
5 v&i enzyme ECORV va CAPS 11 véi enzyme Dral, san pham dién di trén
gel agarose 2%. Cac két qua thu dugc nhu sau:

Poi voi CAPS 1: Két qua phan ung PCR va cat bang enzyme Sacl, sau
khi dién di trén gel agarose 2% xéac dinh dugc cac cady mang QTL9 déng hop
tir cua cdy me (G6) xuét hién hai bang co kich thudc tuong tmg 134 bp va 233
bp. Céc cady mang QTL9 dong hop tir cua cay bd (G189) chi thu dugc mot
bang DNA duy nhét twong (ng véi kich thuéce 357 bp. Cac cay di hop tu thu
duoc ba bang cé kich thudce 134 bp, 233 bp va 357 bp.

Hinh 3.12 minh hoa mét sé két qua thu dwoc véi cap moi CAPS 1.
Nhiing cay c6 hai bang DNA kich thudc 134 bp va 233 bp (11.6; 11.7; 11.10;
3.23) 1a cay mang QTL9 dong hop cua cay me (G6). Nhiing cy chi c6 mot
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bang DNA duy nhét ¢ kich thudc 357 bp (11.4; 11.5; 3.6; 3.11; 3.25; 3.26;
3.31) 1a cay dong hop tir mang QTLY cua cy bd (G189). Nhimng ciy co ca ba
bang DNA ké trén 1a cay di hop mang ca QTL9 caa bd va me.

100bp11.1 11.2 113 114 115 116 117 118 119 11.1011.11 G6 G189

100bp 3.1 32 35
357 bp o

233bp . — W Gm— -‘ L el e di e dE e ]

134 bp

a - < — - . —
- R D S — gp— - i —

100bp 3.18 3.19 3.20 3.21 3.22 3.23 3.24 3.25 3.27 3.26 3.29 3.30 3.31

357 bp
233 bp
134 bp

Hinh 3.12. Két qua phén tich mét sé cay F, véi chi thi CAPS 1

Két qua phan tich 275 cay F, thu duoc 74 cay F, mang QTL9 dong hop
cua cay me (G6), 66 cdy mang QTL9 dong hop cua cay bo (G189) va 135 cay
di hop tir mang ca hai QTL9 cua bb va me (danh sach cac cay déng hop tir thé
hién qua bang 3.14).

Po6i voi CAPS 5: 275 mau DNA cua quan thé F, dugc phan tich véi
mdi CAPS 5 bing phan ung PCR, sau dé cit san pham PCR bang enzyme
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ECORV thu dugc cac cay dong hop tir ciia cdy me (G6) xuat hién hai bang Véi
kich thudc 394 bp va 643 bp. Cac cdy dong hop tir cia cay bod (G189) chi xuat
hién mot bang duy nhét & kich thudc 1037 bp. Céac cdy di hop tir xuat hién ba
bang & cac kich thudc 394 bp, 643 bp va 1087 bp (hinh 3.13).

— i v ——— — — a“gee- - — — -
100 bp. 3.1 3.2 ‘3.5 36 37 39 310 7 313 314 315 3.16 3.17
1037 bp —_——n —--——h‘- ey Sy w—
643 bp R e I S—— RS s Pt st

394 bp —. R ge— - pra—

100 bp 19.7 199 1910 15.11 19.13 19.15 19.16 19.17 19.18 19.19 19.21 19.22 19.23 G6
B TR ok 2 "Bt The e —y T
S £ Bk . - r TR
1037 bp \ : an TS .
643 bp a— —— -_—
—_—— — otan
394 bp

Hinh 3.13. Két qua phan tich mdt s cay F, véi chi thi CAPS 5

Hinh 3.13 1a két qua dién di san pham cat enzyme cia mot sé ciy F,.
Nhiing cay chi c6 hai bang DNA kich thudc 394 bp va 643 bp (19.9; 19.13;
19.15; 19.17; 19.22) 1a cay mang QTL9 dong hop cua cdy me (G6). Nhiing
cay chi c6 mot bang DNA duy nhat ¢ kich thuéc 1037 bp (3.16; 3.17; 19.10;
19.21) 1a cay mang QTL9 dong hop cua ciy bd (G189). Nhimng ciy co ca ba
bang DNA ké trén 1a cay di hop mang ca QTL9 caa bd va me.

Két qua phan tich 275 cay F, thu duoc 74 cay F, mang QTL9 d6ng hop
cua cay me (G6), 66 cdy mang QTL9 dong hop cua cay bo (G189) va 135 cay

di hop tir mang ca hai QTL9 cua bo va me. Két qua nay hoan toan tring 1ap
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vé6i két qua thu duoc st dung CAPS 1 (danh sach cac cdy dong hop tur thé
hién qua bang 3.14).

Tuong tu 275 mau DNA cua quan thé F, dugc phan tich kiéu gen véi
mdi CAPS 11, cit bang enzyme Dral thu dugc cac cay F, mang QTL9 dong
hop cia cay me (G6) chi c6 ba bang kich thudc 226 bp va 333 va 339 bp; cac
cay chi c6 hai bang DNA vdi kich thude 339 bp va 559 bp la cay mang QTL9
ddng hop ti cua bd (G189) (hinh 3.14).

. - - - - -
—— o o' ete Y N ’ ’ - . - - s b -

100 bp 3.24 3.25 3.29 330 3.38 3.39 341 342343 344 345 346 347 GIB9 G6

559 bp
3338339 bp
226 bp

— P .‘. ..L. L. -
100 bp 351 3.53 3.54 3.55 3.57 3.58 359

559 bp
333&339 bp
226 bp

Hinh 3.14. Két qua phan tich mdt sé cay F, véi chi thi CAPS 11

Hinh 3.14 13 két qua dién di cta san pham PCR duoc cét bang enzyme
Dral cia mot s6 cay F,. Nhitng cdy mang QTL9 dong hop cua cdy me (G6)
bao gdm 3.46; 3.59; 3.62 c6 ba bang DNA kich thudc 226 bp; 333 va 339 bp.
Nhitng cay chi ¢6 hai bang DNA véi kich thudce 339 bp va 559 bp (3.25; 3.66)
13 cAy mang QTL9 ddng hop cua cay bd (G189). Nhitng ciy co6 ca bén bing

DNA ké trén 1a cac cdy di hop mang ca QTL9 cua bd va me.
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Két qua phan tich 275 cay F, thu dugc 74 cay F, mang QTL9 ddng hop
cta cay me (G6), 66 cdy mang QTL9 dong hop cua cay bd (G189) va 135 cay
F, di hop tr mang ca hai QTL9 cua b6 va me. Két qua nay ciing hoan toan
trung 13p véi két qua thu duoc st dung CAPS 1 va CAPS 5 (danh sach cac
cay dong hop tu thé hién qua bang 3.14).

Nhu vay, nho chi thi phan tir CAPS duoc thiét ké bao phi ving QTL9
da gitip xac dinh sy phan ly kiéu gen cia QTLY, cu thé 1a xac dinh cac dong
ddng hop tr mang QTLY cua bd hodc me ngay trong quan thé F, thay vi danh
gia dén thé hé F9 va F10 nhu trong nghién ctru cia Zhao va cac cong su
(2016) [126] trong quan thé RILs.

275 c4 thé F, dugc phan tich véi 3 chi thi phan tr CAPS 1, CAPS 5 va
CAPS 11 thu dugc 74 cay F, dong hop tir mang kiéu gen QTL9 cia me (G6),
66 cay F, dong hop tir mang kiéu gen QTL9 cua bd (G189), chiém ty I¢
50,9%. Danh sach cac cay dong hop tir dugc thé hién qua bang 3.14 sau:

Bang 3.14. Danh sach cay F, ddng hop tir dwee xac dinh bang 3 chi thi
phan tit CAPS 1, CAPS 5, CAPS 11

Cac cay F, mang QTL9 dong hop tir  Cac cidy F, mang QTL9 dong hop tir

cia cay me G6 cia ciy bé G189
STT Ky fﬁéu STT Ky fﬁéu STT Ky hiéucay STT Ky fﬁéu
cay cay cay
1 1.2 38 2.89 1 1.6 38 2.129
2 1.10 39 2.97 2 1.8 39 2.133
3 1.11 40 2.99 3 1.9 40 2.136
4 1.16 41 2.100 4 1.13 41 3.11
5 1.20 42 2.113 5 1.14 42 3.16
6 1.29 43 2.121 6 1.15 43 3.17
7 1.31 44 2.123 7 1.18 44 3.25
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Cic cay F, mang QTL9 dong hop tir  Cac ciy F, mang QTLY dong hop tir

cia cay me G6 ciia ciy bé G189

8 1.33 45 2.132 8 1.22 45 3.26
9 1.38 46 2.137 9 1.23 46 3.31
10 1.42 47 3.2 10 1.28 47 3.36
11 2.5 48 3.22 11 1.32 48 3.49
12 2.12 49 3.23 12 1.40 49 3.66
13 2.13 50 3.33 13 1.45 50 3.69
14 2.18 51 3.34 14 1.49 51 3.73
15 2.19 52 3.37 15 2.2 52 3.74
16 2.25 53 3.46 16 2.8 53 11.4
17 2.28 54 3.50 17 2.9 54 115
18 2.32 55 3.59 18 2.10 55 11.9
19 2.34 56 3.62 19 2.16 56 15.1
20 2.35 57 3.70 20 2.20 57 18.4
21 2.37 58 3.71 21 2.36 58 18.12
22 2.38 59 11.6 22 2.44 59 18.13
23 2.40 60 11.7 23 2.49 60 18.17
24 2.42 61 11.10 24 2.61 61 18.19
25 2.46 62 17.2 25 2.62 62 19.1
26 2.48 63 17.4 26 2.75 63 19.5
27 2.53 64 18.1 27 2.77 64 19.6
28 2.57 65 18.7 28 2.87 65 19.10
29 2.59 66 18.8 29 2.92 66 19.21
30 2.66 67 18.16 30 2.93

31 2.68 68 18.21 31 2.94

32 2.71 69 18.24 32 2.104
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Cic cay F, mang QTL9 dong hop tir  Cac ciy F, mang QTLY dong hop tir

cia cay me G6 ciia ciy bé G189

33 2.72 70 19.9 33 2.107
34 2.74 71 19.13 34 2.109

35 2.79 72 19.15 35 2.112
36 2.83 73 19.17 36 2.122
37 2.86 74 19.22 37 2.124
Tong cong: 74 cay Tong cong: 66 cay

Céc cay F, dong hop tir s& duoc phat trién tao quan thé Fs, phan tich
kiéu hinh ciu triic bong cua quan thé F; so sanh vai hai gidng bé me dé 1am
sang t6 duoc vai tro cua QTLI lién quan dén cau tric bong laa.

3.4. Phan tich Kiéu hinh céu tric bong cia hai quin thé F; thudc hai
haplotype bo hoiic me

QTL9 duoc xac dinh lién két v6i hai tinh trang sé gié cAp hai/bong va
s6 hat/béng bang phuong phap phan tich lién két trén toan hé gen (GWAS)
cua nhom nghién ctu Ta Kim Nhung va cac cong su tu nam 2013 - 2014
(cong bd nim 2018). Tuy nhién, két qua phan tich nay dua trén cac thut toan
théng ké. Vi vay, dé kiém chiung xem QTL9 c¢6 thuc sy lién két véi hai tinh
trang nay hay khong thong qua cac quan thé lai tai t6 hop, chon loc va tao
quan thé lai dong hop tir mang QTL9 sau d6 danh gia kiéu hinh ngoai dong
rudng. So sanh kiéu hinh cau tric bong lua ctia quan thé dong hop tir véi quan
thé bd me, tir 46 1am sang t6 vai trd ctia QTL9 lién quan dén hai tinh trang s6
gié cap hai/bong va s6 hat/bong.

C6 nhiéu quan thé co thé sir dung dé nghién cu QTL nhu quan thé F,
ciia Bevan va cong su, 2017 [25]; hay quan thé don boi DHs ctia nhoém nghién
ctru Bao va cong su, 2002 [21], Hill va cong su, 2019 [46]; hay phat trién
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quan thé NILs theo Bai Xufeng va cong su, 2012 [18]; quan thé lai tro lai can
giao tai t6 hop BILs cua Thomson va cong su, 2003 [107] va nhém nghién
ctru cha Peng va cong su, 2014 [87]... Tuy nhién, dé phat trién quan thé NILs
hay BILs thuong ton nhiéu thoi gian va cong stc. Vi vay, dé tai da phat trién
quan thé lai RILs va sir dung chi thi phan tir CAPS dé chon loc dong F5 dong
hop tir mang QTL9 caa bb hodc me thay vi chon dong dong hop tir & thé hé F-
nhu phuong phap truyén théng cua Marathi va cong su, 2012 [76].

Tong sb 74 dong F, dong hop tir mang QTL9 cua cdy me G6 (H1) va
66 dong F, dong hop tir mang QTL9 cta cdy bd G189 (H2) di duoc xac dinh
(bang 3.9). Chon loc 49 dong dong hop tir thu duoc nhiéu hat véi mdi kiéu
haplotype H1 va H2 dé danh gia kiéu hinh ciu triic bong ciia quan thé F
ngoai déng rudng. Thi nghi€ém duoc thuc hién vao vu xuan nam 2019, gém 98
6 thi nghiém twong Gng véi 98 dong dong hop tir va hai 6 ddi ching G6,
G189 dugc bb tri ngiu nhién, mdi 6 gdm 16 cay dugc cdy thanh 4 hang, mdi
hang c6 4 cay.

Tai mdi 6 thi nghiém, 9 bong tir 3 cAy ngau nhién & giita 6 duoc thu
thap (mdi ciy thu 3 bong). Bong lta sau khi thu, duoc dan co dinh trén kho
gidy As, str dung phan mém PTRAP dugc phét trién bai nhdm nghién ctru cua
AL-Tam va cac cong su thudc Vién Nghién ctru va Phét trién Phap - IRD [12]

dé do dém cac chi tiéu quan tam (Hinh 3.15).
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G6 (H1)

G189 (H2) -
IS

(a) (b)

Hinh 3.15. Phin tich dinh lwong cac tinh trang cu tric bong lia

(@) Pinh lwong thanh phan cdu triic béng hia bang phan mém P-Trap cdc chi tiéu
RL: chiéu dai truc béng; PBN:sé gié cap mt/bong; SBN: sé gié cap hai/bong;
TBN: s6 gié cap ba/bong; SpN: s6 hat/béng; PBL: chiéu dai gié cap mét; SBL:

chiéu dai gié cap hai; TBL: chiéu dai gié cap ba; PBintL: khodng cdch gitta cdc gié

cap mét; SBintL: khodng cdch giita cdc gié cap hai. (b) (hang trén) hinh anh béng
liia cdy me G6 (HI) va 2 béng ciia cdy F5 dong hop tir mang QTL9 ciia cdy me,
(hang dwéi) hinh dnh bong lia cdy b G189 (H2) va 2 béng lia ciia cdy F5 dong
hop tr mang QTLY cuia bé (Anh chup tai Vién Di truyén Nong nghiép nam 2019).
Thanh ty I¢: 2 cm
Tong s6 900 bong lua d3 duoc phan tich cu tric bong laa bang phan
mém P-Trap céc chi tiéu: Chiéu dai bong (RL), s6 gié cap mot (PBN), chiéu
dai gié cap mot (PL), s6 gié cap hai (SBN), chiéu dai gié cap hai (SBL), s6 gié
cap ba (TBN), khoang cach giita cac gié cap mét (PBintL), khoang cach giira
cac gié cap hai (SBintL) va s6 hat/bong (SpN). Ngoai ra, cac chi tiéu chiéu
cao cdy, sd nhanh hitu hiéu, thoi gian ra hoa ciing dugc do dém truc tiép trén

150 cay thi nghiém.
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Két qua do dém cac chi tiéu thé hién qua bang 3.15 nhu sau:

Bang 3.15. Két qua do dém thanh phan cau tric bong lia bing phan

mém P-Trap va cac chi tiéu lién quan dén ning suat laa cia quan thé bd

me va quan thé F; dong hep tir

(Vu xuan nam 2019 tai xa Pong La, Hoai Durc, Ha Noi)

Haplotype

STT | Chi tiéu G6 (H1) | G189 (H2)| F3 H1 F3 H2
theo doi

1 | Chiéu dai truc bong (cm) | 20,1£2,3 | 15,6+3,5 | 15,7+3,8 | 159+3.4
Duong kinh truc bong

2 0,2+0,04 | 0,2+0,07 | 0,2£0,06 | 0,2+0,06
(cm)
Sb dbt/truc chinh (dbt) 8,1+1,1 5,9+0,7 7,0+1,3 7,5+1,4

4 | S6 gié cap mot (gié) 9,7+0,9 6,2+0,6 7,7£1,5 7,9+1,4
Chiéu dai trung binh gié

5 |, 13,840,8 | 159+1,5 | 13.8+1,4 | 14,1423
cap mot (cm)
Khoang céach gifra cac gié

6 | 2,3+0,2 3,040,6 2,4+0,4 2,4+0,5
cap mdt (cm)

7 | SO gié cap hai/bong (gié) | 18,6+2,3 | 26,0£6,0 | 20,0£7,1 | 23,4+7.8
Chiéu dai trung binh gié

8 | , . 3,240,4 3,24+0,4 3,2+0,5 3,24+0,4
cap hai (cm)
Khoang céach gitra cac gié

9 | . . 1,6+0,5 0,6+0,2 1,0+0,6 0,9+0,4
cap hai (cm)

10 | S6 gié cap ba/bong (gié) 0,1+0,3 3,043,4 0,3+0,7 0,6+1,4

11 | S6 hat/bong (hat) 108,0+11,8 | 140,0+39,2 | 104,4+32,3 | 119,0£34,2

12 | Chiéu cao ciy (cm) 134,643,5 | 108,8+13,4 | 123,5+11,7 | 126,2+13,1

13 | S6 nhanh/cay (nhanh) 11,543,0 | 6,3£1,6 | 10,142,8 | 9,1+2.7
S6 nhanh hiru hiéu/cay

14 11,5423 | 6,0£1,2 9,94+2,7 8,942.6

(nhanh)
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Haplotype

STT | Chi tiéu G6 (H1) | G189 (H2)| F3 H1 F3_H2
theo doi
Ngay bong dau tién ra
15 86,5+2,3 70,3+1,3 | 75,3¢10,1 | 71,8%11,2
hoa (ngay)
Ngay 50% s6 bong ra hoa
16 93,5+1,7 | 76,0+4,3 84,8+7,1 82,3+8,9

(ngay)

Céc s0 lidu do dém trén dugc xur Iy va phan tich bang phan mém théng
ké R cua R Core Team, 2019 [92].

Panh gia su phan bd kiéu hinh cia cac thanh phan cau trac bong cho

thdy, cac tinh trang phan bd theo quy luat phan b6 chuan hoic gan phan bd

chuan vi cac gia tri quan sat nam gan va nam trén duong ky vong (mau do)

(hinh 3.16). Diéu d6 cho thay két qua do dém céc chi tiéu c6 do tin cdy cao.
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Hinh 3.16. Biéu dd Q-Q plot vé sy phan bd Ciia cac tinh trang ciu tric
bong lua
(RL: Chiéu dai béng; PBN: S6 gié cap mét/béng,; PBL: Chiéu dai gié cdap mét;
SBN: Sé gié cdp hai/béng; SBL: Chiéu dai gié cap hai; SpN: Sé hat/béng; PBintL:
Khodng cdch giita cdc gié cap mét; SBintL: Khodng cdch giita cdc gié cap hai)
So sanh tam tinh trang cau tric bong va bdn tinh trang lién quan dén
nang suat cia quan thé F; dong hop tir dugc thé hién qua hinh 3.17 va hinh
3.18.
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Hinh 3.17. Biéu d hdp so sanh 8 tinh trang ciu triic bong cia quin thé
F; dong hop tir mang QTLY cia me (F3_H1) va bé (F3_H2)
(Ghi chii: RL: chiéu dai truc béng; PBN:sé gié cap mét/bong; SBN: sé gié cdp
hai/béng; TBN: sé gié cap ba/bong; SpN: s6 hat/bong; PBL: chiéu dai gié cap mét;
SBL: chiéu dai gié cap hai; TBL: chiéu dai gié cap ba; PBintL: khodng cdch giira

cdc gié cap mét; SBintL: khodng cdch giita cdc gié cap hai)
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Hinh 3.17, so sanh tim tinh trang cAu tric bong giita hai haplotype
trong quan thé F3 cho thiy céc tinh trang sd hat/bong (SpN), sd gié cap hai
(SBN), chiéu dai bong (RL), khoang cach giira cac gié cap mot (PBintL),
chiéu dai gié cap hai (SBL) & H2 cao hon H1 ¢6 ¥ nghia théng ké (p < 0,005),
nguoc lai tinh trang khoang cach gitra cac gié cap hai (SBintL) ¢ H2 thap hon
& H1 voi p = 0,003. Két qua ciing cho thdy khong co sy khac biét vé s gié
cAp mot (PBN) gitta hai haplotype (p > 0,005).

FTF FT_50
P =0.37 L P=0.73
1001 1107
1007
90 |
80 |
70 |
F3-H2 F3-H1
eTN
P =0.082 .
201
10]
51 : | 51 : |
F3-H2 F3-H1 F3.H2 F3-H1

Hinh 3.18. Biéu dd hap so sanh bén tinh trang lién quan dén niing suit
ciia quan thé F; dong hep tir mang QTLI cia me (F3_H1) va bd (F3_H?2)
(Ghi chii: TN: S6 nhdanh/cdy; eTN: so nhanh hitu hiéu/cdy; FTF: ngdy ra hoa béng

dau tién; FT 50: ngay ra hoa ciia 50% sé bong)

Hinh 3.18, so sanh bén tinh trang lién quan dén ning suit gom sd
nhanh/cdy (TN), s6 nhanh hiru hiéu/cdy (eTN), ngdy bong dau tién ra hoa
(FTF) va ngay c6 50% sb bong ra hoa (FT-50) cho thay ca bén tinh trang nay
déu co khac biét khong c6 y nghia théng ké (p > 0,05). Hay néi cach khéc,
cac tinh trang nay khong c6 su khac biét gitra hai haplotype.
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Tuong ty nhu vay, khi phan tich twong quan cac thanh phan chinh PCA
(hinh 3.19) cho thiy cic tinh trang lién quan dén ciu trac bong chia thanh hai
nhém: nhom lién quan dén s luong (s6 gié cp mot - PBN, sb gié cap hai -
SBN va s6 hat/bong - SpN) va nhom lién quan dén chiéu dai (chiéu dai bong -
PL, chiéu dai gié cap mot - PBL, chiéu dai gié cap hai - SBN, khoang cach
giita cac gié cAp mot - PBintL). Trong d6, s6 hat/bong (SpN) c6 mdi lién hé
chit ché voi sb gié cap hai/bong (SBN) méi lién hé thap hon véi sd gié cap
mot/bong (PBN). Nguoc lai, khoang cach giita cac gié cap hai (SBintL)

khong lién quan dén céc tinh trang con lai (Hinh 3.19).

/ Screeplot-EigenvaIue\
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Hinh 3.19. Biéu dd phén tich twong quan thanh phan chinh PCA
(Biéu dé hinh cot bén phai biéu dién toan bé dit liéu thong qua 8 cot trén truc
hoanh Axis, trong d6 hai thanh phan chinh Axis 1 va Axis 2 (mau den) phan danh
hon 50% b¢ dit liéu. Biéu dé hé toa dg bén trdi thé hién dnh xa dit liéu hai thanh
phan chinh Axis 1 (Dim1) va Axis 2 (Dim2). Méi chdm la hinh dnh dnh xa ciia bién
1én hé toa dg véi 2 thanh phan chinh (Diml, Dim2), thanh phdn thir nhat phan anh
38,8% bo dir liéu, thanh phd‘n thir 2 phan anh 26,6% bo dir liéu).
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Méi tuong quan giita cac tinh trang dugc thé hién rd hon qua biéu dd

phéan tich twong quan corrplot (hinh 3.20).

~
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PBintL -0.04 01 053

PBL 0.52 0.39 0.38
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Hinh 3.20. Biéu d6 mdi twong quan Corrplot giira cac tinh trang ciu tric

bong & quan thé F;

(Ghi chii: RL: chiéu dai truc béng; PBN: $é gié so cap/béng; SBN: sé gié thir
cap/béng; TBN: sé gié tam cap/béng; SpN: so hat/béng; PBL: chiéu dai gié so cap;
SBL: chiéu dai gié thir cap; TBL: chiéu dai gié tam cap; PBintL: khodng cdch giira
cdc gié so cap; SBIntL: khodng cdch giita cdc gié thir cap; TN: S6 nhdanh/cdy; eTN:

S6 nhdnh hitu hiéu/cady)
Phéan tich mdi twong quan giita cac tinh trang cau trac bong (hinh
3.20) cho thdy sé gié¢ cdp hai/bong (SBN) va sé hat/bong (SpN) c6 moi
tuong quan chit ché véi nhau véi hé sb twong quan 0,93. Trong khi do, cac
tinh trang sd gié¢ cdp mot/bong (PBN) va sd gié cip hai/bong (SBN); sb gié
cap mot/bong (PBN) va sb hat/bong (SpN) hay chiéu dai cac gié cap mot
(PBL) va s6 hat/bong (SpN) c6 mbi tuong quan vira véi hé sé twong quan tir

0,51 - 0,59. Cac tinh trang c6 mdi twong quan thip nhu chiéu dai bong (RL)
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va sb gié cap hai (SBN); sb hat/bong (SpN), chiéu dai cac gié cip mot (PBL)

va sd hat/bong (SpN) vai hé s6 tuong quan 0,39 - 0,45. Nguoc lai, c6 mot s6

tinh trang khong c6 mdi twong quan voéi nhau nhu sb gié cip hai/bong

(SBN), sb hat/bong (SpN) va khoang cach giita cac gié cap hai (SBintL);

khoang cach giita cac gié cap mot (PBintL) véi hé sé tuong quan am (-0,4

dén -0,04). Cac két qua nay hoan toan tuong ddng véi két qua phan tich

GWAS da duoc cong bd trude day trén tap doan lua ban dia Viét Nam cua

Ta Kim Nhung va cong su nam 2018 [102]. Diéu d6 cho thdy, cac két qua

nghién ctiu ciia dé tai la dang tin cay.

Mo hinh héi quy tuyén tinh cta cac tinh trang s6 gié cap hai/bong

(SBN) va sb hat/bong (SpN) ctia quan thé F5 thé hién qua hinh 3.21.
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Hinh 3.21. Mé hinh hdi quy tuyén tinh don bién giira hai tinh trang s6 gié cap
hai/béng (SBN) va so hat/bong (SpN) (A) va twong quan tuyén tinh giita cac
tinh trang SpN va SBN trong hai quan thé con F; thudc hai haplotype (B)
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Theo tac gia Nguyén Vin Cuong, 2014 [1] trong phan tich QTL, mot
gia tri can duoc chu ¥ 1a gia tri R* hay PVE (Phenotypic variance explained -
phan tram giai thich sy khac biét kiéu hinh tai vi tri QTL d6). Trong nghién
ctru cua Ashikari va cong su, 2005 [14] nghién ciru 1ap ban ¢6 QTL cac tinh
trang lién quan dén ning suit lta thong qua cac quan thé lai giira hai giéng
laa c6 nang suét khac nhau, thudc hai nhom Japonica va Indica ciing di xac
dinh duoc QTL lam ting sb hat/béng Gnl co gia tri R? cao nhit 44% cho thay
c6 thé dé dang phan biét duoc cac nhém kiéu hinh khac nhau (QTL nay lam
tang sb luong hat toi 92 hat). Do d6, x4c suat co gen trong ving QTL nay anh
huong dén tinh trang 14 rt cao. Nhu vay, qua mé hinh hdi quy tuyén tinh don
(hinh 3.21A) c6 thé chi ra rang mac do da dang cua sé gié cap hai trén bong
(SBN) c6 thé 1y giai cho 86,7% su da dang caa sb hat trén bong (SpN).

QTLO 1a mot QTL méi phat hién lién quan dén hai tinh trang sé gié cap
hai/bong (SBN) va s6 hat/bong (SpN) thu duoc tir nghién ctru phan tich
GWAS cua Ta Kim Nhung va céc cong sy (2018) trén tdp doan 159 gidng lua
ban dja Viét Nam, trong d6 c6 hai gidng G6 va G189. Trong do, gidng G6 co
cau trac bong nho, mang QTLY haplotype 1; giong G189 ¢6 cau tric bong to
mang QTL9 haplotype 2. Quan thé F5 dugc tao ra tir cap lai G6 va G189. Vi
vy, dé danh gia duoc vai trd ciia QTL9 lién quan dén céu trac bong lta, cu
thé 1a hai tinh trang s6 gié¢ cap hai/bong (SBN) va sd hat/bong (SpN), tién
hanh so sanh hai tinh trang nay gitra hai haplotype ¢ quan thé F; déng hop tur
va cac cdy bo me G6 va G189. Két qua dugc thé hién qua hinh 3.22.
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Hinh 3.22. So sanh ciu tric bong ciia hai haplotype

(A) Biéu do hinh hop Véi cac cham riéng lé cho biét sé hieong hat (SpN) va sé gié cap hai
(SBN) trén méi bong & hai nhém bo me G6 tir haplotype HI va G189 tir haplotype H2. (B)
Biéu do hinh hop Véi cic cham riéng 1é biéu thi sé heong hat (SpN) va sé gié cap hai (SBN)

trén méi béng cua quan thé Fs tir quan thé Fy cua cap lai G6xG189 c¢6 haplotype Hl
(F3_H1) hodc haplotype H2 (F3_H2) trong ving OTLY. (C) Béng liia ciia giong bé me G6
va G189, mot dong F3_HI va mét dong F3_H2 chup tai Vién Di truyén Nong nghiép nam

2019. Cdc chdm riéng lé trong hép twong vng Véi gid tri trung binh tir 3 béng chinh trén

Méi cdy. Thanh chia dé: 2 cm. Y nghia théng ké (gid tri p kiém dinh) giita hai dong hogc

bo me déi Vi hai tinh trang hinh thdi béng dwroc biéu thi nhw sau: * néu gid tri p <0,05,

** néu p <0,01, *** néu p <0,001.
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Hinh 3.22A so sanh sd hat/bong va sd gié cdp hai/bong giira hai
haplotype & quan thé b me. Két qua cho thay:

S6 hat/bong ¢ quan thé me (G6_H1) cha yéu nam trong khoang 104 -
110 hat/béng, mot sb cay c6 sb hat thap dudi 100 hat va cao trén 140
hat/bong. Trong khi d6, s6 hat/bong ¢ quan thé bd (G189 H2) cao hon han
quan thé me (G6_H1) c6 y nghia thong ké vai p < 0,05; véi s6 hat trung binh
tir 110 - 160 hat/bong, mot sb cdy dat trén 200 hat/bong.

Tuong ty nhu vy, dbi véi sb gié cap hai/bong (SBN) & quan thé b cao
hon quan thé me ¢ ¥ nghia théng ké voi p < 0,01 (hinh 3.22A). O quan thé
me (G6_H1) c6 s gié trung binh/bong tir 18 - 20 gié; trong khi & quan thé b
(G189 H2) dat tir 24 - 32 gié cap hai/bong.

Tiép dén, hinh 3.22B so sanh s6 hat/béng va sd gié cap hai/bong gitta
hai haplotype & quan thé F; dong hop tir. Quan thé nay duoc tao ra tir quan
thé F, cta cap lai G6 va G189 ty thu phan tao quan thé F,, sau dé cac cay F,
d6ng hop tir mang QTL9 cua b hoic cua me duoc chon loc bang chi thi phan
tir CAPS (két qua & ¢ ndi dung trén) tiép tuc cho tu thu phan tao quan thé F,
dong hop ta. Két qua hinh 3.22B cho thay ca hai chi tiéu s6 hat/bong (SpN)
va s gié cap hai/bong (SBN) ¢ quan thé F3_H2 déu cao hon quan thé F3_H1,
su khac biét nay co y nghia thong ké gilta hai haplotype voi p < 0,01. S6
hat/bong trung binh ¢ quan thé F3_H1 khoang 104 hat; trong khi d6 & quan
thé F3_H2 khoang 118 hat. Sb gié cép hai/béng ¢ quan thé F3_H1 khoang 19
gié va & quan thé F3_H2 khoang 23 gié. Su khac biét giira hai haplotype ¢
quan thé F; dong hop tir cing twong dong véi cac gidng bd me.

Pic biét, s6 gié cap hai/bong (SBN) va s hat/bong (SpN) ¢ quan thé Fs
d6ng hop tir mang QTL9 cay bd (F3_H2) cao hon s6 gié cap hai/bong (SBN)
va sd hat/bdng (SpN) ¢ quan thé F,; ddng hop tr mang QTL9 ciy me
(F3_H1). Két qua nghién ctru nay phu hop véi két qua phan tich GWAS truéc
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day cua Ta Kim Nhung va cong sy nam 2018 [102], QTL9 lién két véi hai
tinh trang s6 gié cAp hai/bong va sd hat/bong. Piéu nay khang dinh sy quan
trong cia ving QTL9 d6i véi su phan nhanh cta bong, nhiing cidy mang

QTL9_H2 c6 xu hudng bong to, nhiéu hat hon nhitng cady mang QTL9 H1.
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KET LUAN VA KIEN NGHI
1. Két ludn

1.1. Phan tich haplotype ving QTL9 da xéac dinh dugc 04 giéng lua lam
bd me thudc hai haplotype H1, H2 ¢ ciu trac bong khac biét (bong to va
bong nho). Trong d6 gidng cb cau tric bong to (G189, G205) thuoc H2 1am
ciy bd va giéng c6 ciu trac bong nho (G6, G19) thudc H1 lam cay me va lai
tao dugc 04 quan thé lai F; tir 04 giéng laa da chon loc. Chon duoc 7/12 chi
thi SSR cho da hinh giita cac gibng bé me st dung dé chon loc cay F;. Da xac
dinh dugc: 12/20 cay lai F; cta cap G6 x G189 nho 3 chi thi RM320, RM180,
RMA491; 11/20 cay lai F; cua cap G6 x G205 nho 2 chi thi RM320, RM180;
17/20 cay lai F; cta cap G19 x G189 nho 3 chi thi RM289, RM592, RM204;
11/20 cay lai F; ctia cap G19 x G205 nho 3 chi thi RM289, RM592, RM204.

1.2. Pi phat trién duge duoc 3 chi thi phan tr CAPS bao phu ving
QTL9: CAPS 1, CAPS 5, CAPS 11 cho da hinh giita cic gidng bd me dé chon
loc cac cay F, dong hop tu.

1.3. P tao duoc quan thé F, gdm 275 ca thé bang ba chi thi phan tt
CAPS; chon loc dugc 74 ciy F, ddng hop tir thuoc H1, 66 cay F, dong hop ta
thudc H2, chiém ty 1é 50,9% bang ba chi thi phan tir CAPS. Cac cay F, dong
hop tir duoc phat trién tao quan thé F3_H1 va F3 H2 dé danh gia ciu trac
bong.

1.4. Phan tich kiéu hinh céu tric bong cua hai quan thé F; gdm 1.568 ca
thé dong hop tir mang kiéu gen QTL9 cua bd hoic cua me di xac dinh dugc
QTL9 c6 tham gia vao viéc quy dinh Kiéu hinh ciu tric bong, dic biét 1a hai
tinh trang s6 gié cap hai/bong va s hat/bong. Nhimg ca thé mang QTL9
thuoc H1 c¢6 xu hudng mang ciu tric bong nho va nhing ca thé mang QTL9

thudc H2 c¢6 xu hudng mang ciu trac bong to.
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2. Kién nghi
Pua QTL9 va bd chi thi phan tod CAPS ung dung vao chuong trinh

chon tao gidng lua ning suat cao ¢ Viét Nam.
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PHU LUC 1
DANH SACH VA TRINH TU CAC HAPLOTYPE TRONG VUNG QTL9
CUA TAP POAN 155 GIONG LUA BAN PIA VIET NAM

Thoi gian sinh S hat! bong S(,;) gié thur
H STT Mé Nhém truéng cap/ bong Trinh tw
giong | giong Nim | Niam | Nim Nim | Niam | Nam | haplotype
2014 | 2015 | 2014 2015 | 2014 | 2015

H9 1 ACZ J 81,5 79 185,50 | 217,33 | 30,89 | 37,67 | atataagaa
H1 2 Gl I 735 | 695 | 124,89 | 186,22 | 24,72 | 39,00 | gagagcgaa
3 G10 I 97 109,5 | 144,39 | 169,67 | 22,50 | 24,00 | gagagcgaa

4 G100 J 96,5 103 | 207,22 | 244,28 | 39,28 | 47,28 | gagagcgaa

6 G102 I 113,5 90 160,80 | 249,50 | 28,47 | 48,17 | gagagcgaa

8 G104 I 100,5 111 201,33 | 193,56 | 35,17 | 30,61 | gagagcgaa
10 G106 J 108,5 115 165,67 | 206,72 | 31,39 | 40,17 | gagagcgaa
11 G107 J 111 113,5 | 114,94 | 128,72 | 20,11 | 25,78 | gagagcgaa
13 Gl1 I 101,5 | 109,5 | 176,61 | 178,06 | 31,67 | 32,06 | gagagcgaa
16 G113 I 96 110,5 | 163,39 | 186,11 | 29,50 | 34,83 | gagagcgaa
17 G115 I 79 74 246,28 | 236,39 | 50,28 | 45,56 | gagagcgaa
18 G117 J 109,5 113 125,00 | 184,44 | 20,61 | 33,89 | gagagcgaa
19 G119 I 109,5 | 1215 | 127,65 | 136,33 | 22,12 | 21,89 | gagagcgaa
20 G12 I 107,5 107 117,83 | 131,28 | 16,28 | 19,06 | gagagcgaa
21 G124 J 107 113,5 | 140,28 | 190,17 | 25,61 | 36,61 | gagagcgaa
22 G125 I 80,5 77 173,17 | 163,44 | 31,56 | 24,78 | gagagcgaa
23 G126 J 111 116,5 | 205,06 | 242,33 | 35,78 | 37,11 | gagagcgaa
24 G128 J 107,5 | 112,5 | 164,50 | 226,72 | 27,50 | 38,28 | gagagcgaa
25 G129 I 84 82,5 | 271,50 | 293,00 | 56,22 | 53,56 | gagagcgaa
29 G133 I 75,5 69,5 | 167,33 | 163,22 | 38,78 | 35,00 | gagagcgaa
31 G138 I 151 153,5 | 203,50 | 225,83 | 38,06 | 40,06 | gagagcgaa
32 Gl14 I 102,5 | 92,5 | 115,33 | 141,56 | 15,94 | 19,28 | gagagcgaa
33 G140 I 150 155 254,89 | 289,28 | 49,78 | 54,67 | gagagcgaa
34 G143 | 150,5 157 255,94 | 249,22 | 49,17 | 47,22 | gagagcgaa
35 G146 I 140 145 179,89 | 181,00 | 33,89 | 34,00 | gagagcgaa
36 G150 I 155,5 | 156,5 | 130,22 | 207,72 | 21,11 | 39,50 | gagagcgaa
37 G152 J 85 85 202,72 | 292,11 | 39,17 | 56,11 | gagagcgaa




Thoi gian sinh , So gié thw
So hat/ bong n
STT Ma ) trueéng cap/ bong Trinh ty
i i Nhom
giong | giong Nim | Nam Niam Niam | Nam | Nam | haplotype

2014 | 2015 2014 2015 2014 | 2015

39 G154 J 84,5 81 133,72 | 161,17 | 28,39 | 34,11 | gagagcgaa

44 G16 J 1045 111 160,59 | 213,78 | 31,82 | 37,28 | gagagcgaa

47 G165 | 74 73 146,28 | 147,00 | 30,72 | 29,00 | gagagcgaa
48 G167 I 162 162 174,00 | 178,83 | 32,33 | 35,28 | gagagcgaa
49 | G168 | 725 | 695 | 157,22 | 134,83 | 31,72 | 24,56 | gagagcgaa
51 G117 I 107 109 134,78 | 156,17 | 20,67 | 24,50 | gagagcgaa
52 G170 I 76 67,5 | 159,44 | 137,50 | 30,72 | 25,06 | gagagcgaa
53 G171 I 75,5 72 157,50 | 156,28 | 35,11 | 32,33 | gagagcgaa
55 G173 I 79 72,5 | 186,28 | 238,11 | 38,67 | 48,72 | gagagcgaa

56 G177 J 98 105 163,89 | 215,67 | 30,06 | 43,06 | gagagcgaa
57 G178 J 97,5 109 179,00 | 220,72 | 36,06 | 45,83 | gagagcgaa
59 G18 I 108,5 | 109,5 | 101,00 | 123,56 | 12,67 | 17,17 | gagagcgaa
64 G187 J 85 78 137,11 | 195,67 | 26,17 | 37,22 | gagagcgaa
66 G19 | 95,5 | 100,5 | 133,94 | 176,83 | 24,22 | 31,11 | gagagcgaa
68 G191 J 104 113 176,61 | 208,78 | 34,56 | 39,94 | gagagcgaa
69 G192 I 109 108 146,73 | 180,56 | 21,13 | 32,44 | gagagcgaa
70 G193 J 94 91,5 | 152,94 | 213,00 | 29,06 | 44,78 | gagagcgaa
71 G194 J 85 85,5 | 171,22 | 219,06 | 34,56 | 46,56 | gagagcgaa
72 G195 J 91 97 182,06 | 320,50 | 34,94 | 62,17 | gagagcgaa
73 G2 I 83,5 84 227,83 | 249,44 | 46,06 | 49,56 | gagagcgaa

75 G200 J 84,5 80 215,83 | 233,11 | 44,89 | 43,61 | gagagcgaa

76 G201 I 93 92,5 | 290,44 | 328,67 | 53,67 | 58,33 | gagagcgaa
77 G202 J 99,5 | 111,5 | 208,39 | 358,22 | 37,72 | 63,33 | gagagcgaa
78 G203 J 90,5 89,5 | 167,89 | 223,56 | 34,06 | 50,17 | gagagcgaa
79 G204 J 92,5 97,5 | 196,89 | 329,50 | 36,83 | 61,56 | gagagcgaa
81 G206 J 104,5 | 107,5 | 201,83 | 196,22 | 38,22 | 37,50 | gagagcgaa
82 G207 I 74 67 157,39 | 138,22 | 33,61 | 27,17 | gagagcgaa

85 G21 | 107,5 | 108,5 | 140,94 | 147,61 | 23,44 | 22,72 | gagagcgaa

86 G210 J 95,5 98,5 | 194,39 | 210,28 | 41,33 | 42,67 | gagagcgaa

87 G212 J 101,5 | 103,5 | 167,94 | 235,33 | 29,67 | 44,50 | gagagcgaa




Thoi gian sinh So gié thir

STT Ma truéng 50 hiat/ bong cAp/ bong Trinh ty
i i Nhom
giong | giong Nim | Nam | Nam Nam | Nam | Nam | haplotype
2014 | 2015 2014 2015 2014 | 2015
88 G214 J 90 89,5 156,11 | 160,22 | 30,50 | 31,28 | gagagcgaa
89 G216 J 84,5 87,5 204,72 | 279,94 | 44,44 | 59,83 | gagagcgaa
90 G217 J 83 80 123,17 | 170,00 | 24,11 | 32,44 | gagagcgaa
91 G219 I 111 115,5 | 131,44 | 191,00 | 19,17 | 30,06 | gagagcgaa
92 G22 I 109,5 | 113,5 | 139,72 | 179,06 | 24,67 | 32,44 | gagagcgaa
93 G220 J 100,5 | 111,5 | 201,00 | 261,72 | 36,33 | 46,17 | gagagcgaa
94 G221 J 97 100 | 169,50 | 230,78 | 32,94 | 47,11 | gagagcgaa
95 G222 J 99 103,5 | 159,00 | 175,83 | 29,67 | 34,39 | gagagcgaa
96 G223 J 97 91,5 | 135,00 | 223,06 | 26,06 | 41,94 | gagagcgaa
97 G25 J 99 107 189,94 | 209,22 | 35,61 | 40,28 | gagagcgaa
98 G26 J 105 108,5 | 177,11 | 211,33 | 33,11 | 41,11 | gagagcgaa
99 G299 J 1055 | 110 | 176,33 | 248,39 | 34,06 | 47,67 | gagagcgaa
100 G3 I 92,5 99 140,56 | 161,39 | 23,00 | 23,61 | gagagcgaa

102 G38 J 100,5 | 112,5 | 185,17 | 224,83 | 35,39 | 43,17 | gagagcgaa

104 G4 I 945 | 1025 | 121,72 | 162,22 | 20,50 | 26,89 | gagagcgaa
105 G45 J 73 74,5 | 148,33 | 169,28 | 30,67 | 34,78 | gagagcgaa
106 G46 J 80 80 141,50 | 171,17 | 28,83 | 33,83 | gagagcgaa
107 G47 J 81,5 75,5 | 142,33 | 163,17 | 24,94 | 27,11 | gagagcgaa
108 G48 J 82,5 82 158,67 | 235,39 | 31,67 | 46,17 | gagagcgaa
110 G5 I 131,5 133 171,72 | 196,33 | 31,00 | 34,44 | gagagcgaa
111 G50 J 94 100 175,28 | 206,28 | 33,72 | 41,83 | gagagcgaa
112 G51 I 89,5 96 178,65 | 225,56 | 35,59 | 42,83 | gagagcgaa
113 G52 I 89,5 91,5 | 14750 | 177,61 | 28,17 | 32,94 | gagagcgaa
114 G53 I 132,5 | 1345 | 216,33 | 317,44 | 36,94 | 57,22 | gagagcgaa
117 G57 I 122 131 204,67 | 193,67 | 40,72 | 38,33 | gagagcgaa
118 G58 I 100 108 186,78 | 185,78 | 31,94 | 29,28 | gagagcgaa
119 G59 I 120,5 129 179,56 | 172,11 | 34,83 | 31,50 | gagagcgaa
120 G6 | 96,5 101 130,22 | 187,33 | 23,67 | 34,83 | gagagcgaa
121 G61 J 82 76 144,63 | 165,33 | 30,25 | 34,72 | gagagcgaa

122 G62 I 975 | 1035 | 176,83 | 211,67 | 37,00 | 42,89 | gagagcgaa




Thoi gian sinh

S6 gié thir

) hat/ bong n
H S"I'T I\{Ié Nhém trueéng cap/ bong Trinh ty
giong | giong Nim | Nam | Nam Nam | Nam | Nam | haplotype
2014 | 2015 2014 2015 2014 | 2015
127 G69 | 130,5 | 1355 | 204,94 | 272,78 | 41,50 | 53,72 | gagagcgaa
128 G7 | 100 103 127,39 | 155,56 | 22,67 | 27,44 | gagagcgaa
129 G70 | 131 139 228,11 | 309,94 | 44,28 | 60,39 | gagagcgaa
130 G72 I 122,5 133 198,06 | 174,11 | 35,67 | 29,89 | gagagcgaa
131 G73 I 117 121,5 | 162,83 | 188,17 | 27,44 | 30,78 | gagagcgaa
132 G74 I 126,5 134 183,28 | 227,89 | 30,22 | 40,33 | gagagcgaa
133 G77 I 127,5 132 199,78 | 201,22 | 36,94 | 3550 | gagagcgaa
135 G79 I 129,5 | 1355 | 284,00 | 239,11 | 51,61 | 39,06 | gagagcgaa
136 G8 I 97,5 101 137,61 | 181,39 | 25,61 | 32,61 | gagagcgaa
140 G85 J 77,5 74 117,17 | 143,06 | 21,00 | 26,56 | gagagcgaa
141 G86 J 100 107,5 | 186,83 | 203,78 | 37,11 | 41,00 | gagagcgaa
142 G87 J 84 82 145,11 | 203,11 | 26,89 | 37,44 | gagagcgaa
143 G88 J 89 97 208,17 | 248,89 | 40,11 | 46,61 | gagagcgaa
144 G89 J 91 96 127,39 | 204,22 | 24,22 | 41,56 | gagagcgaa
145 G9 I 93 100 131,61 | 166,00 | 23,78 | 28,33 | gagagcgaa
146 G90 J 105,5 107 171,61 | 219,67 | 32,39 | 43,17 | gagagcgaa
147 Go1 J 103 110,5 | 160,39 | 244,18 | 28,17 | 44,53 | gagagcgaa
148 G92 J 108 105 171,50 | 246,44 | 30,67 | 46,61 | gagagcgaa
149 G93 I 90,5 96 171,72 | 221,72 | 34,11 | 45,33 | gagagcgaa
150 G94 I 92 99,5 | 186,64 | 229,83 | 35,93 | 45,56 | gagagcgaa
151 G95 I 104,5 | 103,5 | 124,11 | 173,44 | 20,67 | 32,00 | gagagcgaa
152 G96 I 86,5 79,5 | 139,11 | 149,44 | 23,33 | 25,72 | gagagcgaa
153 G98 J 76 72 173,06 | 230,94 | 33,94 | 45,94 | gagagcgaa
154 G99 I 103,5 107 161,78 | 194,78 | 31,00 | 37,83 | gagagcgaa
155 IR64 I 79 77,5 | 14350 | 144,67 | 31,17 | 29,28 | gagagcgaa
H2 5 G101 J 1145 118 252,00 | 266,56 | 54,59 | 55,67 atataaatt
9 G105 I 100 | 110,5 | 210,56 | 233,00 | 36,56 | 41,22 | atataaatt
14 G110 | 123 131 193,44 | 224,44 | 35,83 | 41,11 atataaatt
15 G111 I 134,5 | 110,5 | 227,00 | 256,11 | 43,39 | 47,78 atataaatt
26 G130 J 136,5 141 216,33 | 295,06 | 36,28 | 55,67 atataaatt




Thoi gian sinh

S6 gié thir

) hat/ bong n
H S"I'T I\{Ié Nhém trueéng cap/ bong Trinh ty
giong | giong Nim | Nam | Nam Nam | Nam | Nam | haplotype
2014 | 2015 2014 2015 2014 | 2015

27 G131 J 135,5 141 210,50 | 287,78 | 36,17 | 56,00 atataaatt

28 G132 I 1345 | 140,5 | 264,89 | 293,94 | 57,94 | 62,67 | atataaatt

30 G134 J 132 132 | 142,89 | 217,28 | 17,39 | 38,44 | atataaatt

38 G153 I 94 103 | 206,88 | 227,17 | 39,41 | 45,06 | atataaatt

40 G155 I 94,5 102 227,44 | 244,33 | 43,17 | 47,94 atataaatt

41 G156 I 116 122 | 293,65 | 276,94 | 55,35 | 54,28 | atataaatt

43 G158 J 136 141 | 237,78 | 290,06 | 39,78 | 52,72 | atataaatt

45 G160 I 83 75 218,71 | 159,94 | 44,29 | 32,39 atataaatt

46 Gle6l I 135,5 142 232,78 | 263,83 | 45,56 | 52,56 atataaatt

50 G169 I 71,5 72,5 | 209,06 | 177,89 | 42,83 | 34,17 atataaatt

60 G181 I 101 109 212,39 | 207,44 | 43,22 | 42,72 atataaatt

61 G182 I 81,5 81 206,50 | 277,44 | 48,17 | 57,33 | atataaatt

62 G183 I 82 78 185,67 | 230,11 | 35,22 | 43,17 | atataaatt

63 G186 I 88 84 239,78 | 248,22 | 51,78 | 50,61 | atataaatt

65 G189 I 94,5 79 250,50 | 228,22 | 48,67 | 45,22 | atataaatt

67 G190 I 90,5 86,5 | 214,39 | 240,72 | 42,22 | 45,94 atataaatt

80 G205 I 99 108 220,33 | 244,22 | 44,44 | 47,39 | atataaatt

83 G208 I 111 116 203,28 | 223,50 | 36,83 | 38,50 atataaatt

84 G209 I 89 84,5 | 229,83 | 300,22 | 50,67 | 60,44 | atataaatt

123 G63 I 79 82 168,28 | 221,33 | 30,11 | 40,11 | atataaatt

126 G67 I 158 162 | 234,50 | 303,72 | 48,44 | 59,22 | atataaatt

137 G80 J 135,5 140 211,78 | 288,67 | 37,44 | 52,78 atataaatt

138 G83 J 125,5 134 214,06 | 224,67 | 36,50 | 39,61 atataaatt

139 G84 J 135,5 140 247,11 | 328,94 | 44,44 | 61,78 atataaatt

7 G103 J 121 119 143,39 | 235,06 | 24,72 | 44,61 atataaata

9 42 G157 J 93 87 186,39 | 243,00 | 34,94 | 48,61 | atataaata
12 G109 I 113 1215 | 191,44 | 199,11 | 30,22 | 32,89 | gagagcgtt

H4 | 115 G54 I 102,5 | 110,5 | 216,22 | 213,33 | 36,56 | 34,72 | gagagcgtt
134 G78 I 130 130 177,83 | 259,33 | 32,33 | 48,78 | gagagcgtt
H5 54 G172 I 75 68,5 | 204,44 | 192,67 | 43,56 | 41,83 | gtgagcgaa




Thoi gian sinh

S6 gié thir

) hat/ bong n
H S"I'T I\{Ié Nhém trueéng cap/ bong Trinh ty
giong | giong Nim | Nam | Nam Nam | Nam | Nam | haplotype
2014 | 2015 2014 2015 2014 | 2015
109 G49 | 88 83 177,11 | 254,89 | 27,50 | 43,39 | gtgagcgaa
58 G179 J 93 98,5 205,28 | 284,39 | 38,89 | 55,17 | gagtgcgaa
Ho 74 G20 | 105 106 149,61 | 134,00 | 22,61 | 19,22 | gagtgcgaa
101 G37 I 116,5 122 236,17 | 207,94 | 46,61 | 40,67 | gtgagcatt
" 103 G39 I 98 75,5 | 119,78 | 133,33 | 22,83 | 26,33 | gtgagcatt
116 G56 I 94,5 98 183,61 | 210,11 | 37,06 | 46,17 | gagagcgat
H8 | 124 G64 I 91,5 91 209,56 | 256,56 | 38,83 | 48,33 | gagagcgat
125 G65 I 94 105,5 | 175,61 | 239,06 | 32,06 | 45,78 | gagagcgat

Ghi cha: H: Haplotye, STT: so thiz tu, 1: Indica, J: Japonica.




PHU LUC 2
MOT SO HiNH ANH THUC HIEN PE TAI LUAN AN

Cac dong F, trong tai nha ludi Vién Di
truyén Nong nghiép (thang 5/2018)

]

2% 06 i1 l

¥ b
(

K ¥ i
o v nam LARTREDN

L AUV T N
N e ol
A

B4 tri thi nghié dong ruong
(thang 02/2019)

Khu thi nghiém danh gia quan thé F; ngoai ddng ruong
(tai Bong La, Hoai btrc, Ha Noi, vu xuan nam 2019)



Quan thé F3 ngoai déng ruong sau cdy 01 Quén the F3 ngoai dong ong sau chy
thang (thang 3/2019) 02 thang (thang 4/2019)

| Quan thé Fs g1a1 doan nG hoa
(thang 4-5/2019)

Panh gia va thu bong quan thé Fs ngoai déng rudng (thng /2019)



I'4

U

OPT

.
Ps

PHU LUC 3

CAC DONG F2 DPONG H
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KET QUA DIEN DI MAO QUAN QIAXEL GEN DE XAC DINH
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PHU LUC 4. SO PO BO TRi THi NGHIEM PONG RUONG
VU XUAN NAM 2019, TAI XA PONG LA, HOAI PUC, HA NOQI

B1 B2 B3
1 0,5 1 0,5 1
G6_29 G6_25 G189_24
G6_20 G189 43 G189 _46
G6_44 G6_15 G189 19
G189_13 G189 _47 G189 11
G6_22 G6_21 G6_4
G6_10 G6_39 G189 _18
G189 34 G6_35 G6_38
G189 16 G6_19 G6_43
G6_31 G6_26 G189_10
G6_13 G189 6 G6_36
G6_1 G189 33 G189 39
G189_15 G189 5 G189 1
G189 14 G6_27 G189_42
G189_32 G6_30 G6_37
G189 29 G6_28 G6_5
G189 3 G6_47 G6_46
G189 21 G189 28 G6_18
G189 _48 G189 _12 G6_14
G189 _30 G6_12 G6_2
G189 22 G189 41 G189 17

0,5

B4 B5
1 0,5 1
G6_32 G189 27
G6_34 G6_45
G189 26 G189 9
G6_17 G189 4
G6_6 G6_48
G189 49 G189 36
G189 8 G6_42
G6_11 G189 20
G189 37 G189 38
G6_41 G189 25
G6_33 G6_3
G6_23 G6_49
G189 31 G189 2
G189 40 G6_7
G6_ 0 G189 23
G6_16 G189 _44
G6_40 G189 35
G189 7 G189 0
G6_24 G6_9
G6_8 G189_45

0,5



