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1. MO DAU

Cay bong Gossypium L. bao gdm 45 loai ludng boi va 5 lodi tir boi (Fryxell, 1992). Bong
ludng boi chia lam 8 b gen, dugc ky hiéu tir A dén G va K (Beasley, 1940; Wendel va Cronn,
2003) voi s6 Iugng nhidm sic thén = 13. Cho dén nay, c6 4 loai bong duoc trong lay soi: Hai
dang nhi boi (bong co) (2n = 2x = 26): G. arboreumva G. herbaceumva hai dang tr boi (2n = 2x
= 52):  G. hirsutum (bong ludi) va G. barbadense (bong hai déo). Trong d6, bong c6 G.
arboreumcd bo gen ludng bdi AA c6 cac dic tinh ndng sinh hoc tét nhu chin sém, do bén xo,
ham luong dau cao, cd kha nang chdng chiu diéu kién bat lgi, khang sau bénh tét... Vi thé, day
la ngudn gen duoc cac nha chon gibng quan tam (Ma, 2008).

Lap ban db lién két dya trén cac chi thi ADN déng vai trd quan trong trong cdng tac nghién
clru cau tric genome, chirc ning gen, tién hda ciing nhu gidp cho cdng tac chon gidng nho chi thi
phan tir (Wangzhen Guo va CS., 2007). Gan day, voi su ra doi caa chi thi phén tr, dac biét l1a
chi thi SSR, nhiéu ban 4 di truyén genome cdy bong ¢ cac loai khac nhau d& duoc thiét lap
(Reddy va CS., 2001; Qureshi va CS., 2004; Han va CS., 2004, 2006; Park va CS., 2005; Wang
va CS., 2006; Guo va CS., 2007; Ma va CS., 2008).

D¢ I3p ban d6 gen, cong tac khao sat chinh xac céc to hop lai vei nhitng giéng bé me dong
vai tro qua trong. Cay b me phai mang dic tinh twong phan rd rét va co mic do da hinh ADN
du l6n dé dé dang xac dinh céc chi thi lién két. Tuy nhién khoang cach di truyén glu:a cac cay
bé me khong duoc qué xa vi cé thé anh huong téi sirc séng hodc d6 hitu thu cua thé hé con lai.

Trong nghién ctru nay, dé lap ban dd nhom lién két genome ¢ bong co G. arboreum, ching
toi da tién hanh khao sat danh gia da hinh ADN giira giéng B10 (c6 ngudn gbc tir An bo) va
gibng bong co Nghé An sir dgng chi thi SSR. Nhitng Chl‘ thi cho da hinh gitta hai gidng bong
B10 va CNA duoc su dgng dé phan tichqphén ly di truyén quan thé F2 (Blp xCNA). So liéu
phén tich phéan ly di truyén duoc xir Iy dé xay dung ban d6 cac nhom lién két genome cay bdng
CO.

I1. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

1. Vat ligéu

- Gidng bdng co Nghé An khang bénh xanh 1un va gibng béng cé B10 cd ngudn gbc tir An
bo.



- Quan thé F2 (B10 xCNA) gom 271 cé thé.

- 770 ciap mdi SSR dugc chon loc tir 8915 cip mdi dd duoc lap ban do trén hégenome cay
bong [Cotton Marker Database: http://www.cottonmarker.org; Cotton Genomee Database:
http://cottondb.org; Cac ban dd lién két genome ciy bong d& cong bd: Reddy et al.(2001);
Qureshi et al.(2004), Han et al.(2004, 2006), Park et al.(2005), Wang et al.(2006), Guo et
al.(2007), Ma et al.(2008)].

2. Phuwong phap nghién ciu

- Phuwong phdp tich chiét ADN téng sé: ADN 14 bong dugc tach chiét va tinh sach theo
phuong phap CTAB cua Doyle et al.(1987) c6 cai tien.

- Ky thugt SSR: Phan g PCR dugc tién hanh trén may Veriti 9902. Tong dung dich phan
g 12 15 pl bao gdm 50 ng ADN téng s6, 0.15 pM mdi, 0.2 mM dNTPs, 1X dich dém PCR, 2.5
mM MgCl,va 0.5 don vi Taq TaKaRa. Diéu kién phan tng PCR nhu sau: 7 phat: 95°C; 40 chu
ky cua: 15 gidy: 94°C, 30 giay 55°C, 2 phut: 72°C va budc cudi cling - gitt mau & 4°C. San phim
PCR duoc kiém tra trén gel agarose SFR 3,5% (Liu et al., 2000).

- Phuong phéap xir ly s6 liéu: Sé liu phan tich quan thé phan ly F2 véi céc chi thi SSR duoc
nhap vao Excel va duoc xir Iy chuong trinh phan mém Mapmaker/EXP V 3.0 (Whitehead
Institute, 1992).

I11. KET QUA VA THAO LUAN
Phan tich da hinh giira hai giéng bong B10 va CAN

Pé Iap ban db lién két gen khang bénh xanh Iin ¢ béng co6 G. arboreumphai thiét lap duoc
quan thé phan ly thdong qua cac td hop lai tir nhitng cay b me co cac dic tinh khang va nhiém
bénh xanh lun rd rét. Trong nghién cuu nay, chiing t6i da sirdung cap lai giira giong bong co
Nghé An khang bénh xanh Itn va giéng bong co An Do BI10 co dic tinh ndng sinh hoc tét
nhung nhiém bénh (bang 1). Pay la cip bo me cd khac biét di truyén cao nhat va thugc 2 nhom
khéc nhau khi phan tinh twvong quan di truyén trong cac gidng béng cé nghién ciu.

Duya trén thong tin 8915 cép moi d4 biét cua he genome cdy bong, chung t6i da chon loc dugc
770 cap moi  d& biét vi tri trén ban do nhidm sic thé dé phan tich da hinh ADN giira 2
dong/giéng bé me ndi trén. Nhitng cap moi nay phan b déu trén hé gen bdng co.

Cac cap moi SSR sir dung trong nghién cau nay nam trong 11 nhém mdi khac nhau: BNL,
CIR, CMS, DPL, JESPR, MGHES, MUCS, MUSS, NAU, STV, TM, trong d6, 3 nhom moi
dugc chon nhiu nhat 1a BNL véi 254 cip moi, NAU véi 182 cap moi va CIRvGi 134 cip moi.
Két qua phan tich da hinh 770 moi thu dugc 119 cip mdicho da hinh giita 2 giéng nghién cau,
chiém 15,45%. Do cac cap mdi sir dung trong nghién ciru nay dd dwoc chon loc tir cac cap moi
d4 cong bd trén cac ban do genome, vi vay ty Ié da hinh thu dugc cao hon so vai cac cong bd
trude trén cung dbi tugng bong co G. arboreum (Ma et al.2008). Ma (2008) da su dung 6.092
cap moi eSSR va gSSR  dé khao sat da hlnh gitta cap lai 2 giébng b6 me bong c6 G. arboreumL.
JLMZ xZJXSLS va thu duoc 268 cap mdi da hinh. Trong cong trinh ndy, ching toi da sir dung
192 cip mdi da dwoc 1ap ban d6 tham khao tir céng trinh néi trén dé khao sat da hinh véi hai
gibng bong B10 va CNA.

Trong cac nhdm mdi nghién cau, ty 16 da hinh dat cao nhat thu dwoc 1 26,7% & nhdm mdi
BNL, tiép theo d6 1a nhom mdi NAU vai ty 1é¢ mdi cho da hinh dat 14,28%. Céc nhém mbi
DPL, JESPR va MUSS khong cho két qua da hinh trong s615, 31 va 13 mdi st dung (bang 2).



Hai nhém mdi BNL va NAU ciing 1& 2 nhém mdi dugc sir dung nhiéu trong céc nghién ctu
trudc vai phan tram  da hinh cao hon so vai cdc nhom moi khac (Wang et al.2006; Guo et
al.2007; Ma et al.2008).

Da hinh ADN trén cé so phan tich SSR cuaa cap bd me trén ting nhiém sic thé dugc ghi nhan
va nhém lai theo tirng nhiém sic thé. Két qua cho thiy trén tit ca cac nhidm sic thé khao sat déu
thu dugc cac locus SSR da hinh. S6 locus SSR da hinh nhiéu nhat dat 16 trén nhiém sic thé sb
11 va thap nhit 1a 5 locus cho da hinh trén cac nhiém sic thé sé 2, 7 va 13.

Sau khi phan tich két qua thu duoc tir 119 chi thi SSR cho da hinh, ching t6i nhan thdy da
s6 cac chi thi cho da hinh 1a chi thi dong troi véi mot alen dic hiéu, ngodi ra c6 mot sé it chi thi
xuat hién & trang thai ddng troi vai nhiéu alen, hoic trang thai troi. Két qua xac dinh céc chi thi
cho da hinh giita hai giéng bong bé me duoc minh hoa ¢ hinh 1.
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Hinh 1. Két qua danh gia da hinh giira hai gibng bong B10 va CNA bing chi thi SSR trén
gel agarose SFR3,5%

(A): Két quaphan tich vai 21 chithiSSR thudc nhém BNL.
M: 100bp ladder; P1: B10; P2: CNA.
P1,P2: Cip mdi cho da hinh.

Xay dung ban dé cac nhom lién két genome cay bong c¢é dwa trén phan tich phan ly
quan the F2 (B10 x xx xCNA)

Gieo trong thu mau 14 va tach chiét AND cia quan thé phan ly F2

Quan thé F2 duoc tao ra tir cap lai giita gidng bong co B10 va giéng bong khang bénh xanh
lin CNA duoc gieo tréng tai ruong thi nghiém cua Vién Nghién ciu Bong va Phat trién ndng
nghiép Nha HS. Mau 14 non cua 271 ciy F2 dugc thu égiai doan cdy con 10 ngay tudi dé tach
chiét ADN tong s6. Nong d6 ADN sau d6 duwoc kiém tra chat lwong va ndng d6 bang may
quang phd nano drop. Qua kiém tra cho thiy chat lwong ADN cua cic ca thé F2 dam bao do
tinh sach, khdng bi gy va c6 nong do cao, cd thé sir dung dé phan tich SSR. Nong do cac mau
ADN giao dong tr300 - 500 ng/ul.

Ldp ban do di truyén cac nhom lién két cua cly bong vdi sir dung cdng nghé chi thi phan ti
va qudn thé phan ly F2

119 chi thi SSR cho da hinh giira hai giong bé me B10 va CNA duoc sir dung dé phan tich sy

phan ly di truyén cua quan thé F2 (B10 ><CNA) (hinh 2). Qua phén tich su phéan Iy quan thé cho
thiy mdi twong quan phan ly gitra cac cé thé ddng hop tir va di hop tir trong quan thé 1a twong



dbi can bang, khong bi nghiéng vé mot bén cay bd hoic cay me, diéu nay chirng té quan thé
dam bao sy lay mau ngau nhién co thé sur dung cho lap ban d6 phéan tir.
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Hinh 2. Anh phan tich SSR trén gel agarose SFR 3,5% cuia mot séca the dai dién cho quén thé F2
vGi moi BNL3261

Giéng 1. Marker 100bp; P1: B10; P2: CNA; Céc giéng con lai - ca thé F2

Diém danh gia phan ly di truyén cua quan thé F2 sau d6 dugc dwa vao bang excel va st
dung phan mém Mapmaker V.3.0 dé xay dung ban d6 di truyén nhom lién két genome cay
bong. Trong s6119 chi thi da hinh duoc sir dung dé phan tlch phan ly quan thé F2,99 chi thi da
phan thanh 14 nhom lién két twong tng vaéi 13 nhiém sic thé, riéng nhiém sic thé sé 12 c6 2
nhom lién két véi gia tri LOD >3. Chiéu dai genome dugc xac dinh la 1.294,5 cM véi khoang
céch trung binh giita cac chi thi la 13,08 cM va gia tri khoang cach téi da giira hai chi thi ngan
hon 40 M Kosambi. Qua so sanh v4i cac ban do da cdng bd trén thé gisi cho thiy vi tri cac chi
thi phan tir trén cac nhidm sic thé c6 su twong quan.

IV. KET LUAN

'Két qua khao sat da hinh giita giong B10 va giong CNA béng 770 chi thj SSR thugc 11 nhom
moi khac nhau cho thay, nhom moi BNL cho ty 1€ da hinh pé me cao nhat dat 26,7%. Cac
nhom moi DPL, JESPR va MUSS khong cho da hinh gitta 2 giong bo me.

Két qua khao sat da hinh ADN giira 2 giéng bong co bé me B10 va CNA bing 770 chi thi
SSR thu duoc 119 chi thi cho da hinh. Pa sé cac chi thi cho két qua phan tich 1a ddng troi voi
mot alen dac hiéu, mot sbit chi thi xuat hién & trang thai dong troi véi nhiéu alen hoic trang
thai troi.

Ban do lién két di truyén genome cay bong co (G. arboreumL.) d& dugc xay dung voi 99 chi
thi SSR phan thanh 14 nhém lién két. Chiéu dai genome dwgc xac dinh 1a 1.294,5 cM Véi
khoang cach trung binh giira cac chi thi 1 13,08 cM va gié tri khoang cach téi da giita hai chi thi
ngan hon 40 cM Kosambi.

Loi cam on: COng trinh nghién ciu ndy 1a két qudcia dé tai cap Nha nuéc “Chon giong
bdng vdi khang bénh xanh Iun bang chi thi phan i’ thuge Churong trinh “Ung dung cdng nghé
sinh hoc trong link viec néng nghiép va phét trién néng thon” - BNOng nghiép va Phat trién
ndng thdn. Nhom tac gia xin tran trong cam on su hop tdc va giip dé tan tinh cia Tién si Robert



Wright, Truéng Phong Thi nghiém Genome thuec vir, Truong Pai hoc Ky thudt Texas, My vé sir
chia sé thong tin va cdc phwong phap trong nghién ciu genome cay bong.
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