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DANH MỤC KÝ HIỆU VÀ CHỮ VIẾT TẮT 

Thứ tự Chữ viết tắt Nghĩa của chữ viết tắt 

1 AFLP (Amplified Fragment 

Length Polymorphism)  

Đa hình chiều dài đoạn nhân bản 

khuếch đại 

2 BILs (Backcross Recombinant 

Inbred Lines) 

Quần thể lai trở lại cận giao tái tổ hợp 

3 Bp (Base pair) Cặp bazơ nitơ 

4 CAPS (Cleaved amplified 

polymorphic sequences)  

Đa hình khuếch đại đoạn phân cắt 

5 DHs (Doubled haploids) Đơn bội kép 

6 DNA Deoxyribonucleic acid 

7 GBS (Genotyping by 

sequencing) 

Xác định kiểu gen bằng giải trình tự 

8 GWAS (Genome wide 

association study)  

Nghiên cứu liên kết trên toàn hệ gen 

9 H1 Haplotype 1 

10 H2 Haplotype 2 

11 Kb  Kilo bazơ nitơ 

12 LD (Linkage Disequilibrium)  Mất cân bằng di truyền liên kết 

13 MAS (Marker assisted 

selection) 

Chọn lọc nhờ chỉ thị phân tử 

14 NGS (Next genration 

sequencing)  

Giải trình tự thế hệ mới 

15 NST Nhiễm sắc thể 

16 PBintL (Primary branch 

internode average lenghth) 

Khoảng cách giữa các gié cấp một 
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Thứ tự Chữ viết tắt Nghĩa của chữ viết tắt 

17 PBN (Primary branch number) Số gié cấp một/bông 

18 PBL (Primary branch length) Chiều dài gié cấp một 

19 PCR (Polymerase chain 

reaction) 

Phản ứng chuỗi polymerase 

20 QTL (Quantitive trait loci)  Lô-cut tính trạng số lượng 

21 RAPD (Random Amplified 

Polymorphic DNA) 

Đa hình khuếch đại các đoạn ngẫu 

nhiên DNA 

22 RFLP (Restriction Fragment 

Length Polymorphism) 

Đa hình chiều dài đoạn cắt giới hạn 

23 RILs (Recombinant Inbred 

Lines) 

Dòng lai cận giao tái tổ hợp 

24 RL (Rachis length) Chiều dài bông 

25 SBN (Secondary branch 

number) 

Số gié cấp hai/bông 

26 SBintL (Secondary branch 

internode average lenghth) 

Khoảng cách giữa các gié cấp hai 

27 SBL (Secondary branch 

length) 

Chiều dài gié cấp hai 

28 SNP (Single nucleotide 

polymorphism) 

Đa hình nucletotide đơn 

29 SpN (Spikelet number) Số hạt/bông 

30 SSR (Simple Sequence Repeat) Lặp lại trình tự đơn giản 

31 TBN (Tertiary branch 

number) 

Số gié cấp ba/bông 
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MỞ ĐẦU 

1. Tính cấp thiết của luận án 

Lúa (Oryza sativa. L) là một trong những cây trồng quan trọng hàng đầu 

cung cấp lương thực cho hơn 50% dân số thế giới [95]. Để đáp ứng nhu cầu 

tiêu thụ do bùng nổ dân số, đô thị hoá và những ảnh hưởng của biến đổi khí 

hậu, dự đoán đến năm 2040, sản lượng gạo cần tăng thêm ít nhất 20% [25]. 

Là quốc gia xuất khẩu gạo lớn thứ hai thế giới, sản lượng lúa gạo của Việt 

Nam đóng vai trò quan trọng đối với an ninh lương thực ở khu vực Châu Á. 

Trong những năm gần đây, năng suất lúa được cải thiện nhưng diện tích sản 

xuất lúa ngày càng giảm do quá trình đô thị hóa, chuyển đổi cơ cấu cây trồng 

khác thay thế cho cây lúa diễn ra mạnh mẽ nên sản lượng lúa gạo vẫn chưa 

đáp ứng được nhu cầu tăng dân số toàn cầu [139]. Do đó, việc nâng cao năng 

suất lúa gạo trở thành mục tiêu quan trọng đối với các quốc gia trồng lúa 

trong đó có Việt Nam.  

Năng suất là tính trạng phức tạp được quy định bởi nhiều gen. Để đáp 

ứng mục tiêu tăng năng suất lúa thì những hiểu biết về các vùng genom quy tụ 

nhiều gen hay còn gọi là QTL (Quantitative Trait Loci - Lô-cut tính trạng số 

lượng) liên quan đến năng suất là vô cùng cần thiết. Năng suất lúa được xác 

định bởi ba tính trạng thành phần chính: Số lượng bông, số lượng hạt trên 

bông và khối lượng hạt [116]. Cấu trúc bông lúa là một tính trạng nông học quan 

trọng trực tiếp ảnh hưởng đến năng suất [30] và việc đạt được cấu trúc, kích thước, 

hình dạng bông lúa tối ưu là một trong những mục tiêu chọn tạo giống lúa năng 

suất cao [94]. Hiểu các cơ chế di truyền cơ bản kiểm soát sự phát triển bông lúa có 

ý nghĩa rất lớn trong việc cải thiện năng suất lúa gạo [65]. 

Trong nghiên cứu trước đây của Khổng Ngân Giang, Tạ Kim Nhung và 

các cộng sự, Viện Di truyền Nông nghiệp đã ứng dụng phương pháp nghiên 

cứu liên kết trên toàn hệ gen (Genome Wide Association Study - GWAS) để 
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phân tích tính trạng năng suất của tập đoàn lúa bản địa Việt Nam, đã xác định 

được 29 QTLs tiềm năng liên quan đến cấu trúc bông lúa, trong đó có một 

QTL hoàn toàn mới được đặt tên là QTL9 liên kết với cả hai tính trạng số gié 

cấp hai/bông và số hạt/bông là các tính trạng quan trọng ảnh hưởng đến năng 

suất lúa. QTL9 nằm trên nhiễm sắc thể số 2, có chiều dài 780 kb, 137 gen 

được tìm thấy trong vùng QTL này nhưng chưa gen nào được nghiên cứu 

chức năng [102]. Tuy nhiên, kết quả phân tích GWAS dựa trên các mô hình 

phân tích thống kê, để có thể khai thác sử dụng vào các chương trình chọn tạo 

giống, các QTLs thu được từ phân tích GWAS cần phải được nghiên cứu chức 

năng thông qua các quần thể lai và phát triển các chỉ thị phân tử. Do đó chúng tôi 

tiến hành thực hiện đề tài “Nghiên cứu chức năng của QTL9 liên quan đến 

cấu trúc bông, phục vụ chọn tạo giống lúa năng suất cao ở Việt Nam”. 

2. Mục tiêu của luận án 

2.1.  Mục tiêu chung 

Nghiên cứu xác định vai trò của QTL9 liên quan đến cấu trúc bông lúa 

thu được từ phân tích GWAS trên tập đoàn lúa bản địa Việt Nam nhằm ứng 

dụng trong các chương trình chọn tạo giống lúa năng suất cao ở Việt Nam. 

2.2. Mục tiêu cụ thể 

- Chọn lọc được các cặp lai bố mẹ mang QTL9 thuộc hai haplotype 

tương phản về cấu trúc bông (bông to và bông nhỏ) và lai tạo được các quần 

thể lai tái tổ hợp (F1, F2, F3) làm vật liệu nghiên cứu.  

- Phát triển được bộ chỉ thị phân tử CAPS bao phủ vùng QTL9 cho 

phép phân biệt kiểu gen QTL9 ở hai haplotype bố mẹ, nhằm chọn lọc các cây 

F2 mang QTL9 đồng hợp tử thuộc hai haplotype bố hoặc mẹ. 

- Xác định được vai trò của QTL9 liên quan đến cấu trúc bông phục vụ 

công tác chọn tạo giống lúa năng suất cao ở Việt Nam.  
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3. Ý nghĩa khoa học và thực tiễn của đề tài 

3.1. Ý nghĩa khoa học 

- Cung cấp các dẫn liệu khoa học có giá trị về vai trò của QTL9 liên 

quan đến cấu trúc bông lúa, cụ thể là hai tính trạng số gié cấp hai/bông và số 

hạt/bông, cũng như phương pháp đánh giá kiểu gen, kiểu hình của các quần 

thể lai trong việc đánh giá vai trò của QTL nghiên cứu. 

- Các kết quả nghiên cứu của đề tài cũng là tài liệu tham khảo trong việc 

nghiên cứu, giảng dạy có giá trị trong lĩnh vực công nghệ sinh học và di 

truyền chọn giống cây trồng nói chung và cây lúa nói riêng. 

3.2. Ý nghĩa thực tiễn 

- Kết quả nghiên cứu của luận án đã xác định được vai trò của QTL9 có 

tham gia vào việc quy định kiểu hình cấu trúc bông, đặc biệt là hai tính trạng 

số gié cấp hai/bông và số hạt/bông, từ đó ảnh hưởng đến năng suất lúa, là 

công cụ phục vụ công tác chọn tạo giống lúa năng suất cao. 

- Kết quả luận án cung cấp bộ chỉ thị phân tử liên kết với QTL9, hỗ trợ 

các nhà khoa học trong chọn tạo giống lúa năng suất cao nhờ chỉ thị phân tử. 

- Cung cấp các giống lúa bố mẹ sử dụng làm vật liệu trong lai tạo để cải 

tạo năng suất lúa. 

4. Đối tƣợng và phạm vi nghiên cứu của đề tài 

4.1. Đối tượng nghiên cứu 

Là QTL9 ở cây lúa phát hiện từ nghiên cứu liên kết trên toàn hệ gen 

(GWAS) trên tập đoàn lúa bản địa Việt Nam do nhóm tác giả Khổng Ngân 

Giang, Tạ Kim Nhung và cộng sự nghiên cứu [102]. QTL9 dài 780 kb, chứa 9 

SNP (gagagcgaa/atataaatt), nằm trên nhiễm sắc thể số 2, liên kết với hai tính 

trạng số gié cấp hai/bông (SBN) và số hạt/bông (SpN) (Hình 1). 
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Hình 1. Phân tích GWAS tính trạng số hạt/bông (SpN) và số gié cấp 

hai/bông (SBN) của tập đoàn lúa bản địa Việt Nam 

Từ trên xuống dưới QQ plot, Manhattan plot của 12 nhiễm sắc thể cho 2 tính trạng 

số hạt/bông (SpN), số gié cấp hai/bông (SBN) và mất cân bằng di truyền liên kết 

(Linkage Disequilibrium (LD) heatmap) xung quanh vùng QTL9. 

 Nguồn: Tạ Kim Nhung và cộng sự (2018) [102]. 

4.2. Địa điểm và thời gian nghiên cứu 

- Địa điểm thực hiện: 

+ Thí nghiệm phân tích, đánh giá kiểu gen QTL9 các quần thể F1, F2, F3 

thực hiện tại Viện Di truyền Nông nghiệp (phường Cổ Nhuế 1, quận Bắc Từ 

Liêm, thành phố Hà Nội);  

+ Thí nghiệm chụp gen kết hợp giải trình tự thế hệ mới Illumina và 

phân tích SNP, phát triển chỉ thị phân tử CAPS thực hiện tại Viện Nghiên cứu 

và phát triển IRD - Pháp;  

+ Thí nghiệm đánh giá kiểu hình thực hiện ngoài đồng ruộng tại xã 

Đông La, huyện Hoài Đức, thành phố Hà Nội. 
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- Thời gian thực hiện luận án: Từ năm 2017 đến năm 2020. 

5. Tính mới và những đóng góp của luận án 

- Đây là một trong những công trình đầu tiên tại Việt Nam nghiên cứu 

xác định vai trò của một QTL mới (QTL9) phát hiện từ phân tích GWAS trên 

tập đoàn lúa bản địa Việt Nam liên kết với hai tính trạng số gié cấp hai/bông 

và số hạt/bông. 

  - Phân tích haplotype của QTL9 đã xác định được 4 giống lúa bố mẹ 

có cấu trúc bông khác biệt (bông to và bông nhỏ), thuộc hai haplotype, có 

khoảng cách di truyền xa nhau. Các giống lúa này có thể sử dụng làm vật liệu 

cho các nghiên cứu chọn tạo giống lúa năng suất cao ở Việt Nam. 

- Sử dụng công nghệ chụp gen (Gene Capture) và giải trình tự thế hệ 

mới Illumina đã phát hiện 12 SNPs nằm trong vùng QTL9 từ đó phát triển 

được 12 chỉ thị phân tử CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences), 

trong đó, 3 chỉ thị phân tử CAPS cho đa hình giữa hai giống lúa bố mẹ trong 

nghiên cứu. Các chỉ thị phân tử CAPS này cho phép chọn lọc các dòng đồng 

hợp tử mang kiểu gen QTL9 của bố hoặc của mẹ ngay ở thế hệ thứ 2 thay vì 8 

- 10 thế hệ khi sử dụng phương pháp chọn lọc truyền thống.  

 - Luận án đã khẳng định được vai trò của QTL9 có tham gia vào sự hình 

thành cấu trúc bông lúa từ đó QTL9 có thể sử dụng làm vật liệu trong lai tạo 

nhằm cải thiện năng suất cho các giống lúa thương mại có năng suất thấp, 

chất lượng cao tại Việt Nam. 
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CHƢƠNG I 

TỔNG QUAN TÀI LIỆU VÀ CƠ SỞ KHOA HỌC CỦA ĐỀ TÀI 

1.1. Tầm quan trọng của cây lúa 

Lúa là một trong những cây ngũ cốc quan trọng nhất về lượng calo và 

dinh dưỡng cho con người [25], [122]. Để đáp ứng nhu cầu lương thực của 

người dân toàn cầu, sản lượng nông nghiệp tăng hơn 50% vào năm 2050 [81], 

đặc biệt là các nước đang phát triển ở Châu Á, Châu Phi. Lúa gạo là thực 

phẩm chính của hơn một nửa dân số thế giới và cung cấp hơn 20% tổng năng 

lượng hấp thụ hàng ngày của con người [133]. Đối với một số quốc gia đang 

phát triển, nguồn lợi từ việc xuất khẩu lúa gạo đóng vai trò quan trọng trong 

cơ cấu kinh tế quốc gia trong đó có Việt Nam. Là nước xuất khẩu gạo đứng 

thứ hai thế giới, đồng thời cũng là một trong những nước có nghề truyền 

thống trồng lúa nước cổ xưa nhất thế giới, tại Việt Nam, cây lúa không chỉ 

đảm bảo an ninh lương thực quốc gia, mà còn đóng vai trò quan trọng trong 

cơ cấu cây trồng và phân công lao động xã hội [132]. 

Hiện nay, Tổ chức Lương thực và Nông nghiệp Liên hợp quốc (FAO) 

cảnh báo, những diễn biến khó lường của biến đổi khí hậu và thời tiết, dân số 

tăng nhanh, tác động tiêu cực của dịch bệnh và xung đột liên miên tại nhiều 

quốc gia đang khiến tình hình an ninh lương thực toàn cầu xấu đi. Mặc dù sản 

lượng lúa gạo tăng đều hàng năm nhưng tốc độ tăng sản lượng vẫn không đủ 

đáp ứng nhu cầu của thế giới. Trong khi đó diện tích đất canh tác giảm mạnh do 

quá trình đô thị hóa, chất lượng đất ngày càng xấu đi, sử dụng phân bón không 

hợp lý phá hỏng hệ sinh thái và môi trường, một bộ phận lực lượng lao động 

chuyển sang các ngành công nghiệp, chi phí sản xuất lúa gạo ngày càng tăng cao. 

Trong giai đoạn 2011 - 2013, thế giới có khoảng 842 triệu người thiếu lương thực, 

chiếm 12% dân số thế giới. Châu Phi có nguy cơ bị mất an ninh lương thực nhất 

thế giới, với 29/38 quốc gia bị liệt vào danh sách này [132]. 
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Để giải quyết các vấn đề an ninh lương thực, có nhiều giải pháp được 

đưa ra như mở rộng đất canh tác, sử dụng chất kích thích tăng năng suất … 

Tuy nhiên các nhà khoa học đặt quan tâm nhiều đến việc tạo ra các giống lúa 

năng suất cao, chất lượng tốt, có khả năng chống chịu các điều kiện bất lợi. 

Sự phát triển các kỹ thuật di truyền cho phép các nhà khoa học tập trung cải 

thiện và quy tụ các tính trạng tốt về cùng một giống lúa. Vì vậy, việc nghiên 

cứu các QTL liên quan đến tính trạng năng suất sẽ góp phần cải tạo năng suất 

lúa và ứng dụng trong chương trình chọn tạo giống lúa năng suất cao. 

1.2. Tính trạng năng suất và các yếu tố cấu thành năng suất lúa 

Năng suất là một trong những tính trạng nông học phức tạp, được xác 

định bởi các yếu tố trực tiếp như: số bông trên cây, số hạt trên bông và khối 

lượng hạt [52], [116] và một số các yếu tố tác động gián tiếp như: chiều cao 

cây, thời gian ra hoa, số nhánh hữu hiệu, số lá, khả năng quang hợp… [37], 

[85], [86]. Trong khi khối lượng hạt được xác định bởi hai thành phần là kích 

thước hạt (chiều dài, chiều rộng và độ dày hạt) và tỉ lệ hạt chắc, số lượng 

bông phụ thuộc vào khả năng đẻ nhánh thì số lượng hạt/bông phụ thuộc vào 

cấu trúc bông bao gồm rất nhiều các yếu tố cấu thành: số lượng gié cấp một, 

gié cấp hai, gié cấp ba và cuối cùng là số lượng hoa. Ở lúa, mỗi một hoa sẽ 

phát triển thành một hạt, do đó số lượng hoa quy định số lượng hạt trên bông 

[52], [113]. 

Năng suất là một tính trạng mang tính quần thể vì trong thực tế sản xuất 

tính trạng này luôn được so sánh trên một diện tích sản xuất với hàng nghìn 

cây chứ không chỉ trên một cá thể đơn lẻ, song nghiên cứu trên quy mô nhỏ sẽ 

là bước khởi đầu để khảo sát đại trà trên diện tích lớn hơn. Để tăng năng suất, 

các nghiên cứu thường tập trung vào tăng số lượng hạt lúa trên một bông và 

số bông trên cây [1]. 
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Theo Nguyễn Văn Hoan (2006), sự tương quan giữa năng suất và số 

bông/cây ở mỗi giống lúa là khác nhau, ở những giống thuộc nhóm bán lùn có 

sự tương quan chặt (r = 0,85), nhóm lùn có tương quan vừa (r = 0,62) và 

nhóm cao cây có tương quan vừa (r = 0,54). Sự tương quan giữa năng suất và 

số hạt/bông thì ngược lại, nhóm cao cây có tương quan rất chặt (r = 0,96), 

nhóm bán lùn và lùn có tương quan vừa (r = 0,62 - 0,66). Mối quan hệ giữa 

các yếu tố cấu thành năng suất, năng suất thực thu thực chất là mối quan hệ 

giữa cá thể và quần thể. Khi mật độ và số bông/m
2
 tăng trong phạm vi nào đó 

khối lượng bông giảm ít thì năng suất cuối cùng tăng. Nhưng nếu số bông/m
2
 

tăng cao quá sẽ làm khối lượng bông giảm nhiều, lúc đó năng suất sẽ giảm. Vì 

vậy cần phải điều tiết mối quan hệ này sao cho hợp lý để năng suất cuối cùng 

đạt cao nhất [5]. 

Số hạt/bông nhiều hay ít tùy thuộc vào số gié bao gồm các gié cấp một, 

gié cấp hai, gié cấp ba, số hoa phân hóa cũng như thoái hóa, tỷ lệ tạo hạt của 

bông con. Toàn bộ quá trình này nằm trong thời kỳ sinh trưởng sinh thực (từ 

làm đòng đến trỗ). Và số lượng gié, hoa phân hóa được quyết định ngay từ 

thời kỳ đầu của quá trình làm đòng (bước 1 - 3 trong vòng từ 7 - 10 ngày). 

Thời kỳ này bị ảnh hưởng bởi sinh trưởng của cây lúa và điều kiện ngoại 

cảnh, các yếu tố này cũng ảnh hưởng trực tiếp đến sự thoái hóa hoa. Thời kỳ 

thoái hóa hoa thường bắt đầu vào bước 4 (hình thành nhị và nhụy) và kết thúc 

vào bước 6, tức là khoảng 10 - 12 ngày trước trỗ. Nguyên nhân chủ yếu do 

thiếu dinh dưỡng ở thời kỳ làm đòng hoặc do ngoại cảnh bất thuận như trời 

rét, âm u, thiếu ánh sáng, bị ngập, hạn, sâu bệnh... ngoài ra cũng có nguyên 

nhân do đặc điểm của một số giống [2], [3]. Số hoa phân hóa càng nhiều, số 

hoa thoái hóa càng ít thì số hạt/bông càng lớn. Tỷ lệ hoa phân hóa có liên 

quan chặt chẽ với chế độ chăm sóc. Số gié cấp một, đặc biệt là số gié cấp hai 
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nhiều thì số hoa/bông nhiều, đây sẽ là điều kiện cần thiết để đảm bảo cho tổng 

hợp số hạt/bông lớn. 

Tỉ lệ hạt chắc/bông: tăng tỉ lệ hạt chắc/bông hay nói cách khác là giảm 

tỉ lệ hạt lép/bông cũng là yếu tố quan trọng quyết định năng suất lúa. Tỉ lệ hạt 

chắc/bông được quyết định ở thời kỳ trước và sau trỗ, nếu gặp điều kiện bất 

thuận trong thời kỳ này thì tỉ lệ lép sẽ cao. Tỉ lệ lép/bông không chỉ bị ảnh 

hưởng của các yếu tố nói trên mà còn bị ảnh hưởng bởi đặc điểm của giống. 

Thường tỉ lệ lép dao động tương đối lớn, trung bình từ 5 - 10%, ít là 2 - 5%, 

cũng có khi trên 30% hoặc thậm chí còn cao hơn nữa [2], [3]. 

Yếu tố cuối cùng là khối lượng nghìn hạt: yếu tố này biến động không 

nhiều do điều kiện dinh dưỡng và ngoại cảnh, chủ yếu phụ thuộc vào yếu tố 

giống. Khối lượng nghìn hạt được cấu thành bởi hai yếu tố: khối lượng vỏ 

trấu (thường chiếm khoảng 20%) và khối lượng hạt gạo (thường chiếm 

khoảng 80%). Vì vậy muốn khối lượng hạt gạo cao, phải tác động vào cả hai 

yếu tố này. Khối lượng nghìn hạt được xác định phần lớn do kích thước hạt, 

được quy định bởi ba yếu tố: Chiều dài, chiều rộng và độ dày [90], [112]. Để 

tăng khối lượng hạt, trước lúc trỗ bông, cần bón nuôi đòng để làm tăng kích 

thước vỏ trấu. Sau khi trỗ bông cần tạo điều kiện cho cây sinh trưởng tốt để 

quang hợp được tiến hành mạnh mẽ, tích lũy được nhiều tinh bột, khối lượng 

hạt sẽ cao. 

Chiều dài bông là một đặc điểm di truyền của giống, nó được tính từ 

đốt cổ bông đến đầu mút bông. Chiều dài bông là một tính trạng liên quan 

trực tiếp đến số hạt/bông, nó quyết định một phần năng suất của giống. Chiều 

dài bông do cả gen trội và gen lặn quy định. Chiều dài cổ bông do các gen trội 

điều khiển và có độ biến động rất lớn, có liên quan đến chiều dài lóng đốt 

cuối cùng và biểu hiện ở tính trỗ của bông. Trong nghiên cứu lúa lai, các nhà 

khoa học đã phát hiện gen lặn có khả năng kéo dài lóng đốt cuối cùng mạnh 
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nhất làm cổ bông dài ra nhưng không kéo dài các lóng ở bên dưới. Những 

giống lúa có bông trỗ thoát hoàn toàn thường cho tỷ lệ hạt chắc cao hơn [6]. 

1.3. QTL và lập bản QTL  

QTL (Quantitative Trait Locus) hay còn gọi là lô-cut tính trạng số 

lượng hoặc lô-cut đặc điểm định lượng dùng để chỉ một hoặc nhiều lô-cut 

gen quy định tính trạng số lượng. Loại tính trạng số lượng (Quantitative trait) 

thường phụ thuộc vào hoạt động tương tác của nhiều gen với nhau và với môi 

trường. Do đó, kiểu hình những tính trạng này thường khác nhau giữa các cá 

thể cùng loài, luôn thay đổi trị số trong một phạm vi nhất định, nên tạo ra sự 

phân bố các giá trị kiểu hình liên tục trong quần thể. Tính trạng số lượng 

thường là tính trạng đa gen (polygenic trait), quá trình di truyền các gen này 

và biểu hiện của chúng phức tạp. Vì một tính trạng số lượng thường là tính 

trạng đa gen, nên một QTL thường bao gồm nhiều gen và chiếm một khu vực 

nhất định trong bộ gen (genom) chịu trách nhiệm quy định sự hình thành cũng 

như biến đổi của tính trạng số lượng tương ứng. Như vậy, một QTL là một 

vùng nhiễm sắc thể cụ thể hoặc các lô-cut gen chứa các trình tự DNA đặc 

trưng liên quan đến tính trạng số lượng mà nó điều khiển. Một khi đã xác định 

được QTL, nhà nghiên cứu hoàn toàn có khả năng xác định gen hoặc các gen 

cụ thể trong QTL đó, dùng kỹ thuật đánh dấu phân tử theo dõi. Phương pháp 

này gọi là lập bản đồ QTL (QTL mapping) và giải trình tự các gen gây ra sự 

biến đổi tính trạng [135]. 

Lập bản đồ tính trạng số lượng (QTL mapping) trên toàn bộ hệ gen suy 

ra mối quan hệ giữa kiểu gen tại các vị trí gen khác nhau và kiểu hình cho một 

tập hợp các tính trạng số lượng về số lượng, vị trí gen, sự ảnh hưởng và tương 

tác của QTL. Mục đích cơ bản của lập bản đồ QTL là xác định vị trí các vùng 

nhiễm sắc thể có ảnh hưởng đáng kể đến sự biến đổi của các tính trạng số 

lượng trong quần thể. Việc xác định vị trí này rất quan trọng đối với việc nhận 

https://vi.wikipedia.org/wiki/L%C3%B4-cut_gen
https://vi.wikipedia.org/wiki/L%C3%B4-cut_gen
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dạng các gen cuối cùng có trách nhiệm và hiểu được các cơ chế di truyền của 

sự biến đổi trong quần thể. Lập bản đồ QTL giúp chúng ta hiểu có bao nhiêu 

QTL đóng góp đáng kể vào sự biến đổi tính trạng trong quần thể, bao nhiêu 

biến đổi là do tác động cộng gộp của QTL và bao nhiêu là do tác động chi 

phối và tác động lấn át gen của QTL. Lập bản đồ QTL cũng cho biết bản chất 

của mối tương quan di truyền giữa các tính trạng khác nhau trong một vùng 

gen, biểu hiện đa hình hay liên kết gần là gì, QTL có tương tác với các môi 

trường không. Những câu hỏi này liên quan đến cấu trúc di truyền của các 

tính trạng số lượng trong quần thể và có liên quan mật thiết đến nhiều ứng 

dụng trong di truyền số lượng, chẳng hạn như dự đoán hoặc chọn lọc có sự hỗ 

trợ của chỉ thị di truyền và độ thâm nhập của gen có sự hỗ trợ của dấu hiệu 

đánh dấu [122]. 

Dữ liệu đánh dấu có tính phân loại và có thể được phân loại thành các 

danh mục khác nhau và được ghi lại ở dạng kỹ thuật số, chẳng hạn như 1 hoặc 

0 đối với sự có mặt hoặc không có dải phân tử cụ thể tại một hoặc hai kiểu 

gen đánh dấu (đồng hợp tử và dị hợp tử) cho phép lai chéo quần thể từ hai 

dòng cận huyết. Dựa trên phân tích phân li, các dấu hiệu này có thể được sắp 

xếp theo thứ tự trong các nhóm liên kết hoặc tuyến tính trên nhiễm sắc thể để 

biểu diễn bản đồ liên kết di truyền [122]. Trong khi dữ liệu đánh dấu chứa 

thông tin về sự phân ly của bộ gen trong quần thể, thì dữ liệu về tính trạng số 

lượng chứa thông tin về sự biến đổi của các tính trạng trong quần thể. Hai tập 

dữ liệu được kết nối bởi QTL. Một phần của sự biến đổi tính trạng là do sự 

phân li của QTL liên kết với một số chỉ thị trong hệ gen. Vì vậy, nhiệm vụ 

thống kê của lập bản đồ QTL là liên hệ sự biến đổi tính trạng số lượng với sự 

biến đổi chỉ thị di truyền bao gồm số lượng, vị trí, sự liên kết và tương tác của 

các gen ảnh hưởng đến các tính trạng số lượng cần quan tâm [56]. 
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Ở cây trồng, đặc biệt là ở lúa, các tính trạng nông học quan trọng như 

năng suất thường là các tính trạng số lượng chịu ảnh hưởng của nhiều gen 

khác nhau và chịu tác động của môi trường. Việc xác định các lô-cut quy định 

tính trạng số lượng (QTL) dựa trên phân tích kiểu gen và kiểu hình ở các quần 

thể phân li và áp dụng các công cụ thống kê nhất định. Phương pháp nghiên 

cứu các tính trạng số lượng là xác định vị trí các lô-cut gen quy định tính 

trạng số lượng dựa trên sự liên kết của chúng với các chỉ thị phân tử [46].  

1.4. Các QTL liên kết với tính trạng năng suất và các yếu tố cấu thành 

năng suất ở lúa 

Tính trạng cấu thành năng suất là một tính trạng nông học phức hợp do 

nhiều lô-cut tính trạng số lượng quy định (QTL), thường kiểu hình biểu hiện 

liên tục trong các quần thể phân li từ các tổ hợp lai của các dòng lúa thuần. Đa 

phần các QTL quy định tính trạng năng suất biểu hiện ảnh hưởng di truyền 

không đáng kể và rất khó xác định. Các QTL này đóng vai trò quan trọng 

trong việc kiểm soát tính trạng năng suất và đã được ứng dụng rộng rãi trong 

các giống lúa thương mại, do vậy lập bản đồ chi tiết và nhân bản các QTL 

quan trọng sẽ mang lại nhiều lợi ích trong công tác chọn giống. Ba tính trạng 

quan trọng quy định yếu tố cấu thành năng suất bao gồm: Số bông trên khóm, 

số hạt trên bông, và khối lượng nghìn hạt. Trong đó các tính trạng này lại phụ 

thuộc vào khả năng đẻ nhánh, số nhánh hữu hiệu và khả năng phát triển của 

hạt, như hạt chắc, hạt lép.... Phân tích cơ sở di truyền của các tính trạng này 

bằng việc lập bản đồ để chọn tạo ra các giống lúa cho năng suất cao hiện đã 

và đang được nghiên cứu ở nhiều quốc gia trên thế giới. Trong nhiều thập kỷ, 

bằng cách xây dựng bản đồ QTL, nhiều QTL/gen quy định tính trạng cấu 

thành năng suất đã được xác định trên rất nhiều quần thể từ các tổ hợp lai giữa 

giống hay các loài phụ. QTL/gen liên kết với tính trạng năng suất và yếu tố 

cấu thành năng suất được xác định trên tất cả các nhiễm sắc thể của lúa [4].  
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Kết quả nghiên cứu của Zhu và các cộng sự (2017) [129] đã tiến hành 

phân tích QTL cho sáu tính trạng năng suất bao gồm số bông trên cây, số hạt 

trên bông, năng suất hạt trên cây, khối lượng nghìn hạt, sinh khối trên mặt đất 

và chỉ số thu hoạch bằng cách sử dụng các chỉ thị SNP trong quần thể các 

dòng lai tái tổ hợp (RILs) giữa giống Japonica nhiệt đới Francis thuần chủng 

và giống Indica Guanghui 998 (R998). Tổng cộng 26 QTL đã được phát hiện 

bằng cách sử dụng bản đồ di truyền mật độ cao bao gồm 3016 mã đánh 

dấu. Mười chín trong số 26 QTL từ R998 có ảnh hưởng có lợi đến các tính 

trạng năng suất (hình 1.1) 

 

Hình 1.1. Bản đồ vị trí các QTL liên kết với tính trạng năng suất trên 12 

nhiễm sắc thể ở lúa  

(PPP - số bông/cây; GPP - số hạt/bông; GY - năng suất hạt trên mỗi cây; TGW - 

khối lượng nghìn hạt; AGB - sinh khối trên mặt đất; HI - chỉ số thu hoạch; C - 

nhiễm sắc thể). Nguồn: Zhu và cộng sự (2017) [129] 
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Một nghiên cứu gần đây của nhóm nghiên cứu Donde và các cộng sự 

(2020) [39] đã sử dụng 85 chỉ thị phân tử SSR để xác định các QTL có liên 

quan đến năng suất lúa và các tính trạng liên quan của tập đoàn 60 giống lúa 

NPT (New Plant Types). Kết quả nghiên cứu đã chỉ ra có 30 QTL mới liên 

kết với 16 chỉ thị phân tử SSR được xác định có liên quan đến 11 chỉ tiêu: số 

nhánh/cây (qTL-6.1, qTL-11.1, qTL-4.1), chiều dài bông (qPL-1.1, qPL-

5.1, qPL-7.1, qPL-8.1 ), chiều dài lá đòng (qFLL-8.1, qFLL-9.1), chiều rộng 

lá đòng (qFLW-6.2, qFLW-5.1, qFLW-8.1, qFLW-7.1), tổng số hạt (qTG-2.2, 

qTG-a7.1), khối lượng nghìn hạt (qTGW-a1.1, qTGW-a9.2, qTGW-

5.1, qTGW-8.1), số hạt chắc (qFG-7.1), tỷ lệ chiều dài - chiều rộng hạt (qSlb -

3.1), chiều cao cây (qPHT-6.1, qPHT-9.1), số ngày ra hoa đến 50% (qFD-1.1) 

và năng suất hạt mỗi ngày (qYLD-5.1, qYLD-6.1a , qYLD-11.1). 

Trong những năm qua, nhiều QTL liên kết với các tính trạng năng 

suất và các yếu tố cấu thành năng suất đã được xác định trên 12 nhiễm sắc 

thể ở lúa bằng phương pháp lập bản đồ QTL nhưng chưa có QTL nào được 

tìm thấy liên kết với cả hai tính trạng số gié cấp hai/bông và số hạt/bông. 

1.5. Các quần thể lập bản đồ QTL liên quan đến tính trạng năng suất lúa 

Lập bản đồ QTL của một tính trạng mục tiêu là xác định vị trí QTL đó 

trên nhiễm sắc thể và phân tích đặc tính di truyền cho tính trạng quan tâm 

thông qua mối liên kết giữa chỉ thị di truyền và biến dị kiểu hình. Để lập bản 

đồ thì việc phát triển quần thể và xây dựng bản đồ liên kết, đánh giá kiểu hình 

là việc làm cần thiết cho nghiên cứu phân tích QTL [4].  

Ở thực vật, có hai phương pháp chính: 1) sử dụng các quần thể tạo ra từ 

các phép lai được kiểm soát (F1 tự thụ phấn hoặc lai trở lại thế hệ bố mẹ..); 2) 

sử dụng các quần thể tự nhiên, giao phấn tự do không kiểm soát. Đối với cây 

lúa, hầu hết đều sử dụng phương pháp 1) để nghiên cứu. Phương pháp này 

cần sử dụng một bộ chỉ thị phân tử trên toàn bộ hệ gen (SNP - Đa hình đơn 
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nucleotit; RFLP - đa hình chiều dài đoạn cắt giới hạn, AFLP - đa hình đoạn 

cắt khuếch đại…) và lập bản đồ liên kết các chỉ thị đó trên quần thể đang 

phân tích. Sau đó sử dụng các công cụ tính toán để có thể lập nhóm liên kết 

và tính khoảng cách di truyền giữa các chỉ thị, xác định giá trị kiểu hình tính 

trạng nghiên cứu trên từng cá thể. Bằng các chương trình thống kê, tiến hành 

khoanh vùng các vị trí có thể có liên quan đến tính trạng cần nghiên cứu, chọn ra 

vùng QTL tiềm năng nhất để phân lập, sau đó cô lập đến vị trí từng gen [134]. 

Các quần thể lập bản đồ QTL dựa trên sự phát triển của các dòng lai F1 

có nguồn gốc từ các cặp lai chéo giữa các giống khác nhau, thường có sự khác 

biệt đối lập đối với tính trạng quan tâm, ví dụ như giữa các giống có cấu trúc 

bông to và các giống có cấu trúc bông nhỏ. Từ đó, một quần thể phân li với sự 

mất cân bằng do di truyền liên kết (LD) lớn giữa các lô-cut được thành lập, là 

nền tảng của phân tích liên kết di truyền. Quần thể lập bản đồ này có thể được 

lai chéo hoặc tự thụ phấn do đó làm giảm LD thông qua tái tổ hợp. Kết quả là 

chỉ các chỉ thị được liên kết chặt chẽ với QTL sẽ cho phép phát hiện mối liên 

kết và do đó độ phân giải bản đồ được tăng lên. Nhiều loại quần thể lập bản 

đồ có thể được sử dụng cho phân tích QTL, chẳng hạn như quần thể F2 [25], 

quần thể đơn bội (Doubled haploids - DHs) [21], [46], [117], quần thể của các 

dòng thuần chủng tái tổ hợp (Recombinant Inbred Lines-RILs) [18], [76], 

quần thể lai trở lại cận giao tái tổ hợp (Backcross Recombinant Inbred Lines – 

BILs) [87], [107].  

Quần thể F2 có nguồn gốc từ cặp lai giữa 2 giống bố mẹ và sau đó tự 

thụ phấn chứa đầy đủ thông tin di truyền của 2 giống bố mẹ. Về lý thuyết nó 

có thể được sử dụng để xác định QTLs với các hiệu ứng phụ và trội trong toàn 

bộ bộ gen của cây lúa. Vì vậy nó được sử dụng rộng rãi để phân tích cơ sở di 

truyền của năng suất lúa và các yếu tố cấu thành năng suất [25]. Tuy nhiên 

trong quần thể F2, mỗi cá thể có một kiểu gen riêng biệt, dẫn đến các giá trị 
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đặc điểm không đáng tin cậy gây ra bởi các hiệu ứng môi trường chứ không 

phải hiệu ứng di truyền. Quần thể F2 đã được sử dụng trong phát hiện các 

QTL liên quan đến năng suất lúa và các yếu tố cấu thành năng suất [130]; 

QTL liên quan đến chiều dài hạt [57]; trong lập bản đồ QTL liên quan đến 

chiều dài bông và mật độ hoa/bông ở lúa [25] . 

Các quần thể đơn bội (DHs) được phát triển bằng cách nuôi cấy bao 

phấn từ một cây F1 có nguồn gốc từ hai bố mẹ. Một nghiên cứu gần đây của 

Xu và các cộng sự (2020) [117] sử dụng một quần thể đơn bội kép (DHs) có 

nguồn gốc từ phép lai giữa cây Japonica “Maybelle” và Indica “Baiyeqiu” để 

phân tích QTL liên quan đến cấu trúc bông lúa cho thấy tổng số 24 QTL liên 

quan đến cấu trúc bông và hình dạng hạt đã được phát hiện trên nhiễm sắc thể 

1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10 và 12, và ba QTL tương tác tĩnh điện đã được phát 

hiện. Năm QTL cho chiều dài bông được phát hiện trên nhiễm sắc thể 2, 3, 4 

và 7, với điểm LOD dao động từ 2,75 đến 6,13 đã giải thích 4,74 - 15,02% sự 

biến đổi kiểu hình. Bốn QTL làm tăng chiều dài bông qPL2, qPL3, qPL4-1 và 

qPL7, thể hiện các hiệu ứng phụ âm và các alen từ “Baiyeqiu”. Đối với số 

lượng gié cấp hai (SBN), bốn QTL là qSBN1, qSBN3, qSBN4 và qSBN7 lần 

lượt nằm trên các nhiễm sắc thể số 1, 3, 4 và 7, giải thích được 5,83 - 11,47% 

sự biến đổi kiểu hình và có điểm LOD dao động từ 3,04 đến 5,12. Ba trong số 

các QTL hiển thị các hiệu ứng phụ âm, cho thấy rằng các alen từ “Baiyeqiu” 

làm tăng SBN.  

Do hiệu quả của nuôi cấy bao phấn phụ thuộc rất nhiều vào nền di 

truyền nên quần thể DHs bị giới hạn trong nghiên cứu lập bản đồ QTL. Trong 

khi đó, quần thể của các dòng thuần chủng tái tổ hợp (Recombinant Inbred 

Lines - RILs) là lựa chọn chính cho cây tự thụ phấn như lúa [126]. Do những 

lợi thế thu được từ sự đồng hợp tử và sự tái tổ hợp có hiệu quả của chúng. 

RILs được phát triển từ một hạt F2 duy nhất, từ mỗi cây F2 một hạt giống duy 
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nhất được thu hoạch và trồng thành cây F3, từ đó một hạt giống duy nhất được 

thu hoạch và trồng thành cây F4, v.v. Trong quá trình này, mức độ dị hợp tử 

trên mỗi lô-cut được giảm đi một nửa trong mỗi thế hệ, vì vậy quần thể trở 

nên đồng hợp tử ở thế hệ F8 trở đi. Vì lý do này, RILs được coi là các quần 

thể đồng hợp tử đồng nhất có thể được nhân giống vô thời hạn và chỉ cần phải 

phân tích kiểu gen để xác định các chỉ thị phân tử chỉ một lần. Ngoài ra, trong 

quá trình lai, thực vật trải qua một vài vòng giảm phân, tăng tần suất tái tổ 

hợp giữa các chỉ thị liên kết chặt chẽ. Các quần thể RILs có thể được sử dụng 

để lập bản đồ QTL rất hiệu quả bởi vì ảnh hưởng của môi trường đến đặc 

điểm định lượng có thể giảm đi nhiều bằng cách đánh giá một số cây có cùng 

kiểu gen thay vì chỉ một cây duy nhất. Một khi đã được phân tích kiểu gen, 

quần thể RILs có thể được sử dụng cho các nghiên cứu không giới hạn các 

tính trạng khác nhau trong các môi trường khác nhau để loại bỏ hiệu ứng môi 

trường cũng như sai sót thực nghiệm, cho phép lập bản đồ QTL so sánh hiệu 

quả. Hơn nữa việc ứng dụng các chỉ thị phân tử cho phép chọn lọc các dòng 

đồng hợp tử ngay ở thế hệ F2, rút ngắn thời gian thu được quần thể RILs đồng 

hợp tử xuống còn 3 thế hệ thay vì 8 - 10 thế hệ.  

Nghiên cứu xác định các lô-cut tính trạng số lượng (QTLs) chi phối 

năng suất và các tính trạng liên quan của nó bằng cách sử dụng quần thể lai 

tái tổ hợp (RILs) có nguồn gốc từ giống lúa lai phổ biến, KRH-2 

(IR58025A/KMR3R). Một bản đồ di truyền kéo dài 294,2 cM đã được xây 

dựng với 126 lô-cut lặp lại trình tự đơn giản (SSR) phân bố đồng đều trên bộ 

gen lúa. Phân tích QTL bằng cách sử dụng thông tin về kiểu hình và kiểu gen 

đã xác định được tổng số 22 QTL. Trong đó, năm QTL ảnh hưởng chính được 

xác định đối với các tính trạng sau: tổng năng suất hạt/cây (qYLD3-1), khối 

lượng bông (qPW3-1), chiều cao cây (qPH12-1), chiều rộng lá cờ (qFLW4-1) 

và chiều dài bông (qPL3-1), giải thích 20,23 - 22,76% phương sai kiểu hình 
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với điểm LOD nằm trong khoảng 6,5 - 10,59. Một số vùng gen kiểm soát một 

số tính trạng như tổng năng suất hạt/cây (qYLD3-1) và chiều dài bông (qPL3-

1) được xác định trên nhiễm sắc thể số 3 [60].  

Quần thể RIL có nguồn gốc từ cặp lai chéo giữa 2 giống Indica 

Minghui 63 and Zhenshan 97 đã được sử dụng rộng rãi để lập bản đồ QTL 

tính trạng cấu trúc bông [25], [71], [87], [128]. Các QTL liên quan đến hình 

dạng hạt (GS3), số hạt/bông, ngày ra hoa và chiều cao cây (Ghd7) đã được 

phân lập thành công [41], [118].  

Sử dụng quần thể thể BIL (Backcross inbred lines – lai trở lại cận giao 

tái tổ hợp) để phân tích QTL, Ashikari và cộng sự (2005) [14] đã xác định 

được năm QTL liên quan đến số lượng hạt/bông, trong đó có QTL Gn1 làm 

tăng số lượng hạt tới 92 hạt; Sun và cộng sự (2017) [101] đã phát hiện 12 

QTL liên quan đến số hạt/bông, chiều dài bông, số gié cấp một và số gié cấp 

hai đều nằm trên nhiễm sắc thể số 6, trong đó QTL L6-5 xác định chiều dài 

trục bông. Hai QTL đã được phát hiện trên nhánh dài của nhiễm sắc thể 12: 

qTSN12.1 trong quần thể BC4F2 của YTH63/IR64 và qTSN12.2 trong quần 

thể BC4F3 của YTH83/IR 64 được xác định có chức năng quan trọng trong 

việc thúc đẩy quá trình phân hóa các gié trên bông lúa ở giai đoạn hình thành 

tế bào [95]. Các QTL liên quan đến chiều dài bông nằm trên nhiễm sắc thể số 

4, 9, 10, trong đó có QTL PL9 là QTL chính liên quan đến tăng chiều dài bông 

lúa O.minuta [128]. QTL xác định chiều dài hạt là qPL2 nằm ở vị trí 85,01 cM và 

hai QTL xác định mật độ hoa/bông qSD3.1 và qSD3.2, lần lượt nằm ở 28,91 và 

39,51 cM cả ba QTL này đều nằm trên nhiễm sắc thể số 3 [25].  

Bản đồ cơ sở không thể xác định được vị trí chính xác của một QTL, do 

vậy các thí nghiệm tiếp theo cần phải được tiến hành để xác định được chức 

năng sinh học của các QTL mục tiêu. Phát triển dòng cận đẳng gen (NIL) là 

một chiến lược hiệu quả để kiểm tra QTL [95], [101]. Dòng NIL bao gồm các 
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vùng QTL mục tiêu phân li trong một nền di truyền dạng đồng hợp. Nói 

chung, dòng NIL được phát triển bằng thực hiện lai trở lại liên tục với dòng 

mẹ hồi quy bằng chọn lọc nhờ chỉ thị phân tử (MAS). Trong đó, chỉ chọn lọc 

các cá thể mang QTL mục tiêu của nền di truyền của dòng mẹ, sau đó để phát 

triển dòng NIL. Nhiều QTL kiểm soát các tính trạng năng suất đã được kiểm 

tra bằng phương pháp cổ điển này. Tuy nhiên, lai trở lại kết hợp với chọn lọc 

nhờ chỉ thị phân tử (MAS) sẽ giảm được thời gian và công sức sàng lọc [4]. 

Dòng lai nhập (introgression line - IL) và dòng thay thế phân đoạn nhiễm 

sắc được phát triển bằng việc thực hiện lai trở lại liên tục với dòng mẹ nhận 

gen, cũng có thể được ứng dụng để kiểm tra QTL, lập bản đồ chi tiết và chọn 

tạo các giống lúa siêu năng suất [90]. 

Các quần thể lập bản đồ có thể được đánh giá kiểu gen với bất kỳ chỉ thị 

phân tử nào, chẳng hạn như các chỉ thị dựa vào kỹ thuật PCR như: SSR 

(Simple Sequence Repeat), CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic 

Sequences), hoặc các chỉ thị được xây dựng từ các dữ liệu giải trình tự như: 

SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) hoặc INDELs (Inserts/Deletions). 

1.6. Cấu trúc bông lúa và các QTL/gen liên quan đến cấu trúc bông lúa 

1.6.1. Cấu trúc bông lúa 

Cấu trúc bông là một trong những đặc điểm nông học quan trọng liên 

quan đến năng suất lúa [115]. Cấu trúc bông lúa thể hiện qua kích thước, số 

lượng và hình dáng của bông lúa. Theo đó, cả sự phân nhánh và hình thành 

bông lúa đều có thể ảnh hưởng đến cấu trúc bông [121]. Các chỉ số ước tính 

cấu trúc bông lúa thường bao gồm số hạt/bông (SpN), chiều dài bông (PL), số 

lượng gié cấp một (PBN) và gié cấp hai (SBN) [101]. Ngoài ra còn một số 

đặc điểm liên quan đến cấu trúc bông bao gồm hình dạng hạt, có thể được suy 

ra bởi chiều dài hạt (GL), chiều rộng hạt (GW), và tỷ lệ chiều dài - chiều rộng 

hạt (LWR) [17].  
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Cấu trúc bông lúa là một trong những tính trạng hình thái quan trọng 

quyết định tiềm năng năng suất, được chọn lọc qua quá trình thuần hóa. Bông 

lúa là một cấu trúc dạng nhánh, bao gồm một trục chính, các gié cấp một mọc 

ra từ trục chính, sau đó là các gié bậc cao hơn (gié cấp hai, cấp ba, cấp bốn) 

và cuối cùng là hoa lúa, mọc trực tiếp trên các gié (hình 1.2A). Số lượng hoa 

lúa quyết định số lượng hạt trên bông, trực tiếp ảnh hưởng đến năng suất cây 

trồng. Quá trình phân nhánh bông phụ thuộc vào hoạt động của các tế bào gốc 

chồi nách trong suốt giai đoạn hình thành và phát triển sớm của bông. Cấu 

trúc bông lúa rất đa dạng, không chỉ trong cùng loài (giữa giống thuần và giống 

hoang dại) mà còn giữa các loài khác nhau (lúa Châu Á và lúa Châu Phi). Cấu 

trúc bông lúa ở các loài thuần chủng thay đổi từ dạng bông nhỏ, chỉ có một vài 

gié cấp một và gié cấp hai, mang ít hạt đến dạng bông to, phân nhánh nhiều và 

mang nhiều hạt hơn so với các loài tổ tiên (Hình 1.2B) [104], [120]. 

 

Hình 1.2. Cấu trúc bông lúa (A) và sự thay đổi qua quá trình thuần hóa (B), 

n: Số hạt/bông. Nguồn: Yoshida, 2011 [120]  

Bông lúa là kết quả quá trình hoạt động của các mô phân sinh, chúng 

được hình thành và biệt hóa liên tục trong quá trình phát triển của cây [63]. 

Sự hình thành bông lúa non được chia thành hai giai đoạn: giai đoạn sớm là 

sự hình thành và kéo dài của mô phân sinh trục (Hình 1.3A), hình thành các 
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mô phân sinh gié cấp một (Hình 1.3B), kéo dài các mô phân sinh gié cấp một, 

hình thành các mô phân sinh gié cấp cao hơn (Hình 1.3C). Giai đoạn muộn là 

sự hình thành mô phân sinh hoa (Hình 1.3D), sự biệt hóa tạo thành các bộ 

phận của hoa và sự phát triển của chúng cũng được quan sát ở giai đoạn này 

(Hình 1.3E). 

 

Hình 1.3. Các giai đoạn hình thành bông lúa non quan sát dƣới kính hiển vi 

A : Giai đoạn phát sinh mô phân sinh trục bông, B : Hình thành và kéo dài mô phân 

sinh gié cấp một, C : Kéo dài gié cấp một và hình thành gié cấp hai, D : Hình thành 

hoa, E : Sự biệt hóa các cơ quan sinh sản của hoa. RM : mô phân sinh trục ; PBm : 

mô phân sinh gié cấp một; AM : mô phân sinh gié cấp hai; PB : Gié cấp một; Sp: 

Cụm hoa ; Fl : hoa. Nguồn: Tanaka, 2014 [104]  

1.6.2. Các QTL/gen liên quan đến cấu trúc bông lúa 

Nâng cao năng suất cây trồng là một trong những ưu tiên hàng đầu 

trong chương trình chọn tạo giống. Trong đó, cải thiện cấu trúc bông lúa đã 

được chứng minh là một chiến lược thành công [71]. Cấu trúc bông lúa được 

quyết định bởi chiều dài trục bông (PL), số gié cấp một (PBN), số gié cấp hai 

(SBN), số lượng hạt (SpN) [67]. Các tính trạng này đều được kiểm soát bởi 

các lô-cut tính trạng số lượng (QTLs) [102].   

Các QTL quy định các tính trạng cấu trúc bông như số gié cấp một, số 

gié cấp hai, số gié cấp ba cũng đã được lập bản đồ và nghiên cứu [14], [124]. 

Bốn tính trạng bông: số hạt, chiều dài bông, số gié cấp một và số gié cấp hai 

được đánh giá ảnh hưởng của QTL bằng cách sử dụng phương pháp lập bản 
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đồ khoảng cách tổng hợp (ICIM) trong các quần thể lai trở lại (BIL152, 

BIL196a, BIL196b và BIL196b-156) đã xác định có 12 QTL nằm trên nhiễm 

sắc thể số 6. Các QTL này được phát hiện có liên kết chặt chẽ với ba khoảng 

nhiễm sắc thể RM7213 đến RM19962, RM20000 đến RM20210 và RM412 đến 

RM20595. Trong đó có 1 QTL (PL6-5) quy định tính trạng chiều dài bông đều 

có ở cả bốn quần thể nằm trong vùng vùng 1,3Mb trên nhiễm sắc thể 6 [101].  

Số hạt/bông là tính trạng nông học quan trọng để tăng năng suất lúa, được 

quy định bởi sự hình thành bông [6]. Số hạt/bông thường tỷ lệ thuận với số 

gié/bông. Trong suốt hơn hai thập kỷ qua, nhiều QTL/gen kiểm soát tính trạng 

cấu trúc bông lúa đã được xác định và phân tích. Một số QTL/gen liên kết đến sự 

hình thành phát triển gié đã được xác định bằng phân tích đột biến [116]. 

Nghiên cứu về tính trạng số gié/bông, Komatsu và cộng sự năm 2003 

đã phát hiện ra vai trò của gen LAX1 mã hóa một chuỗi xoắn (bHLH) là yếu 

tố phiên mã rất cần cho quán trình duy trì mô phân sinh ở nhánh hoa. LAX1 

liên quan tới tất cả các kiểu phân chia chồi trong suốt quá trình phát triển của 

lúa, đột biến gen LAX1 làm giảm số gié cấp một và gié cấp hai/bông. Gen 

LAX1 đã được các tác giả nhân dòng thành công bằng chỉ thị phân tử CAPS. 

Cũng trong nghiên cứu này, các tác giả còn phát hiện ra gen SMALL 

PANICLE (SPA). Gen này có vai trò điều chỉnh sự hình thành chồi bên, khi 

xảy ra đột biến SPA thì số gié cấp một và gié cấp hai của lúa đều bị giảm [61]. 

Năm 2005, Ashikari và cộng sự đã xác định được một QTL làm tăng số 

hạt/bông là GRAIN NUMBER1 (Gn1a). Trong nghiên cứu này tác giả đã sử 

dụng một dòng lúa Indica là Habataki có số hạt/bông là 300 hạt và một dòng 

lúa Japonica là Koshihikari có số hạt/bông là 160 hạt. Nghiên cứu đã xác 

định được 5 QTL quy định tính trạng tăng số hạt/bông, trong đó Gn1a định vị 

trên vai ngắn của nhiễm sắc thể số 1 dẫn tới sự khác biệt 44% số hạt/bông của 

hai dòng Habataki và Koshihikari [14]. 
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Kích thước bông chủ yếu được xác định bởi số lượng và độ dài của các 

gié cấp một và cấp hai [6, tr.76]. Nghiên cứu về cơ chế điều khiển sự phát 

triển các gié lúa, Li và cộng sự năm 2009 [66] đã nhân dòng thành công gen 

SHORT PANICLE (SP1) dựa trên phương pháp lập bản đồ. SP1 gây ra kiểu 

hình trùy ngắn, mã hóa một protein vận chuyển giả định tham gia vào quá 

trình dài bông ở lúa. 

Cấu trúc bông chủ yếu được xác định bởi sự sắp xếp của các gié cấp 

một, gié cấp hai và mật độ hạt. Bông thẳng đứng là một tính trạng nông học 

quan trọng liên quan chặt chẽ với năng suất hạt. Gen DEP1 mã hóa protein 

PEBP kiểm soát số gié, mật độ hạt và kiểu bông thẳng đứng. DEP1 biểu hiện 

ở kiểu hình là tăng gié cấp một, cấp hai và số hạt/bông. Trong khi đó, DEP2 

mã hóa protein cụ thể và biểu hiện đáng kể ở bông non, kiểm soát sự phát 

triển và độ dài bông. Đột biến gen DEP2 biểu hiện kiểu hình ở mật độ và 

bông thẳng [50]. 

Nghiên cứu về tính trạng tăng số hạt/bông, Linh và cộng sự (2008) đã 

lập bản đồ QTL yd7 liên kết tính trạng tăng năng suất từ lúa hoang O.minuta 

trên nhiễm sắc thể số 7. Sự có mặt của yd7 trên giống lúa trồng đại trà 

Hwaseongbyeo làm tăng 15 - 20% năng suất lúa [70]. 

Nghiên cứu lập bản đồ QTL liên quan đến số hạt/bông ở các dòng nhập 

nội có số hạt/bông cao có nguồn gốc từ phép lai giữa giống Indica IR64 và 

giống NPT (New Plant Type) mới đây của tác giả Sasaki 2017 đã xác định 

được 2 QTL nằm trên nhánh dài nhiễm sắc thể số 12 bao gồm: QTL 

qTSN12.1 trong quần thể BC4F2 của YTH63/IR 64 và QTL qTSN12.2 trong 

quần thể BC4F3 của YTH83/IR 64. Nghiên cứu cũng chỉ ra chức năng quan 

trọng của hai QTL này trong việc thúc đẩy sự phân nhánh của chồi ở giai 

đoạn hình thành bông lúa. Phân tích kiểu hình chi tiết về các tính trạng liên 

quan đến năng suất của quần thể IR 64-NIL12 mang qTSN12.2 cho thấy dòng 



24 

 

 

này có số bông thấp hơn, thân dài hơn, lá dài, rộng hơn so với IR 64. Mặt 

khác, khối lượng một nghìn hạt có xu hướng cao hơn và năng suất hạt trên 

mỗi mét vuông ở IR 64-NIL12 cũng lớn hơn ở IR 64. Các QTL mới được xác 

định có ý nghĩa cho việc cải thiện di truyền về tiềm năng năng suất của các 

giống thuộc nhóm Indica [95]. 

Như vậy, trong nhiều năm qua đã có nhiều nghiên cứu về các QTL/gen 

quy định tính trạng liên quan bông lúa bởi vì đây là yếu tố quan trọng cấu 

thành năng suất lúa. 

  Trong số các QTL đã được công bố liên quan đến cấu trúc bông chưa 

có QTL nào được phát hiện liên quan đến cả hai tính trạng số gié cấp 

hai/bông và số hạt/bông. Đây là hai tính trạng quan trọng quyết định tiềm 

năng năng suất lúa.  

1.7. Chỉ thị phân tử CAPS và ứng dụng trong nghiên cứu lập bản đồ 

QTL liên quan đến tính trạng năng suất lúa 

 Phần lớn các chỉ thị phân tử sử dụng trong di truyền chọn giống dựa 

vào kỹ thuật PCR và sự lặp lại ngẫu nhiên của một số nucleotit trong hệ 

genom sinh vật nên tính đặc hiệu không cao. Cùng với sự phát triển của công 

nghệ giải trình tự, nhất là sự ra đời của các công nghệ giải trình tự thế hệ mới 

đã cho phép tiến hành hàng loạt dự án giải trình tự giống lúa khác nhau trên 

thế giới. Từ việc phân tích kết quả giải trình tự, hàng triệu điểm đột biến đa 

hình đơn nucletotide (SNPs) đã được phát hiện và được lập bản đồ phục vụ 

cho các nghiên cứu trên toàn hệ gen. Một trong những tính ứng dụng thực tiễn 

của SNP là dùng để xây dựng chỉ thị CAPS nhằm phục vụ cho việc phân biệt 

các giống khác nhau. Nguyên tắc của chỉ thị phân tử CAPS dựa trên sự thay 

đổi của một nucletotit (SNP) trong vị trí cắt của enzyme giới hạn. Từ đó các 

mồi sẽ được thiết kế nhằm nhân đoạn DNA chứa SNP, sau đó chạy phản ứng 

PCR với mồi CAPS và cắt sản phẩm PCR bằng enzyme giới hạn thành hai 
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đoạn có chiều dài khác nhau. Những giống mà vị trí cắt của enzyme giới hạn 

không bị đột biến thì sản phẩm PCR sẽ bị cắt thành hai mảnh. Ngược lại đối 

với giống mang SNP trong vùng cắt của enzyme giới hạn thì enzyme không 

nhận biết được vị trí cắt đặc thù của nó dẫn đến sản phẩm PCR không bị cắt. 

Nhờ vào kỹ thuật điện di trên gel agarose sẽ dễ dàng phân biệt được các giống 

khác nhau dựa vào đa hình chiều dài của sản phẩm cắt bằng enzyme giới hạn. 

Chỉ thị phân tử CAPS [62] đại diện cho một nhóm chỉ thị đặc hiệu đã 

được ứng dụng thành công, đặc biệt là trong lĩnh vực sinh học thực vật. 

Nguyên tắc của CAPS rất đơn giản và dựa trên ba bước: (1) PCR với mồi đặc 

hiệu; (2) cắt sản phẩm PCR với enzyme giới hạn; và (3) điện đi sản phẩm cắt 

trên gel agarose. Trên thực tế, chỉ thị phân tử CAPS kết hợp sử dụng kỹ thuật 

PCR với các phương pháp cổ điển RFLP, chỉ khác là nó dựa trên sự khuếch 

đại của các đoạn DNA ngắn thay vì toàn bộ bộ gen [45], [49], [73]. Thiết kế 

mồi cho chỉ thị CAPS có thể dựa trên trình tự nucleotit từ các cơ sở dữ liệu 

sẵn có hoặc giải trình tự vùng cần khuếch đại [49], [53], [71], [109].  

Bước đầu tiên của CAPS thực ra là một PCR thông thường. Ứng dụng 

enzyme cắt giới hạn là bước thứ hai và ở đây xác suất đa hình di truyền giữa 

các mẫu DNA đóng vai trò trung tâm. Khác biệt di truyền trong DNA chủ yếu 

ở dạng đa hình đơn nucleotit (SNP), hoặc chèn xóa (InDel) [44], [54], [59], 

[115]. Những thay đổi di truyền trong các vị trí nhận biết của các enzyme giới 

hạn là những điểm quan trọng để phát triển và ứng dụng của các chỉ thị 

CAPS. Một đoạn khuếch đại với một vị trí nhận diện chính xác của một 

enzyme giới hạn sẽ bị cắt thành hai phân đoạn bằng enzyme giới hạn. Ngược 

lại, chỉ có một đoạn duy nhất có thể được quan sát thấy khi vị trí cắt của 

enzyme giới hạn đã bị đột biến và thay đổi khiến cho đoạn khuếch đại không 

bị cắt.  
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Để xác định vị trí chính xác của SNP trong các vị trí nhận biết của các 

enzyme giới hạn, sẽ rất hữu ích khi có trình tự của các đoạn khuếch đại [28], 

[72], [73], [77]. Giải trình tự thế hệ mới (Next Genration Sequencing - NGS) 

là một phương pháp giải trình tự hiện đại và rất phổ biến đã giúp xác định 

hàng triệu SNPs cho hàng ngàn giống lúa khác nhau (Rice SNP - Seek 

Database) và con số này còn tiếp tục tăng. Các chỉ thị CAPS được phát triển 

dựa trên công nghệ NGS SNP, dẫn đến việc hỗ trợ chọn lọc bằng chỉ thị phân 

tử rất hiệu quả ở lúa [31], [68], [102].  

Sau hơn 20 năm phát triển chỉ thị CAPS, những thành công và hạn chế 

của phương pháp này trong sinh học thực vật hiện đã rõ ràng. Tính di truyền 

đồng trội của CAPS là một trong những đặc tính quan trọng nhất của loại chỉ 

thị này dẫn đến cả cá thể đồng hợp tử và dị hợp tử có thể dễ dàng được nhận 

ra trong quá trình đánh giá kiểu gen. Một ưu điểm quan trọng khác của CAPS 

là thiết bị đơn giản và tương đối rẻ. Như đã đề cập ở trên, thiết bị rất thông 

thường và phổ biến được sử dụng cho CAPS bao gồm PCR, cắt với enzyme 

giới hạn và điện di. Trong khi đó, hầu hết các kỹ thuật phân tử hiện đại khác 

đều dựa trên các chuỗi hoàn chỉnh hoặc một phần của bộ gen thực vật, yêu 

cầu thiết bị tự động cao và rất tốn kém [24], [75], [83], [111]. Ngoài ra, các 

kết quả đơn giản của CAPS gồm chỉ một hoặc một vài đoạn DNA sau cắt 

bằng enzyme giới hạn là một lợi thế rất tích cực của phương pháp này. 

1.8. Đa hình nucleotit đơn (Single Nucleotide Polymorphism - SNP) 

Chỉ thị DNA mới được gọi là đa hình nucleotit đơn trong hệ gen (SNP) 

gần đây đã và đang được ứng dụng rộng rãi trong các nghiên cứu về hệ gen. 

SNP thể hiện tính đa hình xảy ra bởi các đột biến điểm phát sinh trong các 

alen khác nhau bao gồm các bazơ thay thế tại vị trí nucleotit cụ thể. Sự khác 

biệt giữa các cá thể chính là những biểu hiện khác nhau về trình tự DNA. Gần 

đây, các nhà khoa học đã phát hiện được những sự khác biệt gây ra chỉ do sự 
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thay thế một nucleotit đơn, được gọi là sự đa hình nucleotit đơn (Single 

Nucleotide Polymorphisms - SNPs). Nghiên cứu gần đây trên tập đoàn giống 

lúa bản địa Việt Nam đã được phân tích kiểu gen nhờ gần 30.000 chỉ thị SNP 

phù hợp với phương pháp phân tích GWAS [88]. 

Nguyên lý phát hiện ra chỉ thị SNP bao gồm các bước chính sau: Sử 

dụng một cặp mồi được thiết kế dựa vào chỉ thị EST để nhân đoạn DNA đặc 

trưng cho một vùng giống nhau ở genom của mọi cá thể. Tiến hành xác định 

trình tự của sản phẩm nhân bản từ đó phát hiện ra sự đa hình do sự sai khác 

chỉ một nucleotit trong trình tự. SNP và trình tự liền kề có thể tìm được qua 

xây dựng thư viện và giải trình tự hoặc thông qua sàng lọc cơ sở dữ liệu trình 

tự có sẵn [54].  

Tuy nhiên, trên thực tế chỉ một SNP đơn không thể nói lên nhiều. Để xác 

định được sự liên hệ giữa các SNP cần phải xem xét tổ hợp nhiều SNP trên 

một đoạn DNA dài hơn, mỗi tổ hợp SNP được gọi là một haplotype, trong 

một quần thể lớn, chỉ thấy một số tổ hợp SNP phổ biến tức là chỉ có một số 

kiểu haplotype nhất định tồn tại. Trong thế giới di truyền, mọi thông tin di 

truyền đều ở trạng thái cặp. Chúng ta sẽ có một haplotype từ mẹ, và một 

haplotype từ bố. Điều ấy có nghĩa là chúng ta có hai haplotype, hay một cặp 

haplotype. Hai haplotype trong cặp có thể khác biệt hoặc có thể giống nhau. 

Khi xem xét đến phản ứng của một cá thể đối với môi trường cần phải xét đến 

hồ sơ SNP đặc hiệu (SNP profile - cặp haplotype) của cá thể đó [4].  

Mặc dù những tiến bộ công nghệ SNP đánh giá kiểu gen đã đạt được một 

số kết quả khả quan, tuy nhiên vẫn còn nhiều thách thức và đòi hỏi cần được 

có các thiết bị nghiên cứu chuyên dụng. Phương pháp truyền thống phổ biến 

sẵn có cho SNP đánh giá kiểu gen bao gồm: Giải trình tự trực tiếp, giải trình 

tự bazơ đơn, alen oligonucleotit cụ thể, biến tính trên gel điện di, SSCP và 

phản ứng chuỗi thắt (LCR). Ở thực vật, SNP nhanh chóng thay thế chỉ thị lặp 
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lại trình tự đơn giản. SNP là dạng phổ biến nhất của biến dị di truyền trong 

các hệ gen có nhân điển hình. Ứng dụng của SNP trong chọn giống cây trồng 

gồm: (1) Chọn lọc hệ gen và chọn lọc nhờ chỉ thị; (2) Lập bản đồ QTL và bản 

đồ tương quan, vị trí nhân bản [128]; (3) Lập bản đồ gen dựa trên phân tích 

các trình tự di truyền và phân tích phả hệ; (4) Kiểm tra độ thuần của giống 

(đặc biệt giống lai); (5) Xác định giống và (6) Giám sát alen kết hợp trong các 

môi trường cụ thể. 

1.9. Tìm kiếm SNPs trong vùng genom mục tiêu bằng công nghệ chụp 

gen kết hợp với giải trình tự thế hệ mới. 

Trước đây việc giải trình tự các giống sử dụng phương pháp Sanger rất 

tốn kém và mất thời gian, nhất là đối với các dự án nghiên cứu quy mô lớn, 

nhiều gen song song. Các phương pháp giải trình tự thế hệ mới (Next 

generation sequencing - NGS) đã giảm đáng kể chi phí và tăng sản lượng giải 

trình tự từ vài trăm nucleotit lên khoảng 600 tỷ bps mỗi lần chạy (ví dụ máy 

Illumina’s HiSeq200 V3) [32], [124]. NGS được thực hiện bằng cách giải 

trình tự hàng loạt các đoạn DNA nhỏ theo kiểu song song. Do đó bước đầu 

tiên trong NGS là phân đoạn DNA bộ gen thành các mảnh nhỏ, thường là từ 

300 - 500 bps bằng các công cụ cơ học hoặc hóa học [28]. Tiếp đó, các đoạn 

adapter được mã hóa khác nhau sẽ được thêm vào hai đầu của các phân đoạn 

DNA, cho phép gắn mồi và giải trình tự phân đoạn DNA. Một đặc điểm 

chung của hầu hết các phương pháp NGS là các phân đoạn DNA được nhân 

dòng vô tính và sau đó được gắn lên các vi mạch (được gọi là Flow Cells, 

FlowChips hoặc PicoTiter), được sắp xếp theo kiểu song song.  

Mặc dù các phương pháp giải trình tự thế hệ mới đã làm giảm đáng kể 

chi phí để giải trình tự toàn bộ bộ gen. Tuy nhiên đây chỉ là một phần nhỏ 

trong tổng chi phí dự án giải trình tự toàn bộ bộ gen trong đó bao gồm việc 

phân tích và quản lý dữ liệu giải trình tự. Ví dụ về giải trình tự toàn bộ bộ gen 
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người sẽ cần phải phân tích khoảng 3.2×109 nucleotit (bps). Trong khi đó số 

exon (toàn bộ vùng mã hóa protein) chỉ chiếm khoảng 1% bộ genom, bao phủ 

30 - 60 triệu bp [32]. Sử dụng công nghệ chụp gen (Gen capture) kết hợp với 

giải trình tự thế hệ mới giúp phân lập vùng cần giải trình tự trước, sau đó giải 

trình tự, là một giải pháp hữu ích trong trường hợp chỉ cần giải trình tự một 

vùng trong bộ genom và do đó giúp làm giảm đáng kể lượng dữ liệu tạo ra 

cũng như công việc xử lý tin sinh, phân tích, quản lý dữ liệu.  

Kết hợp các hệ thống chụp gen mục tiêu (Targeted Gene Capture) với giải 

trình tự thế hệ mới là phương pháp hiệu quả trong việc khám phá các vùng di 

truyền mục tiêu ở độ phân giải cao, cho phép khám phá nhanh chóng hàng ngàn 

đa hình di truyền và đa hình các nucleotit đơn (SNPs) từ đó giúp các nhà khoa 

học xây dựng chỉ thị phân tử phục vụ cho các mục tiêu nghiên cứu [46]. Phương 

pháp này có ưu điểm là 1) tiết kiệm chi phí đáng kể, 2) độ chính xác của trình tự 

cao hơn vì độ bao phủ có thể đạt được sâu hơn, 3) thời gian  thực hiện ngắn hơn 

và 4) dữ liệu thu được phù hợp với các phân tích tin sinh xác định chức năng 

gen. Việc chụp gen mục tiêu kết hợp với NGS đã cho phép kiểm tra số lượng 

mẫu lớn hơn nhiều so với việc giải trình tự toàn bộ bộ gen [69]. 

 Công nghệ chụp gen (Gen capture) gồm 4 bước: 1) Thiết kế mẫu dò bao 

phủ vùng cần giải trình tự sau đó mẫu dò được gắn với phân tử Biotin; 2) Lai 

các phân đoạn DNA với mẫu dò nhờ vào sự bắt cặp tương đồng; 3) Phân lập 

các phân đoạn DNA được lai với mẫu dò bằng các viên bi phủ streptividine sẽ 

liên kết với Biotin trong mẫu dò; 4) Tách các phân đoạn DNA ra khỏi mẫu dò 

bằng cách tăng độ pH của dung dịch lai, làm bẻ gãy cầu nối giữa Biotin và 

Streptividine, sẵn sàng để giải trình tự các phân đoạn DNA phân lập được trên 

máy giải trình tự thế hệ mới. 
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1.10. Nghiên cứu liên kết trên toàn hệ gen (GWAS), tiềm năng ứng dụng 

trong nghiên cứu về các tính trạng nông học phức tạp ở lúa 

1.10.1. Phương pháp nghiên cứu liên kết trên toàn hệ gen GWAS 

Mặc dù rất nhiều QTL và gen liên quan đến năng suất lúa đã được được 

xác định bằng cách xây dựng bản đồ QTL, cung cấp thông tin chi tiết có giá 

trị về cơ sở di truyền của năng suất, nhưng những kết quả này chỉ giải thích 

một phần của đa dạng tự nhiên. Phương pháp nghiên cứu liên kết toàn bộ hệ 

gen (GWAS) ra đời đã nhanh chóng trở thành công cụ mạnh mẽ để xác định 

đa dạng alen trong tự nhiên vì nó so sánh đồng thời hiệu ứng của nhiều alen 

bằng cách sàng lọc một số lượng rất lớn các giống [23].  

Trong số các ứng dụng công nghệ sinh học đã được áp dụng nghiên 

cứu trước đây ở lúa (nuôi cấy bao phấn, ưu thế lai, gây đột biến, cây trồng 

chuyển gen, lai chéo....), GWAS cùng với sự trợ giúp của các thế hệ giải trình 

tự mới ra đời cung cấp bộ chỉ thị phân tử bao phủ toàn bộ hệ gen với độ phân 

giải cao hoàn toàn chiếm ưu thế trong việc nghiên cứu các tính trạng phức 

tạp. GWAS cung cấp cái nhìn tổng quan về các tính trạng số lượng trong mối 

tương quan với kiểu gen, và các gen tiềm năng cho các nghiên cứu tiếp theo. 

Về nguyên tắc, GWAS đánh giá mối tương quan giữa mỗi chỉ thị di truyền 

với tính trạng nghiên cứu trong một quần thể cùng loài, cung cấp cơ sở di 

truyền của các tính trạng trên, cho phép lựa chọn các cặp bố mẹ tốt nhất để 

phân tích QTL cũng như đánh dấu các gen tiềm năng tác động đến tính trạng. 

Nếu các phương pháp nghiên cứu truyền thống thường chỉ có thể tập trung 

vào một vài tính trạng để nghiên cứu thì GWAS có thể áp dụng nghiên cứu 

trên cả tập đoàn cùng lúc nhiều tính trạng [51]. 

Lúa là một trong những cây trồng lý tưởng để tiến hành các nghiên cứu 

GWAS. Nghiên cứu GWAS ở lúa có nhiều thuận lợi vì bản chất của hầu hết 

các giống lúa là đồng hợp tử, do đó một khi quần thể nghiên cứu được đánh 
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giá đa dạng di truyền, dữ liệu di truyền có thể được tái sử dụng nhiều lần trên 

các kiểu hình và môi trường khác nhau. Với cơ chế tự thụ phấn nghiêm ngặt, 

độ phân rã của sự mất cân bằng di truyền liên kết (LD decay) giữa các chỉ thị 

di truyền qua các thế hệ thấp trong khi khoảng cách để sự mất cân bằng di 

truyền liên kết phân rã trong hệ gen lại cao hơn so với các cây trồng giao phấn 

[41] , các dòng thuần có thể được duy trì qua nhiều thế hệ trong khi giới hạn 

độ phân giải để lập bản đồ gen liên kết lại nhỏ hơn so với các cây trồng giao 

phấn khác. Trong các nghiên cứu GWAS, với mật độ các SNP bao phủ toàn 

bộ hệ gen, khoảng tin cậy của các vùng QTL chỉ còn khoảng 50 - 100 kb, nhỏ 

hơn nhiều so với trong phương pháp lập bản đồ QTL trước đây, từ đó giúp 

cho việc tìm kiếm và xác định các gen tiềm năng dễ dàng hơn [51]. 

1.10.2. Ứng dụng nghiên cứu liên kết trên toàn hệ gen 

GWAS được sử dụng lần đầu tiên hơn 10 năm trước trong di truyền ở 

người, đến nay đã có hơn 1.500 công bố về GWAS. GWAS được sử dụng khá 

phổ biến trong nghiên cứu các sinh vật mô hình, cũng như với cây trồng [71], 

[100] và đặc biệt là lúa gạo với hàng loạt các công bố trong khoảng 5 năm trở 

lại đây [18], [22], [43].  

Hiện nay, đã có hơn 400 QTL liên quan đến tính trạng hình thái hạt đã 

được phát hiện bằng nhiều phương pháp lập bản đồ khác nhau [131] nhưng 

chỉ có gần 20 gen liên quan đến kích thước và khối lượng hạt được phân lập 

và nhân dòng. Trên tập đoàn giống lúa Indica Trung Quốc, Huang và cộng sự 

(2012) đã tìm thấy 32 lô-cut mới có liên quan đến thời gian ra hoa và 10 lô-

cut liên quan đến kích thước hạt [50]. Trong khi đó trên tập đoàn giống lúa 

Japonica Trung Quốc, Si và cộng sự (2016) phát hiện một QTL lớn trên 

nhiễm sắc thể số 7 có liên kết với kích thước hạt và cấu trúc bông [97]. Năm 

2015, với tập đoàn 369 giống lúa lai ưu tú (IRRI), Begum và cộng sự (2015) 

công bố 52 QTL mới liên quan đến 11 tính trạng nông học quan trọng gồm 
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nhiều QTL lớn có liên kết với các tính trạng thời gian ra hoa, chiều cao cây, 

năng suất, chiều dài, chiều rộng hạt [43]. Gần đây, Ma và cộng sự tiến hành 

một nghiên cứu GWAS liên quan đến kích thước hạt, trên 270 giống lúa, sử 

dụng 996722 SNP bao phủ trên toàn hệ gen, xác định được tương ứng 5 và 4 

lô-cut có liên kết chặt với chiều dài và chiều rộng hạt, từ đây các nhà khoa 

học đã phát hiện gen OsSNB tham gia điều hòa âm tính đối với tính trạng kích 

thước hạt [74]. Đặc biệt, bằng việc sử dụng hơn 700000 SNP trên một tập 

đoàn 242 giống lúa nhiệt đới, Crowell và cộng sự đã phát hiện hai vùng QTL 

trên nhiễm sắc thể số 3 và 8 liên kết chặt với số lượng nhánh cấp một; một 

vùng trình tự trên nhiễm sắc thể số 9 cùng tác động đến chiều dài lóng và 

chiều dài nhánh cấp một; xác định được một vùng QTL trên nhiễm sắc thể 11 

liên kết với chiều dài trục và chiều dài bông, đồng thời tìm kiếm thêm được 

nhiều vùng QTL khác có ảnh hưởng đến các tính trạng khác của cấu trúc bông 

[34]. Một nghiên cứu khác sử dụng hơn 300 giống lúa trên khắp thế giới, kết 

hợp với bộ chỉ thị phân tử hơn 44000 SNP, xác định được bảy QTL liên kết 

với số lượng nhánh cấp một, năm QTL liên kết với chiều dài bông, mười QTL 

liên kết với chiều dài hạt, trong số đó có một vùng QTL liên kết với số lượng 

nhánh cấp một có sự thống nhất giữa hai môi trường canh tác khác nhau [118]. 

Bên cạnh các tính trạng năng suất, tăng cường tính kháng ở lúa cũng là 

một thách thức lớn đối với các nhà chọn giống. Một nhóm các nhà khoa học 

Thái Lan thực hiện nghiên cứu GWAS trên quần thể 104 giống bản địa Thái 

Lan, với hơn 110000 SNP, xác định được bốn vùng QTL lớn có liên kết với tính 

trạng kháng mặn nằm trên các nhiễm sắc thể số 8, 12, 1 và 2 [64]. Gần đây, một 

nghiên cứu GWAS được tiến hành trên gần 200 giống bản địa Việt Nam, xác 

định được 17 QTL khác nhau liên kết với các đặc tính chịu hạn của lúa như hàm 

lượng nước tương đối, điểm nhạy cảm hạn, khả năng phục hồi sau stress… trong 

đó có 9 QTL biểu hiện sự liên kết với hai hay nhiều tính trạng [48].  
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Công bố gần đây nhất của Bai và cộng sự (2021) [16] cũng đã thực 

hiện nghiên cứu GWAS đối với ba tính trạng liên quan đến cấu trúc bông lúa 

(chiều dài bông - PL, số gié cấp một/bông - PBN, số gié cấp hai/bông - SBN) 

trên 340 giống lúa Japonica và Indica nằm trong dự án giải trình tự 3000 

genom lúa có nguồn gốc từ 48 quốc gia thuộc Châu Á, Châu Âu, Châu Phi, 

Autralia, Bắc và Nam Phi. Kết quả phân tích với 1087 SNP đã xác định được 

129 QTL riêng lẻ (trong đó 115 QTL quy định tính trạng PL, 12 QTL quy 

định PBN và 2 QTL quy định SBN). Trong đó có 11 QTL thuộc nhóm 

Japonica (7 QTL quy định PL, 1 QTL quy định PBN và 3 QTL quy định 

SBN); 21 QTL thuộc nhóm Indica (6 QTL quy định PL, 6 QTL quy định 

PBN và 9 QTL quy định SBN). Chỉ 5 QTL (qPL3-14/qPBN3-1, qPL5-

3/qPBN5-1, qPL5-16/qPBN5-2, qPL6-1/qPBN6-1, qPL11-3/qSBN11-1) quy 

định nhiều hơn một tính trạng và không có QTL nào cùng quy định với hai 

tính trạng PBN và SBN, 

Tại Việt Nam, trong vài năm qua, một số nghiên cứu GWAS đã được 

tiến hành phân tích cho một loạt đặc điểm nông học ở lúa [48]. Trong dự án 

hợp tác Việt - Pháp, Phùng Phương Nhung và cộng sự đã xây dựng một quần 

thể các giống lúa bản địa đại diện cho các hệ sinh thái canh tác đa dạng ở Việt 

Nam gồm 182 giống lúa (115 Indica và 64 Japonica) được phân tích với gần 

30000 SNP bằng kỹ thuật GBS (Genotyping By Sequencing) tạo tiền đề cho 

các nghiên cứu GWAS đối với các tính trạng cấu trúc rễ, cấu trúc bông…. 

Năm 2014, Phùng và cộng sự đã tiến hành phân tích GWAS trên các tính 

trạng liên quan đến cấu trúc bộ rễ (chiều dài rễ, trọng lượng rễ, độ dày rễ, số 

lượng rễ bên…), kết quả đã tìm ra hai QTL quan trọng và một số gen tiềm 

năng trên NST số 2 và số 11 ảnh hưởng đến tính trạng đường kính rễ và số 

lượng rễ bên [88], [89]. 
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Tạ Kim Nhung và cộng sự (2018) đã tiến hành nghiên cứu GWAS các 

tính trạng liện quan đến cấu trúc bông của tập đoàn 159 giống lúa bản địa Việt 

Nam và đã xác định được 29 QTL ổn định có liên kết với bảy tính trạng liên 

quan cấu trúc bông, trong đó 6 QTLs quy định số hạt/bông, 9 QTLs quy định 

số gié/bông, 17 QTLs quy định các tính trạng chiều dài bông. Quan trọng hơn 

nghiên cứu này tìm ra sự có mặt của một vài vùng QTL mới liên kết với tính 

trạng số hạt/bông, số gié cấp hai và số gié cấp ba ở bông lúa. Đặc biệt nghiên 

cứu đã xác định được hai vùng QTL (QTL6 và QTL9) nằm trên nhiễm sắc thể 

số 2 cùng liên kết với hai tính trạng số hạt/bông và số gié cấp hai/bông. Tuy 

nhiên QTL6 chỉ chứa 1 SNP, QTL9 chứa 9 SNP bao phủ một vùng tương đối 

lớn trên nhiễm sắc thể số 2. Kết quả phân tích LD cũng chỉ ra đây là một vùng 

chứa nhiều SNP liên kết chặt chẽ với nhau. Hai QTLs khác là QTL14 và QTL19 

cùng quy định cho tính trạng RL, PbinL và PBN, PBL. Không có QTLs nào 

cùng quy định cho PBL và SBL cũng như PBN và SBN [102]. Những kết quả 

này cung cấp nguồn dữ liệu giá trị cho các nghiên cứu di truyền ở lúa cũng như 

các chỉ thị phân tử có thể dùng trong chọn tạo lúa [51], [127]. 

1.11. Haplotype và phƣơng pháp phân tích haplotype 

Haplotype là sự kết hợp của các alen cho các dạng đa hình khác nhau 

(như SNP, chèn/xóa và các dấu hiệu hoặc biến thể khác) có trên cùng một 

nhiễm sắc thể, được di truyền cùng nhau, với sự mất cân bằng di truyền  liên 

kết mạnh mẽ (LD) giữa chúng [99].  

Trong quá trình tiến hóa của các loài cây trồng quan trọng như lúa, ngô, 

lúa mì... việc chọn lọc các gen/ alen quy định kiểu hình mong muốn cho tính 

trạng quan tâm là yếu tố chính dẫn đến việc hình thành các dấu hiệu của chọn 

lọc [91]. Các dấu hiệu của chọn lọc (còn được gọi là khối haplotype bảo tồn 

và quét chọn lọc) có nhiều gen, được quy định cùng nhau bởi nhiều gen điều 

hòa. Mối tương quan giữa các tính trạng khác nhau được phản ánh từ các dấu 
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hiệu chọn lọc là do mối liên kết giữa các gen hoặc do hiệu ứng đa hướng của 

các gen giống nhau. Do đó, các nhà chọn tạo giống cây trồng thường nhắm 

mục tiêu vào các vùng gen này để làm sáng tỏ ảnh hưởng của chúng đối với 

các tính trạng quan tâm. Bên cạnh đó, việc tích hợp bộ gen để xác định các tái 

tổ hợp được tạo ra bằng cách lai giữa các cặp bố mẹ tương phản sẽ hỗ trợ rất 

nhiều trong việc giải quyết sự phức tạp của các tính trạng số lượng [55]. 

Do sự sẵn có của dữ liệu giải trình tự từ số lượng lớn các cá thể cho 

một loài cây trồng nhất định, nên việc xác định haplotype đã trở nên dễ dàng 

hơn. Bằng cách sử dụng toàn bộ dữ liệu giải trình tự bộ gen, Bevan và các 

cộng sự (2017) đã xác định khái niệm về tập hợp haplotype. Cùng với dữ liệu 

kiểu hình của dòng mầm/dòng giống, có thể đánh giá và xác nhận các ảnh 

hưởng kiểu hình của các kiểu đơn bội 'thành phần' [25]. Dựa trên tiền đề này, 

và bằng cách sử dụng bộ dữ liệu giải mã lại toàn bộ bộ gen quy mô lớn kết 

hợp với phân tích kiểu hình haplotype, Abbai và các cộng sự (2019) đã xác 

định được các haplotype hữu ích cho việc nhân giống lúa trong tương lai [9] 

và Sinha và các cộng sự đã làm theo cách tiếp cận tương tự ở cây đậu triều 

(Pigeon pea) [98]. Dữ liệu SNP mật độ cao được tạo ra từ nhiều kiểu gen 

thông qua các phương pháp tiếp cận dựa trên NGS hoặc dựa trên mảng đã 

được sử dụng để phát triển các dạng đơn bội ở nhiều loài thực vật. Các đơn 

bội này cũng đã được sử dụng cho các ứng dụng khác nhau trong nghiên cứu 

và nhân giống ở các loài cây trồng khác nhau. 
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CHƢƠNG II 

 VẬT LIỆU, NỘI DUNG VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu và các thiết bị trong nghiên cứu 

2.1.1. Vật liệu nghiên cứu 

- Bộ dữ liệu phân tích hình thái cấu trúc bông và các tính trạng liên 

quan đến năng suất lúa của tập đoàn 155 giống lúa bản địa Việt Nam được kế 

thừa từ kết quả nghiên cứu GWAS của nhóm Khổng Ngân Giang, Tạ Kim 

Nhung và các cộng sự năm 2014 - 2015 (công bố năm 2018) phục vụ phân 

tích, chọn lọc các giống lúa bố mẹ để lai tạo quần thể F1 [102]. 

- Bốn giống lúa bản địa Việt Nam (cung cấp bởi Trung tâm Tài nguyên 

thực vật) làm vật liệu lai tạo, được chọn lọc từ tập đoàn 155 giống lúa trên, 

thuộc hai haplotype của QTL9, có kiểu hình tương phản về cấu trúc bông. 

Haplotype 1 gồm hai giống Sớm Giai Hưng Yên (G6), Ỏn (G19), có cấu trúc 

bông nhỏ, chứa 9 SNPs (gagagcgaa) sử dụng làm giống mẹ. Haplotype 2 gồm 

hai giống Khẩu Nam Rinh (G189), Blé Blâu Cho (G205) có cấu trúc bông to, 

chứa 9 SNPs (atataaatt) sử dụng làm giống bố. Thông tin chi tiết về các giống 

được trình bày trong bảng 2.1.  

- 12 cặp mồi SSR (Microsatellite Marker) đã được công bố cho sự đa 

hình giữa các giống lúa, nằm trên các nhiễm sắc thể khác nhau được sử dụng 

để chọn lọc các cây F1 (Bảng 2.2)  

- Trình tự gen giống lúa tham chiếu Nipponbarre [58], [77]. 

2.1.2. Thiết bị sử dụng trong nghiên cứu 

Các thiết bị máy móc sử dụng trong sinh học phân tử: Máy điện di, máy 

đo nồng độ DNA Nanodrop 8000, hệ thống điện di mao quản Qiaxcel, máy 

PCR, máy ly tâm, buồng soi gel UV (Uvltec, Cambridge) phần mềm Fire 

Reader, máy cắt DNA siêu âm tập trung, máy giải trình tự thế hệ mới Illumina 
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Miseq en pair end (2x250), máy điện di Fragment Analyser...và các loại hóa 

chất chuyên dụng sử dụng trong tách chiết DNA, chạy phản ứng PCR. 

Bảng 2.1. Một số chỉ số về cấu trúc bông và năng suất của các giống lúa 

sử dụng làm bố mẹ để tạo các quần thể lai F1 

(Tại Trung tâm Tài nguyên Di truyền thực vật vụ mùa 2014 và Trạm Nghiên 

cứu Nông nghiệp Văn Giang vụ mùa năm 2015) 

Tên 

giống 

Địa 

điểm 

thu 

thập 

Năm 

Chiều 

dài 

bông 

(cm) 

Số 

gié 

cấp 

1/ 

bông 

Chiều 

dài gié 

cấp 1 

(cm) 

Khoảng 

cách 

giữa các 

gié cấp 1 

(cm) 

Số 

gié 

cấp 

2/ 

bông 

(gié) 

Chiều 

dài 

gié 

cấp 2 

(cm) 

Khoảng 

cách 

giữa các 

gié cấp 

2 (cm) 

Số 

gié 

cấp 

3/ 

bông 

(gié) 

Số hạt/ 

bông 

(hạt) 

Thời 

gian 

ra hoa 

(ngày) 

G6 

Không 

xác 

định 

2014 18,21 11,22 11,88 1,81 23,67 2,93 1,12 0,06 130,22 96,5 

G19 
Hà 

Nội 
2014 19,61 11,39 12,10 1,90 24,22 2,58 1,16 0,0 133,94 95,5 

G189 
Điện 

Biên 
2014 20,41 11,83 14,29 1,91 48,67 3,30 0,72 0,44 250,50 94,5 

G205 
Sơn 

La 
2014 22,09 11,78 14,58 2,05 44,44 3,15 0,99 0,0 220,33 99,0 

G6 

Không 

xác 

định 

2015 25,04 13,61 16,38 2,03 34,83 4,01 1,40 0,06 187,33 101,0 

G19 
Hà 

Nội 
2015 27,58 13,83 17,02 2,18 31,11 3,53 1,69 0,44 176,83 100,5 

G189 
Điện 

Biên 
2015 29,85 12,72 20,59 2,57 45,22 4,76 1,19 0,89 228,22 79,0 

G205 
Sơn 

La 
2015 28,97 13,33 18,30 2,35 47,39 3,97 1,38 0,50 244,22 108,0 
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Bảng 2.2. Danh sách 12 chỉ thị phân tử SSR sử dụng để chọn lọc cây F1 

Tên chỉ 

thị 
Số hiệu NST 

Trình tự 

lặp 

Kích cỡ 

(bp) 
Trình tự mồi Tác giả 

RM151 L37528 1 (TA)23 205 - 317 
F-ggctgctcatcagctgcatgcg  

R-tcggcagtggtagagtttgatctgc 

Temnykh và cộng sự, 

2000  

Akagi và cộng sự, 

1996  

RM180 D63901 7 (ATT)10 107 - 204 
F-ctacatcggcttaggtgtagcaacacg 

R-acttgctctacttgtggtgagggactg 

Temnykh và cộng sự, 

2000 

RM204 AF344025 6 (CT)44 106 - 194 
F-gtgactgacttggtcataggg 

R-gctagccatgctctcgtacc 

Chen và cộng sự, 

1997 

RM289 AF344115 5 
G11(GA) 

16 
88 - 180 

F-ttccatggcacacaagcc 

R-ctgtgcacgaacttccaaag 

Temnykh và cộng sự, 

2000 

RM320 AF344145 7 
(AT)11GT

AT(GT)13 
153 - 254 

F-caacgtgatcgaggatagatc 

R-ggatttgcttaccacagctc 

Temnykh và cộng sự, 

2000  

RM400 AQ051253 6 (ATA)63 195 - 321 
F-acaccaggctacccaaactc 

R-cggagagatctgacatgtgg 

Temnykh và cộng sự, 

2001 

RM410 AQ156440 9 (TA)13 173 - 269 
F-gctcaacgtttcgttcctg 

R-gaagatgcgtaaagtgaacgg 

Temnykh và cộng sự, 

2001 

RM491 AQ510175 12 (AT)14 263 - 400 
F-acatgatgcgtagcgagttg 

R-ctctcccttcccaattcctc 

Temnykh và cộng sự, 

2001 

RM532 AQ843286 3 (CA)9 166 - 180 
F-tctataatgtagcccccccc 

R-tttcaggggcttctaccaac 

Temnykh và cộng sự, 

2001 

RM535 AQ857127 2 (AG)11 138 - 410 
F-actacatacacggcccttgc 

R-ctacgtggacaccgtcacac 

Temnykh và cộng sự, 

2001 

RM577 AP000816 1 
(TA)9(CA)

8 
191 - 270 

F-gctttccctctaacccctct 

R-ggatgtaccgctgacatgaa 

Temnykh và cộng sự, 

2001  

McCouch và cộng sự, 

2008 

RM592 AC016779 5 (ATT)20 210 - 400 
F-tctttggtatgaggaacacc 

R-agagatccggtttgttgtaa 

Temnykh và cộng sự, 

2001 

Ghi chú: NST: Nhiễm sắc thể 
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2.2. Địa điểm và thời gian nghiên cứu 

- Địa điểm thực hiện: 

+ Thí nghiệm phân tích, đánh giá kiểu gen QTL9 các quần thể F1, F2, F3 

thực hiện tại Viện Di truyền Nông nghiệp (phường Cổ Nhuế 1, quận Bắc Từ 

Liêm, thành phố Hà Nội);  

+ Thí nghiệm chụp gen kết hợp giải trình tự Illumina và phân tích dữ 

liệu SNP, phát triển chỉ thị phân tử CAPS thực hiện tại Viện Nghiên cứu và 

phát triển IRD - Pháp;  

+ Thí nghiệm đánh giá kiểu hình thực hiện ngoài đồng ruộng tại xã 

Đông La, huyện Hoài Đức, thành phố Hà Nội. 

- Thời gian thực hiện luận án: Từ năm 2017 đến năm 2020. 

2.3. Nội dung nghiên cứu 

2.3.1. Nội dung 1: Chọn lọc các cặp lai bố mẹ và lai tạo quần thể F1 

2.3.1.1. Phân tích haplotype vùng QTL9 của tập đoàn lúa sử dụng trong 

nghiên cứu GWAS, chọn lọc các giống lúa bố mẹ làm vật liệu lai tạo  

2.3.1.2. Tạo quần thể lai F1 và chọn lọc cây F1 bằng chỉ thị phân tử SSR 

2.3.2. Nội dung 2: Phát triển chỉ thị phân tử CAPS để chọn lọc các cây F2 

mang QTL9 đồng hợp thuộc hai haplotype bố hoặc mẹ 

2.3.2.1. Xác định các SNPs trong vùng QTL9 của hai giống bố mẹ để phát 

triển chỉ thị phân tử CAPS 

2.3.2.2. Phát triển chỉ thị phân tử CAPS 

2.3.3. Nội dung 3: Chọn lọc các cây F2 mang QTL9 đồng hợp thuộc hai 

haplotype bố hoặc mẹ bằng chỉ thị phân tử CAPS 

2.3.3.1. Xác định chỉ thị phân tử CAPS cho đa hình giữa hai giống lúa bố mẹ 

2.3.3.2. Chọn lọc các cây F2 đồng hợp tử mang QTL9 của bố hoặc mẹ bằng 

chỉ thị phân tử CAPS 
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2.3.4. Nội dung 4: Phân tích kiểu hình cấu trúc bông của hai quần thể F3 

thuộc hai haplotype bố hoặc mẹ  

Sơ đồ tóm tắt các nội dung nghiên cứu thể hiện trong hình 2.1 

 

Hình 2.1. Sơ đồ lai và chọn lọc MAS để đánh giá vai trò của QTL9 liên 

quan đến cấu trúc bông lúa 

2.4. Phƣơng pháp nghiên cứu 

2.4.1. Phân tích haplotype vùng QTL9 của tập đoàn lúa sử dụng trong 

nghiên cứu GWAS và xác định các giống lúa bố mẹ để tạo quần thể lai F1 

Kế thừa kết quả phân tích hình thái cấu trúc bông và các tính trạng liên 

quan đến năng suất lúa của tập đoàn 155 giống lúa bản địa Việt Nam nằm 

trong nghiên cứu GWAS của nhóm Khổng Ngân Giang, Tạ Kim Nhung và 

các cộng sự năm 2014 - 2015 [102]. Tiến hành phân tích haplotype sử dụng 

các gói công cụ trong phần mềm R (R software) theo Morandat và các cộng 
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sự (2012) [80].  

Số lượng haplotypes trên tập đoàn lúa bản địa Việt Nam được tính toán 

bằng cách sử dụng gói haplotypes và lệnh R ngắn theo Aktas (2020) [11], sử 

dụng các chức năng trong gói pegas theo Paradis (2010) [84] để tính khoảng 

cách giữa các haplotype và xây dựng mạng lưới haplotype bằng cách chia các 

màu khác nhau. 

Từ đó chọn lọc các giống thuộc hai haplotype có các tiêu chí sau: 

- Đa hình về 9 SNP (gagagcgaa/atataaatt) nằm trong vùng QTL9 

- Có kiểu hình cấu trúc bông khác biệt về số gié cấp hai/bông và số 

hạt/bông 

- Thuộc cùng nhóm (Indica hoặc Japonica) 

- Thời gian sinh trưởng gần nhau. 

2.4.2. Phương pháp tạo các quần thể lai   

Quần thể F1 được lai tạo bằng phương pháp lai truyền thống và tự thụ 

các cá thể F1, F2 để tạo quần thể F2, F3. 

Các giống lúa được chọn làm bố mẹ để lai tạo quần thể F1 sẽ được gieo 

trồng tại nhà lưới Viện Di truyền Nông nghiệp, mỗi giống 5 cây, trồng thành 

3 đợt, mỗi đợt cách nhau 1 tuần. Cây được trồng trong xô nhựa có dung tích 5 

lít chứa 50% đất thịt + 50% giá thể chuyên dùng trồng lúa. Các giống có thời 

gian sinh trưởng dài ngày hơn được trồng sớm hơn 1 - 2 tuần so với giống có 

thời gian sinh trưởng ngắn hơn. Sau 2 tháng gieo trồng tiến hành xử lý quang 

chu kỳ để điều khiển ra hoa: 9 giờ chiếu sáng trong ngày (từ 8 giờ sáng đến 

17 giờ chiều) và 15 giờ trong buồng tối, lặp lại hàng ngày cho đến khi cây lúa 

trổ bông. 

Mô tả cách lai lúa để tạo hạt F1: 
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Lúa có đòng lớn đến giai đoạn trỗ bông. Khi bông lúa thoát ra khỏi sự 

bao bọc của lá và dần tách rời lá dinh dưỡng để hở cổ bông cùng với trên đỉnh 

bông có một số hoa đã bắt đầu bung phấn là thời điểm thích hợp nhất để lai. 

- Dùng tay tách nhẹ nhàng bông lúa và lá gần nhất, cắt bớt 2/5 lá này 

- Dùng kéo cắt bớt các nhánh non từ cổ bông lên và các nhánh có hoa đã 

bung phấn làm sao để chỉ giữ lại 3/5 số hoa trên bông là những hoa đã chín. 

- Cắt chóp hoa cây mẹ dùng mũi kéo loại bỏ toàn bộ hạt phấn (5 hạt).  

- Rũ bông của cây bố bên trên vị trí bông của cây mẹ đã loại hạt phấn 

để cho túi nhị của cây bố rơi vào hoa đã loại nhị của cây mẹ. 

- Chụp bông lúa của cây mẹ bằng bao giấy. 

- Sau 4 đến 5 ngày thì nhìn rõ hạt F1 phát triển. 

- Khi thấy rõ hạt F1 bỏ chụp cho bông phát triển bình thường.  

2.4.3. Chọn lọc cây F1 bằng chỉ thị phân tử SSR 

2.4.3.1. Thu thập mẫu và tách chiết DNA 

Thu mẫu lá non 20 ngày tuổi (lấy lá thứ 2 từ trên xuống) của 20 cây F1 

của mỗi cặp lai. Tách chiết DNA theo phương pháp sử dụng CTAB của Doyle 

có cải tiến (1991) [40]. Đo nồng độ và kiểm tra độ tinh sạch của DNA bằng 

máy Nanodrop 8000. Kiểm tra chất lượng DNA bằng cách điện di trên gel 

Agarose 1% (100 V; 0,5 × TBE, 30 phút), sử dụng thang chuẩn DNA Gene 

Ruler 1kb (#SM1163, Fermentas).  

2.4.3.2. Phản ứng PCR với các cặp mồi SSR 

Phản ứng PCR được thực hiện trong thể tích 20 µl, gồm: 20 ng DNA; 

0,1 mM dNTPs (#R0182, Fermentas); 0,1 µM mồi SSR xuôi và ngược (bảng 

2.2); 2 µl 10X Dream Taq Buffer (#R0971, Fermentas); 0,2 µl Dream Taq 

DNA polymerase 5u/µl (#EP0702, Fermentas) và nước Milli Q khử trùng.  

Chu trình nhiệt: 95°C trong 5 phút, 30 chu kỳ; 95°C trong 30 giây, 

65°C trong 30 giây (nhiệt độ gắn mồi), 72°C trong 30 giây và giữ 5 phút ở 
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72°C. Sản phẩm PCR được kiểm tra bằng điện di trên gel agarose 2,5% rồi 

được soi trong buồng UV (Uvltec, Cambridge), phần mềm Fire Reader. Các 

thí nghiệm điện di sử dụng thang chuẩn DNA Low Gene Ruler 100 bp 

(#SM1163, Fermentas). 

2.4.4. Xác định các SNPs trong vùng QTL9 ở các giống bố mẹ bằng 

phương pháp chụp gen (Gene capture) kết hợp với giải trình tự thế hệ mới 

Sử dụng công nghệ chụp gen kết hợp với giải trình tự Illumina, bao gồm 

các bước sau:  

Bước 1: Xây dựng thư viện mẫu dò RNA biotin hóa bao phủ vùng 

QTL9;  

Bước 2: Xây dựng thư viện mẫu DNA;  

Bước 3: Lai mẫu dò và DNA vùng mục tiêu;  

Bước 4: Giải trình tự vùng QTL9 bằng hệ thống giải trình tự thế hệ mới 

Illumina;  

Bước 5: Phân tích và sàng lọc dữ liệu, xác định các SNPs nằm trong vị 

trí cắt của enzyme giới hạn để xây dựng chỉ thị phân tử CAPS. 

2.4.4.1. Bước 1: Xây dựng thư viện mẫu dò RNA biotin hóa bao phủ vùng 

QTL9 

Vùng QTL9 chứa 137 gen, mẫu dò được thiết kế bao phủ toàn bộ 137 

gen, kể cả vùng promoter (1000 pb trước mã mở đầu) và vùng 3’ prime (500 

pb sau mã kết thúc). Mẫu dò được thiết kế bằng phần mềm Mycroarray và sử 

dụng trình tự của giống lúa tham chiếu Nipponbare. Mỗi đoạn mẫu dò có 

chiều dài 80 pb, trong đó 40 pb trùng với mẫu dò kế tiếp. Các trình tự mẫu dò 

sau khi thiết kế xong, được tổng hợp bởi công ty DNAid (Pháp) tạo thành một 

thư viện các sợi DNA oligonucleotit. Các sợi đơn DNA sau đó được phiên mã 

«in vitro» thành RNA và được biotin hóa.  
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2.4.4.2. Bước 2: Xây dựng thư viện mẫu DNA 

Sử dụng 1µg DNA tổng số của mỗi giống lúa được cắt thành những 

mảnh nhỏ DNA có độ dài trung bình khoảng 350 bp bằng máy cắt siêu âm tập 

trung. Độ dài các mảnh DNA được kiểm tra bằng máy điện di Fragment 

Analyser. DNA được tinh sạch bằng các hạt từ tính Agencourt AMPure XP 

SPRI (Beckman Coulter, Úc), tiếp theo là sửa chữa kết thúc và cắt đuôi A, sau 

đó được gắn với adaptator và index có trình tự đặc thù của Illumina p5 

(CACTGC) và p7 (GCGCTA) (IDT × Gen Custom Blocking Oligos). Phản 

ứng PCR được thực hiện để làm giàu các đoạn DNA mục tiêu, sử dụng cặp 

mồi đặc hiệu của Illumina. Để kiểm tra chất lượng của quá trình làm giàu mục 

tiêu, phản ứng qPCR được thực hiện với cặp mồi đặc hiệu cho mỗi vùng mục 

tiêu. Cuối cùng tất cả các mẫu DNA mục tiêu được gộp chung lại với nhau để 

phục vụ việc giải trình tự. 

2.4.4.3. Bước 3: Lai mẫu dò và DNA vùng mục tiêu 

Quá trình lai mẫu dò và DNA vùng mục tiêu được thực hiện bằng cách 

sử dụng bộ kit homemade của hãng DNAid, theo phương pháp « MYBAITs » 

phiên bản 2 của MYcroarray (“MyBaits - Hyb Capture Kits”) [82] (hình 2.2) 

bao gồm 5 bước: 

 (1) Biến tính DNA mục tiêu: các mẫu DNA được biến tính ở 95°C 

trong 5 phút để giãn mạch, tạo thành các DNA mạch đơn. 

 (2) Lai mẫu dò với DNA mục tiêu: Các mẫu dò RNA biotin hóa được 

lai với DNA mục tiêu mạch đơn trong dung dịch lai, ở 65°C trong 36 giờ. 

 (3) Hỗn hợp lai mẫu và đầu dò được gắn vào các hạt từ tính 

streptavidin. 

 (4) Thu hồi các đoạn DNA mục tiêu: Các phức lai DNA - RNA sau 

đó được giữ lại sau khi loại bỏ các đoạn DNA không phải là mục tiêu, tách 

khỏi đầu dò và được làm giàu. 
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 (5) Nhân lên: Các đoạn DNA được nhân lên bằng PCR và sau đó 

được giải trình tự. 

Giãn mạch DNA

Chuẩn bị thư viện mẫu DNA

Lai mẫu dò

Gắn Biotin vào mẫu dò

Bắt giữ DNA mục tiêu

Bi phủ streptavidin

Bằng bi

Thu hồi DNA mục tiêu

Với DNA mục tiêu

Nhân lên

Giải trình tự
 

Hình 2.2. Quá trình lai mẫu dò và DNA vùng mục tiêu (theo MyBaits V2 

của MYcroarray) 

2.4.4.4. Bước 4: Giải trình tự thư viện mẫu 

Giải trình tự của thư viện mẫu được thực hiện trên một làn của máy giải 

trình tự thế hệ mới Illumina Miseq en pair end (2x250) 

2.4.4.5. Bước 5: Phân tích và sàng lọc dữ liệu, xác định các SNPs nằm trong 

vị trí cắt của enzyme giới hạn để xây dựng chỉ thị phân tử CAPS. 

*Gọi biến thể: Dữ liệu trình tự đọc thô được đánh giá, kiểm tra chất 

lượng và nhận diện các lỗi trong dữ liệu bằng công cụ FastqC. Sau đó dữ liệu 

sẽ được gióng hàng với bộ gen tham chiếu và loại bỏ vị trí phân tử trùng lặp, 

sử dụng phần mềm BWA mem. Kết quả gióng hàng dữ liệu sẽ được sàng lọc 

bằng phần mềm SAMtools để đảm bảo các đoạn trình tự đọc đã được gióng 

Biến tính DNA 
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hàng chính xác với bộ gen tham chiếu và loại bỏ những sai sót. Các biến thể 

(SNPs, INDELs) sẽ được phát hiện bằng công cụ Haplotypecaller (hình 2.3) 

Dữ liệu trình tự đọc thô

Kiểm tra chất lương, loại bỏ

dữ liệu lỗi

FastqC

Gióng hàng với trình tự tham

chiếu

(BWA mem)

Sàng lọc biến thể

(SAMTools)

Gọi biến thể

(HaplotypeCaller)

Biến thể

 

Hình 2.3. Các bƣớc gọi biến thể sử dụng TOGGLe 

* Sàng lọc biến thể: Các dữ liệu đọc thô được ánh xạ với trình tự bộ gen 

tham chiếu theo Kawahara và cộng sự (2013) [58] và được xử lý để chọn lọc 

ra các biến thể bằng công cụ TOGGLe theo Monat và cộng sự (2015) [79] 

(hình 2.3). Sau đó được lọc để lựa chọn SNPs đồng hợp và loại bỏ SNPs dị 

hợp và trùng lặp. Quá trình lọc được thực hiện bằng cách sử dụng VCFtools 

0.1.16 theo Danecek và cộng sự  (2011) [35], SAMtools 1.9  theo Li và cộng sự 

(2009) [66] và GATK 4.0.0.0 theo DePristo và cộng sự (2011) [36], Van der 

Auwera và cộng sự (2013) [110]. Các SNPs chất lượng và biallelic được giữ lại 

cho các phân tích tiếp theo. Tiêu chí lọc chi tiết được mô tả trong hình 2.4. 
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Số biến thể (SNPs, INDELs)

Số biến thể (SNPs, INDELs)

Số biến thể (SNPs, INDELs)

Số biến thể (SNPs, INDELs)

Số biến thể (SNPs, INDELs)

GATK

BCFtools

Cluster > 4 per 10 bP

QUAL < 200

MQ0 > 4 & MQ0/DP > 0.1

Chèn/xóa, SNPs đa alen

VCFtools

minalcov = 3

dpmin = 5, 

dpmax = 3000

Missing = 3

VCFtools
Các mẫu với dữ liệu thiếu > 

5 %

VCFtools Biến thể dị hợp và giá trị

thiếu

 

Hình 2.4. Các bƣớc sàng lọc biến thể và các tiêu chí sàng lọc tƣơng ứng 

với từng bƣớc  

(Các công cụ sàng lọc trong hộp màu trắng, tiêu chí sang lọc màu ghi) 

Sàng lọc biến thể được thực hiện theo các tiêu chí sau: 

-    Số lần đọc tối thiểu để gắn 1 biến thể dị hợp vào một giống (-minalcov = 3). 

- Độ sâu tối thiểu (5 lần đọc) và độ sâu tối đa (3000 lần đọc) được phép 

để gắn một kiểu gen cho một mẫu (dpmin 5, dpmax 3000) 

- Số lượng mẫu tối đa chứa một kiểu gen bị thiếu (mising = 3) 

* Chú giải biến thể: Việc chú giải biến thể được thực hiện bằng phần 

mềm SnpE. Các bước chú giải biến thể và chuyển hóa các file được thực hiện 

bằng công cụ Galaxy của plateforme Southgreen, sử dụng SNiPlay3, một ứng 

dụng trực tuyến để khám phá và phân tích quy mô lớn về các biến thể gen 

theo Dereeper và cộng sự (2011) [37]. 



48 

 

 

2.4.5. Phát triển chỉ thị phân tử CAPS 

* Nguyên tắc của chỉ thị CAPS: là dựa vào sự đa hình của SNP trong 

vùng trình tự cắt của enzyme giới hạn giữa các cá thể khác nhau. Ở những cá 

thể xảy ra đột biến trong vị trí cắt của enzyme giới hạn (thường là SNPs) thì 

enzyme sẽ không nhận ra để cắt. Từ đó, mồi được thiết kế để nhân đoạn DNA 

chứa vị trí cắt của enzyme giới hạn. Sản phẩm PCR sau đó được cắt bởi 

enzyme giới hạn sẽ cho các đoạn DNA có chiều dài khác nhau giữa giống có 

đột biến trong vị trí cắt của enzyme giới hạn (chỉ có 1 đoạn DNA dài vì 

enzyme không cắt sản phẩm PCR) và giống không có đột biến (sản phẩm 

PCR được cắt thành 2 mảnh DNA ngắn hơn). Đa hình của sản phẩm cắt bằng 

enzyme giới hạn dễ dàng quan sát được trên gel agarose cho phép phân biệt 

các giống khác nhau. Tính di truyền đồng trội của CAPS là một trong những 

đặc tính quan trọng nhất của loại chỉ thị này dẫn đến cả cá thể đồng hợp tử và 

dị hợp tử có thể dễ dàng phân biệt được. 

* Các bước phát triển chỉ thị phân tử CAPS như sau: 

- Thiết kế mồi để nhân đoạn DNA chứa SNPs sao cho sản phẩm PCR 

khi bị cắt bởi enzyme giới hạn sẽ thành 2 mảnh có chiều dài khác nhau, phân 

biệt được trên gel agarose. Các mồi thiết kế dựa trên trình tự của giống 

Nipponbarre trên trang MSU Rice Genome Annotation (Osa1) Release 7 

(http://rice.plantbiology.msu.edu), sử dụng phần mềm Primer3 plus 

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

- Thử nghiệm độ đặc hiệu của mồi và sự đa hình của CAPS ở các giống 

khác nhau bằng phản ứng PCR và cắt enzyme giới hạn, sau đó điện di sản 

phẩm cắt trên gel agarose. 

 

 

http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
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2.4.6. Chọn lọc các cây F2 mang QTL9 đồng hợp thuộc hai haplotype bố 

hoặc mẹ bằng chỉ thị phân tử CAPS 

2.4.6.1. Tách chiết DNA: DNA tổng số được tách chiết từ mẫu lá lúa 20 - 25 

ngày tuổi theo phương pháp CTAB của Doyle (1991) có cải tiến [40] như 

trình bày ở trên. 

2.4.6.2. Phản ứng PCR với cặp mồi CAPS 

- Phản ứng PCR được thực hiện trong thể tích 10 µl, gồm: 1,25 µl DNA 

20 ng; 0,2 µl dNTPs 10X (#R0182, Fermentas); 0,5 µl mồi CAPS xuôi và 

ngược; 0,8 µl MgCl2; 2 µl GoTaq Buffer 10X (#R0971, Fermentas); 0,05 µl 

GoTaq DNA polymerase 5u/µl (#EP0702, Fermentas) và 5,2 µl nước Milli Q 

khử trùng.  

- Chu trình nhiệt: 95°C trong 2 phút, 35 chu kỳ, 95°C trong 30 giây, 

57°C trong 30 giây (nhiệt độ gắn mồi), 72°C trong 1 phút và giữ 7 phút ở 

72°C. Sản phẩm PCR được kiểm tra bằng điện di trên gel agarose 2,5% rồi 

được soi trong buồng UV (Uvltec, Cambridge), phần mềm Fire Reader. Các 

thí nghiệm điện di sử dụng thang chuẩn DNA Low Gene Ruler 100 bp 

(#SM1163, Fermentas). 

2.4.6.3. Cắt sản phẩm PCR bằng enzyme giới hạn tương ứng 

Các phản ứng cắt sản phẩm PCR bằng enzyme giới hạn được thực hiện với 

các kít của hãng Thermo Fisher Scientific bao gồm enzyme và dung dịch đệm 

thích hợp theo hướng dẫn của nhà sản xuất, mỗi phản ứng được thực hiện trong 

thể tích 20 µl bao gồm DNA, enzyme giới hạn và dung môi. Các phản ứng cắt 

trong đề tài này sử dụng các enzyme EcoRI, BamHI, SalI, DraI hoạt động tối ưu ở 

37°C. Hỗn hợp phản ứng được ủ ở 37°C qua đêm, sau đó được kiểm tra bằng cách 

điện di trên gel agarose 2% (hình 2.5). 
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1                                             2                                               3 

Hình 2.5. Mô hình sử dụng chỉ thị CAPS xác định cá thể đồng hợp tử 

(1 - cá thể đồng hợp tử A/A không chứa SNP nằm trong trình tự cắt của enzyme giới 

hạn nên bị cắt, sản phẩm điện di ra 2 băng; 2 - cá thể đồng hợp tử B/B có SNP nằm 

trong trình tự cắt của enzyme giới hạn nên không bị cắt, sản phẩm điện di ra 1 

băng; 3 - cá thể dị hợp tử A/B chứa cả hai trình tự của bố và mẹ nên nên sản phẩm 

điện di ra 3 băng) (Nguồn: http://ncbi.nlm.nih.gov) [138] 

Điện di sản phẩm cắt enzyme giới hạn trên gel agarose, so sánh sự đa 

hình của đoạn DNA thu được với bố, mẹ để xác định các dòng đồng hợp tử 

mang kiểu gen QTL9 của bố hoặc mẹ. 

2.4.7. Phương pháp bố trí thí nghiệm và các chỉ tiêu theo dõi ngoài đồng 

ruộng 

- Bố trí thí nghiệm đồng ruộng: Chọn ra 98 dòng F2 đồng hợp tử bao 

gồm 49 dòng đồng hợp tử mang QTL9 của mẹ, 49 dòng đồng hợp tử mang 

QTL9 của bố và hai giống bố mẹ G6, G189 (làm đối chứng) sẽ được trồng 

trên đồng ruộng vụ xuân năm 2019. Thí nghiệm được thiết kế bằng phần mềm 

Microsoft Exel 2010 hàm Random. Bố trí thí nghiệm theo khối ngẫu nhiên 

hoàn chỉnh, mỗi khối là một dòng gồm 16 cây, trồng 4 hàng, các cây trồng 

trong cùng khối cách nhau 25 cm, khoảng cách giữa các khối là 40 cm (hình 

2.5). Chi tiết sơ đồ bố trí thí nghiệm ngoài đồng ruộng trình bày trong phần 

phụ lục 4. 

F 

R 

A/A F B/B F 

R 

A/B 

R 

http://ncbi.nlm.nih.gov/
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Hình 2.6. Mô hình bố trí các ô thí nghiệm ngoài đồng ruộng 

- Theo dõi thí nghiệm: Ba cây trồng ở giữa mỗi khối sẽ được theo dõi, 

đánh giá cấu trúc bông (hình 2.6) và một số tính trạng khác liên quan đến 

năng suất lúa: chiều cao cây, số ngày ra hoa bông đầu, số ngày ra hoa 50%, số 

nhánh/cây, số nhánh hữu hiệu/cây.  

- Phương pháp đo đếm các chỉ tiêu liên quan đến năng suất lúa: Bằng 

phương pháp quan sát, đo đếm trực tiếp như sau: 

+ Chiều cao cây (cm) được ghi lại ở giai đoạn trưởng thành và chiều 

cao của một cây được đo từ bề mặt đất cho đến đỉnh bông chính, 

+ Số ngày ra hoa bông đầu tiên và số ngày ra hoa 50% (ngày) được tính 

từ ngày gieo hạt đến ngày có bông đầu tiên ra hoa và ngày bắt đầu ra hoa ở 

50% số bông/cây, 

+ Số nhánh/cây và số nhánh hữu hiệu/cây được xác định ở giai đoạn 

thu hoạch bằng cách đếm toàn bộ số nhánh/cây và số nhánh mang bông trên 

mỗi cây. 
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Hình 2.7. Cấu trúc bông lúa (A) và đƣa vào phần mềm phân tích P-

TRAP (B) 

(RL: chiều dài bông, PBN: số gié cấp một/bông, SBN: số gié cấp hai/bông, TBN: số 

gié cấp ba/bông, SPN: Số hạt/bông, PBL: chiều dài gié cấp một, SBL: chiều dài gié 

cấp hai, PBintL: chiều dài giữa các gié cấp một, SBintL: chiều dài giữa các gié cấp 

hai). Nguồn: Tạ Kim Nhung, 2018. 

- Phương pháp đo đếm các chỉ tiêu cấu trúc bông: Bằng phần mềm P-

TRAP do nhóm Nghiên cứu cấu trúc bông lúa tại IRD-Montpellier AL-Tam 

và các cộng sự phát triển năm 2013 [12]: Sau 20 ngày ra hoa, 9 bông từ 3 cây 

ở giữa mỗi khối được thu thập, mỗi cây thu 3 bông. Bông lúa sau khi thu 

được dán cố định trên giấy trắng A3, chụp ảnh bông và đưa vào phần mềm P-

TRAP phân tích các chỉ tiêu bao gồm: Chiều dài bông (RL), số gié cấp một 

(PBN), chiều dài gié cấp một (PL), số gié cấp hai (SBN), chiều dài gié cấp hai 

(SBL), số gié cấp ba (TBN), khoảng cách giữa các gié cấp một (PBintL), 

khoảng cách giữa các gié cấp hai (SBintL) và số hạt/bông (SpN) (hình 2.6).  

2.4.8. Phương pháp phân tích, xử lý số liệu 

Phân tích thông kê các dữ liệu đo đếm được bằng cách sử dụng các 

chức năng khác nhau trong phần mềm R: Phân tích phương sai bằng hàm 

A B 
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ANOVA để đánh giá độ tin cậy của các dữ liệu, hàm Shapiro test 

(Shapiro_test, 2020) [96] được sử dụng để xác định các mô hình hóa có theo 

phân phối chuẩn (QQ-plot), sử dụng các gói công cụ corrplot (CRAN - Package 

Corrplot) [33], ade4 (https://cran.r-project.org/web/packages/ade4) và devtools  

theo Wickham và các cộng sự (2021) [114] để phân tích mối tương quan kiểu 

hình giữa các tính trạng cấu trúc bông, phân tích hồi quy tuyến tính giữa hai 

tính trạng số gié cấp hai/bông (SBN) và số hạt/bông (SpN). Tất cả các phân 

tích thống kê, phân tích sự phân bố của quần thể và phân tích thành phần 

chính (PCA) của tập dữ liệu đều được thực hiện bằng phần mềm R theo (R 

Core Team (2019), Toparslan và các cộng sự (2020) [92], [108]. 

So sánh kiểu hình của các dòng F3 đồng hợp tử mang kiểu gen QTL9 

của bố hoặc mẹ với kiểu hình của bố, mẹ. Phân tích thống kê (Association 

test, variance test) bằng phần mềm R theo Nguyễn Văn Tuấn (2018) [8] và R 

Core Team, 2019 [92], từ đó có thể kết luận ảnh hưởng của QTL9 đến các 

tính trạng số gié cấp hai/bông và số hạt/bông ở các giống lúa bản địa. 

 

https://cran.r-project.org/web/packages/ade4/ade4
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CHƢƠNG III 

 KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Chọn lọc các cặp lai bố mẹ và lai tạo quần thể F1 

3.1.1. Phân tích haplotype vùng QTL9 của tập đoàn lúa sử dụng trong 

nghiên cứu GWAS, chọn lọc các giống lúa bố mẹ làm vật liệu lai tạo 

Kết quả phân tích liên kết của các SNPs trong vùng QTL9 của Tạ Kim 

Nhung và cộng sự (2018) [102] đã chỉ ra rằng tính trạng số gié cấp hai/bông 

và số hạt/bông cao liên kết với haplotype atataaat, còn tính trạng số gié cấp 

hai/bông và số hạt/bông thấp liên kết với haplotype gagagcgaa ở cùng vị trí 

(vị trí của SNPs) (Bảng phục lục 1). Từ kết quả đó, tiến hành phân tích 

haplotype vùng QTL9 trên cả tập đoàn nghiên cứu GWAS gồm 155 giống lúa 

thu được 9 haplotype riêng biệt (hình 3.1, bảng 3.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.1. Phân tích haplotype vùng QTL9  

(Ghi chú: H1 - H9: 9 haplotype) 
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Bảng 3.1. Danh sách các giống lúa thuộc 9 haplotype và trình tự 

haplotype 

STT Haplotype 
Ký hiệu giống Trình tự 

haplotype Nhóm Japonica Nhóm Indica 

1 H1 

G100, G106, G107, 

G117, G124, G126, 

G128, G152, G154, 

G16, G177, G178, 

G187, G191, G193, 

G194, G195, G200, 

G202, G203, G204, 

G206, G210, G212, 

G214, G216, G217, 

G220, G221, G222, 

G223, G25, G26, G299, 

G38, G45, G46, G47, 

G48, G50, G61, G85, 

G86, G87, G88, G89, 

G90, G91, G92, G98 

G1, G10, G102, G104, 

G11, G113, G115, 

G119, G12, G125, 

G129, G133, G138, 

G14, G140, G143, 

G146, G150, G165, 

G167, G168, G17, 

G170, G171, G173, 

G18, G19, G192, G2, 

G201, G207, G21, 

G219, G22, G3, G4, 

G5, G51, G52, G53, 

G57, G58, G59, G6, 

G62, G69, G7, G70, 

G72, G73, G74, G77, 

G79, G8, G9, G93, 

G94, G95, G96, G99, 

IR64 

gagagcgaa 

2 H2 

G101, G130, G131, 

G134, G158, G80, G83, 

G84 

G105, G110, G111, 

G132, G153, G155, 

G156, G160, G161, 

G169, G181, G182, 

G183, G186, G189, 

atataaatt 
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STT Haplotype 
Ký hiệu giống Trình tự 

haplotype Nhóm Japonica Nhóm Indica 

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 

 Tổng số 62 giống 93 giống  

Kết quả thu được ở hình 3.1 và bảng 3.1 cho thấy: Trong 9 haplotype 

đã phân tích có 3 haplotype H2, H3 và H9 liên kết với tổ hợp SNPs atataaatt/ 

atataaata/ atataagaa có số gié cấp hai/bông và số hạt/bông cao, 6 haplotype 

H1, H4, H5, H6, H7 và H8 liên kết với tổ hợp SNPs gagagcgaa/ gagagcgtt/ 

gtgagcgaa/ gagtgcgaa/ gtgagcatt/ gagagcgat có số gié cấp hai/bông và số 

hạt/bông thấp. Trong đó, hai haplotype khác biệt lớn nhất là H1 và H2 có 

khoảng cách di truyền lớn và có nhiều giống: Haplotype 1 (H1, gagagcgaa) có 

111 giống (50 giống thuộc nhóm Japonica, 61 giống thuộc nhóm Indica), 

haplotype 2 (H2, atataaatt) có 29 giống (8 giống thuộc nhóm Japonica, 21 

giống thuộc nhóm Indica). Các haplotype còn lại chỉ chứa từ 1 - 3 

giống/haplotype (bảng 3.1). 

Sau khi chọn lọc được hai haplotype H1, H2 có khoảng cách di truyền 

cách xa nhau, đa hình 9 SNP trong vùng QTL9 và có nhiều giống. Tiến hành 

phân tích kiểu hình cấu trúc bông của hai haplotype H1 và H2 để chọn lọc cây 

bố mẹ, kết quả phân tích thể hiện qua hình 3.2. 
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Hình 3.2. Phân tích cấu trúc bông của 2 haplotype đại diện (H1, H2)  

(Ghi chú: SpN: Số hạt/bông; SBN: Số gié cấp hai/bông) 

Hình 3.2 thể hiện kết quả phân tích hai tính trạng số gié thứ cấp/bông 

và số hạt/bông của các giống trong hai haplotype, sử dụng bộ dữ liệu cấu trúc 

bông thu được từ năm 2014 - 2015 của Tạ Kim Nhung và các cộng sự [102], 

kết quả phân tích cho thấy có sự khác biệt lớn có ý nghĩa thống kê (p < 0,005) 

trong cả hai năm 2014 và 2015. Các giống thuộc nhóm haplotype 1 (H1) có số 

lượng hạt/bông khoảng 150 hạt, số lượng gié cấp hai/bông khoảng 25 gié 

trong khi haplotype 2 (H2) có số lượng hạt trên bông khoảng 250 hạt, số gié 

cấp hai/bông khoảng 45 gié.  

Mặt khác, so sánh thời gian sinh trưởng của các giống thuộc hai 

haplotype từ bộ dữ liệu bảng phục lục 1 cho thấy, H1 có 28 giống thuộc nhóm 

thời gian sinh trưởng sớm (< 85 ngày), 48 giống có thời gian sinh trưởng 
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trung bình (từ 85 ngày đến 105 ngày) và 35 giống có thời gian sinh trưởng 

muộn (trên 135 ngày). Trong khi đó, H2 có 5 giống thuộc nhóm thời gian sinh 

trưởng sớm, 9 giống có thời gian sinh trưởng trung bình và 15 giống có thời 

gian sinh trưởng muộn. Từ đó, bốn giống lúa thuộc hai haplotype và có kiểu 

hình cấu trúc bông khác biệt đã được chọn ra (hình 3.3).  

 

Hình 3.3. Hình thái cấu trúc bông của 4 giống lúa sử dụng làm bố, mẹ để 

tạo quần thể lai F1 

Ghi chú: A: số gié cấp hai/bông của 2 nhóm lúa bông nhỏ G6, G19 (màu ghi) và 

bông to G189, G205 (màu vàng); B: số hạt/bông của 2 nhóm lúa bông nhỏ G6, G19 

(màu ghi) và bông to G189, G205 (màu vàng); C: Ảnh bông lúa của 4 giống G6, 

G19, G189, G205. 

Kết quả hình 3.3 cho thấy, hai giống G6 và G19 thuộc H1 (gagagcgaa) 

có kiểu hình bông nhỏ, số gié cấp hai/bông dao động từ 23 - 34 gié đối với 

giống G6 và 24 - 31 gié đối với giống G19, số hạt/bông của giống G6 từ 130 - 

187 hạt trong khi giống G19 đạt 133 - 177 hạt. Hai giống có kiểu hình bông to 

G189 và G205 thuộc H2 (atataaatt) có số gié cấp hai/bông khoảng 45 - 48 gié 
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và số hạt/bông từ 220 - 250 hạt. Cả bốn giống lúa được chọn đều cùng loài 

(Indica) và có thời gian sinh trưởng tương đương nhau, dao động từ 94,5 - 

108 ngày.  

Từ kết quả phân tích trên, bốn giống lúa G6, G19, G189, G205 được 

chọn làm bố mẹ để tạo quần thể lai F1. Trong đó, hai giống G6, G19 thuộc 

haplotype 1, cấu trúc bông nhỏ được chọn làm cây mẹ; hai giống G189, G205 

thuộc haplotype 2, cấu trúc bông to làm cây bố.  

Mặc dù có nhiều QTL/gen chi phối các tính trạng số lượng khác nhau 

đã được báo cáo ở lúa. Nhưng việc tổ hợp các nhóm haplotype ưu việt của 

chúng để tạo ra giống lý tưởng vẫn gặp nhiều khó khăn. Theo công bố gần 

đây trên tạp chí Công nghệ sinh học thực vật của Abbai và cộng sự (2019) [9] 

đã phân tích haplotype của 120 gen ảnh hưởng đến năng suất và chất lượng 

hạt lúa trong bộ 3K genom lúa, trong đó xác định được 21 gen liên kết chặt 

chẽ chi phối năng suất và chất lượng của 10 tính trạng. Dựa trên dữ liệu kiểu 

hình của quần thể lúa thu được 15 haplotype (H) với tần số haplotype (HF) từ 

1,65 - 65,84%, tần số thấp nhất là H6 (1,65%) cho ra hoa muộn, tần số cao 

nhất là H4 (65,84%) cho hạt mảnh. Phân tích haplotype có thể giải thích cơ sở 

di truyền có thể có cho tính ưu việt của các giống đã chọn như các nghiên cứu 

của Abbai và cộng sự (2019) [9] và Bhat và cộng sự (2021) [27].  

Bằng cách sử dụng bộ dữ liệu giải mã lại toàn bộ bộ gen quy mô lớn 

kết hợp với phân tích kiểu hình haplotype, Abbai và cộng sự (2019) [9] đã xác 

định được các haplotype hữu ích cho việc nhân giống lúa trong tương lai và 

Sinha và cộng sự [98] đã làm theo cách tiếp cận tương tự ở cây đậu triều 

(Pigeon pea). Bên cạnh đó, việc tích hợp bộ gen để xác định các tái tổ hợp 

được tạo ra bằng cách lai giữa các cặp bố mẹ tương phản sẽ hỗ trợ rất nhiều 

trong việc giải quyết sự phức tạp của các tính trạng số lượng của Jensen và 

cộng sự (2020) [55].  
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Như vậy, việc phân tích haplotype để chọn lọc các giống lúa bố mẹ 

phục vụ lai tạo quần thể F1 như trong nghiên cứu của luận án là phù hợp với 

mục tiêu và các nghiên cứu trước đây đã công bố. 

3.1.2. Tạo quần thể lai F1 và chọn lọc cây F1  bằng chỉ thị phân tử SSR 

3.1.2.1. Tạo quần thể F1  

Bốn quần thể F1 được tạo ra từ bốn cặp lai giữa các giống bố mẹ có cấu 

trúc bông tương phản (bông to và bông nhỏ) đã được chọn lọc ở trên. Bốn cặp 

lai được tiến hành từ bốn giống lúa bố mẹ G6, G19 và G189, G205 như sau: 

Bảng 3.2. Các cặp lai đƣợc tiến hành từ 4 giống bố mẹ  

(G6, G19, G189, G205) 

                 ♂ 

♀ 
G189 (bông to) G205 (bông to) 

G6 (bông nhỏ) G6 x G189 G6 x G205 

G19 (bông nhỏ) G19 x G189 G19 x G205 

Các giống G6, G205 có thời gian ra hoa muộn hơn giống G19, G189 

nên được trồng trước 1 - 2 tuần. Ngoài ra, các giống lúa đều mẫn cảm với 

quang chu kỳ, chỉ ra hoa vào ngày ngắn nên chu kỳ quang đã được xử lý sau 2 

tháng gieo trồng cho đến khi cây lúa trổ bông, đảm bảo 9 giờ chiếu sáng/ngày 

(từ 8 giờ sáng đến 17 giờ chiều) nhằm mục đích điều khiển sự ra hoa đồng 

đều giữa các giống. Kết quả là cả bốn giống lúa đều ra hoa gần như cùng thời 

điểm. Năm ngày sau khi lai, hạt lai F1 đã xuất hiện trên bông ở tất cả các cây 

mẹ (G6, G19). (hình 3.4). 

Kết quả quá trình lai tạo thu được 328 hạt F1 của cặp lai G6 và G189; 

261 hạt F1 của cặp lai G6 và G205; 191 hạt F1 của cặp lai G19 và G189;152 

hạt F1 của cặp lai G19 và G205. Các cây F1 sẽ được chọn lọc bằng chỉ thị 

phân tử SSR. 
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B C D

 

Hình 3.4. Quá trình xử lý chu kỳ quang và lai giữa các giống lúa bố 

mẹ để tạo quần thể F1 (tại Viện Di truyền Nông nghiệp năm 2017) 

(Ghi chú: A - Buồng xử lý tối và sáng theo chu kỳ quang 9 giờ chiếu sáng và 15 giờ trong 

bóng tối cho tất cả các giống lúa bố mẹ. B - Loại bỏ bao phấn trên cây mẹ (G6, G19). C - 

Bảo vệ bông lúa của cây mẹ sau khi lai bằng bao giấy. D - Hạt F1 sau 5 ngày lai) 

3.1.2.2. Chọn lọc chỉ thị phân tử SSR cho đa hình giữ hai giống lúa bố mẹ  

Hơn 2000 chỉ thị SSR được công bố cho đa hình ở các giống lúa Indica 

(http://www.gramene.org/) [131]. Mười hai chỉ thị SSR được chọn lọc để 

đánh giá kiểu gen của các quần thể F1 (Bảng 2.2), các chỉ thị nằm trên các 

nhiễm sắc thể khác nhau và có sự đa hình lớn, trình tự lặp khác nhau và cho 

phép quan sát được trên gel agarose. 

Trước khi sử dụng chỉ thị SSR để chọn lọc các cây F1 thì 12 chỉ thị SSR 

(Bảng 2.2) được đánh giá trên các cây bố mẹ nhằm chọn lọc chỉ thị cho đa 

hình giữa hai giống lúa bố mẹ. Kết quả khảo sát sự đa hình của các chỉ thị 

phân tử SSR giữa các giống lúa bố mẹ thể hiện qua hình 3.5. 

http://www.gramene.org/
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Hình 3.5. Kết quả khảo sát sự đa hình của các chỉ thị phân tử SSR ở các 

giống bố mẹ (G6, G19, G189, G205) 

 (A: khảo sát sự đa hình của hai chỉ thị phân tử RM491 và RM592; B: khảo sát sự đa hình 

của hai chỉ thị phân tử RM320 và RM400; C: khảo sát sự đa hình của bốn chỉ thị phân tử 

RM180, RM204, RM289, RM410; D: khảo sát sự đa hình của chỉ thị RM577; M: Thang 

chuẩn DNA 100 bp) 

400 bp 

210 bp 

194 bp 

106 bp 

269 bp 

173 bp 

400 bp 

263 bp 

254 bp 

153 bp 

204 bp 

107 bp 

180 bp 

88 bp 

A 

B 

C 

D 
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Phân tích kết quả PCR (hình 3.5) cho thấy bảy chỉ thị SSR cho sự đa 

hình giữa các giống bố mẹ. Trong đó hai chỉ thị RM320 và RM180 cho sự đa 

hình giữa giống mẹ G6 và cả hai giống bố G189, G205 (hình 3.5B, 3.5C), do 

đó hai chỉ thị RM320 và RM180 có thể được sử dụng để phân tích quần thể F1 

của hai cặp lai G6 x G189 và G6 x G205.  

Hai chỉ thị RM204 và RM289 cho đa hình giữa giống mẹ G19 và hai 

giống bố G189, G205 nên có thể sử dụng để phân tích quần thể lai F1 của hai 

cặp G19 x G189 cũng như G19 x G205 (hình 3.5C).  

Chỉ thị phân tử RM491 mặc dù không đặc hiệu ở hai giống mẹ G6 và G19 

nhưng vẫn cho sự đa hình giữa hai giống so với giống G189 (hình 3.5A) nên có 

thể sử dụng để chọn lọc cây F1 của hai cặp lai G6 x G189 và G19 x G189.  

Hai chỉ thị phân tử RM592 (hình 3.5A) và RM410 (hình 3.5C) cho sự đa 

hình giữa hai nhóm giống bố, mẹ nên có thể sử dụng để xác định cây F1 của cả 

bốn cặp lai.  

Năm chỉ thị RM151, RM400, RM532, RM535 và RM577 (hình 3.5D) 

không cho đa hình giữa các giống bố mẹ nên không được sử dụng để chọn lọc các 

cây F1.  

3.1.2.3. Chọn lọc cây F1 bằng chỉ thị phân tử SSR 

a, Chọn lọc cây F1 của cặp lai G6 x G189 

Hai mươi cây F1 của cặp lai G6 x G189 được phân tích với ba chỉ thị 

phân tử RM320, RM180, RM491. Cây được xác định là cây lai nếu mang cả 

hai đoạn DNA tương ứng với chỉ thị ở cây bố và cây mẹ. Kết quả thể hiện 

hình 3.6. 

Phân tích hình ảnh điện di của chỉ thị RM320 (hình 3.6A) đã xác định 

được 11 cây F1 (1, 2, 7, 8, 11, 14, 15, 16, 17, 18, 19) mang cả hai đoạn DNA 

của mẹ và bố có chiều dài lần lượt là 153 pb và 254 pb. Tương tự, đối với chỉ 

thị RM180 (hình 3.6B), số cây F1 mang cả hai đoạn DNA có kích thước 107 
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bp và 204 bp tương ứng với đoạn DNA ở cây mẹ và cây bố là 16 cây  (1, 2, 3, 

4, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 13, 15, 16, 17, 18, 19). Đối với chỉ thị RM491 (hình 3.6C) 

số cây F1 được xác định là 10 cây (1, 2, 4, 11, 13, 15, 16, 17, 18, 19) mang cả 

hai đoạn DNA có kích thước 263 bp và 400 bp tương ứng với đoạn DNA ở 

cây mẹ và cây bố. 
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Hình 3.6. Kết quả chọn lọc cây F1 của cặp lai G6 x G189 với ba chỉ thị 

phân tử RM320 (A), RM180 (B) và RM491 (C).  

M: thang chuẩn DNA 100 bp (Promega) 

Tổng hợp kết quả phân tích với ba chỉ thị phân tử, 12 cây F1 được xác 

định là cây lai, khẳng định bởi ít nhất với hai chỉ thị phân tử: 1, 2, 4, 7, 8, 11, 

13, 15, 16, 17, 18, 19.  

b, Chọn lọc cây F1 của cặp lai G6 x G205 

Hai mươi cây F1 của cặp lai G6 x G205 được phân tích bằng hai chỉ thị 

phân tử RM320 và RM180 (hình 3.7). 

Kết quả hình 3.7 cho thấy: Với chỉ thị RM320 (hình 3.7A) đã xác định 

được 11 cây F1 (21, 22, 24, 25, 27, 28, 29, 30, 31, 33, 34) mang cả hai đoạn 

DNA có chiều dài tương ứng ở giống mẹ G6 (153 bp) và ở giống bố G205 

(254 bp). Chỉ thị RM180 (hình 3.7B) đã xác định được 16 cây F1 (21, 22, 23, 24, 

25, 27, 28, 29, 30, 32, 33, 34, 35, 36, 38, 39) mang cả hai lô-cut của bố (107 bp) 

và mẹ (204 bp). Các cây còn lại chỉ mang một băng DNA không được xác định là 

cây lai. Tổng hợp kết quả phân tích với cả hai chỉ thị phân tử, 11 cây F1 đã được 

chọn lọc, bao gồm 21, 22, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 33, 34. 
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Hình 3.7. Kết quả chọn lọc cây F1 của cặp lai G6 x G205 với hai chỉ thị 

phân tử RM320 (A), RM180 (B). M: thang chuẩn DNA 100 bp (Promega). 

c, Chọn lọc cây F1 của cặp lai G19 x G189 và cặp lai G19 x G205 

Hai mươi cây F1 của mỗi cặp lai được phân tích bằng ba chỉ thị phân tử 

RM289, RM592 và RM204. Kết quả thể hiện hình 3.8. 

Hình 3.8 cho thấy: Đối với cặp lai G19 x G189, sử dụng chỉ thị RM289  

cho thấy 17 cây F1 (41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 53, 54, 55, 56, 

59, 60) đều là cây lai vì mang cả 2 băng DNA có chiều dài tương ứng với 

băng đa hình ở giống lúa bố mẹ (88 bp và 180 bp) (hình 3.8A). Tương tự như 

vậy chỉ thị RM592 cũng cho kết quả 17 cây đều là cây lai (hình 3.8B). Với chỉ 

thị RM204 có 11 cây lai (hình 3.8C). Như vậy từ cặp lai G19 x G189 đã chọn 

ra được 17 cây F1 lai được khẳng định ít nhất bởi hai chỉ thị. 
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Hình 3.8. Kết quả chọn lọc cây F1 của cặp lai G19 x G189 với ba chỉ thị 

phân tử RM289 (A), RM592 (B) và RM204 (C) 

M: thang chuẩn DNA 100 bp (Promega) 

Tiếp tục kiểm tra cặp G19 x G205 bằng 3 chỉ thị RM289, RM592 và 

RM204 cho kết quả thể hiện hình 3.9. 

Kết quả hình 3.9 cho thấy, với chỉ thị RM289, các cây 61, 62, 63, 64, 

65, 66 được xác định là cây lai vì mang cả hai đoạn đa hình của các giống lúa 

bố mẹ (88 bp và 180 bp) (hình 3.9A). Chỉ thị RM592 cho kết quả các cây 61, 

62, 63, 64, 65, 66, 68, 74, 76, 77, 78, 79, 80 là các cây lai mang cả hai lô-cut 

của bố và mẹ (210 bp và 400 bp) (hình 3.9B) . Đối với chỉ thị RM204, cũng 

xác định được 14 cây lai mang cả hai lô-cut của bố và mẹ (106 bp và 194 bp) 

(hình 3.9C). Tổng kết kết quả của cả ba chỉ thị phân tử SSR, chọn được 11 

cây lai bao gồm các cây 61, 62, 63, 64, 65, 66, 68, 74, 76, 77, 80. 
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Hình 3.9. Kết quả chọn lọc cây F1 của cặp lai G19 x G205 với ba chỉ thị 

phân tử RM289 (A), RM592 (B) và RM204 (C)  

M: thang chuẩn DNA 100 bp (Promega) 

Như vậy, kiểm tra 20 cây F1 ở mỗi cặp lai bằng chỉ thị phân tử SSR đã 

xác định được: 12 cây lai F1 của cặp G6 x G189 nhờ 3 chỉ thị RM320, RM180, 

RM491; 11 cây lai F1 của cặp G6 x G205 nhờ 2 chỉ thị RM320, RM180; 17 
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cây lai F1 của cặp G19 x G189 nhờ 3 chỉ thị RM289, RM592, RM204; 11 cây 

lai F1 của cặp G19 x G205 nhờ ba chỉ thị RM289, RM592, RM204. 

Số hạt F1 của cặp lại G6 x G189 thu được nhiều nhất nên được chọn để 

phát triển quần thể F2 tự thụ bao gồm ít nhất 200 cá thể. 

3.2. Phát triển chỉ thị phân tử CAPS để chọn lọc các cây F2 mang QTL9 

đồng hợp thuộc hai haplotype bố hoặc mẹ 

3.2.1. Xác định các SNPs trong vùng QTL9 của hai giống bố mẹ để phát 

triển chỉ thị phân tử CAPS 

Ứng dụng công nghệ chụp gen kết hợp với giải trình tự thế hệ mới 

Illumina cho phép bắt và xác định trình tự của 72 trong số 77 gen (bao gồm cả 

vùng promoter và terminator) trong vùng QTL9 và tạo ra tổng cộng 1.830.925 

trình tự đọc. Kích thước trung bình của các lần đọc dao động là 350 bp. Một 

bước phân tách với fastq-multx cho phép tách các lần đọc thuộc về từng mẫu. 

Dữ liệu kém chất lượng, adaptator và index được loại bỏ, sử dụng công cụ 

Cutadapt. Ở giai đoạn phân tích này, 1,8 triệu lượt đọc đã được truy xuất và 

có thể được sử dụng cho các giai đoạn ánh xạ. Fastqc được sử dụng để kiểm 

định lại chất lượng của các lần đọc sau các bước làm sạch. 

Dữ liệu trình tự đọc thô được đánh giá, kiểm tra chất lượng và nhận 

diện các lỗi trong dữ liệu bằng công cụ FastqC. Sau đó dữ liệu được gióng 

hàng với bộ gen tham chiếu Nipponbare và loại bỏ vị trí phân tử trùng lặp, sử 

dụng phần mềm BWA-MEM. BWA (Burrows-Wheeler Alignment Tool) là 

một chương trình phần mềm liên kết trình tự các gen nhỏ khác nhau với một 

bộ gen tham khảo lớn.  

Chương trình này bao gồm 3 thuật toán BWA-backtrack, BWA-SW và 

BWA-MEM. Thuật toán đầu tiên BWA-backtrack được thiết kế cho việc đọc 

chuỗi trình tự Illumina có kích thước 100 bp trở xuống, trong khi hai thuật 

toán kia dùng cho các trình tự có khả năng đọc cao hơn, dao động từ 70 bp 
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đến 1 Mbp. BWA-MEM và BWA-SW chia sẻ các chức năng tương tự nhau, 

ví dụ như hỗ trợ khả năng đọc cao và sắp xếp các trình tự. Tuy nhiên, BWA-

MEM là chương trình mới nhất và được khuyến cáo dùng cho các kết quả có 

yêu cầu chất lượng, độ chính xác cao và nhanh hơn.  

Thêm vào đó, BWA-MEM còn có hiệu suất tốt hơn so với BWA-

backtrack trong khoảng đọc 70 - 100 bp. Đối với tất cả các thuật toán của 

BWA, việc cần thiết đầu tiên là phải cấu trúc được FM-index cho các gen 

tham khảo (sử dụng lệnh index). Các thuật toán sắp xếp được thực hiện theo 

lệnh “aln/samse/sample”, “bwasw” đối với BWA-SW và “mem” đối với 

BWA-MEM. Kết quả gióng hàng dữ liệu được sàng lọc bằng phần mềm 

SAMtools để đảm bảo các đoạn trình tự đọc đã được gióng hàng chính xác với 

bộ gen tham chiếu và loại bỏ những sai sót. Picard là bộ công cụ được xây 

dựng trên nền tảng Java nhằm thao tác trên tập tin định dạng SAM, BAM. 

Picard MarkDuplicates sẽ kiểm tra việc sắp xếp dữ liệu trong tập SAM và 

BAM qua đó cung cấp vị trí các phân tử trùng lặp. 

Kết quả bảng 3.3 cho thấy hơn 98,5% dữ liệu được gióng hàng thành 

công với trình tự tham chiếu Nipponbare (1.802.839 trình tự gióng hàng thành 

công/ 1.830.925 trình tự đọc). Sau khi sử dụng Picard để loại bỏ phân tử trùng 

lặp, hơn 98% số đoạn trình tự được giữ lại, trong đó 68,67 - 70,1% dữ liệu 

được ánh xạ vào vùng mục tiêu QTL9 (Bảng 3.3). 

Bảng 3.3. Kết quả gióng hàng 

Tên 

mẫu 

Số đoạn trình 

tự gióng hàng 

thành công 

Số đoạn trình tự gióng 

hàng thành công sau khi 

loại bỏ phân tử trùng lặp 

Số đoạn trình tự 

đƣợc ánh xạ vào 

vùng mục tiêu 

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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Các biến thể (SNPs, INDELs) được phát hiện bằng công cụ 

Haplotypecaller. HaplotypeCaller có khả năng gọi SNP và indels đồng thời 

thông qua tổ hợp de-novo cục bộ của các haplotype trong một vùng hoạt 

động. Nói cách khác, bất cứ khi nào chương trình gặp một vùng có dấu hiệu 

thay đổi, chương trình sẽ loại bỏ thông tin ánh xạ hiện có và tập hợp lại hoàn 

toàn các lần đọc trong vùng đó. Điều này cho phép HaplotypeCaller chính xác 

hơn khi gọi các vùng theo truyền thống khó gọi, chẳng hạn như khi chúng 

chứa các loại biến thể gần nhau.  

Kết quả thu được lần lượt 4524 và 4522 biến thể cho hai giống G6 và 

G189. Sau đó những biến thể có tần suất allen thấp hơn 5% (Minor Allele 

Frequency - MAF < 5%) và những biến thể dị hợp hoặc thiếu dữ liệu bị loại 

bỏ bằng công cụ SNiPlay, 1178 biến thể cùng vị trí được giữ lại cho cả hai 

giống.  

So sánh với bộ dữ liệu di truyền DArt (Diversity Arrays Technology) 

của Phùng Kim Nhung và các cộng sự năm 2014 [89], bộ dữ liệu GBS 

(Genotyping By Sequencing) Phùng Kim Nhung và các cộng sự năm 2016 

[88] và dữ liệu kiểu hình cấu trúc bông của hai haplotype của Tạ Kim Nhung 

và cộng sự năm 2018 [102], những biến thể không có mặt trong các bộ dữ liệu 

này bị loại bỏ. Bộ dữ liệu cuối cùng thu được giữa hai haplotype có 1002 biến 

thể đồng hợp trong đó có 827 SNPs và 175 INDELs. Trong đó, 117 biến thể 

nằm trong vùng mã hóa exon, 391 biến thể nằm trong vùng không mã hóa 

intron, 320 biến thể nằm trong vùng promoter, 55 biến thể nằm trong vùng 

UTR-3’, 7 biến thể nằm trong vùng UTR-5’ và 112 biến thể nằm trong vùng 

giao thoa giữa các gen (Bảng 3.4).  
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Bảng 3.4. Kết quả tìm và sàng lọc biến thể 

Tên 

biến 

thể 

Tổng 

số 

Vị trí 

Exon Intron Promoter UTR-3’ UTR-5’ 
Vùng giao thoa 

giữa các gen 

SNP 827 107 325 256 38 6 95 

INDEL 175 10 66 64 17 1 17 

Tổng số 1002 117 391 320 55 7 112 

Sau khi sàng lọc và phân chia các biến thể đồng hợp. Tiến hành chú 

giải biến thể được thực hiện bằng phần mềm SnpE. Phần mềm SnpE sử dụng 

để phân chia các biến thể thành các nhóm theo mức độ ảnh hưởng chức năng 

của biến thể. Đây là công cụ chú thích và dự báo ảnh hưởng của các biến thể 

đến cấu trúc protein như thay đổi axit amin, làm lệch khung đọc, thêm bộ ba 

mã hóa, mất bộ ba mã hóa...(Bảng 3.5).  

Dữ liệu đầu vào của công cụ này là các biến thể được dự đoán (SNPs, 

chèn, xóa và MNPs), là kết quả của giải trình tự, và có định dạng VCF 

(Variant Call Format). Trong dữ liệu đầu ra, SnpE sẽ phân tích các biến đầu 

vào để chú giải và tính toán các tác động mà các biến thể có thể tạo ra trên 

gen. SnpE đưa ra các kết quả như sau: kiểu gen và các điểm bị ảnh hưởng bởi 

biến thể; vị trí của các biến thể; làm thế nào mà các biến thể ảnh hưởng đến 

quá trình tổng hợp protein; so sánh với các dữ liệu khác để tìm các biến thể đã 

biết (Bảng 3.6, 3.7, 3.8, 3.9 và 3.10).  

Các bước chú giải biến thể và chuyển hóa các file được thực hiện bằng 

công cụ Galaxy của plateforme Southgreen, sử dụng SNiPlay3, một ứng dụng 

trực tuyến để khám phá và phân tích quy mô lớn về các biến thể gen của 

Dereeper và các cộng sự năm 2011 [37]. Các biến thể nằm trong bộ ba mã 

hóa nhưng không dẫn đến làm thay đổi axit amin được gọi là biến thể đồng 

nghĩa, ngược lại biến thể nằm trong bộ ba mã hóa dẫn đến làm thay đổi axit 
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amin được gọi là biến thể sai nghĩa. Các biến thể thêm bớt (INDELs) làm lệch 

khung đọc chuẩn hoặc mất bộ ba mã hóa. Kết quả thu được 6 nhóm biến thể 

(Bảng 3.5).  

Bảng 3.5. Phân loại biến thể trong vùng exon 

  

Hiệu ứng 
SNP INDEL 

Biến thể đồng nghĩa 38  

Biến thể sai nghĩa 62  

Đột biến lệch khung đọc 0 8 

Thêm bộ ba mã mở đầu 1  

Thêm bộ ba mã kết thúc 6  

Mất bộ ba mã hóa 0 2 

Tổng cộng 107 10 

Bảng 3.5 cho thấy: Trong 117 biến thể tạo ra nằm trong vùng exon có 107 

biến thể SNP, 10 biến thể chèn xóa INDEL. Trong 107 biến thể SNP có 38 biến 

thể đồng nghĩa, 62 biến thể sai nghĩa, 1 biến thể thêm bộ mã mở đầu, 6 biến thể 

thêm bộ ba kết thúc và không có biến thể đột biến lệch khung đọc hay mất bộ ba 

mã hóa. Trong khi đó, biến thể INDEL có 8 biến thể đột biến lệch khung đọc và 2 

biến thể mất bộ ba mã hóa.  

Vị trí và những hiệu ứng cụ thể của 117 biến thể nằm trong vùng exon 

giữa hai haplotype được chú giải chi tiết, kết quả thể hiện qua các bảng 3.6, 

3.7, 3.8, 3.9 và 3.10 sau. 

 

 

 

 

Tên biến thể 
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Bảng 3.6. Chú giải biến thể đồng nghĩa giữa hai haplotype 

Số 

thứ 

tự 

Thứ 

tự 

biến 

thể 

Vị trí 

biến thể 

Tên 

biến 

thể 

Thay đổi 

bộ ba mã 

hóa 

Thay 

đổi axit 

amin 

H1 

(G6) 

H2 

(G189) 

1 4 16632844 SNP gcG/gcT A/A TT GG 

2 10 16721299 SNP ccC/ccG 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 S/S AA GG 

8 34 17033896 SNP ccA/ccT P/P TT AA 

9 40 17047096 SNP gcA/gcT A/A AA TT 

10 41 17047369 SNP ctC/ctT L/L AA GG 

11 43 17088291 SNP ggC/ggT G/G TT CC 

12 45 17157660 SNP Ctg/Ttg L/L AA GG 

13 50 17164448 SNP tcG/tcA S/S TT CC 

14 52 17175350 SNP gcG/gcA A/A AA GG 

15 54 17175530 SNP cgC/cgT R/R TT CC 

16 55 17175599 SNP gtG/gtA V/V GG AA 

17 57 17175653 SNP ctG/ctA L/L AA GG 

18 62 17204521 SNP ccG/ccA P/P TT 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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Số 

thứ 

tự 

Thứ 

tự 

biến 

thể 

Vị trí 

biến thể 

Tên 

biến 

thể 

Thay đổi 

bộ ba mã 

hóa 

Thay 

đổi axit 

amin 

H1 

(G6) 

H2 

(G189) 

22 69 17218262 SNP gcG/gcA A/A GG AA 

23 70 17218271 SNP gcG/gcA A/A GG AA 

24 71 17218274 SNP ctA/ctG L/L AA GG 

25 76 17224392 SNP tgC/tgT C/C TT CC 

26 81 17274324 SNP cgC/cgT R/R AA GG 

27 82 17274372 SNP gcC/gcT A/A AA GG 

28 87 17318299 SNP gcC/gcT A/A TT CC 

29 88 17328082 SNP gaG/gaA E/E TT CC 

30 91 17339840 SNP ccG/ccA P/P AA GG 

31 93 17356069 SNP acC/acT T/T TT CC 

32 97 17356924 SNP tcC/tcT S/S TT CC 

33 101 17358654 SNP agG/agA R/R AA GG 

34 103 17358940 SNP caG/caA Q/Q GG AA 

35 106 17359387 SNP tcG/tcC S/S GG CC 

36 108 17359600 SNP gtA/gtT V/V AA TT 

37 113 17361919 SNP cgG/cgT R/R TT GG 

38 114 17362123 SNP gaG/gaA E/E GG AA 

Bảng 3.6 cho thấy có tổng số 38 biến thể đồng nghĩa đều là biến thể 

SNP nằm trong vùng exon. Biến thể này làm thay đổi bộ ba mã hóa từ đó làm 

thay đổi các axit amin.  

Tương tự biến thể đồng nghĩa, 62 biến thể sai nghĩa cũng là các biến 

thể SNP nằm trong vùng exon làm thay đổi bộ ba mã hóa và thay đổi axit 

amin. Trình tự nucleotit giữa hai haplotype được thể hiện qua bảng 3.7. 
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Bảng 3.7. Chú giải biến thể sai nghĩa giữa hai haplotype 

Số 

thứ 

tự 

Thứ 

tự 

biến 

thể 

Vị trí 

biến thể 

Tên 

biến 

thể 

Thay đổi bộ 

ba mã hóa 

Thay đổi 

axit amin 

H1 

(G6) 

H2 

(G189) 

1 1 16615477 SNP atG/atA M/I GG AA 

2 2 16615500 SNP cGt/cTt R/L GG TT 

3 3 16615616 SNP Agg/Tgg R/W AA TT 

4 6 16692827 SNP aCg/aTg T/M GG AA 

5 7 16692830 SNP aCt/aTt T/I AA GG 

6 9 16718969 SNP Gtc/Atc V/I TT CC 

7 13 16748183 SNP cCg/cTg P/L GG AA 

8 15 16811690 SNP aCt/aTt T/I AA GG 

9 16 16811708 SNP gCg/gTg A/V GG AA 

10 21 16919033 SNP aAg/aGg K/R AA GG 

11 22 16959756 SNP gGc/gTc G/V GG TT 

12 23 16960905 SNP caA/caT Q/H AA TT 

13 24 16961167 SNP Agt/Ggt S/G 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 A/V GG AA 

17 31 17001416 SNP cCt/cGt P/R GG CC 

18 32 17001428 SNP cGg/cAg R/Q AA GG 

19 37 17034312 SNP Atg/Gtg M/V AA GG 

20 38 17034319 SNP gGg/gAg G/E AA GG 

21 42 17085980 SNP gCc/gTc A/V TT CC 
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Số 

thứ 

tự 

Thứ 

tự 

biến 

thể 

Vị trí 

biến thể 

Tên 

biến 

thể 

Thay đổi bộ 

ba mã hóa 

Thay đổi 

axit amin 

H1 

(G6) 

H2 

(G189) 

22 44 17125346 SNP aAg/aCg K/T AA CC 

23 46 17163817 SNP cGc/cAc R/H TT CC 

24 47 17163824 SNP Cgg/Tgg R/W GG AA 

25 49 17163926 SNP Gaa/Aaa E/K TT CC 

26 51 17164506 SNP gTc/gAc V/D AA TT 

27 53 17175375 SNP Gct/Tct A/S GG TT 

28 56 17175601 SNP cTt/cCt L/P TT CC 

29 58 17175777 SNP Gtg/Atg V/M AA GG 

30 59 17175778 SNP gTg/gCg V/A TT CC 

31 60 17203060 SNP Gtt/Ttt V/F AA CC 

32 61 17204382 SNP gaC/gaA D/E TT GG 

33 66 17218199 SNP atG/atT M/I GG TT 

34 68 17218221 SNP Gcc/Acc A/T AA GG 

35 72 17218314 SNP Gtc/Atc V/I 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 Gcg/Ccg A/P GG CC 

39 77 17258929 SNP ttG/ttT L/F AA CC 

40 78 17258984 SNP cTa/cCa L/P GG AA 

41 79 17260450 SNP tCg/tTg S/L GG AA 

42 80 17260559 SNP Gct/Act A/T TT CC 

43 83 17278694 SNP Ttc/Ctc F/L GG AA 
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Số 

thứ 

tự 

Thứ 

tự 

biến 

thể 

Vị trí 

biến thể 

Tên 

biến 

thể 

Thay đổi bộ 

ba mã hóa 

Thay đổi 

axit amin 

H1 

(G6) 

H2 

(G189) 

44 84 17278706 SNP Ctc/Ttc L/F GG AA 

45 85 17290097 SNP cGc/cAc R/H TT CC 

46 86 17313930 SNP gGg/gAg G/E TT CC 

47 89 17328926 SNP Gat/Aat D/N TT CC 

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 A/V TT CC 

51 98 17357120 SNP Agg/Ggg R/G AA GG 

52 99 17357193 SNP gAt/gGt D/G AA GG 

53 100 17357358 SNP Cgg/Tgg R/W TT CC 

54 102 17358682 SNP Gtg/Atg V/M GG AA 

55 104 17359227 SNP gCc/gAc A/D AA CC 

56 107 17359560 SNP gAc/gGc D/G AA GG 

57 109 17359728 SNP aCa/aAa T/K AA CC 

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 CC 

 Đối với các biến thể hiệu ứng đột biến khung đọc (bảng 3.8), tám biến 

thể INDEL nằm trong vùng exon đều không làm thay đổi bộ ba mã hóa cũng 

như thay đổi axit amin (bảng 3.8).  
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Bảng 3.8. Chú giải biến thể đột biến khung đọc giữa hai haplotype 

Số 

thứ 

tự 

Thứ 

tự 

biến 

thể 

Vị trí 

biến thể 

Tên 

biến 

thể 

Thay 

đổi bộ 

ba mã 

hóa 

Thay 

đổi 

axit 

amin 

H1 (G6) 
H2 

(G189) 

1 5 16639817 INDEL     CGATATTTAGGT

GGCACTTTCCCA

GTCGATATTTAG

GTGGCACTTTCC

CAGT 

CC 

2 8 16692832 INDEL     CTCT CC 

3 28 7000844 INDEL     AGGAGTCGGGG

AAGAGGCCACG

GACGCCGACAGT

TAGGGGATGGA

GGCGGCGGCCGC

CGGATCCACGTC

TCTGAACCTCGT

GGAGGCCAGATC

CGGCGGTCGCCG

GTTGGAGGAGTC

GGGGAAGAGGC

CACGGACGCCGA

CAGTTAGGGGAT

GGAGGCGGCGG

CCGCCGGATCCA

AA 
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Số 

thứ 

tự 

Thứ 

tự 

biến 

thể 

Vị trí 

biến thể 

Tên 

biến 

thể 

Thay 

đổi bộ 

ba mã 

hóa 

Thay 

đổi 

axit 

amin 

H1 (G6) 
H2 

(G189) 

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 

Nhóm biến thể mất bộ ba mã hóa có hai biến thể INDEL nằm tại vị trí 

16734616 và 17034001 dự đoán làm thay đổi bộ ba mã hóa và thay đổ axit 

amin (bảng 3.9). 

Bảng 3.9. Chú giải biến thể mất bộ ba mã hóa 

Số 

thứ 

tự 

Thứ 

tự 

biến 

thể 

Vị trí biến 

thể 

Tên 

biến 

thể 

Thay đổi 

bộ ba mã 

hóa 

Thay 

đổi axit 

amin 

H1 

(G6) 

H2 

(G189) 

1 12 16734616 INDEL gcc/- A5- AGGC

AGGC 

AA 

2 36 17034001 INDEL tcatctaag/

- 

K/7 TT TTCATC

TAAGTT

CATCTA

AG 
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Hai nhóm biến thể thêm bộ ba mã mở đầu (6 biến thể) và thêm bộ ba mã 

kết thúc (01 biến thể) đều là các biến thể SNP. Trong đó 6 biến thể thêm bộ ba mã 

mở đầu làm ảnh hưởng cấu trúc protein và biến thể thêm bộ ba mã kết thúc không 

làm thay đổi cấu trúc protein. Chú giải biến thể được thể hiện qua bảng 3.10. 

Bảng 3.10. Chú giải biến thể thêm bộ ba mã mở đầu và thêm bộ ba mã 

kết thúc 

Số 

thứ 

tự 

Thứ 

tự 

biến 

thể 

Vị trí biến 

thể 

Tên 

biến 

thể 

Hiệu ứng 

Thay 

đổi bộ 

ba mã 

hóa 

Thay 

đổi 

axit 

amin 

H1 

(G6) 

H2 

(G189) 

1 14 16762657 SNP 
Thêm bộ ba 

mã kết thúc 
Cag/Tag Q/8 TT CC 

2 18 16850108 SNP 
Thêm bộ ba 

mã kết thúc 
tCa/tGa S/3 GG CC 

3 29 17001365 SNP 
Thêm bộ ba 

mã kết thúc 
tGg/tAg W/1 GG AA 

4 48 17163902 SNP 
Thêm bộ ba 

mã kết thúc 
Caa/Taa Q/2 AA GG 

5 63 17204583 SNP 
Thêm bộ ba 

mã mở đầu 
    GG AA 

6 92 17356052 SNP 
Thêm bộ ba 

mã kết thúc 
Gga/Tga G/1 TT GG 

7 95 17356570 SNP 
Thêm bộ ba 

mã kết thúc 
tgG/tgA W/3 GG AA 

Từ kết quả phân tích, chủ giải các biến thể, phần mềm CAPSDETECTOR 

được sử dụng để sàng lọc các SNPs nằm trong vị trí cắt của enzyme giới hạn để 

xây dựng chỉ thị phân tử CAPS, phục vụ việc đánh giá kiểu gen của quần thể F2.  
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Kết quả sàng lọc 827 biến thể SNP thu được 12 SNP nằm trong vị trí cắt 

của năm enzyme giới hạn (SacI, DraI, EcoRV, BamHI, SalI), kết quả thu được thể 

hiện qua bảng 3.11. 

Bảng 3.11. Danh sách SNP nằm trong vị trí cắt của các enzyme giới hạn 

Số 

thứ 

tự 

Vị trí 

SNP 
Tên Locus 

Đặc 

điểm vị 

trí 

Thay 

đổi bộ 

ba mã 

hóa 

Thay 

đổi 

axit 

amin 

H1 

(G6) 

H2 

(G189) 
Enzyme 

1 16748183 LOC_Os02g28334 exon cCg/cTg P/L GG AA SacI 

2 16805351 LOC_Os02g28410 Promoter   GG TT DraI 

3 16882053 LOC_Os02g28530 Intron   AA TT DraI 

4 16919772 intergenic    TT TATA DraI 

5 16961918 LOC_Os02g28670 Promoter   AA TT EcoRV 

6 17035526 LOC_Os02g28810 Promoter   AA GG BamHI 

7 17039753 LOC_Os02g28820 Promoter   TT CC EcoRV 

8 17124682 LOC_Os02g28910 Promoter   TATA TAT DraI 

9 17161487 LOC_Os02g28980 Promoter   TATA TT DraI 

10 17205540 LOC_Os02g29040 Promoter   AA TT SalI 

11 17254246 LOC_Os02g29130 intron   TT AA DraI 

12 17271258 LOC_Os02g29150 3’-UTR   GG CC BamHI 

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

Bảng 3.11 cho thấy, 12 SNP nằm trong vị trí cắt của năm enzyme giới hạn 

chủ yếu nằm vị trí trong vùng promoter (có 7 SNP), chỉ có hai SNP nằm trong 

vùng intron, một SNP nằm trong vùng 3’-UTR và một SNP nằm trong vùng 

exon làm thay đổi bộ ba mã hóa từ CCG thành CTG từ đó làm thay đổi axit 

amin từ Proline (P) sang Leucine (L). Đối với vị trí cắt của enzyme giới hạn 
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thì có sáu SNP nằm trong vị trí cắt của enzyme giới hạn DraI, hai SNP nằm 

trong vị trí cắt của enzyme BamHI, hai SNP nằm trong vị trí cắt của enzyme 

EcoRV, một SNP nằm trong vị trí cắt của enzyme SacI và một SNP nằm trong 

vị trí cắt của enzyme SalI.  

3.2.2. Phát triển chỉ thị phân tử CAPS 

Chỉ thị phân tử CAPS được xây dựng dựa trên sự đa hình đơn nucleotit 

(SNP) nằm trong vị trí cắt của enzyme giới hạn. Ở những cá thể xảy ra đột 

biến trong vị trí cắt của enzyme giới hạn (thường là SNPs) thì enzyme sẽ 

không nhận ra để cắt. Từ đó, mồi được thiết kế để nhân đoạn DNA chứa vị trí 

cắt của enzyme giới hạn. Sản phẩm PCR sau đó được cắt bởi enzyme giới hạn 

sẽ cho các đoạn DNA có chiều dài khác nhau giữa giống có đột biến trong vị 

trí cắt của enzyme giới hạn (chỉ có một đoạn DNA dài vì enzyme không cắt 

sản phẩm PCR) và giống không có đột biến (sản phẩm PCR được cắt thành 

hai mảnh DNA ngắn hơn).  

Chỉ thị phân tử CAPS đã được minh chứng có hiệu quả cao trong nhiều 

nghiên cứu trên nhiều đối tượng. Chẳng hạn như sử dụng chỉ thị phân tử 

CAPS trong việc xác định đúng loại giống cọ dầu mong muốn phục vụ công 

tác nhân giống, giúp tiết kiệm thời gian, công sức và tiền bạc như công trình 

của Babu và cộng sự (2017) [14] , hay trong việc việc xác định cá thể F1 trong 

các quần thể lai loài dâu tằm của Arora và cộng sự (2017) [13]. Vì vậy, để 

phát triển chỉ thị phân tử CAPS phục vụ công tác chọn lọc các dòng F2 đồng 

hợp tử mang QTL9 của bố và các dòng F2 đồng hợp tử mang QTL9 của mẹ, 

công nghệ chụp gen đã được ứng dụng để xác định các SNP nằm trên vùng 

QTL9 của hai giống bố mẹ, từ đó sàng lọc ra các SNPs nằm trong vùng cắt 

của enzyme giới hạn.  

Dựa vào 12 SNPs tìm thấy trong vùng cắt của các enzyme giới hạn 

(Bảng 3.11), các mồi đã được thiết kế xung quanh vị trí của SNPs nhằm 
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khuếch đại vùng chứa SNPs, sao cho khi cắt sản phẩm PCR sẽ tạo ra đa hình 

về chiều dài đoạn cắt.  

Các mồi thiết kế dựa trên trình tự của giống Nipponbarre trên trang 

MSU Rice Genome Annotation (Osa1) Release 7 

(http://rice.plantbiology.msu.edu) [136], sử dụng phần mềm Primer3 plus 

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

Kết quả thu được 12 chỉ thị phân tử CAPS thể hiện qua bảng 3.12. 

Bảng 3.12. Danh sách 12 chỉ thị phân tử CAPS và trình tự mồi 

Tên Vị trí Tên Locus 

Đặc 

điểm vị 

trí 

Trình tự mồi (5’-3’) 

Kích 

thƣớc 

sản 

phẩm 

PCR 

CAPS 

1 

16747814 LOC_Os02g28334 UTR_3' F- CTCCAGCATCTCACCCTCTC 357 

R- CTCCACCATGAATAACCTGCA   

CAPS 

2 

16805081 LOC_Os02g28410 Promoter F- GTTACTCCATCCGTCCCAAA 877 

R- GAATGCTCTCGTCGGATGAT   

CAPS 

3 

16882053 LOC_Os02g28530 intron F- TGGTTTGGGTTACTCGGAAG 689 

R- TTACCTGGAGTGCAAGGTCC   

CAPS 

4 

   intragenic F- TTGTTCGTGATTCGCACGG 852 

 R- CGTGCGAACCACGAAG   

CAPS 

5 

16961918 LOC_Os02g28670 Promoter F- GGCAGCATCAGCAAGCATAC 1037 

R- GGATTAGCTCCCTACCACGC   

CAPS 

6 

17034718 LOC_Os02g28810 Promoter F- CTGAATCCGTCCAGCAAGGT 577 

R- TGCGAGAGGAACGAAACGAA   

CAPS 

7 

17039112 LOC_Os02g28820 Promoter F- TGGTGATTACGGCGTTTGGT 1358 

R- TTCGGCAATACGTCACACTA   

CAPS 

8 

17124657 LOC_Os02g28910 Promoter F- CACGCAGTTTAGCATGACGG 1052 

R- TTCCCGTACTCTCGTCACCT   

CAPS 

9 

17156453 LOC_Os02g28980 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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Tên Vị trí Tên Locus 

Đặc 

điểm vị 

trí 

Trình tự mồi (5’-3’) 

Kích 

thƣớc 

sản 

phẩm 

PCR 

CAPS 

10 

17196458 LOC_Os02g29040 intron F- GTCTGCGCCCACATTTTAGT 1909 

R- GCCTTTCTCTCACCTTGCAC   

CAPS 

11 

17246451 LOC_Os02g29130 intron F- TGGATTGCATGGTTTAGCTG 898 

R- ATGCATTGAGAGGGACCTTG   

CAPS 

12 

17271233 LOC_Os02g29150 UTR_3' F- TGGTGGATTAATGCTGTGGA 1103 

R- GCCACATTTAGATGTGTAA   

Mười hai chỉ thị phân tử CAPS được xây dựng từ 12 SNPs nằm trong 

vị trí cắt của 5 enzyme giới hạn. Trình tự vị trí cắt và kích thước sản phẩm cắt 

của các enzyme giới hạn thể hiện qua bảng 3.13 sau: 

Bảng 3.13. Trình tự vị trí cắt và kích thƣớc các sản phẩm cắt của 5 

enzyme giới hạn sử dụng để cắt chỉ thị phân tử CAPS 

Chỉ thị 

phân tử 

CAPS 

SNP 

(H1/ 

H2) 

Enzyme 

Trình tự vị trí cắt 

của enzyme giới hạn 

Kích thƣớc sản phẩm cắt 

bằng enzyme giới hạn 

G6 (H1) 
G189 

(H2) 
G6 (H1) 

G189 

(H2) 

CAPS 1 G/A SacI GAGCTC AAGCTC 134 &223 357 

CAPS 2 T/G DraI TTTAAA TTGAAA 346&531 877 

CAPS 3 A/T DraI TTAAAA TTTAAA 689 473&216 

CAPS 4 T/TA DraI TTTAAA TTAAAA 601&251 852 

CAPS 5 A/T EcoRV GATATC GTTATC 643&394 1037 

CAPS 6 G/A BamHI GAATCC GGATCC 577 304&273 

CAPS 7 T/C EcoRV GATATC GATACC 1321&127 1358 

CAPS 8 TA/T DraI TTTAAA TTTTAA 273&779 1052 

CAPS 9 TA/T DraI TTTAAA TTTTTA 1027&683 1710 
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Chỉ thị 

phân tử 

CAPS 

SNP 

(H1/ 

H2) 

Enzyme 

Trình tự vị trí cắt 

của enzyme giới hạn 

Kích thƣớc sản phẩm cắt 

bằng enzyme giới hạn 

G6 (H1) 
G189 

(H2) 
G6 (H1) 

G189 

(H2) 

CAPS 10 A/T SalI GTCGAC GTCGTC 886&1023 1909 

CAPS 11 T/A DraI 
TTTAAA TTTAAT 

226&333&339 559&339 
TTTAAA TTTAAA 

CAPS 12 G/C BamHI GGATGC GGATCC 1103 1041&62 

Chữ gạch chân: điểm đột biến trong vị trí cắt của enzyme giới hạn. 

 Các chỉ thị phân tử CAPS và 5 enzyme giới hạn này sẽ được sử dụng để 

xác định các dòng F2 đồng hợp tử mang QTL9 của bố và các dòng F2 đồng 

hợp tử mang QTL9 của mẹ phục vụ đánh giá kiểu hình cấu trúc bông lúa 

trong quần thể F3 ngoài đồng ruộng. 

3.3. Chọn lọc các cây F2 mang QTL9 đồng hợp thuộc hai haplotype bố 

hoặc mẹ bằng chỉ thị phân tử CAPS 

3.3.1. Xác định chỉ thị phân tử CAPS cho đa hình giữa hai giống lúa bố mẹ 

Trước khi sử dụng mồi CAPS để xác định sự phân ly trong quần thể F2, 

các mồi cần được kiểm tra sự đa hình ở hai giống bố (G189) (H1) và mẹ (G6) 

(H2) (hai haplotype) bằng phản ứng PCR và cắt enzyme giới hạn. Kết quả 

điện di phản ứng PCR để kiểm tra độ đặc hiệu với 12 mồi CAPS ở hai giống 

bố mẹ (H1 và H2) được thể hiện trong hình 3.10.  
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Hình 3.10. Kết quả phản ứng PCR thử độ đặc hiệu của các mồi CAPS ở 

hai giống G6 (H1) và G189 (H2)  

 (Các giếng số từ 1-12 tương ứng với 12 chỉ thị phân tử CAPS; L: Thang chuẩn 

DNA Low Gene Ruler 100 bp) 

Hình 3.10 cho thấy, sáu cặp mồi CAPS cho kết quả đặc hiệu chỉ một 

băng DNA duy nhất, đúng với kích thước mong đợi ở cả hai giống bố mẹ: 

CAPS 1 (357 bp), CAPS 5 (1037 bp), CAPS 6 (577 bp), CAPS 7 (1358 bp), 

CAPS 8 (1052 bp), CAPS 12 (1103 bp).  

Kết quả PCR với mồi CAPS 2 không đặc hiệu, xuất hiện nhiều băng 

DNA với kích thước khác nhau nhưng không có băng nào đúng với kích 

thước mong đợi (877 bp), hình ảnh điện di giống nhau ở cả hai haplotype.  

Với mồi CAPS 3 chỉ có một băng đặc hiệu đúng kích thước mong đợi 

(689 bp) ở H1, tuy nhiên ở H2, ngoài băng đúng kích thước mong đợi còn 

xuất hiện một băng không đặc hiệu, có kích thước nhỏ hơn.  

Kết quả PCR với mồi CAPS 4 cho hai băng có kích thước khoảng 200 

và 300 bp, không đúng với kích thước mong đợi (852 bp), ở cả hai haplotype.  

1358 bp 

1037 bp 

357 bp 
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Phản ứng PCR với mồi CAPS 9 và CAPS 10 không thu được băng nào 

ở cả hai haplotype.  

Kết quả PCR với mồi CAPS 11 cho nhiều băng DNA với kích thước 

khác nhau nhưng, trong đó có băng đúng với kích thước mong đợi (898 bp), 

hình ảnh điện di giống nhau ở cả hai haplotype. 

Như vậy, qua kết quả PCR kiểm tra độ đặc hiệu của 12 mồi CAPS thu 

được 8 chỉ thị CAPS có băng đúng với kích thước mong đợi ở cả hai giống bố 

mẹ H1 (G6) và H2 (G189) bao gồm: CAPS 1, CAPS 3, CAPS 5, CAPS 6, 

CAPS 7, CAPS 8, CAPS 11, CAPS 12. 

Sản phẩm PCR của tám mồi CAPS trên tiếp tục được xử lý bằng các 

enzyme giới hạn tương ứng: CAPS 1 cắt bằng enzyme SacI; CAPS 3, CAPS 

8, CAPS 11 cắt bằng enzyme DraI, CAPS 5 cắt bằng enzyme EcoRV; CAPS 

6, CAPS 7, CAPS 11 cắt bằng enzyme giới hạn BamHI. Kết quả thể hiện qua 

hình 3.11. 

Hình 3.11 cho thấy: Sản phẩm PCR với mồi CAPS 1 được cắt bằng 

enzyme giới hạn SacI. Kết quả điện di cho sự đa hình giữa hai haplotype. Sản 

phẩm PCR của H1 bị cắt thành hai mảnh đúng với kích thước mong đợi (134 

bp và 233 bp), trong khi ở H2, SNPs xảy ra trong vị trí cắt của SacI nên sản 

phẩm PCR (357 bp) không bị cắt (hình 3.11A). 

Sản phẩm PCR với mồi CAPS 3 được cắt bằng enzyme giới hạn DraI. 

Vị trí cắt của enzyme ở H1 dự đoán không có SNP nên sản phẩm PCR của H1 

bị cắt hoàn toàn thành 2 băng DNA đúng kích thước mong đợi (216 bp và 473 

bp) (hình 3.11C). Mặc dù dự đoán SNP xảy ra trong vị trí cắt của DraI ở H2 

nhưng sản phẩm cắt enzyme giới hạn của H2 cũng có hai băng DNA đúng 

kích thước mong đợi. Tuy nhiên sản phẩm PCR của H2 không bị cắt hoàn 

toàn, có thể enzyme DraI cắt không tốt, độ đặc hiệu không cao. Ngoài ra ở H2 

còn có một băng DNA khoảng 300 bp là sản phẩm không đặc hiệu của phản 
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ứng PCR, do đó có thể phân biệt H1 và H2 nhờ sự khác biệt của băng DNA 

không đặc hiệu này (Hình 3.11C). 

                   A                                                                                B 

100pb     1            1           6            6           8           8          12         12

134 pb

233 pb

357 pb

1052 pb 1103 pb

273 pb
304 pb

577 pb

1052 pb 1103 pb

577 pb

L      H1        H2        H1        H2         H1   H2         H1        H2

100pb   5         5         

394 pb

643 pb

1037 pb

L       H1        H2

 

               C         D 

100pb         3             3               7             7

1231 pb

127 pb

300 pb

689 pb

216 pb

473 pb

L      H1         H2            H1           H2

100pb         11          11

226 pb

333 & 339 pb

559 pb

339 pb

L              H1          H2

               

Hình 3.11. Kết quả điện di sản phẩm cắt bằng enzyme giới hạn. 

A, Kết quả cắt enzyme giới hạn của sản phẩm PCR với mồi CAPS 1, 6, 8 và 12.     

B, Kết quả cắt enzyme giới hạn của sản phẩm PCR với mồi CAPS 5. C, Kết quả cắt 

enzyme giới hạn của sản phẩm PCR với mồi CAPS 3, CAPS 7. D, Kết quả cắt 

enzyme giới hạn của sản phẩm PCR với mồi CAPS 11. (L: Thang chuẩn DNA Low 

Gene Ruler 100 bp) 

559pb 

 

339 pb 

333 & 339 pb 
 

            226  pb 

127 pb 

1231 pb 



90 

 

 

Sản phẩm PCR với mồi CAPS 5 được cắt bằng enzyme giới hạn 

EcoRV. Kết quả điện di cho sự đa hình giữa hai haplotype. Sản phẩm PCR 

của H1 bị cắt thành hai mảnh đúng với kích thước mong đợi (394 bp và 643 

bp), trong khi ở H2, SNPs xảy ra trong vị trí cắt của EcoRV nên sản phẩm PCR 

(1037 bp) không bị cắt (Hình 3.11B). 

Sản phẩm PCR với mồi CAPS 6 được cắt bằng enzyme giới hạn 

BamHI. Kết quả điện di cho sự đa hình giữa hai haplotype. Sản phẩm PCR 

của H2 bị cắt thành 2 mảnh đúng với kích thước mong đợi (304 bp và 273 

bp), trong khi ở H1, SNPs xảy ra trong vị trí cắt của BamHI nên sản phẩm 

PCR (577 bp) không bị cắt (Hình 3.11A). 

Sản phẩm PCR với mồi CAPS 7 được cắt bằng enzyme giới hạn 

EcoRV. Sản phẩm PCR của H1 bị cắt thành hai mảnh đúng với kích thước 

mong đợi (1231 bp và 127 bp). Tuy nhiên, trái với dự đoán, sản phẩm PCR 

của H2 cũng bị cắt thành hai mảnh giống như ở H1, có thể việc dự đoán SNP 

xuất hiện trong vị trí cắt của enzyme ở H2 không chính xác (Hình 3.11C). 

Trường hợp ngược lại xảy ra với CAPS 8 và CAPS 12. Sản phẩm PCR với 

mồi CAPS 8 được cắt bằng enzyme giới hạn DraI còn sản phẩm PCR với mồi 

CAPS 12 được cắt bằng enzyme giới hạn BamHI. Tuy nhiên phản ứng cắt đã 

không diễn ra như dự đoán ở H1 mà chỉ có 1 băng DNA đúng với kích thước 

sản phẩm PCR (1052 bp đối với CAPS 8 và 1103bp đối với CAPS 12). Sản 

phẩm PCR ở H2 không bị cắt đúng như dự đoán. Có thể việc dự đoán vị trí 

cắt của enzyme DraI và BamHI trong vùng CAPS 8 và CAPS  12 ở H1 không 

bị đột biến là không chính xác. 

Sản phẩm PCR với mồi CAPS 11 được cắt bằng enzyme giới hạn DraI. Có 

2 vị trí cắt của enzyme trong sản phẩm PCR của H1 nên sản phẩm PCR được cắt 

thành 3 mảnh (226, 333 và 339 bp). Trong khi chỉ có 1 vị trí cắt ở H2 nên sản 
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phẩm PCR của H2 được cắt thành 2 mảnh đúng với kích thước mong đợi (339 bp 

và 559 bp) (Hình 3.11D). 

Như vậy, qua kết quả cắt bằng enzyme giới hạn của tám chỉ thị CAPS 

cho thấy có bốn chỉ thị CAPS cho sự đa hình giữa hai giống bố mẹ và bao phủ 

vùng QTL9 đó là CAPS 1, CAPS 5, CAPS 6 và CAPS 11. Các chỉ thị này có 

thể được sử dụng để xác định các cây F2 mang QTL9 đồng hợp tử. 

3.3.2. Chọn lọc các cây F2 đồng hợp tử mang QTL9 của bố hoặc mẹ bằng chỉ 

thị phân tử CAPS 

Trong bốn chỉ thị phân tử CAPS cho sự đa hình giữa hai giống bố mẹ 

và bao phủ vùng QTL9: CAPS 1, CAPS 5, CAPS 6 và CAPS 11, trong đó có 

CAPS 5 và CAPS 6 có vị trí gần nhau nên đề tài chỉ chọn ba chỉ thị CAPS để 

chọn lọc các dòng F2 đồng hợp tử mang QTL9 của giống mẹ (G6) và các 

dòng F2 đồng hợp tử mang QTL9 của giống bố (G189): CAPS 1, CAPS 5 và 

CAPS 11.  

275 cây F2 được chạy phản ứng PCR bằng các mồi CAPS, sau đó cắt 

sản phẩm PCR bằng các enzyme tương ứng: CAPS 1 với enzyme SacI, CAPS 

5 với enzyme EcoRV và CAPS 11 với enzyme DraI, sản phẩm điện di trên 

gel agarose 2%. Các kết quả thu được như sau: 

Đối với CAPS 1: Kết quả phản ứng PCR và cắt bằng enzyme SacI, sau 

khi điện di trên gel agarose 2% xác định được các cây mang QTL9 đồng hợp 

tử của cây mẹ (G6) xuất hiện hai băng có kích thước tương ứng 134 bp và 233 

bp. Các cây mang QTL9 đồng hợp tử của cây bố (G189) chỉ thu được một 

băng DNA duy nhất tương ứng với kích thước 357 bp. Các cây dị hợp tử thu 

được ba băng có kích thước 134 bp, 233 bp và 357 bp.  

Hình 3.12 minh họa một số kết quả thu được với cặp mồi CAPS 1. 

Những cây có hai băng DNA kích thước 134 bp và 233 bp (11.6; 11.7; 11.10; 

3.23) là cây mang QTL9 đồng hợp của cây mẹ (G6). Những cây chỉ có một 
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băng DNA duy nhất ở kích thước 357 bp (11.4; 11.5; 3.6; 3.11; 3.25; 3.26; 

3.31) là cây đồng hợp tử mang QTL9 của cây bố (G189). Những cây có cả ba 

băng DNA kể trên là cây dị hợp mang cả QTL9 của bố và mẹ.  

 

 

Hình 3.12. Kết quả phân tích một số cây F2 với chỉ thị CAPS 1 

Kết quả phân tích 275 cây F2 thu được 74 cây F2 mang QTL9 đồng hợp 

của cây mẹ (G6), 66 cây mang QTL9 đồng hợp của cây bố (G189) và 135 cây 

dị hợp tử mang cả hai QTL9 của bố và mẹ (danh sách các cây đồng hợp tử thể 

hiện qua bảng 3.14). 

Đối với CAPS 5: 275 mẫu DNA của quần thể F2 được phân tích với 

mồi CAPS 5 bằng phản ứng PCR, sau đó cắt sản phẩm PCR bằng enzyme 

357 bp 

233 bp 

134 bp 

357 bp 

233 bp 

134 bp 

357 bp 

233 bp 

134 bp 



93 

 

 

EcoRV thu được các cây đồng hợp tử của cây mẹ (G6) xuất hiện hai băng với 

kích thước 394 bp và 643 bp. Các cây đồng hợp tử của cây bố (G189) chỉ xuất 

hiện một băng duy nhất ở kích thước 1037 bp. Các cây dị hợp tử xuất hiện ba 

băng ở các kích thước 394 bp, 643 bp và 1087 bp (hình 3.13).  

 

Hình 3.13. Kết quả phân tích một số cây F2 với chỉ thị CAPS 5 

Hình 3.13 là kết quả điện di sản phẩm cắt enzyme của một số cây F2. 

Những cây chỉ có hai băng DNA kích thước 394 bp và 643 bp (19.9; 19.13; 

19.15; 19.17; 19.22) là cây mang QTL9 đồng hợp của cây mẹ (G6). Những 

cây chỉ có một băng DNA duy nhất ở kích thước 1037 bp (3.16; 3.17; 19.10; 

19.21) là cây mang QTL9 đồng hợp của cây bố (G189). Những cây có cả ba 

băng DNA kể trên là cây dị hợp mang cả QTL9 của bố và mẹ.  

Kết quả phân tích 275 cây F2 thu được 74 cây F2 mang QTL9 đồng hợp 

của cây mẹ (G6), 66 cây mang QTL9 đồng hợp của cây bố (G189) và 135 cây 

dị hợp tử mang cả hai QTL9 của bố và mẹ. Kết quả này hoàn toàn trùng lặp 

1037 bp 

643 bp 

394 bp 

1037 bp 

643 bp 

394 bp 
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với kết quả thu được sử dụng CAPS 1 (danh sách các cây đồng hợp tử thể 

hiện qua bảng 3.14). 

Tương tự 275 mẫu DNA của quần thể F2 được phân tích kiểu gen với 

mồi CAPS 11, cắt bằng enzyme DraI thu được các cây F2 mang QTL9 đồng 

hợp của cây mẹ (G6) chỉ có ba băng kích thước 226 bp và 333 và 339 bp; các 

cây chỉ có hai băng DNA với kích thước 339 bp và 559 bp là cây mang QTL9 

đồng hợp tử của bố (G189) (hình 3.14).  

 

Hình 3.14. Kết quả phân tích một số cây F2 với chỉ thị CAPS 11 

Hình 3.14 là kết quả điện di của sản phẩm PCR được cắt bằng enzyme 

DraI của một số cây F2. Những cây mang QTL9 đồng hợp của cây mẹ (G6) 

bao gồm 3.46; 3.59; 3.62 có ba băng DNA kích thước 226 bp; 333 và 339 bp. 

Những cây chỉ có hai băng DNA với kích thước 339 bp và 559 bp (3.25; 3.66) 

là cây mang QTL9 đồng hợp của cây bố (G189). Những cây có cả bốn băng 

DNA kể trên là các cây dị hợp mang cả QTL9 của bố và mẹ.  

559 bp 

333&339 bp 

226 bp 

559 bp 

333&339 bp 

226 bp 
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 Kết quả phân tích 275 cây F2 thu được 74 cây F2 mang QTL9 đồng hợp 

của cây mẹ (G6), 66 cây mang QTL9 đồng hợp của cây bố (G189) và 135 cây 

F2 dị hợp tử mang cả hai QTL9 của bố và mẹ. Kết quả này cũng hoàn toàn 

trùng lặp với kết quả thu được sử dụng CAPS 1 và CAPS 5 (danh sách các 

cây đồng hợp tử thể hiện qua bảng 3.14). 

Như vậy, nhờ chỉ thị phân tử CAPS được thiết kế bao phủ vùng QTL9 

đã giúp xác định sự phân ly kiểu gen của QTL9, cụ thể là xác định các dòng 

đồng hợp tử mang QTL9 của bố hoặc mẹ ngay trong quần thể F2 thay vì đánh 

giá đến thế hệ F9 và F10 như trong nghiên cứu của Zhao và các cộng sự 

(2016) [126] trong quần thể RILs.  

275 cá thể F2 được phân tích với 3 chỉ thị phân tử CAPS 1, CAPS 5 và 

CAPS 11 thu được 74 cây F2 đồng hợp tử mang kiểu gen QTL9 của mẹ (G6), 

66 cây F2 đồng hợp tử mang kiểu gen QTL9 của bố (G189), chiếm tỷ lệ 

50,9%. Danh sách các cây đồng hợp tử được thể hiện qua bảng 3.14 sau: 

Bảng 3.14. Danh sách cây F2 đồng hợp tử đƣợc xác định bằng 3 chỉ thị 

phân tử CAPS 1, CAPS 5, CAPS 11 

Các cây F2 mang QTL9 đồng hợp tử 

của cây mẹ G6 

Các cây F2 mang QTL9 đồng hợp tử 

của cây bố G189 

STT 
Ký hiệu 

cây 
STT 

Ký hiệu 

cây 
STT Ký hiệu cây STT 

Ký hiệu 

cây 

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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Các cây F2 mang QTL9 đồng hợp tử 

của cây mẹ G6 

Các cây F2 mang QTL9 đồng hợp tử 

của cây bố 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 11.5 

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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Các cây F2 mang QTL9 đồng hợp tử 

của cây mẹ G6 

Các cây F2 mang QTL9 đồng hợp tử 

của cây bố 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   

Tổng cộng: 74 cây Tổng cộng: 66 cây 

Các cây F2 đồng hợp tử sẽ được phát triển tạo quần thể F3, phân tích 

kiểu hình cấu trúc bông của quần thể F3 so sánh với hai giống bố mẹ để làm 

sáng tỏ được vai trò của QTL9 liên quan đến cấu trúc bông lúa. 

3.4. Phân tích kiểu hình cấu trúc bông của hai quần thể F3 thuộc hai 

haplotype bố hoặc mẹ  

QTL9 được xác định liên kết với hai tính trạng số gié cấp hai/bông và 

số hạt/bông bằng phương pháp phân tích liên kết trên toàn hệ gen (GWAS) 

của nhóm nghiên cứu Tạ Kim Nhung và các cộng sự từ năm 2013 - 2014 

(công bố năm 2018). Tuy nhiên, kết quả phân tích này dựa trên các thuật toán 

thống kê. Vì vậy, để kiểm chứng xem QTL9 có thực sự liên kết với hai tính 

trạng này hay không thông qua các quần thể lai tái tổ hợp, chọn lọc và tạo 

quần thể lai đồng hợp tử mang QTL9 sau đó đánh giá kiểu hình ngoài đồng 

ruộng. So sánh kiểu hình cấu trúc bông lúa của quần thể đồng hợp tử với quần 

thể bố mẹ, từ đó làm sáng tỏ vai trò của QTL9 liên quan đến hai tính trạng số 

gié cấp hai/bông và số hạt/bông.  

Có nhiều quần thể có thể sử dụng để nghiên cứu QTL như quần thể F2 

của Bevan và cộng sự, 2017 [25]; hay quần thể đơn bội DHs của nhóm nghiên 

cứu Bao và cộng sự, 2002 [21], Hill và cộng sự, 2019 [46]; hay phát triển 
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quần thể NILs theo Bai Xufeng và cộng sự, 2012 [18]; quần thể lai trở lại cận 

giao tái tổ hợp BILs của Thomson và cộng sự, 2003 [107] và nhóm nghiên 

cứu của Peng và cộng sự, 2014 [87]… Tuy nhiên, để phát triển quần thể NILs 

hay BILs thường tốn nhiều thời gian và công sức. Vì vậy, đề tài đã phát triển 

quần thể lai RILs và sử dụng chỉ thị phân tử CAPS để chọn lọc dòng F3 đồng 

hợp tử mang QTL9 của bố hoặc mẹ thay vì chọn dòng đồng hợp tử ở thế hệ F7 

như phương pháp truyền thống của Marathi và cộng sự, 2012 [76].  

Tổng số 74 dòng F2 đồng hợp tử mang QTL9 của cây mẹ G6 (H1) và 

66 dòng F2 đồng hợp tử mang QTL9 của cây bố G189 (H2) đã được xác định 

(bảng 3.9). Chọn lọc 49 dòng đồng hợp tử thu được nhiều hạt với mỗi kiểu 

haplotype H1 và H2 để đánh giá kiểu hình cấu trúc bông của quần thể F3 

ngoài đồng ruộng. Thí nghiệm được thực hiện vào vụ xuân năm 2019, gồm 98 

ô thí nghiệm tương ứng với 98 dòng đồng hợp tử và hai ô đối chứng G6, 

G189 được bố trí ngẫu nhiên, mỗi ô gồm 16 cây được cấy thành 4 hàng, mỗi 

hàng có 4 cây.  

Tại mỗi ô thí nghiệm, 9 bông từ 3 cây ngẫu nhiên ở giữa ô được thu 

thập (mỗi cây thu 3 bông). Bông lúa sau khi thu, được dán cố định trên khổ 

giấy A3, sử dụng phần mềm PTRAP được phát triển bởi nhóm nghiên cứu của 

AL-Tam và các cộng sự thuộc Viện Nghiên cứu và Phát triển Pháp - IRD [12] 

để đo đếm các chỉ tiêu quan tâm (Hình 3.15).  
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(a) (b) 

Hình 3.15. Phân tích định lƣợng các tính trạng cấu trúc bông lúa 

(a) Định lượng thành phần cấu trúc bông lúa bằng phần mềm P-Trap các chỉ tiêu 

RL: chiều dài trục bông; PBN:số gié cấp một/bông; SBN: số gié cấp hai/bông; 

TBN: số gié cấp ba/bông; SpN: số hạt/bông; PBL: chiều dài gié cấp một; SBL: 

chiều dài gié cấp hai; TBL: chiều dài gié cấp ba; PBintL: khoảng cách giữa các gié 

cấp một; SBintL: khoảng cách giữa các gié cấp hai. (b) (hàng trên) hình ảnh bông 

lúa cây mẹ G6 (H1) và 2 bông của cây F3 đồng hợp tử mang QTL9 của cây mẹ, 

(hàng dưới) hình ảnh bông lúa cây bố G189 (H2) và 2 bông lúa của cây F3 đồng 

hợp tử mang QTL9 của bố (Ảnh chụp tại Viện Di truyền Nông nghiệp năm 2019). 

Thanh tỷ lệ: 2 cm 

Tổng số 900 bông lúa đã được phân tích cấu trúc bông lúa bằng phần 

mềm P-Trap các chỉ tiêu: Chiều dài bông (RL), số gié cấp một (PBN), chiều 

dài gié cấp một (PL), số gié cấp hai (SBN), chiều dài gié cấp hai (SBL), số gié 

cấp ba (TBN), khoảng cách giữa các gié cấp một (PBintL), khoảng cách giữa 

các gié cấp hai (SBintL) và số hạt/bông (SpN). Ngoài ra, các chỉ tiêu chiều 

cao cây, số nhánh hữu hiệu, thời gian ra hoa cũng được đo đếm trực tiếp trên 

150 cây thí nghiệm. 

G6 (H1) 
F3-H1 F3-H1 

F3-H2 F3-H2 G189 (H2) 
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Kết quả đo đếm các chỉ tiêu thể hiện qua bảng 3.15 như sau: 

Bảng 3.15. Kết quả đo đếm thành phần cấu trúc bông lúa bằng phần 

mềm P-Trap và các chỉ tiêu liên quan đến năng suất lúa của quần thể bố 

mẹ và quần thể F3 đồng hợp tử  

(Vụ xuân năm 2019 tại xã Đông La, Hoài Đức, Hà Nội) 

STT 

Haplotype 

Chỉ tiêu 

 theo dõi 

G6 (H1) G189 (H2) F3_H1 F3_H2 

1 Chiều dài trục bông (cm) 20,1±2,3 15,6±3,5 15,7±3,8 15,9±3,4 

2 
Đường kính trục bông 

(cm) 
0,2±0,04 0,2±0,07 0,2±0,06 0,2±0,06 

3 Số đốt/trục chính (đốt) 8,1±1,1 5,9±0,7 7,0±1,3 7,5±1,4 

4 Số gié cấp một (gié) 9,7±0,9 6,2±0,6 7,7±1,5 7,9±1,4 

5 
Chiều dài trung bình gié 

cấp một (cm) 
13,8±0,8 15,9±1,5 13,8±1,4 14,1±2,3 

6 
Khoảng cách giữa các gié 

cấp một (cm) 
2,3±0,2 3,0±0,6 2,4±0,4 2,4±0,5 

7 Số gié cấp hai/bông (gié) 18,6±2,3 26,0±6,0 20,0±7,1 23,4±7,8 

8 
Chiều dài trung bình gié 

cấp hai (cm) 
3,2±0,4 3,2±0,4 3,2±0,5 3,2±0,4 

9 
Khoảng cách giữa các gié 

cấp hai (cm) 
1,6±0,5 0,6±0,2 1,0±0,6 0,9±0,4 

10 Số gié cấp ba/bông (gié) 0,1±0,3 3,0±3,4 0,3±0,7 0,6±1,4 

11 Số hạt/bông (hạt) 108,0±11,8 140,0±39,2 104,4±32,3 119,0±34,2 

12 Chiều cao cây (cm) 134,6±3,5 108,8±13,4 123,5±11,7 126,2±13,1 

13 Số nhánh/cây (nhánh) 11,5±3,0 6,3±1,6 10,1±2,8 9,1±2,7 

14 
Số nhánh hữu hiệu/cây 

(nhánh) 
11,5±2,3 6,0±1,2 9,9±2,7 8,9±2,6 
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STT 

Haplotype 

Chỉ tiêu 

 theo dõi 

G6 (H1) G189 (H2) F3_H1 F3_H2 

15 
Ngày bông đầu tiên ra 

hoa (ngày) 
86,5±2,3 70,3±1,3 75,3±10,1 71,8±11,2 

16 
Ngày 50% số bông ra hoa 

(ngày) 
93,5±1,7 76,0±4,3 84,8±7,1 82,3±8,9 

Các số liệu đo đếm trên được xử lý và phân tích bằng phần mềm thống 

kê R của R Core Team, 2019 [92]. 

Đánh giá sự phân bố kiểu hình của các thành phần cấu trúc bông cho 

thấy, các tính trạng phân bố theo quy luật phân bố chuẩn hoặc gần phân bố 

chuẩn vì các giá trị quan sát nằm gần và nằm trên đường kỳ vọng (màu đỏ) 

(hình 3.16). Điều đó cho thấy kết quả đo đếm các chỉ tiêu có độ tin cậy cao. 
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Hình 3.16. Biểu đồ Q-Q plot về sự phân bố của các tính trạng cấu trúc 

bông lúa  

(RL: Chiều dài bông; PBN: Số gié cấp một/bông; PBL: Chiều dài gié cấp một; 

SBN: Số gié cấp hai/bông; SBL: Chiều dài gié cấp hai; SpN: Số hạt/bông; PBintL: 

Khoảng cách giữa các gié cấp một; SBintL: Khoảng cách giữa các gié cấp hai) 

So sánh tám tính trạng cấu trúc bông và bốn tính trạng liên quan đến 

năng suất của quần thể F3 đồng hợp tử được thể hiện qua hình 3.17 và hình 

3.18.  
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Hình 3.17. Biểu đồ hộp so sánh 8 tính trạng cấu trúc bông của quần thể 

F3 đồng hợp tử mang QTL9 của mẹ (F3_H1) và bố (F3_H2)  

(Ghi chú: RL: chiều dài trục bông; PBN:số gié cấp một/bông; SBN: số gié cấp 

hai/bông; TBN: số gié cấp ba/bông; SpN: số hạt/bông; PBL: chiều dài gié cấp một; 

SBL: chiều dài gié cấp hai; TBL: chiều dài gié cấp ba; PBintL: khoảng cách giữa 

các gié cấp một; SBintL: khoảng cách giữa các gié cấp hai) 



104 

 

 

Hình 3.17, so sánh tám tính trạng cấu trúc bông giữa hai haplotype 

trong quần thể F3 cho thấy các tính trạng số hạt/bông (SpN), số gié cấp hai 

(SBN), chiều dài bông (RL), khoảng cách giữa các gié cấp một (PBintL), 

chiều dài gié cấp hai (SBL) ở H2 cao hơn H1 có ý nghĩa thống kê (p < 0,005), 

ngược lại tính trạng khoảng cách giữa các gié cấp hai (SBintL) ở H2 thấp hơn 

ở H1 với p = 0,003. Kết quả cũng cho thấy không có sự khác biệt về số gié 

cấp một (PBN) giữa hai haplotype (p > 0,005). 

 

Hình 3.18. Biểu đồ hộp so sánh bốn tính trạng liên quan đến năng suất 

của quần thể F3 đồng hợp tử mang QTL9 của mẹ (F3_H1) và bố (F3_H2) 

(Ghi chú: TN: Số nhánh/cây; eTN: số nhánh hữu hiệu/cây; FTF: ngày ra hoa bông 

đầu tiên; FT_50: ngày ra hoa của 50% số bông) 

Hình 3.18, so sánh bốn tính trạng liên quan đến năng suất gồm số 

nhánh/cây (TN), số nhánh hữu hiệu/cây (eTN), ngày bông đầu tiên ra hoa 

(FTF) và ngày có 50% số bông ra hoa (FT-50) cho thấy cả bốn tính trạng này 

đều có khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). Hay nói cách khác, 

các tính trạng này không có sự khác biệt giữa hai haplotype.  
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Tương tự như vậy, khi phân tích tương quan các thành phần chính PCA 

(hình 3.19) cho thấy các tính trạng liên quan đến cấu trúc bông chia thành hai 

nhóm: nhóm liên quan đến số lượng (số gié cấp một - PBN, số gié cấp hai - 

SBN và số hạt/bông - SpN) và nhóm liên quan đến chiều dài (chiều dài bông - 

PL, chiều dài gié cấp một - PBL, chiều dài gié cấp hai - SBN, khoảng cách 

giữa các gié cấp một - PBintL). Trong đó, số hạt/bông (SpN) có mối liên hệ 

chặt chẽ với số gié cấp hai/bông (SBN) mối liên hệ thấp hơn với số gié cấp 

một/bông (PBN). Ngược lại, khoảng cách giữa các gié cấp hai (SBintL) 

không liên quan đến các tính trạng còn lại (Hình 3.19). 

 
 

Hình 3.19. Biểu đồ phân tích tƣơng quan thành phần chính PCA 

(Biểu đồ hình cột bên phải biểu diễn toàn bộ dữ liệu thông qua 8 cột trên trục 

hoành Axis, trong đó hai thành phần chính Axis 1 và Axis 2 (màu đen) phản ánh 

hơn 50% bộ dữ liệu. Biểu đồ hệ tọa độ bên trái thể hiện ánh xạ dữ liệu hai thành 

phần chính Axis 1 (Dim1) và Axis 2 (Dim2). Mỗi chấm là hình ảnh ánh xạ của biến 

lên hệ tọa độ với 2 thành phần chính (Dim1, Dim2), thành phần thứ nhất phản ánh 

38,8% bộ dữ liệu, thành phần thứ 2 phản ánh 26,6% bộ dữ liệu). 
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 Mối tương quan giữa các tính trạng được thể hiện rõ hơn qua biểu đồ 

phân tích tương quan corrplot (hình 3.20). 

 

Hình 3.20. Biểu đồ mối tƣơng quan Corrplot giữa các tính trạng cấu trúc 

bông ở quần thể F3  

(Ghi chú: RL: chiều dài trục bông; PBN: số gié sơ cấp/bông; SBN: số gié thứ 

cấp/bông; TBN: số gié tam cấp/bông; SpN: số hạt/bông; PBL: chiều dài gié sơ cấp; 

SBL: chiều dài gié thứ cấp; TBL: chiều dài gié tam cấp; PBintL: khoảng cách giữa 

các gié sơ cấp; SBintL: khoảng cách giữa các gié thứ cấp; TN: Số nhánh/cây; eTN: 

số nhánh hữu hiệu/cây) 

Phân tích mối tương quan giữa các tính trạng cấu trúc bông (hình 

3.20) cho thấy số gié cấp hai/bông (SBN) và số hạt/bông (SpN) có mối 

tương quan chặt chẽ với nhau với hệ số tương quan 0,93. Trong khi đó, các 

tính trạng số gié cấp một/bông (PBN) và số gié cấp hai/bông (SBN); số gié 

cấp một/bông (PBN) và số hạt/bông (SpN) hay chiều dài các gié cấp một 

(PBL) và số hạt/bông (SpN) có mối tương quan vừa với hệ số tương quan từ 

0,51 - 0,59. Các tính trạng có mối tương quan thấp như chiều dài bông (RL) 
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và số gié cấp hai (SBN); số hạt/bông (SpN), chiều dài các gié cấp một (PBL) 

và số hạt/bông (SpN) với hệ số tương quan 0,39 - 0,45. Ngược lại, có một số 

tính trạng không có mối tương quan với nhau như số gié cấp hai/bông 

(SBN), số hạt/bông (SpN) và khoảng cách giữa các gié cấp hai (SBintL); 

khoảng cách giữa các gié cấp một (PBintL) với hệ số tương quan âm (-0,4 

đến -0,04). Các kết quả này hoàn toàn tương đồng với kết quả phân tích 

GWAS đã được công bố trước đây trên tập đoàn lúa bản địa Việt Nam của 

Tạ Kim Nhung và cộng sự năm 2018 [102]. Điều đó cho thấy, các kết quả 

nghiên cứu của đề tài là đáng tin cậy. 

Mô hình hồi quy tuyến tính của các tính trạng số gié cấp hai/bông 

(SBN) và số hạt/bông (SpN) của quần thể F3 thể hiện qua hình 3.21. 

 

Hình 3.21. Mô hình hồi quy tuyến tính đơn biến giữa hai tính trạng số gié cấp 

hai/bông (SBN) và số hạt/bông (SpN) (A) và tƣơng quan tuyến tính giữa các 

tính trạng SpN và SBN trong hai quần thể con F3 thuộc hai haplotype (B) 

A 

B 
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Theo tác giả Nguyễn Văn Cường, 2014 [1] trong phân tích QTL, một 

giá trị cần được chú ý là giá trị R
2
 hay PVE (Phenotypic variance explained - 

phần trăm giải thích sự khác biệt kiểu hình tại vị trí QTL đó). Trong nghiên 

cứu của Ashikari và cộng sự, 2005 [14] nghiên cứu lập bản đồ QTL các tính 

trạng liên quan đến năng suất lúa thông qua các quần thể lai giữa hai giống 

lúa có năng suất khác nhau, thuộc hai nhóm Japonica và Indica cũng đã xác 

định được QTL làm tăng số hạt/bông Gn1 có giá trị R
2
 cao nhất 44% cho thấy 

có thể dễ dàng phân biệt được các nhóm kiểu hình khác nhau (QTL này làm 

tăng số lượng hạt tới 92 hạt). Do đó, xác suất có gen trong vùng QTL này ảnh 

hưởng đến tính trạng là rất cao. Như vậy, qua mô hình hồi quy tuyến tính đơn 

(hình 3.21A) có thể chỉ ra rằng mức độ đa dạng của số gié cấp hai trên bông 

(SBN) có thể lý giải cho 86,7% sự đa dạng của số hạt trên bông (SpN). 

QTL9 là một QTL mới phát hiện liên quan đến hai tính trạng số gié cấp 

hai/bông (SBN) và số hạt/bông (SpN) thu được từ nghiên cứu phân tích 

GWAS của Tạ Kim Nhung và các công sự (2018) trên tập đoàn 159 giống lúa 

bản địa Việt Nam, trong đó có hai giống G6 và G189. Trong đó, giống G6 có 

cấu trúc bông nhỏ, mang QTL9 haplotype 1; giống G189 có cấu trúc bông to 

mang QTL9 haplotype 2. Quần thể F3 được tạo ra từ cặp lai G6 và G189. Vì 

vậy, để đánh giá được vai trò của QTL9 liên quan đến cấu trúc bông lúa, cụ 

thể là hai tính trạng số gié cấp hai/bông (SBN) và số hạt/bông (SpN), tiến 

hành so sánh hai tính trạng này giữa hai haplotype ở quần thể F3 đồng hợp tử 

và các cây bố mẹ G6 và G189. Kết quả được thể hiện qua hình 3.22.  
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Hình 3.22. So sánh cấu trúc bông của hai haplotype 

(A) Biểu đồ hình hộp với các chấm riêng lẻ cho biết số lượng hạt (SpN) và số gié cấp hai 

(SBN) trên mỗi bông ở hai nhóm bố mẹ G6 từ haplotype H1 và G189 từ haplotype H2. (B) 

Biểu đồ hình hộp với các chấm riêng lẻ biểu thị số lượng hạt (SpN) và số gié cấp hai (SBN) 

trên mỗi bông của quần thể F3 từ quần thể F1 của cặp lai G6xG189 có haplotype H1 

(F3_H1) hoặc haplotype H2 (F3_H2) trong vùng QTL9. (C) Bông lúa của giống bố mẹ G6 

và G189, một dòng F3_H1 và một dòng F3_H2 chụp tại Viện Di truyền Nông nghiệp năm 

2019. Các chấm riêng lẻ trong hộp tương ứng với giá trị trung bình từ 3 bông chính trên 

mỗi cây. Thanh chia độ: 2 cm. Ý nghĩa thống kê (giá trị p kiểm định) giữa hai dòng hoặc 

bố mẹ đối với hai tính trạng hình thái bông được biểu thị như sau: * nếu giá trị p <0,05, 

** nếu p <0,01, *** nếu p <0,001. 
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Hình 3.22A so sánh số hạt/bông và số gié cấp hai/bông giữa hai 

haplotype ở quần thể bố mẹ. Kết quả cho thấy: 

Số hạt/bông ở quần thể mẹ (G6_H1) chủ yếu nằm trong khoảng 104 - 

110 hạt/bông, một số cây có số hạt thấp dưới 100 hạt và cao trên 140 

hạt/bông. Trong khi đó, số hạt/bông ở quần thể bố (G189_H2) cao hơn hẳn 

quần thể mẹ (G6_H1) có ý nghĩa thống kê với p < 0,05; với số hạt trung bình 

từ 110 - 160 hạt/bông, một số cây đạt trên 200 hạt/bông. 

Tương tự như vậy, đối với số gié cấp hai/bông (SBN) ở quần thể bố cao 

hơn quần thể mẹ có ý nghĩa thống kê với p < 0,01 (hình 3.22A). Ở quần thể 

mẹ (G6_H1) có số gié trung bình/bông từ 18 - 20 gié; trong khi ở quần thể bố 

(G189_H2) đạt từ 24 - 32 gié cấp hai/bông.  

Tiếp đến, hình 3.22B so sánh số hạt/bông và số gié cấp hai/bông giữa 

hai haplotype ở quần thể F3 đồng hợp tử. Quần thể này được tạo ra từ quần 

thể F1 của cặp lai G6 và G189 tự thụ phấn tạo quần thể F2, sau đó các cây F2 

đồng hợp tử mang QTL9 của bố hoặc của mẹ được chọn lọc bằng chỉ thị phân 

tử CAPS (kết quả ở ở nội dung trên) tiếp tục cho tự thụ phấn tạo quần thể F3 

đồng hợp tử. Kết quả hình 3.22B cho thấy cả hai chỉ tiêu số hạt/bông (SpN) 

và số gié cấp hai/bông (SBN) ở quần thể F3_H2 đều cao hơn quần thể F3_H1, 

sự khác biệt này có ý nghĩa thống kê giữa hai haplotype với p < 0,01. Số 

hạt/bông trung bình ở quần thể F3_H1 khoảng 104 hạt; trong khi đó ở quần 

thể F3_H2 khoảng 118 hạt. Số gié cấp hai/bông ở quần thể F3_H1 khoảng 19 

gié và ở quần thể F3_H2 khoảng 23 gié. Sự khác biệt giữa hai haplotype ở 

quần thể F3 đồng hợp tử cũng tương đồng với các giống bố mẹ.  

Đặc biệt, số gié cấp hai/bông (SBN) và số hạt/bông (SpN) ở quần thể F3 

đồng hợp tử mang QTL9 cây bố (F3_H2) cao hơn số gié cấp hai/bông (SBN) 

và số hạt/bông (SpN) ở quần thể F3 đồng hợp tử mang QTL9 cây mẹ 

(F3_H1). Kết quả nghiên cứu này phù hợp với kết quả phân tích GWAS trước 
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đây của Tạ Kim Nhung và cộng sự năm 2018 [102], QTL9 liên kết với hai 

tính trạng số gié cấp hai/bông và số hạt/bông. Điều này khẳng định sự quan 

trọng của vùng QTL9 đối với sự phân nhánh của bông, những cây mang 

QTL9_H2 có xu hướng bông to, nhiều hạt hơn những cây mang QTL9_H1.  
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

1. Kết luận 

1.1. Phân tích haplotype vùng QTL9 đã xác định được 04 giống lúa làm 

bố mẹ thuộc hai haplotype H1, H2 có cấu trúc bông khác biệt (bông to và 

bông nhỏ). Trong đó giống có cấu trúc bông to (G189, G205) thuộc H2 làm 

cây bố và giống có cấu trúc bông nhỏ (G6, G19) thuộc H1 làm cây mẹ và lai 

tạo được 04 quần thể lai F1 từ 04 giống lúa đã chọn lọc. Chọn được 7/12 chỉ 

thị SSR cho đa hình giữa các giống bố mẹ sử dụng để chọn lọc cây F1. Đã xác 

định được: 12/20 cây lai F1 của cặp G6 x G189 nhờ 3 chỉ thị RM320, RM180, 

RM491; 11/20 cây lai F1 của cặp G6 x G205 nhờ 2 chỉ thị RM320, RM180; 

17/20 cây lai F1 của cặp G19 x G189 nhờ 3 chỉ thị RM289, RM592, RM204; 

11/20 cây lai F1 của cặp G19 x G205 nhờ 3 chỉ thị RM289, RM592, RM204. 

1.2. Đã phát triển được được 3 chỉ thị phân tử CAPS bao phủ vùng 

QTL9: CAPS 1, CAPS 5, CAPS 11 cho đa hình giữa các giống bố mẹ để chọn 

lọc các cây F2 đồng hợp tử.  

1.3. Đã tạo được quần thể F2 gồm 275 cá thể bằng ba chỉ thị phân tử 

CAPS; chọn lọc được 74 cây F2 đồng hợp tử thuộc H1, 66 cây F2 đồng hợp tử 

thuộc H2, chiếm tỷ lệ 50,9% bằng ba chỉ thị phân tử CAPS. Các cây F2 đồng 

hợp tử được phát triển tạo quần thể F3_H1 và F3_H2 để đánh giá cấu trúc 

bông. 

1.4. Phân tích kiểu hình cấu trúc bông của hai quần thể F3 gồm 1.568 cá 

thể đồng hợp tử mang kiểu gen QTL9 của bố hoặc của mẹ đã xác định được 

QTL9 có tham gia vào việc quy định kiểu hình cấu trúc bông, đặc biệt là hai 

tính trạng số gié cấp hai/bông và số hạt/bông. Những cá thể mang QTL9 

thuộc H1 có xu hướng mang cấu trúc bông nhỏ và những cá thể mang QTL9 

thuộc H2 có xu hướng mang cấu trúc bông to. 
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2. Kiến nghị 

Đưa QTL9 và bộ chỉ thị phân tử CAPS ứng dụng vào chương trình 

chọn tạo giống lúa năng suất cao ở Việt Nam. 
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PHỤ LỤC 1 

DANH SÁCH VÀ TRÌNH TỰ CÁC HAPLOTYPE TRONG VÙNG QTL9 

CỦA TẬP ĐOÀN 155 GIỐNG LÚA BẢN ĐỊA VIỆT NAM 

H 
STT 

giống 

Mã 

giống 
Nhóm 

Thời gian sinh 

trưởng 
Số hạt/ bông 

Số gié thứ 

cấp/ bông Trình tự 

haplotype Năm 

2014 

Năm 

2015 

Năm 

2014 

Năm 

2015 

Năm 

2014 

Năm 

2015 

H9 1 ACZ J 81,5 79 185,50 217,33 30,89 37,67 atataagaa 

H1 2 G1 I 73,5 69,5 124,89 186,22 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 G11 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 109,5 121,5 127,65 136,33 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 G14 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 I 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 



H 
STT 

giống 

Mã 

giống 
Nhóm 

Thời gian sinh 

trưởng 
Số hạt/ bông 

Số gié thứ 

cấp/ bông Trình tự 

haplotype Năm 

2014 

Năm 

2015 

Năm 

2014 

Năm 

2015 

Năm 

2014 

Năm 

2015 

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

44 G16 J 104,5 111 160,59 213,78 31,82 37,28 gagagcgaa 

47 G165 I 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 I 72,5 69,5 157,22 134,83 31,72 24,56 gagagcgaa 

51 G17 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 I 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 I 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 



H 
STT 

giống 

Mã 

giống 
Nhóm 

Thời gian sinh 

trưởng 
Số hạt/ bông 

Số gié thứ 

cấp/ bông Trình tự 

haplotype Năm 

2014 

Năm 

2015 

Năm 

2014 

Năm 

2015 

Năm 

2014 

Năm 

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 105,5 110 176,33 248,39 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 94,5 102,5 121,72 162,22 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 91,5 147,50 177,61 28,17 32,94 gagagcgaa 

114 G53 I 132,5 134,5 216,33 317,44 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 I 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 97,5 103,5 176,83 211,67 37,00 42,89 gagagcgaa 
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Năm 
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127 G69 I 130,5 135,5 204,94 272,78 41,50 53,72 gagagcgaa 

128 G7 I 100 103 127,39 155,56 22,67 27,44 gagagcgaa 

129 G70 I 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 35,50 gagagcgaa 

135 G79 I 129,5 135,5 284,00 239,11 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 G91 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 77,5 143,50 144,67 31,17 29,28 gagagcgaa 

H2 5 G101 J 114,5 118 252,00 266,56 54,59 55,67 atataaatt 

9 G105 I 100 110,5 210,56 233,00 36,56 41,22 atataaatt 

14 G110 I 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 
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27 G131 J 135,5 141 210,50 287,78 36,17 56,00 atataaatt 

28 G132 I 134,5 140,5 264,89 293,94 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 G161 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 

H3 
7 G103 J 121 119 143,39 235,06 24,72 44,61 atataaata 

42 G157 J 93 87 186,39 243,00 34,94 48,61 atataaata 

H4 

12 G109 I 113 121,5 191,44 199,11 30,22 32,89 gagagcgtt 

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 
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109 G49 I 88 83 177,11 254,89 27,50 43,39 gtgagcgaa 

H6 
58 G179 J 93 98,5 205,28 284,39 38,89 55,17 gagtgcgaa 

74 G20 I 105 106 149,61 134,00 22,61 19,22 gagtgcgaa 

H7 
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 

H8 

116 G56 I 94,5 98 183,61 210,11 37,06 46,17 gagagcgat 

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 chú: H: Haplotye, STT: số thứ tự, I: Indica, J: Japonica.  



PHỤ LỤC 2 

MỘT SỐ HÌNH ẢNH THỰC HIỆN ĐỀ TÀI LUẬN ÁN 
 

  
Quần thể F2 giai đoạn mạ (tháng 02/2018) Các dòng F2 trồng tại nhà lưới Viện Di 

truyền Nông nghiệp (tháng 5/2018) 

  
Quần thể F3 giai đoạn mạ (tháng 01/2019) Bố trí thí nghiệm đồng ruộng  

(tháng 02/2019) 

  
Khu thí nghiệm đánh giá quần thể F3 ngoài đồng ruộng 

(tại Đông La, Hoài Đức, Hà Nội, vụ xuân năm 2019) 



  
Quần thể F3 ngoài đồng ruộng sau cấy 01 

tháng (tháng 3/2019) 

Quần thể F3 ngoài đòng ruộng sau cấy 

02 tháng (tháng 4/2019) 

  
Hoa lúa Quần thể F3 giai đoạn nở hoa 

 (tháng 4-5/2019) 

    
Đánh giá và thu bông quần thể F3 ngoài đồng ruộng (tháng 6/2019) 
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PHỤ LỤC 3:
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CÁC DÒNG F2 ĐỒNG HỢP TỬ 



 

Generated by QIAxcel ScreenGel 1.5.0                                             13/06/2018 16:40:37                                                                          Page:   3

 
 
 

Figure: 2



 

Generated by QIAxcel ScreenGel 1.5.0                                             13/06/2018 16:40:37                                                                          Page:   4

 
 
 

Figure: 3



 

Generated by QIAxcel ScreenGel 1.5.0                                             13/06/2018 16:40:37                                                                          Page:   5

 
 
 

Figure: 4



 

Generated by QIAxcel ScreenGel 1.5.0                                             18/06/2018 13:38:38                                                                          Page:   2

 
 
 

Figure: 1



 

Generated by QIAxcel ScreenGel 1.5.0                                             18/06/2018 13:38:38                                                                          Page:   3

 
 
 

Figure: 2



 

Generated by QIAxcel ScreenGel 1.5.0                                             18/06/2018 13:38:38                                                                          Page:   4

 
 
 

Figure: 3



 

Generated by QIAxcel ScreenGel 1.5.0                                             18/06/2018 13:38:38                                                                          Page:   5

 
 
 

Figure: 4



 

Generated by QIAxcel ScreenGel 1.5.0                                             13/06/2018 11:55:49                                                                          Page:   2

 
 
 

Figure: 1



 

Generated by QIAxcel ScreenGel 1.5.0                                             15/06/2018 13:50:29                                                                          Page:   2

 
 
 

Figure: 1



 

Generated by QIAxcel ScreenGel 1.5.0                                             15/06/2018 13:50:29                                                                          Page:   3

 
 
 

Figure: 2



 

Generated by QIAxcel ScreenGel 1.5.0                                             15/06/2018 13:50:29                                                                          Page:   4

 
 
 

Figure: 3



 

Generated by QIAxcel ScreenGel 1.5.0                                             15/06/2018 13:50:29                                                                          Page:   5

 
 
 

Figure: 4



 

Generated by QIAxcel ScreenGel 1.5.0                                             14/06/2018 17:14:00                                                                          Page:   2

 
 
 

Figure: 1



 

Generated by QIAxcel ScreenGel 1.5.0                                             14/06/2018 17:14:00                                                                          Page:   3

 
 
 

Figure: 2



 

Generated by QIAxcel ScreenGel 1.5.0                                             14/06/2018 17:14:00                                                                          Page:   4

 
 
 

Figure: 3



 

Generated by QIAxcel ScreenGel 1.5.0                                             14/06/2018 17:14:00                                                                          Page:   5

 
 
 

Figure: 4



 

Generated by QIAxcel ScreenGel 1.5.0                                             15/06/2018 17:11:10                                                                          Page:   2

 
 
 

Figure: 1



 

Generated by QIAxcel ScreenGel 1.5.0                                             14/06/2018 15:21:46                                                                          Page:   2

 
 
 

Figure: 1



 

Generated by QIAxcel ScreenGel 1.5.0                                             18/06/2018 17:53:18                                                                          Page:   2

 
 
 

Figure: 1



 

Generated by QIAxcel ScreenGel 1.5.0                                             18/06/2018 17:53:18                                                                          Page:   3

 
 
 

Figure: 2



 

Generated by QIAxcel ScreenGel 1.5.0                                             18/06/2018 17:53:18                                                                          Page:   4

 
 
 

Figure: 3



 

Generated by QIAxcel ScreenGel 1.5.0                                             18/06/2018 17:53:18                                                                          Page:   5

 
 
 

Figure: 4



 

Generated by QIAxcel ScreenGel 1.5.0                                             18/06/2018 11:40:24                                                                          Page:   2

 
 
 

Figure: 1



 

Generated by QIAxcel ScreenGel 1.5.0                                             18/06/2018 11:40:24                                                                          Page:   3

 
 
 

Figure: 2



 

Generated by QIAxcel ScreenGel 1.5.0                                             18/06/2018 11:40:24                                                                          Page:   4

 
 
 

Figure: 3



 

Generated by QIAxcel ScreenGel 1.5.0                                             18/06/2018 11:40:24                                                                          Page:   5

 
 
 

Figure: 4



 

Generated by QIAxcel ScreenGel 1.5.0                                             18/06/2018 17:43:10                                                                          Page:   2

 
 
 

Figure: 1



 

Generated by QIAxcel ScreenGel 1.5.0                                             18/06/2018 17:43:10                                                                          Page:   3

 
 
 

Figure: 2



 

Generated by QIAxcel ScreenGel 1.5.0                                             18/06/2018 17:43:10                                                                          Page:   4

 
 
 

Figure: 3



PHỤ LỤC 4. SƠ ĐỒ BỐ TRÍ THÍ NGHIỆM ĐỒNG RUÔNG 

VỤ XUÂN NĂM 2019, TẠI XÃ ĐÔNG LA, HOÀI ĐỨC, HÀ NỘI 

 

    B1   B2   B3   B4   B5     
  0,5 1 0,5 1 0,5 1 0,5 1 0,5 1 0,5   

    G6_29   G6_25   G189_24   G6_32   G189_27     

    G6_20   G189_43   G189_46   G6_34   G6_45     

    G6_44   G6_15   G189_19   G189_26   G189_9     

    G189_13   G189_47   G189_11   G6_17   G189_4     

    G6_22   G6_21   G6_4   G6_6   G6_48     

    G6_10   G6_39   G189_18   G189_49   G189_36     

    G189_34   G6_35   G6_38   G189_8   G6_42     

    G189_16   G6_19   G6_43   G6_11   G189_20     

    G6_31   G6_26   G189_10   G189_37   G189_38     

    G6_13   G189_6   G6_36   G6_41   G189_25     

    G6_1   G189_33   G189_39   G6_33   G6_3     

    G189_15   G189_5   G189_1   G6_23   G6_49     

    G189_14   G6_27   G189_42   G189_31   G189_2     

    G189_32   G6_30   G6_37   G189_40   G6_7     

    G189_29   G6_28   G6_5   G6_0   G189_23     

    G189_3   G6_47   G6_46   G6_16   G189_44     

    G189_21   G189_28   G6_18   G6_40   G189_35     

    G189_48   G189_12   G6_14   G189_7   G189_0     

    G189_30   G6_12   G6_2   G6_24   G6_9     

    G189_22   G189_41   G189_17   G6_8   G189_45     

                          
 


