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II. NOI DUNG NGHIEN COU
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1. Khai thdc céc chi thi phan tir lién quan dén tinh khdng bénh ri sit, chiu
han tlr cic ngan hang gen quoc t€ nhu EMBL/Genbank/DDBJ.

2. Thiét k& cac moi ngiu nhien RAPD va SSR d€ xdc dinh céc ngudn
giong ¢6 tinh khang bénh ri sét, héo xanh trong tap doan giong lac.

3. Nghién ciu da dang tap doan giong lac khang bénh ri sat, héo xanh vi
khuan bang cac chi thi RAPD, SSR

4. Dénh gi4, tuyén chon cdc ngudén bo me cap lai c6 tinh khang bénh va
nang suat phuc vu tao giong.

5. Phéi hop v6i Trung tam NC va TN dau db danh gia sém cac dong cay
chon duoc dé phét trién thanh giong.



L. KET QUA
II1.1 Nghién ctu da dang tap doan giong lac c6 mic do chdng chiu bénh gi
sat khac nhau bang k¥ thuat RAPD.

1. Nguyén liéu

Bao gém 33 giong lac c¢6 miic do chong chiu bénh gi sit (Puccinia
arachidis) khiac nhau do Vién Khoa hoc K¥ thuat Nong nghiép Viét Nam cung
cép. Nguon goc, mitc do chong chiu bénh gi sit cua cac giong lac nay duge trinh
bay trong bang 1 & phan phu luc (s6 liéu do TTNCDD, Vién KHKTNNVN cung
cap).

Str ding 80 doan méi ngu nhién véi chiéu dai 10 nucleotit dé sang loc moi
da hinh cho tap doan giong lac trong nghién ctu.
2. Phuong phap
* Tao cay lac dé 14y nguyén liéu tich ADN: Hat lac duoc ngam trong nuéc 4m
khoang 7-9 gid. Sau d6, dat hat vio coc trong c6 chita gidy gitt 4&m va u 37°C
khoang 12 gid. Khi hat lac ndy mam, rira sach nhét bang nuéc may 3-4 14n va tié€p
tuc U cho dén khi c6 14 mam thi chuyén ra nuoi & diéu kién nhiét do binh thudng
trong 2 tudn, lic nay c6 thé thu 14 va bao quan & tii - 85°C.
* Phuong phap tich ADN tir 1a lac: Tach chiét theo phuong phap ctia Gawel va cs
(1991) c6 cai tién, trong d6 tang CTAB tir 2% 1én 4%. Kiém tra do sach va ham
luong ADN bing do quang phé hap phu két hop véi dién di trén gel agarose 0,8%.
* Phan ting RAPD: Dung tich méi phan tng 25ul, trong d6 ¢6 1X dém PCR, 3mM
MgCl,, 150uM 4dNTP (ATP, TTP, CTP va GTP), 300nM doan modi, 0,75 don vi
Taq polymeraza va 5-10ng ADN khuon. Chu trinh nhiét bao gém: budGc 1: 94°C - 3
phiit, budc 2: 94°C - 1 phut, budc 3: 36°C - 45 giay, budc 4: 72°C - 2 phiit, buéc 5:
72 °C - 20 phiit va budc 6: luu gitt & 4°C. Tir buée 2 dén budc 4 lap lai 45 chu ky.
Dién di phan tich san pham RAPD trén gel agarose 1,4%, nhuom ban gel bing
Ethidium bromid va chup anh.
* Phan tich s6 liéu: Dua trén sy xuat hién hay khong xuat hién cua cac phan doan
ADN khi dién di san phdm RAPD, dé lam co s& cho viéc phan tich so liéu (theo
quy udc 1 = xuat hién, 0 = khong xuat hién). So lieu dugc xtr 1y trong chuong trinh
NTSYSpc version 2.0 (Applied Biostatistics Inc., USA., 1998) dé 1ap ra biéu do so
sanh hé s6 twong dong di truyén gitta cac giong lac & mitc do phan tur .



3. Két qua va thao luan
* T6i wu phdan itng RAPD

C6 nhi€u yéu t6 anh hudng dén két qua ctia phan ting RAPD nhu 12 nong do
Taq polymerase MgCl,, ham luong ADN khuon, nhiét do bat méi. Nhung trong
phan tng RAPD d6i v6i ADN genom lac, ching t6i thdy viéc toi vu dugc ham
luong ADN khuon cho mot phan tng cé tinh chat quyét dinh dén su thanh cong.
Vi két qua thu dugc nhu anhl khi thuc hién phan tng RAPD vé6i cac ham lugng
ADN khuon khac nhau (5 ng, 25ng, 50 ng, 100ng va 150ng) nhan thdy & ham
lugng ADN khuon tir Sng — 25 ng xudt hién tir 8 - 9 phan doan ADN, & ham luong
50 ng xuat hién 7 phan doan ADN, & ham lugng 100 ng xuét hién chi con 1 - 2
phan doan ADN va ham lugng 150 ng khong ¢6 phan doan ADN xuat hién. Do nét
cla cdc bang ciing giam dan theo chi€u tang ham luong ADN khuon (Bang 2).
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Anh 1: Pién di kiém tra san pham PCR-RAPD
v6i cac ham luong ADN khac nhau.

Giéng 1,2 1a 5ng; giéng 3,4 1a 25ng; giéng 5,6 1a 50
ng; giéng 7,8 1a 100 ng va giéng 9,10 la 150 ng.
1,3,5,7 va 9 la cing mot mau = ICG950166;
2,4,6,8 va 10 la cing mot mau = ICG87165 .

Bang 2: So phan doan xuat hién ¢ cac ham luong ADN khac nhau

HL 5ng 25 ng 50 ng 100 ng 150 ng
PD 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 + + + + + + - -
2 + + + + + + - - -
3 + + + + + + + - -
4 + + + + + + + + -
5 + + + + + + - - -
6 + + + + + + - - -
7 + + + + - - - -
8 + + + + + + - - - -
9 - + - + - - - - - -
Téng 8(H) | 9(%) [8() | 9(+) 7(+) 7(+) 2(+) 1(+) 0(+) 0(+)

Ghi chii: HL = ham luong; PD = phan doan; + 1a xudt hién phan doan; - khong xuét hién phan
doan.

* phdn tich tinh da hinh ADN
S6 liéu thu dugc trong bang 3 cho thay, khi sang loc 80 doan moi ngau nhién
véi trinh tu 10 nucleotit d€ nghién ctu tinh da hinh ADN cua 33 giong lac, két qua



la chi 11 doan moi (RA31, RA36, RA40, RA45, RA142, RA143, RA159, UBC3,
UBC776, OPL3 va OPHO8) biéu hién tinh da hinh véi tong s6 2651 phan doan
ADN duoc nhan ban ngiu nhién. S6 phan doan ADN nhan ban ctia mdi doan moi
cho timg giong dao dong tir 2 (RA45) dén 15 (RA40), binh quan méi doan moi

nhan ban dugc 7 phan doan ADN kinh thuée khoang 0,5-3,0 Kb.

Bang 3: Téng s6 phan doan ADN nhan duoc khi phan tich vé6i 11 doan méi ngau nhién

- Giong
Mol 1(2(3|4|5]6|7|8]|9[10[11{12|13|14/1516/17|18(19|20|21|22(23|24|25|26|27|28|29|30(31|32(33| Tong
RA45 [414{3{3{3/414{4{4{1i{3{7{1{3[3/2{2{214i{4i4{a/al4{a{aiai4aiaiaialaia] 17
UBC776/66/7/6{7/6/6/5/7/6/6/6/6{6/6/6/6/6{6/6/8/4{5/5/5/7{5{3/6/5{5{5/6/| 191
RA31:5i5{5:!5!5/5/5{2!5!5/5!5:5!5/3/4i4!4:4/5/4i5/5/2i5!5:4i5:/3:4!5i5i4; 147
RA36 {[8/8{8{7!6/{8/8{8{9/8/8{9/8{8/8/8{8!8/8{10/9{8({10{7{8{9/9{8{8{5{8/7|8] 265
OPL3{4{3/4/4i3i6/4/4i4/4iaia/2/4]4]a4i3/314]a/4i4]4]a/al4i4]lalai4]aia] 128
RA159 {10} 5 {10{11{10{ 7 {10{10{10{10} 8 {11{11{10{11{11{10{11{11{ 8 {10{10{ 8 |10{10{11{11}{10{11}{8 {8 |8 {10{ 320
RA 40 {11}{14{13{13}13/13{13{11{13113[14{14{14}1414{13{13{13114{10{13{1513}11{13{11]12{12{13{12{11{11{13] 420
RA142{414{5/5{5!6|4/4{4|4{4{413{3!3/4{4/4{4{4/4/4{3/214/4{4{4!3/3{3{4]4] 128
RA143 {13113[13[12{12{13]13[13{14]14113[13[14{15]15]14{14114{13{12{12]13]12]12{13]13]12{12{12]12{12{13]13] 428
UBC3|5{4i6/6/7/7{7!6/6/7{9/8/7/8/7{7!8!6/7{5|5/4/5{5{4/4/5{5{4/4/4i5{5] 192
OPH 08{10{10{10{10} 7 {10{10{10{10{10{ 9 { 9 {10{10{10{10}{ 9 | 9 {10{10{10{10{10{10} 8 {10{10]{ 8 {10{10{ 8 | 8 {10| 315
T6ng {80{76/84{82{78{85{84/77/86{82{83/90{81/86{84{83/82{80{8478{83(81{79{72|78{82{80{75{78/71{72{74 81| 2651

Trong s6 109 phan doan xudt hién v6i 11 doan moéi (Bang 4) thi ¢c6 66 phan
doan da hinh chiém 60,6%, chiing to giita 33 giong lac nghién cttu ¢6 su khac nhau
trong hé gen. Dic biét méi RA40 cho thay su biéu hién tinh da hinh gifta cdc giong
rdt ro rét (Anh 2). Trong 33 giong lac nghién ctu, c6 30 giong xuat hién phan doan
ADN tai vi tri 1,50 Kb so véi thang ADN chuén, trir 3 giong (ICG99001,
ICG99004 va ICG99051) 1a khong xuat hién. Con & vi tri 0,76 Kb chi ¢6 2 giong
(ICG99001 va ICGY9051) xuat hién phan doan ADN. Tuong tu nhu vay tai cac vi
tri khac mot s6 giong xudt hién phan doan, mot s6 giong khac lai khong xuét hién.
Tir k&t qua phan tich cho phép nhan xét gitra cac giong lac nghién ctiu da c6 su sai
khéac vé mat di truyén.

Bang 4: So phan doan ADN xuat hién va s6 phan doan da hinh v6i mé6i doan moi

Moi S6 phan doan ADN S6 phan doan ADNda hinh % phan doan da hinh
RA 45 7 6 85.7
UBC776 8 5 62.5
RA 31 5 3 60.0
RA36 10 5 50.0
OPL3 8 4 50.0
RA159 14 13 92.9
RA 40 17 10 58.8
RA142 6 4 66.7
RA143 15 4 26.7




UBC 3 9 6 66.7

OPH 08 10 6 60.0
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Anh 2: Két qua dién di san phdm PCR-RAPD ciia 33 giong lac véi moi RA134
Thit tu cdc cot twong tng véi céc giong nhu bang 1; M: thang ADN chuén 1 Kb.

* So sdnh hé so tuong dong giita 33 giong lac nghién citu

Sau khi ma hoa cac phan doan ADN dugc nhan ban véi 11 doan méi ngau nhién va x& ly s6 liéu trong
chuong trinh NTSYSpc version 2.0, ching t6i d& nhan dugc so dé hinh cay. Qua so dé hinh cay cho thay,
gilta cac giéng c6 hé s6 déng dang di truyén kha cao ndm trong khoang tir 0,82 dén 0,96.
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He so tuong dong

So do hinh cay thé hién méi quan hé ctia 33 giong lac nghién citu



So d6 hinh cay ciing cho thdy, c¢6 su chia lam 2 nhanh chinh, & nhanh chinh

1 da s6 gi6ng O nhanh nay c6 dac tinh khang bénh gi sat, ching déu thuoc tap doan
giong cua ICRISAT, trir giong LO8 1a cua Viét Nam. Trong d6, giong TMV2 la
giong nhiém bénh va giong LO8 khadng trung binh ndm trong mot nhanh phu thuoc
nhanh chinh 1 ¢6 hé s@ sai khéac di truyén véi cac giong tir 4,7%-11,6%; Nguoc lai,
0 nhanh chinh 2 da s6 cdc giong khdng bénh gi sat trung binh, thudc tap doan
giong cta Viét Nam, Trung Quoc va Dai Loan. Con 5 giong (ICG99001,
ICG99003, ICG10931, ICG87165 va ICG86699) khong thudc 2 nhanh trén la do
ching c6 su sai khac 16n vé hé s6 tuong dong di truyén véi cdc giong & 2 nhanh,
déng thoi chiing ciing ¢6 nhitng dic diém thuc vat khéc biét so vé6i cdc giong trong
2 nhanh, chang han nhu giong ICG86699 c6 kich thuéc hat 16n hon (rong hat 1,05
cm).
4. Két luan va deé nghi

Phan tich hé gen ctia 33 giong lac v6i 11 doan moi ngau nhién, nhan dugc 109
phan doan ADN. Trong d6 c¢6 66 phan doan da hinh chi€m 60,6%. Diéu nay cho
thay gitta 33 giong lac nghién ctu khac nhau vé mat di truyén, mdc sai khac tir 4%
(1-0,96) dén 18% (1 - 0,82).

K&t qua phan tich tinh da hinh ADN cho thdy cdc giong lac & cing mot viing
dia ly, sinh thai dugc tap trung thanh timg nhém.

Gifta cdc giong chong chiu bénh gi sat clia tap doan giong ICRISAT va cic
giéng nang sudt trong nudc khong ndm trong cling mot nhanh. Vi thé c6 thé lua
chon cic cip b6 me mong muén dé phuc vu cho cong tic chon tao giong mdi.
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III. 2. Nghién ciu tinh da hinh ADN tap doan giong lac khang bénh héo
xanh (P . solanacoaerum) bang ky thuat SSR

1. Nguyén liéu

Bao gom 35 giong lac c¢6 mitic do chdng chiu bénh héo xanh khac nhau do
Vién Khoa hoc K§ thuat Nong nghiép Viét Nam cung cdp. Nguon goc, mic do
chong chiu bénh héo xanh clia cac giong lac nay duoc trinh bay trong bang 2 &
phan phu luc (s6 licu do TTNCDD, Vién KHKTNNVN cung cap).

Str dung 20 cap moi SSR dac hiéu (Ky hiéu L23, L.24, .26, 1.28, 1.29, L31,
L32, L33, 136,137, L38, L39, L40, L41,1.43, L44, L45, 147, L50, L51).

2. Phuong phap

* Tao cay lac dé 14y nguyén liéu va tach chi€t ADN giong nhu phan phuong phéap
trong muc I.

* Phan tng SSR: Dung tich méi phan ting 10ul, trong d6 ¢6 1X dém PCR, 2,5 mM
MgCl,, 150uM 4dNTP (ATP, TTP, CTP va GTP), 300nM doan moi (moi xudi va
moi ngugc ), 0,35 don vi Taq polymeraza va 5 ng ADN khuon. Chu trinh nhiét bao
gbm: buéc 1: 94°C - phiit, budc 2: 94°C — 45 giay, budec 3: X°C - 45 giay, budc 4:
72°C - 30 giay, budc 5: 72 °C - 10 phiit va budc 6: Iuu giit & 4°C. Tir bude 2 dén
budc 4 1ap lai 35 chu ky. Dién di phan tich san pham SSR trén gel agarose 2%, va
trén gel polyacrylamid 6% nhuom bac va phan tich két qua.

* Chay dién di va nhudém bac:


http://www.weihenstephan.de/pbpz/bambara/html/dna.htm

- Chuén bi céc tdm kinh gom mot tdm kinh dai va mot tdm kinh ngan, rira sach
bang nudc cat va dé kho 5 phiit
- Lau tdm kinh ngén béng dung dich sigmacote va dé kho trong 5 phut
- Lau tam kinh dai bang dung dich két dinh( dung dich két dinh: thém 4,5 pl Bind
silane vao 1 ml dung dich 95% etanol+ 0,5% axit acetic) va dé kho trong 5 phut
- Chuén bi gel polyacrilamid 6%: nuéc 52,5ml+TBE 10X, 7,5ml+ Acrylamid+
Bis(29:1)+ 450ul APS 100ng/ml+ 100pl temed
- R6t dung dich polyacrylamid 6% vao bom tiém, bom vao khoang giita hai tdm
kinh sao cho dung dich chdy déu va khong c6 bo khi. Cai tdm rang luoc vao va dé
ban gel trong 1 gio
- Chudn bi dung dich dé loading: Thém 5 pl dye SSR 3X vao 10 pl san pham PCR,
sau d6 dat vao d4, cho vao mdi going 6 Pl mau
- Trudc khi cho mau va ADN marker, cho chay dién di ¢ 1000V trong 30 phut
- Nhuom ban gel

+ Sau khi dién di tach 2 tam kinh ra

+ Dat ban gel vao nudc rira 3 phuit

+ Nhuom gel 20 phiit trong dung dich CTAB 0,1%( 1g CTAB +11 H,0)

+ Nhudm gel 15 phit trong dung dich ammoniac 0,3%( 13 ml ammoniac+
11 H,0)

+ Nhuom gel 15 phit trong bac( 1 g bac+ 4 ml NaOH 1M+3,5 ml
ammoniac)

+ Rua ban gel trong nuéc 10 giay

+ Nhuom ban gel trong dung dich hién hinh( 15g Na,CO;+ 200l
formaldehit) cho dén khi xuat hién bang

+ Rua ban gel trong nuéc 10 giay

+ Co dinh ban gel trong glycerol trong 15 phut
3. Phan tich so liéu SSR

Pé x4c dinh quan hé di truyén gita cac dong lac, cdc két qua thu duoc tir
qua trinh dién di, san phdm PCR dugc thanh 1ap dua vao su xuét hién hay khong
xuét hién ctia cac bang ADN nho khuéch dai bing PCR
Céc s6 liéu trén dugc nhap vao phan mém Exel 14n luot theo titng méi. Sau d6 tinh:
- Hé s6 PIC (polymorphic information content - Pa dang di truyén) dugc tinh theo
cong thic sau:

PIC=1-YP? trong d6 P, 12 tin s6 xuat hién alen thi i

- Phan nhém quan hé: s6 liéu duoc dua vao phan mém chuyén dung NTYIS 2.0 dé
fim ra su sai khdc giita cic giong lac thong qua biéu do hinh cay. D€ khing dinh
két qua phan nhom, chiing toi da tién hanh xé4c dinh gid tri twong quan ki€u hinh



theo 3 phuong phép tinh hé s6 di truyén giong nhau (phuong phép cua Jaccard, clia
Dice va ctia Sokal) véi 4 kiéu phan nhém (WPGMA, UPGMA, lién két hoan toan
va lién két don 18).

Sau d6 s6 lieu dugc chuyén sang chuong trinh NTSY Spc 2.02 d€ phan tich tim ra
hé s6 tuong dong di truyén (theo 3 cédch), thanh 1ap cay quan hé ching loai ( theo
DICE).

4. Két qua va thao luan

Trong nghién ctu nay ching toi da sit dung 20 cap moi SSR, két qua nhan dugce 1a
19 mo6i da hinh va duy nhat mot moi khong da hinh.



Bang 1. Phan tich san pham SSR cua 35 giong lac v6i 20 moi SSR
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1664 phan doan ADN. Binh qu



dé6 giong ICGV3704 (hang 3) c6 phan doan ADN duoc nhan ban nhiéu nhat 1a 54
phan doan va giong MDRF5-176 (Hang 4) c6 s6 phan doan AND duogc nhan ban it
nhét 1a 42 phan doan. Nhu vay viéc st dung 20 moéi SSR da cho thdy c6 su khac
nhau giita 35 giong lac & mic do phan tir. Mic do tuong dong dugc phan tich &
phan sau.

Dé phan tich da hinh ADN mot cach chinh xéc hon, chiing t6i st dung céch
phan tich gia tri PIC (polymorphism information content- da dang di truyén) cta
mdi cip mdi xdc dinh theo cong thic PIC = 1- P, trong d6 P, 12 tin so cua alen i
cua kiéu gen dugc kiém tra. Pham vi gid tri PIC tir O (khong da hinh) t6i 1 (da hinh
hoan toan).

Bang 2. S6 phan doan ADN nhan ban va gia tri PIC cua tap doan 35 giong lac khang bénh

héo xanh
Tén Co Co alen | S6 | Gidtri | Tén Co Co alen | So | Gia tri
moi | alen | quan sit|alen | PIC |mdi |alen |quan sat | alen | PIC

ly (bp) ly (bp)

thuyét thuyét

(bp) (bp)
L23 290 260-300 | 5 0,575 | L38 282 250-307 | 17 |0,472
L24 299 299-310 | 9 0,440 | L39 252 250-261 | 6 0,402
L26 152 160 1 0 L40 259 270-275 | 4 0,560
L28 298 330-334 | 3 0,421 |L41 264 275-294 | 4 0,352
L29 198 195-213 | 7 0,284 | L43 262 265-274 | 6 0,579
L31 203 205-207 | 2 0,297 | L44 238 235-275 | 8 0,582
L32 | 281 305-326 | 9 0,495 |L45 | 152 155-170 | 6 0,607
L33 |225 |220-240 |6 0,505 | L47 292 |290-345 |9 0,354
L36 |285 |260-340 {10 |0,615 |L50 [269 |250-275 |9 0,443
L37 265 |290-360 | 13 |0,530 |L51 |274 |250-285 |6 0,300




Két qua 20 cap moi cho gia tri PIC tir 0 (L26) dén 0,615 (L36). 8/20 cap
moi cho d6 da hinh cao véi gid tri PIC > 0,5 (40%). Trong két qua nghién citu ctia
chiing t6i s& di cac cap moi cho da hinh cao vi day chinh la cac cap moi duoc thiét
k€& trén co s6 genom cua cay lac. S6 luong cac phan doan AND dugc nhan ban véi
moi cidp moi xé dich tir 1 dén 17 trong pham vi quan sit (Bang 2). Kich thudc cta
cac phan doan AND nhan ban tir 155 bp dén 360 bp. Téng s6 thu duoc 140 alen da

dugc nhan ban, trung binh s6 alen 1a 7/locut.

Dua vao su xudt hién hay khong xuat hién cac phan doan AND cua cac
giong khi dién di san pham SSR, chiing toi thiét 1ap méi lién quan gitta c4c giong &
muc do phan tir. SO liéu nhan dugc sé tinh todn va phan tich theo chuong trinh
NTSY Spc version 2.0 (Applied Biostatistics Inc.; USA.; 1998) (theo quy uéc 1 =
xudt hién; 0 = khong xuat hién). Két qua dugc trinh bay & bang (3) vé moi tuong
quan di truyén timg cap va hinh (1) du6i dang mot so d6 hinh cay.

Két qua nhan duoc ¢ bang (3) cho thdy cac giong c6 hé s6 tuong dong di
truyén ting cap nam & khoang tir 0,37 dén 0,88. Trong d6 hé s6 tuong dong di
truyén thap nhat la 0,37 khi so sdnh gitta giong ICGV980127 va giong SP1, cao
nhat 1a hai giong BW1 va BW9 ¢6 hé s6 twong dong di truyén 1a 0,88.

Hinh cay chi ra su sai khac giita cdc giong lac vé di truyén. Mic do khac
nhau duogc bié€u hién biang hé s6 sai khac giita cac giong. Cac giong c¢6 hé s6 tuong
dong di truyén cao dugc xép vao mot nhém. Giita cdc nhém lai cé su lién hé vé
mtc do giong nhau clia hé s6 twong dong di truyén. Dé khang dinh két qua phan
nhém, chiing t6i da tién hanh x4c dinh gi4 tri twong quan ki€u hinh theo ba phuong
phéap tinh hé s6 di truyén giong nhau (phuong phdp cua Jaccard, ctia Dice va
phuong phap cta Sokal) v6i bon kiéu phan nhém (WPGMA, UPGMA, lién két
hoan toan va lién két don 18) (Bang 4). Biéu d6 hinh cay duoc thiét 1ap dua trén gid
tri tuong quan cao nhat véi cac gia tri khi r > 0.9: tuong quan rat chat, r = 0.8-0.9:
tuong quan chat, r = 0.7-0.8: twong quan tuong doi chat, r < 0.7: tuong quan khong
chat. Két qua trong phan tich da chi ra hé s6 tuong quan theo phuong phap tinh hé
s6 giong nhau cta Jaccard va ki€u phan nhém UPGMA 1a cao nhat (r =0.805) so
v6i cac phuong phéap khac. Tuy nhién doi v6i phan tich véi chi thi SSR thi DICE la
tot nhat bdi vi chi thi DICE la chi thi dong troi. K&t qua phan nhém cta 35 giong
lac khéang bénh héo xanh thiét 1ap theo hé s6 giong nhau ctia DICE véi kiéu phan
nhém UPGMA di duoc kiém tra trén biéu dé hai chiéu & hinh (2), bi€u d6 da chiéu



& hinh (3) va biéu dién theo so d6 hinh cay & hinh (1) déu phan ra lam hai nhém
tap trung cdc giong va hai giong nam riéng biét.

Phan tich su sai khac vé hé s6 di truyén cta 35 giong lac dugc chia thanh 2
nhanh cay chinh:

Nhanh 1 chi ¢6 moét giong ICGV3704 (ICRISAT) ¢6 hé s6 sai khac so véi
cac giong khac 1a 49% (1 — 0,51). Day la giong c6 hé so sai khac so véi cac giong
14 nhiéu nhat.

Nhanh 2 gom 34 giong duoc chia thanh hai nhanh phu:

+ Nhdanh phu 1 chi ¢6 giong SP1 (Trung Quoc) cé hé s6 di truyén sai khac so véi
giong khac trong nhanh 16n nhat 12 47% (1 — 0,53).

+ Nhanh phu 2 lai duoc phan lam hai nhém:

- Nhém 1 gobm 12 giong trong d6 giong ICGV980127 khac xa so véi cac giong
trong nhém. Mudi mot giong con lai trong nhém cé nguon goc tir Trung Quoc,
Viét Nam, ICRISAT va lai tao nhung ching van thé hién dugc m6i quan hé vé mat
di truyén. Nhém nay ¢6 2 giong L12 va V79 ¢6 hé so6 di truyén sai khac 14% (1-
0,86), 1a hai giong c6 nhiéu diac diém chung nhat trong nhém. Trong d6 giong L12
c6 nguodn goc tir giong V79( giong L.12 1a con lai cua giong V79 véi giong 87155).

- Nhém 2 lai dugc chia thanh 2 nhém phu:

Nhém phu mot géom 7 giong c6 ngudn goc tir ICRISAT va déu bi nhiém vi khuén

héo xanh.

Nhém phu hai gom 14 giéng chu yéu c¢6 ngudn goc tir Trung Qudc, lai tao (12
giong) va ICRISAT (3 giong). Trong d6 2 giong c¢6 nguodn goc tir ICRISAT déu co
hé s6 tuong dong khac xa véi cac giong khac trong nhom.

Trong nhém nay c6 2 giong 1la MD7 va L14 c¢6 hé s6 tuong dong giong kha cao.
Hai giong nay c6 nguén goc tir Trung Qudc va déu khang héo xanh trung binh.
Dac biét cho thay hai giong BW1 va BW9 ¢6 hé s6 sai khac 1a 12% (1- 0,88). La
hai giong c6 nhiéu dic diém chung nhét, déu 1a con lai cta giong GNQ( 1a giong
khang héo xanh cao) va giong LO8 (l1a gidong cho nang xuat cao). Hai giong lai nay

khang héo xanh trung binh va cé nang xuat cao.

Nhu vay khi phan tich tinh da hinh 35 giong lac bang k¥ thuat SSR véi 20
moi SSR da cho ta thdy su khdc nhau giita ching & mic do phan ti. Trong mot



nhém ngoai cdc giong ¢ quan hé gan nhau, con c6 cdc giong gin nhau vé diém

bénh héo xanh.

Bang 4. Gia tri twong quan kiéu hinh theo 3 phuong phap tinh hé sé di truyén giong nhau

v6i 4 kiéu phan nhém

UPGMA WPGMA Lién két hoan toan | Lién két don 1¢
SM 0.78722 0.75322 0.54421 0.67773
DICE 0.77990 0.74044 0.68642 0.68197
JACCARD 0.80514 0.76520 0.71087 0.71461
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
1.00

0.60 1.00

0.53 0.52 1.00

0.54 0.55 0.42 1.00

0.72 0.66 0.47 0.67 1.00

0.67 0.65 0.58 0.73 0.74 1.00

0.52 0.53 0.42 0.63 0.57 0.65 1.00

0.550.60 0.45 0.65 0.57 0.67 0.74 1.00

0.50 0.53 0.52 0.42 0.50 0.53 0.43 0.45 1.00

0.58 0.57 0.49 0.59 0.57 0.61 0.60 0.69 0.52 1.00

0.60 0.48 0.53 0.40 0.57 0.52 0.52 0.48 0.74 0.49 1.00

0.66 0.46 0.51 0.52 0.59 0.58 0.43 0.51 0.54 0.60 0.62 1.00

0.66 0.53 0.52 0.61 0.63 0.63 0.58 0.62 0.45 0.58 0.60 0.62 1.00

0.52 0.51 0.48 0.57 0.49 0.62 0.44 0.54 0.73 0.55 0.67 0.61 0.51 1.00

0.62 0.59 0.54 0.57 0.55 0.61 0.52 0.64 0.48 0.56 0.45 0.62 0.61 0.51 1.00

0.54 0.51 0.60 0.50 0.51 0.63 0.46 0.49 0.73 0.47 0.67 0.58 0.44 0.77 0.52 1.00

0.60 0.50 0.51 0.49 0.59 0.60 0.47 0.44 0.68 0.42 0.81 0.60 0.58 0.74 0.52 0.82 1.00

0.67 0.55 0.48 0.48 0.55 0.59 0.52 0.56 0.53 0.63 0.69 0.71 0.65 0.53 0.57 0.52 0.67 1.00

0.67 0.57 0.53 0.48 0.60 0.64 0.53 0.54 0.51 0.64 0.67 0.74 0.63 0.56 0.57 0.59 0.65 0.86 1.00

0.72 0.60 0.53 0.51 0.56 0.66 0.45 0.54 0.48 0.57 0.57 0.74 0.61 0.56 0.66 0.57 0.63 0.77 0.80 1.00

0.62 0.51 0.52 0.41 0.55 0.54 0.50 0.47 0.66 0.45 0.82 0.64 0.54 0.65 0.48 0.71 0.78 0.65 0.72 0.65 1.00

0.58 0.57 0.46 0.48 0.55 0.48 0.58 0.57 0.37 0.47 0.49 0.52 0.62 0.42 0.54 0.42 0.49 0.54 0.55 0.55 0.50 1.00

0.70 0.69 0.56 0.57 0.55 0.69 0.58 0.64 0.54 0.71 0.60 0.62 0.64 0.65 0.63 0.63 0.58 0.73 0.76 0.80 0.68 0.52 1.00

0.59 0.52 0.51 0.47 0.58 0.53 0.57 0.54 0.63 0.46 0.65 0.53 0.42 0.67 0.51 0.74 0.69 0.49 0.56 0.52 0.76 0.53 0.57 1.00

0.69 0.62 0.53 0.44 0.60 0.62 0.53 0.54 0.50 0.57 0.57 0.63 0.55 0.47 0.64 0.55 0.57 0.70 0.75 0.81 0.63 0.51 0.78 0.54 1.00

0.57 0.43 0.42 0.39 0.49 0.48 0.48 0.49 0.57 0.45 0.72 0.52 0.47 0.62 0.57 0.62 0.67 0.57 0.60 0.62 0.80 0.55 0.61 0.65 0.60 1.00

0.58 0.53 0.54 0.46 0.60 0.57 0.53 0.47 0.63 0.48 0.77 0.56 0.53 0.64 0.48 0.67 0.71 0.61 0.66 0.66 0.81 0.57 0.65 0.68 0.64 0.79 1.00

0.58 0.53 0.50 0.50 0.57 0.59 0.46 0.51 0.67 0.47 0.73 0.60 0.48 0.75 0.50 0.76 0.77 0.59 0.62 0.66 0.79 0.50 0.65 0.66 0.60 0.75 0.86 1.00

0.63 0.55 0.54 0.48 0.56 0.57 0.55 0.54 0.71 0.50 0.75 0.52 0.47 0.72 0.57 0.80 0.75 0.57 0.57 0.56 0.75 0.46 0.71 0.76 0.60 0.68 0.78 0.80 1.00

0.56 0.59 0.40 0.54 0.57 0.60 0.62 0.55 0.50 0.54 0.58 0.54 0.56 0.53 0.63 0.54 0.56 0.60 0.63 0.63 0.68 0.60 0.68 0.67 0.63 0.67 0.63 0.54 0.59 1.00

0.65 0.61 0.64 0.51 0.58 0.67 0.59 0.69 0.55 0.65 0.58 0.71 0.57 0.53 0.69 0.63 0.54 0.65 0.70 0.66 0.63 0.59 0.71 0.60 0.68 0.55 0.63 0.61 0.65 0.59 1.00

0.65 0.66 0.57 0.64 0.60 0.73 0.57 0.63 0.55 0.64 0.54 0.65 0.59 0.62 0.68 0.64 0.61 0.66 0.67 0.75 0.55 0.51 0.78 0.54 0.69 0.51 0.55 0.64 0.66 0.61 0.66 1.00
0.56 0.51 0.58 0.57 0.49 0.67 0.50 0.58 0.71 0.56 0.73 0.54 0.48 0.81 0.52 0.78 0.75 0.59 0.57 0.62 0.73 0.42 0.71 0.66 0.55 0.70 0.76 0.87 0.82 0.58 0.63 0.70 1.00
0.61 0.68 0.53 0.60 0.69 0.68 0.63 0.61 0.47 0.70 0.54 0.59 0.57 0.51 0.64 0.55 0.57 0.73 0.76 0.67 0.57 0.55 0.76 0.56 0.73 0.53 0.64 0.62 0.62 0.67 0.66 0.73 0.62 1.00
0.61 0.62 0.49 0.58 0.65 0.68 0.65 0.67 0.48 0.73 0.57 0.59 0.61 0.54 0.66 0.49 0.51 0.72 0.73 0.71 0.59 0.51 0.80 0.52 0.71 0.62 0.62 0.57 0.58 0.73 0.66 0.75 0.66 0.88 1.00
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Hinh 3. So d6 moi tuong quan giita cac ca thé theo da chiéu



4. Két luan va dé nghi

Khi phan tich 20 cap moi SSR véi véi tap doan 35 giong lac cé tinh khang
khac nhau doi v6i bénh héo xanh vi khuén thi 19 cip méi cho tinh da hinh trir cap
moi L.26. Gia tri PIC tir dao dong tir 0 dé€n 0,615 (L.36). Trong d6 8/19 cap mdi cho
tinh da hinh phong phu nhat véi gia tri PIC > 0,5.

Trong pham vi ving phan tich c¢6 140 phan doan ADN dugc nhan ban, so
lugng phan doan dao dong tir 1 dé€n 17 d6i v6i moi moi .

Phan tich trén hinh cdy: cic giong chu yéu tap trung vao 2 nhom , cé 2
giong 1a ICGV3704 va SD1 nam riéng biét. Hé s6 di truyén sai khac dao dong tir
18% dén 49%. Dicu dang luu ¥ 1a cac giong c6 cling ngudn goc hoac cung mic do
khang bénh déu lap thanh mot nhém nho. Vi du giong MD7 va giong L14 déu la
hai giong ctia Trung Qudc va ¢6 miic do khang héo xanh trung binh 14p thanh mot
nhom. Tuong tu giong BW1 va BW9 1a hai giong cta Viét Nam, cé kha nang
khéng héo xanh cting 1ap thanh mot nhém.

Cac giong c¢6 thé sir dung 1am bd me cip lai d€ tao giong khang bénh héo
xanh vi khudn , nang suét va chét lugng nhu GNQ (khdng cao) lai véi giong LO35,
L08 (nang suat va chit lugng) c6 khoang céch di truyén 1a 35% va 36% tuong ting
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Hinh 6. Pién di san pham PCR ciia cap moi L45 va nhuom bac



II1.3. St dung chi thi SSR dé phan tich da dang tap doan giong lac (Arachis
hypogaea L.) khang bénh ri sat

1. Vat liéu thuc vat: 42 giong lac ¢6 nguén goc va tinh khang bénh ri sit khac
nhau dugc st dung trong nghién ctu nhu trinh bay trong bang 1. Hat lac cua cac
giong do Trung tAm Nghién ctu va Thuc nghiém dau d6, Vién Khoa hoc k¥ thuat

nong nghiép Viét Nam cung cap.

Bang 1: Miic do phan tng khdc nhau ctia cdc giong doi vdi bénh ri st danh gid vu
dong nam 2001 tai Trung tAm Nghién cttu va Thuc nghiém dau do. (Diém tir 1 dén
9, 1= mic do nhiém bénh <10% va 9= mic d6 nhiém bénh tir 81 dé€n 100%, nd:
chua dénh gid)

TT Nguon goc  Diém khangTT Nguon goc [Piém khang
Giong sinh thai bénh ri sit Giong sinh thai  |bénh ri sat
1 |ICGV99001 |Tay Ban Nha [ 22 TMV2 Tay Ban Nhal5.7
2 |[ICGV99003 |Virginia 1 23 L08 Viet Nam |5
3 |ICGV99004 |Tay Ban Nha [2.3 24 MDRF5-176  |AnPo 2.7
4 ]ICGV99005 |Virginia 1 25  |CL6 Viet Nam 3
5 |ICGV86699 |Virginia 1.3 26 [CL5 Viet Nam {4
6 |ICGV87165 |Tay BanNha W.3 27 1CG93261 Tay Ban Nhajnd
7 |ICGV87157 |Valencia 2.3 28  [ICG960036 [Tay Ban Nhajnd
8 |ICGV99051 |Virginia 1 29  |[VAGI5 Viet Nam 3
9 |IcGv99019 |Tay Ban Nha |1 30 |CF6-67 An Do 2
10 1CGx950084 |Tay Ban Nha | 31 |CcL9 Viet Nam ¢
11 1CGx950166 |Tay Ban Nha || 32 [TAINNAN9 Dai Loan 3
12 1cG 10931 |TayBanNha p7 33 [TRAMDAU2  [Trung Quéc [3
13 1CG 10975 [TayBanNha pg 34 19205-HI1 An Do nd
14 IcG 11185  |TayBanNha 17 35 [ICG11505 Tay Ban Nhajnd
15 IcG 11312  |Tay BanNha || 36 [KIMCHUNG  |Viét Nam U
16 1CG 11325 |TayBanNha |13 37  ISD5 Trung Quéc 3
17 IcG 11331  |Tay BanNha p 38 ISD6 Trung Quéc 3
18 ICG 11485 |TayBanNha p3 39  ISD3 Trung Quéc |
19 |IcG 12720  |[Tay BanNha p3 40 |FDRF5-175 An Do 4
20 IcG 13917  |TayBanNha p3 4l [VAG50 Viet Nam {4
21 ]ICG 99052 Virginia 1 42 |GCH3 Trung Qudc |5
2. Phuong phap

Tach chiét ADN: ADN t6ng s6 da dugc tach chiét tir 14 non theo phuong phédp cla
Egnin, (1996) [7]. Kiém tra do sach va ham luong ADN bing do quang phd hap
phu két hop véi dién di trén gel agarose 0,8%.



Cdc moi SSR: Hai muoi ba cap moi SSR da dugc cung cdp tr Vién Nghién ciu
cay trong mau Qudc t€ cho ving nhiét dGi ban kho han (ICRISAT). Trinh tu céc
moéi dai tr 19 dén 25 nucleotit. Nhiét do gan moi va trinh tu 1ap lai clia cic
nucleotit nhu trong bang 2. Trinh tu cdc cap moi nhu trong cong bo cua Ferguson
(2004) [5]. (Tap chi Euphytica thong bdo sé dang trong 2004.

Bang 2: Cac cap moi SSR dugc st dung cho viéc phan tich da dang ADN ctia 42

Tén  Nhiét do gan Tén  |Nhiét do gan
TT mo6éi  |moi Kiéu bazo TT méi  moéi Kiéu bazo
1 [L45 64 taa 13 L43 58 taa o
2 L29 59 ttge.taa s |14 L23 57 taa
3 L3659 gtia) 15 [L25 61 Ctt3
4 IL49 60 240,88t |16 44 64 taa
S5 L2658 2435) 17 |L35 64 taa ¢
6 |L37 58 taa o 18 |47 63 2a,10),2L0)
7 |L27 57 taa 19 L33 65 tatc o
8 |L28 58 taa 20 L34 65 ga s
9 IL50 60 a6 8los 21 [L31 62 22,54
10 42 60 taa 22 |L30 60 taa o
11 L3260 taa s 23 |L38 64 Ga,
12 L40 58 taa ¢

giong lac Viét Nam

Phdn itng SSR_PCR

Phan tng chubi polymerase dugc thuc hién trong 25 pl dung dich chia: 10
mM Tris-HCI (pH= 8,3; 50 mM KCI; 2-4 mM MgCl12; 300-400uM cua mdi loai
dATP, dCTP, dGTP va dTTP; 10-30 pmol cua cap moi; 0,8-1,2 don vi Taq
polymerase va 5-15 ng ADN. Tién hanh phan tng PCR trong may Thermal cycler
PTC-100 ™. Chu trinh nhiét bao gébm budc 1: 94°C - 2 phut, budc 2: 94°C 45 giay,
budc 3: 57°- 65°C 1 phiit, budc 4: 72°C 1 phiit 30 giay. Lap lai 45 chu ki tir budc 2
dén budc 4, budc 5: 72 °C 10 phiit va budc 6: luu giit & 4°C. Dién di phan tich san
phdm PCR trén gel 0,6% polyacrylamit khong bién tinh trong dém TBE (89mM
Tris, 89 mM boric acid va 2 mM EDTA). Sau d6 nhudém gel trong 1% dung dich
bac theo phuong phap ctia Koldony (1984) [17].



Phdn tich so liéu

Phan tich so liéu theo qui udc: 1= phan doan ADN xuat hién va O= phan
doan ADN khong xuat hién. X4c dinh hé s6 di truyén giong nhau theo 3 phuong
phap: (1) phuong phap Dice [2]. dugc tinh theo cong thitc S;= 2a/(2a+b+c), khi §;;
12 hé s6 giong nhau gifta hai cd thé i va j, a
la sO6 phan doan ADN xudt hién ¢ ca i va j, b 1a s6 phan doan ADN xuat hién & i va
khong xuat hién & j, va c 1a s6 phan doan ADN khong xuét hién & i va xudt hién &
J- (2) Jaccard, (1908) [16] theo cong thic S;= a/a+b+c; va (3) phuong phap SM
(Simple Matching) ctia Sokal va Michener (1958) [32] theo cong thic S;=
a+d/a+b+c+d, khi d6 d 1a s6 phan doan AND khong xuat hién ca & i va j. Biéu do
MDS (multidimention scaling) dua trén viéc xac dinh khoang céach di truyén cta
Ktuskal and Wish (1978) [18]. Phan tich d4dnh gid hé so tuong quan ki€u hinh theo
3 phuong phap: SM, Dice and Jaccard va 4 phuong phdp phan nhém UPGMA
(phan tich cac nhém phan tir khong cung trong luong [32], WPGMA (Phan tich
cac nhoém phan tir ¢6 cung trong luong [31], lién két hoan toan [19], lién két don 1é
[19] va lap biéu d6 hinh cay dua vao PIC. =1 gia tri phan tich cta gia
tri twong quan kiéu hinh cao nhét trong 5 P__lz chuong trinh NTSYS
2.1 [28]. Ham luong thong tin tinh da hinh (Polymorphism information content =
PIC) cua méi cap moi xac dinh theo cong thic:
trong d6 P;; 1a tin sd cua allen j clia ki€u gen i dugc kiém tra. Pham vi gid tri PIC
tir 0 (khong da hinh) tGi 1 (da hinh hoan toan) [35]. Xac dinh chi thi SSR lién quan
trong chuong trinh Genstat dua trén su twong quan giita kiéu gen (chi thi SSR) va
kiéu hinh (diém khéang bénh).

3. Két qua thao luan
Pa hinh ADN trong tap doan 42 giong lac
Hai muoi ba cap moi SSR dugc str dung cho phan tich da dang tap doan 42
giong lac ¢6 miic do khang khéac nhau vé6i bénh ri sat. Két qua tit ca 23 cap moi
SSR déu cho tinh da hinh véi gid tri PIC tir 0.239 (L47) dén 0.616 (L42). 12/23
cap moi SSR cho tinh da hinh cao véi gia tri PIC > 0.5 (52%) (bang 3). S6



lugng céc phan doan ADN duoc nhan ban véi méi cap moi xé dich tir 2 dén 10

trong pham vi quan sat (bang 3 va hinh 1). Kich thudc cta cac phan doan ADN
nhan ban tir 152 bp dén 420 bp. Téng s6 thu duoc 139 allen da dugc nhan ban,

trung binh so6 allen 1a 6,04/ locut.

Nghién cttu tinh da dang ADN & lac dugc tap trung nghién ctu nhiéu tir
nam 1990 nhung tinh da hinh so véi cac cay trong khac 1a rat thap. Doi v6i cac moi
ngau nhién (RAPD)
chi ¢6 4,4 % cho tinh da hinh [9, 20, 26], 4,1% bang k¥ thuat AFLP [12] ; 25 %
v6i ky thuat RFLP [11], va khong chi ra mot tinh da hinh khi st dung cac cap moi
SSR thiét k€ trén co s& genome & mot sO loai cay trong khac [12]. Ngay & Viet
Nam, Bui Van Thang va CS (2003) [1] da sir dung 82 doan m6i RAPD ma céc tic
gid khdc da cong bo 1a ¢6 tinh da hinh cao & lac vay ma khi diing dé phan tich véi
tap doan 33 giong lac Viét Nam khéang bénh ri sat ciing chi ¢6 11/82 doan méi 1a
cho tinh da hinh. Trong két qua nghién ctu cta ching t6i s& di tit ca 23 cap moi
SSR déu ¢6 tinh da hinh vi day chinh 1a cdc cap moi SSR da duogc thiét k€ trén co
s genome cua cy lac. K&t qua tuong tu cling da dugc bao cdo bdi nhém nghién
ctru ctia Phong thi nghiém hé gen ting dung (Applied genomics Lab.), thudc Vién
Nghién ctu Cay trong
Bang 3: S6 phan doan AND nhan ban va gia tri PIC cua tap doan 42 giong lac
khéang bénh ri sat

Co allen | Co allen Co allen | Co allen

Tén |1y thuyét | quan sat Gia tri 1y thuyét | quan sat Gia tri
moi (bp) (bp) |S6 allen| PIC [Tén mo6i| (bp) (bp) [S6 allen| PIC

145 152 152-200 6 |0.588| 143 262 | 270-300 4 10.510
L.29 198 | 200-230 2 10.310| L23 290 | 230-270 5 10.602
L36 285 |280-380| 10 ]0.580| L25 132 | 120-170 6 10.501
L49 285 | 300-420 6 |0.372| L44 238 | 250-300 6 10443
L.26 152 | 120-300 9 10.438| L35 203 | 220-300 7 10.559
137 265 | 280-350 2 10394 147 292 | 290-300 6 [0.239
1L.27 264 | 270-350 5 10479 L33 225 | 220-280 4  10.522
1.28 298 | 300-380 3 10464 L34 230 | 250-300 4 10.392
L50 269 | 250-350 7 10302 L31 203 | 200-300 8 10.511
L42 265 | 300-390 9 10.616| L30 194 | 230-290 7 10.569




L32 281 270-320 0.513| L38 282 1 260-340 8 10.399

N

L40 259 1260-310 4 10.500

mau Qudc t&€ cho vung Nhiét d6i ban kho han (ICRISAT) khi phan tich da dang
tap doan giong khang bénh héo xanh vi khuin va mot s6 bénh vé 14 & lac v6i
cac cap moi SSR chuyén dung cho cay lac [4].

M 1234567 8 91011121314151617 181920 212223 24 2526 27 2829 30 31 32 33 343536 3738 39404142 M

Hinh 1. Dién di san pham PCR cta 42 giong lac khang bénh ri sit v6i cap moi
L25 trén gel polyarylamit (M: Thang phan ti, 1-42: thit tu giong nhu trong
bang 1)

Két qua phan nhom

K&t qua phan tich tinh da hinh ADN (su xuat hién hay bi€én mat phan doan ADN)
ctia 23 cap moi SSR véi 42 giong lac trong nghién cttu dugc phan tich trong phan mén
chuyén dung NTYSIS 2.1 d€ tim ra su sai khdc gifta cac giong lac thong qua biéu do
hinh cay. D€ khing dinh két qua phan nhém, chiing toi da tién hanh xdc dinh gi4 tri
twong quan ki€u hinh theo ba phuong phép tinh hé s6 di truyén giéng nhau (phuong
phdp cua Jaccard, cua Dice va phuong phép cua Sokal) v6i bon kiéu phan nhém
(WPGMA, UPGMA, lién két hoan toan va lién két don 1€). Biéu dé hinh cay duoc
thiét 1ap dua trén gia tri twong quan cao nhat véi cac gia tri khi r > 0.9: tuong quan rat
chat; r = 0.9 - 0.8: tuong quan chat; r < 0.8 twong quan khong chat [28]. Két qua
trong phan tich da chi ra hé s6 twong quan theo phuong phap tinh hé s¢ giong nhau
ctia Jaccard va kiéu phan nhém UPGMA la cao nhit (r = 0.877) so v6i cidc phuong

phép khéc. Két qua phan nhom cua 42 giong lac khdng bénh ri sat thiét 1ap theo hé so



giong nhau cta Jaccard véi ki€éu phan nhém UPGMA da dugc kiém tra trén bi€u d6 da
chiéu ¢ hinh 2 va biéu dién theo so d6 hinh cay ¢ hinh 3 déu phan ra lam ba nhém
chinh (cdc giong lac trong cdc nhém chinh déu giong nhau) va c¢6 mic do khac nhau

vé mat di truyén gitta cdc giong 1a 70% (1-0,3).

Nhoém a: Bao gom 3 giong ICGV99001, ICGV 13917 va ICGV99004 ¢6 hé
s@ di truyén khéac nhau vé mat di truyén 1a 75% (1-0,43). Ca ba giong déu cua
Spanish va c¢6 muc do khang kha bénh ri sit (diém khang bénh tir 2 dén 2,3; bang
D).

Nhém b: Bao gébm 19 giong thudc ba kiéu sinh thdi Spanish, Valencia va
Virginia c¢6 hé s6 di truyén khac nhau 1a 60% (1-0,4). Trong nhém nay phan lam
02 nhém phu: nhém 1 bao gém 10 giong, va déu khang vé6i bénh ri sit (diém
khang bénh tir 1 dén 1,3; bang 1); nhém phu 2 gom 9 gidng, trong d6 5/9 giong
khang kha vé6i bénh ri sit (diém khang bénh tir 1 dén 2,3; bang 1). Giong TMV
(gi6ng min cam vdi bénh ri sét, diém khang bénh 12 5,7; bang 1) ciing nim trong
nhém nay nhung ¢6 mic do khac nhau vé di truyén véi cac thanh vién trong nhém
1a 57% (1-0,43).

Nhém c: Bao gom 20 giong, hau hét cac giong deéu thudc cua Viét Nam,
Trung Quoc, Pai Loan va an Do ¢6 mic do khac nhau la 67% (1-0,33). Trir giong
MDRF5-176 (diém khang bénh 1 2, bang 1) con lai céc giong 12 nhiém vé6i bénh ri
sét (tir 3 dén 5 di€ém, bang 1).

Moi lién quan giita kiéu gen(chi thi SSR) va kiéu hinh (diém khdng bénh ri scit)

Pé tim ra cdc chi thi SSR lién quan dén tinh khdng bénh ri sit, cdc so liéu
phan tich SSR (su xuét hién hay khong xuat hién cac phan doan AND cua 23 cap
moi SSR véi 42 giong lac) véi tinh khang bénh ri sit cua timg giong (diém danh
gia tinh khang bénh cua ting giong) da dugc phan tich trong chuong trinh phan
mém Genstat. Nhiing chi thi dugc xem nhu 12 ¢6 lién quan dén tinh khang bénh khi
c6 gia tri P<0.05. Két qua phan tich nhan dugc & bang 4 da chi ra 7 chi thi L26,
L50, L40, L43, L44, L31 va L38 duogc xem nhu la c6 lién quan dén tinh khang
bénh ri sit & lac. Trong céc chi thi nhan biét & day c6 hai chi thi L43 va L38 ciing
da



Hinh 2: Biéu d6 da chiéu (MDS) cua 42 giong lac khang bénh ri sit
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Hinh 3: Biéu d6 hinh cay clia 42 giong lac khdng/mén cam véi bénh ri sit theo hé s6
ctia Jaccard va phuong phap phan nhom UPGMA
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Bang 4. Cic allen c6 lién quan dén tinh khang bénh ri sat & lac

S6 vi Moi Allele Gia tri P

tri cla (bp)

allen
25 L.26 120 0.013
27 L.26 160 0.044
48 L50 250 0.014
70 L40 280 0.053
73 L43 280 0.004
75 L43 290 0.005
91 L44 150 0.001
123 L31 300 0.044

dugc 132 .38 280 0.032 nhan biét vi tri nhd dinh

vi (QTLs) trong két qua lap ban do tinh khang bénh ri sit trén quin thé F7 lai
gifta giong khang va giong nhiém (so liéu chua cong bo). Tuy nhién dé xdc dinh
su lién két thuc su giita kiéu gen (SSR) va kiéu hinh (bénh ri sit) cin phai c6 thém
cic nghién cttu & mitc do chinh x4c hon nhu 1ap ban dé lién két phan tir va kiém tra
thuc tién tinh khang bénh cua cac dong trén dong rudng.

Tuong tu nhu phuong phap nghién cttu ctia ching to6i, Sun va CS (2003)[9]
ciing da st dung 160 doan méi RAPD dé phan tich tinh da dang ADN cua 35
giong lia mi khang bénh FHB (Fusarium head blight) va ciing da phat hién ra 03
chi thi RAPD lién quan dén tinh khang bénh FHB. Hién nay 3 chi thi RAPD nay
dang dugc sir dung rat c6 hiéu qua trong phat hién sém cac dong/giong lia mi cé
tinh khéang bénh FHB. Tix cdc két qua nhan dugc trong nghién cttu nay c¢6 thé trién
khai 4p dung dé nhan biét chi thi lién quan dén mot s6 tinh trang nong hoc quan
trong & cédc loai cay trong khac.
4. KET LUAN
1. Tat ca hai muoi ba cap moéi SSR déu cho da hinh véi gia tri PIC tir 0,2 dén 0,6
khi phan tich véi tap doan 42 gidng lac Viét Nam c6 tinh khang khac nhau doi véi
bénh ri sat. Trong d6 12/23 (52%) cap moi SSR 1a cho da hinh phong phi nhét véi
gid tri PIC >0.5.



2. Téng s6 139 allen da dugc nhan ban. Trung binh s6 allen duoc nhan ban 1a
6,04/locit. Khoang céch khac nhau vé mat di truyén nhi¢u nhat giita cac giong la
70% (1-0,3).

3. Cac cap moi 126, .40, L50, L43, L41, L31 va L38 ¢6 thé sir dung dé kiém tra
trong nghién cttu 1ap ban d6 tinh khang bénh ri sit.
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IIL.4. Panh gia quan hé di truyén cac giong lac dé chon céac cap lai phu hop
bang chi thi phan tir.

1. Nguyeén liéu: 1a 10 giong lac ICG11505 khang héo xanh, ICG950166 khang
gi sit, ICG99051 khang vira gi sat, L12 nang suét va chat luong, LO8 ning suat va
chat luong, GNQ khang héo xanh , ICG87165 khang gi sat , ICG99005 khang gi
sit va V79, TMV2 nhiém gi sit.

Sir dung 22 chi thi SSR d€ phan tich.

2. Phuong phap (giong nhu phan III).

3. Két qua va thao luan

Str dung 22 cap moi SSR phan tich tinh da hinh ADN 6 giong lac st dung lam bo
mecap lai. Két qua thu duoc 60 phan doan ADN, trong d6 téng s6 phan doan da
hinh 51 phan doan chi€ém 85%.

Primerl primer2
1 23456 7891011 234567891011 1

Hinh 1: anh dién di trén gel acrylamid 6% vé6i primerl va primer 2 (1: Maker100bp; 2:
ICG950166; 3: ICGI9051; 4: ICG87165; 5: ICGI9005; 6: GNQ; 7:TMV2; 8: L08; 9: V79; 10:
L12; 11: ICG11505)



Phan tich s6 liéu bang phaAm mém NTSYS 2.0 thu dugc so d6 hinh cay phat sinh
ctua 10 giong lac nghién ctu. Giira cdc giong c6 hé s6 di truyén sai khac tir 15%

dén 44%

|IC6950166

|ICGQQOOS

1CG87165

1CG99051

GNQ

LO8
TMV2
V79

L12

1CG11505

[ [ I |
0.56 0.63 0.70 0.78 0.85
Coefficient

hinh5: so d6 hinh cay cua 5 té hop lai

4. Két luan va kién nghi

Bang 22 chi thi SSR da danh gia dugc mic do da dang vé di truyén cta 10
giong lac. Vé6i 60 phan doan ADN thu duoc, xir Iy bang chuong trinh phan mém
chuyén dung da chi ra duoc gid tri khdc nhau vé hé s6 di truyén gitta cic giong
nghién ctu tr 15% dén 44%.

Tur két qua nghién cttu, budc ddu chiing t6i ¢6 thé lua chon céc cap lai sau,
theo huéng khang gi sit va héo xanh.

ICG11505 (khang vira héo xanh) x L12 (NS+CL)

1CG950166 (Khang 1i sit) x L12 (NS+CL)
L12 x ICG950166 (Khang ri sat)
L08 x ICG99051(Khéng ri sat)

IIL.5. Stir dung chi thi SSR dé Sang loc s6m cac dong lac khang bénh gi
sat quan thé lac tu thu F3 cia cap lai ICG950166 x L12.
1. Nguyén liéu



Dong ICG950166 ¢6 ngudn goc ICRISAT, mang gen khdng bénh gi st.
Dong L12 c6 ngudn goc & Trung Qudc, nang sudt cao va chat lugng.
Céc dong con lai tu thu F3 ctia cap b6 me ICG950166 x L12 gobm 51 dong do Vién
khoa hoc Ky thuat Nong nghiép Viét Nam cung cap.

Dé tién st dung trong thi nghiém chiing t6i ky hiéu c4c giong trong dong lai
F3 1a : B. Tén s6 do Vién khoa hoc Ky thuat Nong nghiép Viét Nam danh s6 ky
hiéu gom céc dong:
B24, B37, B38, B40, B41, B46, B47, B48, B53, B54, B59, B60, B63, B65, B67,
B71, B72, B100, B108, B3, B4, B6, B7, B8, B12, B13, B17, B20, B21, B22, B23,
B27, B32, B43, B45, B52, B55, B58, B61, B103, B105, B107, B110, B11, B32, B34,
B35, B44, B106, B111.

Trong thi nghiém nay st dung 14 chi thi SSRs dé nghién citu sang loc sém
cac dong con lai mang chi thi khang bénh.

Bang 1: Cac cap moi dung trong thi nghiém SSR gom 14 cip moi ¢6 lién quan dén khang

bénh gi sat

STT Tén moi Nhiét do bat moi ( °C) KTPT trén ly thuét A/B (bp)
1 L23 57 289 /292
2 L26 58 120 - 300
3 L28 58 301/ 298
4 L31 62 200 - 300
S L32 60 264 /274
6 L36 59 289 /292
7 L37 58 262 /259
8 L38 64 267/270
9 L40 58 256 /262
10 L43 58 265 /263
11 L44 64 250 -300
12 L50 60 262 /266
13 L52 60 350/352
14 L54 60 310 /305

Chi y: A 1a me .B 1a bd cta cap lai ICG950166 x L12. KTPT: Kich thudc phan tich trén 1y thuét
A/B (bp)

2. Phuong phap

* Tach chi€t AND, phan tng PCR, dién di va nhuém bac nhu muc II

* Sang loc tinh da hinh cua b6 me cap lai

* Sl dung 14 moi dac hiéu SSRs dé chay PCR trén mau ADN b6 me cip lai (
ICG950166 x L12), sang loc céc chi thi da hinh.



* Phan tich so liéu SSRs
Dua vao anh dién di san pham PCR va su xudt hién céc bang SSR véi cdc chi
thi dé 1am co s& cho viéc phan tich s6 liéu:

Tiéu chudn hod san phdm PCR:

A: Xudt hién bang SSR tuong dong dong me.
B: Xuat hién bang SSR tuong dong dong ba.
H: Di hop tt.

U: Khong giong ca dong me va dong bo.

3. Két qua nghién ciu
* phan tich su da hinh clia b6 va me cap lai v6i cac cap moi SSR lién quan tinh
khéang bénh gi sat & lac.

Trudc khi tién hanh sang loc 51 dong lac lai tu thu F3 mang chi thi tinh
khéng bénh gi sit thong qua phan tich cdc chi thi SSR, chiing toi da ti€n hanh phan
tich tinh da hinh cta giéng ICG950166 (mang chi thi khdng bénh gi sat) va giong
L12 (khong mang chi thi khdng bénh gi sat) v6i 8 cap moi SSR da duoc xac dinh 1a
c6 lién két v6i tinh khang bénh gi sét & lac.

Tinh da hinh cta giong ICG950166 va giong L12 duoc thé hién & su khac
nhau vé kich thuGc phan doan ADN khi phan tich v6i cdc cip moi SSR trén gel
0,6% polyacryamid. Két quéa dién di san pham PCR cua hai giong ICG950166 va
L12 v6i 8 cap moi SSR thi chi tim thay 4 cap moi 132, L38, L52 va L54 1a chi ra
tinh da hinh gitra hai giong bo me cap lai ICG950166 x L12 (Hinh 1 va Bang 2).
Bang 2: Két qua sang loc tinh da hinh cta giong 1CG950166 va L12 véi 8 cap moi

STT | Tén mo6i | Nhiét do Kich thuée phan Két qua phan | Kich thudc phan

bat m 6i doan ADN ly tich da hinh doan ADN quan
(°C) thuyét cua A/B sat A/B (bp)
(bp)

1 1.23 57 289 /292 -

2 L.28 58 301/ 298 -

3 132 60 264 /274 + 320 /305

4 L36 59 289 /292 -

5 L.38 64 260 / 265 + 260 /265

6 143 58 265 /263 -

7 L52 60 350/352 + 335/310

8 L54 60 310 /300 + 310/300




Chd y: A: Giong ICG950166 va B: giong L12
“+” 1a cho két qua da hinh ctia cap lai ICG950166 x L12 véi cap mdi SSR.
“-” cho két qua khong da hinh ctia lai ICG950166 x L12 véi cap moi SSR.

o —
-_— 132  L28 L52
A B oA B A B
400bp .

2205 325bp

. =
— I

305bp P > 310bp
300bp B

Hinh 1: Két qua dién di san pham PCR cua giong ICG950166 va L12 véi cac cap méi lién
quan dén tinh khang bénh gi sit 6 lac.
Ghi chi: M: marker 100 bp, A: giong ICG950166, B: giong L12. Mii tén : chi phan doan

ADN dugc phan tich.

Quan sat kich thudc cac phan doan ADN nhan dugc khi dién di san phdm
PCR trén gel 0,6 % polyacryamid doi vé6i giong ICG950166 va L12, ching toi
nhan thay chi ¢6 2 cap moi L38 va L54 1a ¢6 kich thudc cta cdc chi thi duge nhan
ban ding bing véi kich thuéc cua 1y thuyét (Bang 2). Cu thé do dai phan doan
ADN duoc nhan ban cta hai giong bé me véi 4 cap moi SSR nhu sau:

Vé6i cap moi L32: kich thuée phan doan ADN la 320 bp d6i v6i giong
ICG960166 va 305 bp doi véi giong L12.

Cap mo6i L38: kich thuéc phan doan ADN la 265 bp d6i véi giong
ICG950166 va 270 bp doi véi giong L12.

Cap moi L52: kich thugc phan doan ADN la 335 bp d6i vé6i giong
ICGY950166 va 310 bp doi véi giong L12.



Cap moéi L54: kich thuée phan doan ADN 1a 310 bp d6i véi giong
ICG950166 va 300 bp doi véi giong L12.

T két qua phan tich tinh da hinh gita hai giéng b6 me cta cap lai
ICG950166 va L12 trén day, bon cap moi nay dugc st dung cho phan tich véi 51
dong lac lai tv thu F3 dé sang loc ra cdc dong mang chi thi lién quan dén tinh
khéang bénh gi sat & lac.

* Két qua sang loc tinh khiang bénh gi sat cua 51 dong lac tu Thu F3 cap lai
ICG950166 x L12 v6i bon cap moi lién quan.

Chi thi SSR 1a chi thi dong trdi, vi vay thong qua két qua phan tich hinh dnh
trén gel polyacryamid phat hién chinh xdc cdc dong mang chi thi giong me
(ICGY950166) khiang bénh gi sat. Cdc dong chi mang chi thi ca bo (L12) s& khong
khang bénh gi sit. Cac dong cing mang ca chi thi ctia b6 va me (di hop t) thi tinh
khang bénh ciing s€ tot hon so véi giong bo va cac dong khong mang chi thi cua ca
b6 va me thi s& c6 phan ing khdc nhau véi bénh gi sit.

ADN cua 51 dong lac tu thu F3 giong ICG950166 va giong L12 da dugc
stt dung dé phan tich v6i bon cap moi L32, L34, L52 va L54. Xéc dinh su c6 mit
cua cdc chi thi lién quan bing viéc phan tich san pham PCR trén gel 0,6%
polyacryamid.

* Téng hop két qua sang loc tinh khéng bénh gi sit 51 dong lac F3 cia cap lai

ICG950166 x 112.
Bang 3 12 tong hop két qua sang loc tinh khang bénh gi sit clia 51 dong lac

tu thu F3 v6i bon cap moi 132, 138, L52 va L54 da dugc xac dinh 1a c6 lién két
vGi cac gen lién két tinh khang bénh gi sat. K&t qua nhu sau:

- 13 dong lac c6 ky hiéu la B24, B37, B41, B46, B60, B102, B108, B3, B6,
B7, B12, B21 va B110 déu mang chi thi cia me (ICG950166) khi phan tich
vGi hai cap moi L38 va L54 (Hinh 2).

- Bon dong lac c6 ky hiéu 1a B46, B48, B17 va B27 mang chi thi cia me khi
phan tich v6i cap moi L32.

- Khong c6 mot dong lac nao 1a mang chi thi ciia me khi phan tich véi cap
moi L52.



Nhu vay, thong qua phan tich phan tr chiing t6i da chon ra duogc 13 dong
B24, B37, B41, B46, B60, B102, B108, B3, B6, B7, B12, B21 va B110 dugc xem
nhu 12 cdc dong lac ¢6 tinh khéng t6t v6i bénh gi sit. Cac dong lac di hop ti cling
s€ c6 tinh khang bénh kha hon so véi giong L12.

Tuy nhién, dé khing dinh chiac chin tinh khdng v6i bénh gi sat clia céc
dong lac nay thi can phai kiém chitng thong qua két qua danh gid kiéu hinh tinh
khang. Qua két qua danh gia doi 1 ciia BO mon mién dich hoc — Vién KHKTNN
Viét Nam thi ca 13 dong (B24, B37, B41, B46, B60, B102, B108, B3, B6, B7, B12,
B21 va B110) dé c6 tinh khdng cao véi bénh gi sit.

Nhung két qua nhan dugc trong nghién cttu nay s€ la nhitng co s& cho viéc
ap dung ky thuét chon giong nho su ho trg cla chi thi phan tir (MAS) trong chon
tao giong lac nang suat chat luong va khdng bénh gi sit.

Bang 3: Tong hop két qua sang loc phan tir cia cac dong lac F3 v6i bon cap méi lién
quan tinh khang bénh gi sat ¢ lac.



Tén cap moi SSR \
Tén cap moi SSR
TT [Tén dong TT Tén dong
138 [L54 [L32 [L52 138 [L54 [L32 [L52
1 B24 U | B |27 BI3 B|B|H]|[B
2 B37 U | B |28 B17 B| A|A]lH
3 B38 B | A|B]B]2 B20 B|H|H]|[H
4 B40 A | Bl H]| B30 i AR 1 | H
5 B4l - H | B [31 B22 H|B|HI|H
6 B46 Al H |3 B23 B|B|B ]| B
7 B47 B | B|B|B]33 B27 B| B |H]|[H
8 B48 H | B|[A]|B][3 B32 H|B|B|H
9 BS3 B | B|B]|B|[35 B43 Al B | B|H
10 B54 H | B[ B ]| B |36 B45 Al B[ B|H
11 B59 H|B|H]|B|[37 B52 B|A|B]|H
12 B0 NAMAN H [ H [ 38 B55 A|B|B|H
13 B63 A | H[H]B]39 B58 A|lB|B|H
14 B65 H | H|H]|B]40 B61 B|A|B]|H
15 B67 B |B|B|B |4l B103 B|U|[B]|B
16 B71 B |B|B|B |4 B105 B|B|B]|H
17 B72 A | B|H]|B]|43 B107 B|B|H]|[H
18 | BI00 H | B | H|B |4 Buuo [ANIAN 1 | B
19 | BI102 H | B |45 Bl B|B|B | B
20 | BI108 H | B | 46 B32 B|B|B | B
21 B3 H | B |47 B34 B|A|U][B
22 B4 | A | B|H]| B4 B35 B|B|B|H
23 B6 B | B |49 B44 B|A|B]|H
24 B7 U | B |50 B106 B|A|B]J[B
25 BB | B | B | B]| B |5l Bl11 B|A|B|H
26 B12 H | B

Ghi chi: A: mang chi thi ctia me (giong ICG950166); B: mang chi thi ctia b6 (giong L12); H: di
hop tir; U: khong mang chi thi cia ca me va bo.
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Hinh 2: 13 dong lac F3 mang chi thi SSR lién quan tinh khang bénh gi sat phan tich v6i moi L38 va
L54.

Ghi chi: M 1a marker 100bp; A 1a giong ICG950166; B la giong L12; so tht tu 1-13 twong tGng
v6i cac dong B24, B37, B41, B46, B60, B102, B108, B3, B6, B7, B12, B21, B110 va dau midii tén
chi tai phan doan ADN quan tam.

4. Két luan va dé nghi

Trong s6 8 cap moi SSR da tim thdy 4 cap moéi L32, L38, L52 va L54 cho
tinh da hinh giita giong lac st dung lam me va giéng lac dung lam b6 cua cap lai
ICG950166 va L12. Chi c¢6 cap moi L38 va L54 1a cé kich thuGc cta céac chi thi
tim thdy ding bang véi kich thudc clia 1y thuyét.

Trong s6 51 dong lac F3 cap lai ICG950166 x L12 da sang loc dugc 13
dong B24, B37, B41, B46, B60, B102, B108, B3, B6, B7, B12, B21 va B110 c6 su
xuat hién chi thi dac trung lién két véi tinh khdng bénh gi sit & ca hai cap moi L38
v6i kich thude phan doan ADN 1a 265 bp va 310 bp d6i v6i cap moi L54.

DPanh gid kiéu hinh tinh khdng bénh cta 13 dong lac da dugc xac dinh ¢
mang céc chi thi lién quan dén tinh khang bénh gi sat & lac.
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