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TOM TAT

Sir dung 30 gidng ddu nanh tir ngdn hang gen cia Vién laa Bong bing song Ciru Long ¢& nghién ctru
va d4nh gis da dang ngudn gen. Dang hai loai chi thj phan tir (chi thi RAPD va SSR), duge thiét lap giita
cac allele cua SSR va ciia RAPD khoang céch di truyén cia RAPD Iém hon so hon so vdi phuong pha
clia SSR. Piéu nay cling ghi nhén bing cAc tin sudt allele cé twong quan giita c4c gidng cia RAPD rit
cao (r = 0,64 - 0,98). Su tuong quan giita cic locus 1ém nhét 13 OMDN109 va OMDNS87, vi twong quan
giita c4c locus nhé nhét 13 OMDN]1 va giéng OMDN36, Sy tuong quan cic giéng trong phuong phép
SSR chi thi bién ddng (r = 0,42 dén 0,97). C4c gibng c6 chi sb allele gilta cc locus cao la OMDN 118 va
OMDN 34, Tuong quan giita céc locus nho nhat 1a OMDN113 va OMDN31. Thong qua cac dir liéu chi
thi RAPD véi 9 mdi (mdi) dugc sir dung 30 gidng duge phén thanh 4 nhém chinh. Trong phén nhdém cia
SSR trén 6 chi thj dugc ghi nhin véi 3 nhém khéc biét. So 48 phan nhém hinh cay phdi hop hai phuong
phép chi thj phén tir duge thiét 1ap v6i ba nhém khac nhau. Dya vao chi thj phén tir dé c6 thé dénh gia
gian tiép sy hién dién hay khong hién dién ciia gen chon loc nhé chi thi ma khéng bi anh huéng ciia méi
trzémg. Chi s§ da dang Phéq tich theo phuong phép SSR cao (H = 0,312} trong khi chi sé da dang cta
RAPD chi thi phén tir rat thap (H = 0,124). Tuong tyu tan s8 da hinh tich trén phuong phdp chi thi SSR
ciing cao hon phuong phép chi thi RAPD, C4 hai phuong phap cho sy tuong quan trong nhém rét cao véi
bién déng tir 0,59 cho chi thi SSR va 0,77 cho chi thi RAPD. P& nghi cé thé img dung nhiéu chi thj phin
tir trong phén tich da dang, két hop véi danh gi4 tinh trang bing kiéu hinh dé phyc vy cho vat ligu ban
diu trong cdng tac chon gidng,

Tir khda: Dgdu nanh, RAPD, SSR, teong quan di truyén, UPGMA (Unweighted Pair Group Method with

Arithmatic Mean)
MO DAU

Cay dau nanh (Glycine max L. Merrill, Glycine
soja Sieb ef Zucc) 1a mdt trong sé nhimg cay trong
¢6 lich sir tau doi nhét cia loai ngudi va ngay cang
chiém vi tr{ quan trong trong nganh trdng trot va
chiin nudi & nudc ta.

Trong tinh hinh hién nay, khu virc Péng bing
song Ciru Long néi riéng va ca nuée néi chung déu
¢6 xu huéng chuyén ddi co chu cay trdng, ngay cang
nhiéu ddi tugng cdy hoa mau duoc dua vao hé thong
luin canh véi Ga. Trong d6, cdy diu nanh duge cha
y nhiu nhat vi c6 réit nhiu lgi ich nhu cung cap mot
lwong dam dé cai tao va lam ting d6 phi cho dat 1am
giam dugc chi phi ddu tu ciing nhu ndng cao hiéu
qua kinh té, tang thu nhip cho ngudi din. Khong
nhirng thé, diu nanh cén 1a ngudn thirc an giau dam
vira ngon vira bd dudng cho con ngudi, ddng thai

ciing 14 ngudn nguyén liéu chinh dé phat trién cong
nghé nudi thity san v&i chét lugng cao. Nhimg nim
gén ddy tai cac tinh Ddng bing séng Ciru Long, diu
nanh d4 va dang tré thanh ngudn thirc an rét cn thiét
cho ddy manh phat trién thiy san tai cac dia phuong.

Nghién ciru da dang ngudn gen nhim chuén bi
tbt vat lidu lai cho cong téc chon tao gidng sau nay
hién I4 muc tiéu nghién ctru quan trong can dugc dit
ra. Dé c6 co s khoa hoc va tao dot pha méi trong
chon tao gifng dju nanh, dé& tai tap trung khai thac
vit lidu lai théng qua nghién clru da dang ngudn gen
cdy dau nanh bing phuong phap chi thi RAPD va chi
thi SSR.

VAT LIEU VA PHUONG PHAP
Vit liéu

Vit lidu dugc sir dung bao gdm 30 mau gibng
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déu n:énh d].rqc swu tdp tai ngan hang gen cia Vién
lta Dong bang séng Cuu Long.

Pinh gis kiéu gen theo phuong phap Nguyén Thi
Lang (2002).

T4ch chiét DNA

DNA phuc vu cho yéu chu phén tich PCR dugc
chuén bi theo quy trinh tich chiét don gian. M6t mu
14 twoi, non dugce thu va dat trong dng nghiém 1,5 ml
sau do dit bng vao trong d4 lanh. Mau 14 sau dé
duge nghién trong cbi st (Spot Test Plate -Thomas
Scientific) sau khi di thém vao 400 pl dung dich dém
{30 mM Tris-HCIl pH 8.0, 25 mM EDTA, 300 mM
NaCl and 1% SDS). Nghién m3u dén khi dung dich
dém cé mau xanh 14 cdy. Thém 400 pl dung dich
dém rdi tron déu. Chuyén 400 ul lysate vao dng
nghiém cé miu l4 ban diu. Lysate s& kich hoat phan
tmg tach protein nh¢ thém vao 400 pl chloroform.
Dich thé ndi (supernatant) dugc chuyén vao éng
nghiém méi (1,5 ml) va DNA duoc két tu nho su
dung cdn ethanol. Miu DNA dugc 1am khd nhe gio
va hoa tan trong 50 pl dung dich dém TE (10 mM
Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 80).

Bang 1. Danh sach tén va ngudn gdc cac dau nanh.

Nguyén Thi Lang et al.

Ching t6i sir dung 1 pl dung dich DNA cho phén
tich PCR. Cdc miu DNA duge giif trong ti lanh sdu
—20°C 38 sir dyng vé sau.

Xét nghiém PCR

Khuéch dai PCR duoc thuc hién trong 10 mM
Tris-HCL (pH 8), 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 1
unit 7ag, 4 nmol dNTP, 10 pmol mbi va 50ng
genomic DNA. Chu ky PCR: tich diy d6i & 94°C
trong 5 phat, theo sau [a 35 chu ky 94°C trong 60
gidy, 36°C trong 60 gidy va 72°C trong 120 gidy.
Qua trinh kéo dai ddy sau ciing 13 72°C trong 5 phut,
Cho thém vao 13 pl dung dich dém (98% formamide,
10 mM EDTA, 0.025% bromophenol blue, 0.025%
xylene cyanol) sau khi PCR. Da hinh trong san phdm
PCR dugc phét hién nhd thudc nhudm ethidium
bromide sau khi dién di trén 1,5% va 3% agarose gel.

San phim phan ing PCR véi chi thi RAPD
Danh sach cic mdi dugc sir dung trong phuong

phdp RAPD va SSR duge trinh bay trong bang 2 va
bang 3.

sTT Tén gibng Nguén gbc STT Tén gidng Ngudn géc
1 OMBDN 64 CLRRI 16 OMBDBN 62 CLRRI
2 ATF 15 IAS 17 OMBN 111 CLRRI
3 OMBPN 32 CLRRI 18 OMEN 36 CLRRI
4 OMEN 83 CLRRI 19 OMDN 117 CLRRI
5 OMBN 31 CLRRI 20 OMDN 14 CLRRI
6 OMDN 87 CLRRI 21 OMDN 29 CLRRI
7 NAM VANG Bia phwong 22 OMBN 110 CLRRI
8 OMBN 109 CLRRI 23 OMBN 114 CLRRI
9 DT 84 AGI 24 OMDN 85 CLRRI
10 OMBN 118 CLRRI 25 OMBN 112 CLRRI
11 OMDN 116 CLRRI 26 OMDN 33 CLRRI
12 OMBDN 86 CLRRI 27 OMDPN 176 CLRRI
13 OMBDN 59 CLRRi 28 MTD 176 CTU
14 OMBN 115 CLRR! 29 TL 57 IAS

15 OCMBN 34 CLRRI 30 OMDN 01 CLRRI

AGI: Agricultural Genetics Institute. CLRRI: Cuu Long Delta Rice Research Institute.
AS: Institute of Agricutural Sciences for Southern Vietnam. CTU: CanTho University.
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Bang 2. Danh sach cac mbi sl dung trong phirong phap chi thi RAPD.

Chudi ma di truyén

STT Primer (mdi) R Nguédn gbc
1 AA11 CAATCGCCGT
2 AC14 GTCGGTTGTC
3 OPDO03 GTCGCCGTCA Céng ty OPD TA
4 OFPDO05 TGAGCGGACA
5 OPDO7 TTGGCACGGG
6 OPD11 AGCGCCATTG
7 OPD18 GAGAGCCAAC
8 RAPDO3 GTAGACCCGT
Vién ila BBSCL
9 RAPDO5 AACGCGCAAC Ven
10 RAPDG2 GTTTCGCTCC Vién lia BBSCL
11 RAPDO4 GTAAACCCGT Vién Wia BBSCL
12 RAPDO6 CCCGTCAGCA Vién Kia DBSCL
13 PC 11 AAAGCTGCGG Céng ty OPD TA
Bang 3. Danh sach cac mbi sl dung trong phwong phap SSR chi thi,
STT Primer :,t"f'r_éil_tf:,é n Nguén géc
1 LPF TATAGCAATGTGTGCGCTGGV
LPR GTTCCCTTCCAGCAGCTAAC
S35F GCTCCTACAAATGCCATCA . .
2 S35R GATAGTGGGATTGTGCGTCA Vién lia BESCL
3 SSVF GTAATCT(TA)JACCACTGTGTGTG
SSVR TGGTCTCCTTTGGA{AG)GCCCCC-
4 Satt0sF TATCCTAGAGAAGAACTAAAAAA
Satt0sR GTCGATTAGGCTTGAAATA
5 Satt20F GAGAAAGAAATGTGTTAGTGTAA Tring Comell (M)
Satt20R CTTTTCCTICTTATTGTTTGA 9 Y
6 Satt83F ACCATTGGAATGTTCTACA
Satt83R TTGAAGTTATAAAAAAGTTTACATC

Phan tich s6 liéu: dwa vao phdn mém NTSYS-pc version 2.1 (Rohfl, 1992).

KET QUA VA THAO LUAN

Sin phim phan ing PCR véi chi thi RAPD

Dé& phat hién sy da hinh cia c4c gidng diu nanh,

13 mdi da duge sir dung trong phan tng PCR trén
DNA genome thu duge tir cac mAu 14 cia 30 gibng
dau nanh. San phdm khuéch dai tao ra tir nhttng mdi
nay dugc quan sat trén gel agarose 1,5%. Két qua
quan st cho thdy 9 mdi cho san phdm khuéch dai
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trén 100% sé mau, c6 4 mdi khdng thé hién khuéch
dai bét cir bing hinh nao (Bang 4). Dya vao sy khic
biét giira c4c allele thé hién qua cac bang trén gel
agarose ta cé thé xac dinh duge s khac nhau giita
cic gibng vé mat di truyén. D8i v6i phurong phap chi
thi phin tir RAPD do kich thuéc phin tr DNA qua
dai, thi nghiém ding phén tir DNA d3 dugc cit bai
(HindIlIl) trén céc allele khac nhau (Lang, 2006).

Panh gi4 do da hinh cua chi thi RAPD dé xem
xét 46 da dang cia 30 gidng d4u nanh véi 13 mbi
RAPD. Tuy nhién chi cé 9 mdi (P = 69%) cho sin
phim da hinh con lai céc chi thi khéng ghi nhan san
phdm bit cap cia DNA hodc cac san phim ndy cho
thiy don hinh trén cac giéng.

Péi v6i mdi OPDO7, sé miu cho sin phim
khuéch dai chiém 100 % tong sb. Tir két qua thu
dugc trong hinh 1 cho thdy sé miu tao bang gidng

Nguyén Thi Lang et al.

nhau nhiu v6i hai allele thudmg rd & vi tri kich
thuéc (900 va 1200 bp) chi mot sb gibng nhu 25:
OMDNI112, 27: OMDNI113, 28: MTD176, 29: TL57,
30; OMDNOI c¢é sy khac biét rd va cho théy ch 5
allele véi kich thuae (600, 700, 900, 1200 va 2000
bp). Su khac nhau vé sé lirgmg va vi tri ciia c4c bing
¢6 thé cho biét duoc sy khac nhau vé trinh ty DNA
gitra cac gidng, déng thdsi nhiéu miu cé cung su da
hinh do ching déu xut phat tir cung mot glong chi
khac nhau vé mit d:a Iy. Piéu nay thé hién giéng so
16: OMDN 62 va sb 27: OMDN 27 ¢6 khic biét rét
xa voi cdc gibng khac trén thi nghiém nay (Nguyén
Pic Thudn, Nguyén Thi Lang, 2006).

Dé)t v6i méi AC14, San phim tao ra nhiéu va da
hinh rit 13 gitta cac gléng cAc gibng nay cé kich
thuréc bién dong 6 allele khac nhau (900 - 2500 bp)
(Hinh 1).

Bang 4. Két qua s dung mdi trong phurong phap chi thi RAPD.

STT Primer(mdi) Sdallele STT Primer (mdi) Sballele STT Primer (mdi) Sé allele
1 AA11 4 4 OPDO05 8 7 OPD18 6
2 AC14 6 5 OPDO7 5 8 RAPDO3 9
3 OPDO03 5 6 OPD11 5 9 RAPDO5 9

Hinh 1. Pién di san phém PCR v&i mbi AC14, trén gel agarose 1,5%. 1: OMDNG64; 2: ATF15; 3: OMDN32; 4:
OMDNS83; 5: OMDN31; 6: OMDN87; 7;: Nam Vang; 8; OMDN109; 9: DT84; 10: OMDN118; 11: OMDN116; 12:

OMDNBS; 13: OMDN5S; 14: OMDN115; 15 OMDN34; 16: OMDN62; 17: OMDN111;

18: OMDN386; 18:

OMDN117; 20: OMDN14; 21: OMDNZ29; 22: OMDN110; 23: OMDN114; 24: OMDN85; 25: OMDN112; 26:
OMDN33; 27: OMDN113; 28: MTD176; 29: TL57; 30: OMDNO1.
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Hinh 2. Dién di san phAm PCR v&i mbi RAPDOS trén gel agarose 1,5%.

Tuong tr, qua quan sit san phidm dién di cho
thdy mdi RAPDO3 c6 nhiéu bing da hinh véi 9 allele
(200 - 300, 400, 500, 550, 600, 700, 1500, 2000 bp).
Mot sb allele khong 16 rang c6 thé d& bi nhim I1An
véi cac tap chit nhu RNA. Ddng thdi, mdi RAPOS
vai 2 san pham dugc tao ra ciing cho thay sy phéin
biét kha rd vé di truyen clia mot so gibng & mirc d¢
nhém nghia la ¢6 sy giong nhau v& hinh thai: sb 19:
OMDN117 va s6 26: OMDN33 (Hinh 2).

Céac moi nhu mbi OPD11 véi san phim khuéch
dai dugc tao ra 100%, kich thudc phan tir duge ghi
nhédn trén bang hinh 1a 500 - 3200 bp. Kich thuéc
trong lugng phan tir dai khdng nhin 18. Cac giéng chi
¢6 1 allele nhrr gibng sb 2: ATF15, sé 27: OMDNI13,
29: TLS7 va s6 30: OMDNOI. Sy khac nhau v& sé
lugmg va vj tri ciia cic bing 6 thé cho biét duoc su
khac nhau vé trinh ty DNA gitra c4c giéng, déng thoi
nhiéu miu cé cing sy da hinh do ching déu xut
phat tir nhiéu gidng chi khic nhau vé mat dia ly.
Allele ndm vi tri v&i phan tir nho nhat 13 500 bp.

Mdi OPD18 v&i san phdm khuéch dai duge tao
ra 100% , kich thudc phan tir dugc ghi nhén trén
bing hinh 14 vé&i 6 allele 600 - 3200 bp. C6 4 giong

cho 1 allele 1a giéng s6 4: OMDN83, s6 5: OMDN31,

6 24: OMDNS85 va sé 30: OMDNO1.

Déi v6i chi thi OPD03, san phdm khuéch dai ciia
DNA trén céc giong dat 83,33%. Con lai 1a cac DNA

khéng ghi nhan bit ciip trong giai doan lai gitta DNA
chia OMDNS83, OMDN31, Nam Vang, OMDNS85 va
OMDNI113. Picu nay c6 thé giai thich do mdi khéng
6 trinh ty nuc!eonde phit hop dé gé’m DNA trong hé
gene cua cac glong trén, ciing cé thé do bi anh huéng
béi nhiéu yeu tb trong phan ung PCR nhu luong
DNA, va c4c yéu tb khac.

Riéng v&i mdi OPDOS, sé lugng giéng c6 trinh
ty DNA bit cap cao chiém 100 % trén tbng sé miu.
Kich thuéc bién dong cua phéan tir duge ghi nhan véi
8 allele (500 - 3000 bp), mot sb allele rit dam va mot
s& khac md. Cac allele dam didu tip trung vi tri
allele 550 bp. Con c4c allele khac déu rat md chi trir
allele vj tri 100 bp trén gidng s6 1: OMDNG64 va sb
19: OMDN117.

Dbi véi chi thi RAPDO3 sir khuéch dai DNA cho
san phim dat 93,3% va dugc ghi nhan véi 9 allele trén
cdc gidng va bién dong kich thude phan tir rdt dai tir
300 toi 2800 bp. Chinh chiéu dai nay ciing gitp cho
mdi RADPO3 c6 su bt ciip DNA trén cdy khic nhu la
vi dira (Lang ef al, 2004). Tuy nhién dbi v6i cay dira
thi phén tich chi co 4 allele va ciy lGa dugc 4 allele.

Mbdi AA11 12 mdi cho san phidm dat 100%, c4c
bang hinh cho thdy rit r8 va cao. Mirc d da hinh
khéng cao chi tich ra ba nhém. Nhém sé 1 nim trén
gibng s 1 ¢6 1 allele: OMDNG64, nhém thir hai c6
hai allele nim trén giéng s6 5: OMDN31. Con lai 1a
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che gibng c6 4 allele (600, 1500, 2000, 2300 bp).

Qua phan tich san pham PCR v&i 9 médi thi thiy
phﬁn lén céc gmng diéu cho san phim khuéch dai.
S6 hrgng san pham PCR tao ra dbi v6i nhitng méi thi
cdn phu thudc nhiéu vao diu kién phan img PCR
(Ellsworth er al., 1993) cho nén chi c6 mjt sé mdi
cho ra cic bing da hinh. Bén canh 46, mdt sd san
phdm PCR khé nhin dién trén gel do sb luong
khuéch dai it nén bang bi md vi viy c6 thé s& anh

Nguyén Thi Lang et al’
huwéng dén viéc thu thap cac dit liéu d& phan nhém.

Phan tich nhém ciia 30 gibng ddu nanh dya trén
dir ligu sin phim PCR (Phwong phip chi thi
RAPD)

Phin nhém cic gidng dau nanh cin cir vao két
quéa ciia san phdm RAPD, chi sé tuong déng gian
don SM (simple matching coefficient) bing phan
tich nhdm theo phuong phap UPGMA
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Hinh 3. So db hinh cay thé hién méi teong quan vé di truyén gitra 30 giéng dau nanh trén co s& kidu gen

{phwrong phap chi thi RAPD).

Két qua thu dugc dua trén so dd cy phan nhom
cho thay néu xét mirc d6 twong ddng di truyén cia
30 gidng d4u nanh & 0,77 thi s& dugc chia thanh 4
nhém chinh va nhiéu nhém phy nhy sau :

Nhém A: Nhom nay gbm ! giéng OMDNG64 c6 mirc
d4 tuong déng nim trong khoang 0,82 - 0,83.

Nhom B: Cic gibng thudc gdm 23 gibng c6 mirc
twong déng tir 0,86 - 0,89. Trong nhém B céc gidng
lai duge chia thanh 2 nhém phu véi kheang céach di
truyén gan hon nhu sau:

Nhém BI: C6 mirc d§ tuong déng di truyén nﬁm
trong khoang 0,93-0,95 gdém cac gibng cai tién:
OMDN32, OMDNS87, OMDNI109, OMDN34,
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OMDNI116, OMDN62, OMDNS5S9, OMDNI115,
OMDNI110, OMDNI114, DT84 va OMDNI18.
Trong d6 gibng DT84 cé quan hé chat vé di truyén
v&i OMDN118. Qua phén tich cdc gibng trong nhém
B1 cho thiy c6 su gidng nhau vé di truyén gitra cac
gibng voi nhau.

Nhém B2: Nim trong khoang tuong dong tir 0,91-
0,92 bao gdm 4 gidng: Gibng Nam Vang, OMDNS6,
OMDNI112 va MTD176. Trong nhém nay chia ra hai
nhdm phuy:

Nhém B2.1: D6 1a glong Nam Vang day la glong déu
dia phuong ning suét cao duorc ba con Pong bing
séng Ctru Long giff gidng rat lau di.
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Nhém B2.2: Chira 3 gibng OMDN86, OMDN112 va
MTD176. Trong 46, gibng MTD176 ¢6 twong dbng
v&i OMDN112 dleu nay cé thé cho biét kha ning lai
tao gilra cac gidng nay s& it uu thé lai béi co sy
tuong quan dén 98% vé& mit di truyén.

Nhom B3: Gdbm c6 7 gibng: OMDN83, OMDN29,
OMDN33, OMDNI17, OMDNI11, OMDN36,
OMDNI14 v&i mirc twong déng di truyén tir 0,86 -
0,89. Trong nhém nay chia ra cdc nhém phu:

Nhém B3.I: C6 3 gibng OMDNS3, OMDN29,
OMDN33, trén nhém nay trir gidng OMDN33 ndm
riéng mdt nhanh mic d6 dung hyp véi hai glong kia
khd xa, tuy nhién vé sy lién quan di truyén chiém
85%.

Nhém B3.2: Bao gbm cé 4 gibng OMDNI17,
OMDNI111, OMDN36 va OMDN14. Trén 4 gibng
nay ¢é mic dung hop tir 0,85 - 0,89 va ghi nhan h¢
sé tuong quan di truyén khi gin nhau trr 0,78 t&i
0,95.

Qua phén nhém B, su khac biét vé di truyén thé
hién rd & voi mire 4§ tuong ddng thip nhit 14 0,86 va
cao nhit 1a OMDN112 va MTD176 1a 0,98. Két qua
nay ndi 1én duoc kha ning cho wu thé lai cla
OMDN112 va MTD176 véi cac gibng khac s& rét
kha quan. Ddéng thoi, cdc gibng ddu lai nhu
OMDN29, OMDN1 17 ciing cé su khac nhau v& mjt
di truyén.

Nhém C: Nhém C chi c6 2 gibng OMDN31 va
OMDNS5 véi mirc tuong ddng vé di truyén ddi véi
c4c nhém khac ndm trong khoang 0,80 - 0,89. Trong
nhém C thi gibng OMDN31 1a gidng phat trién bing
chi thj phén tir nén khdng anh hudng bdi méi trudmg.

Nhém D: V& 4 glong con lai nhom D cé hé sb

twong ddng giita cac giéng nim trong khoang tir 0,83
- 0,95. Trong nhom ndy chia ra hai nhém phu:

Nhém DI: Chi gdm co 1 gibng ATF15 véi mirc d¢
turong dong 1a 0,84,

Nhém D2: Gdbm 3 gibng v&i khoang cach twong
dbng tir 0,89 - 0,95. C6 thé chia nhém nay thanh 2
nhém phu nhé sau:

Nhom D2.1: Chira hai giéng OMDN113 va TL57 véi
46 trong ddng 14 0,95,

Nhém D2.2: Chi gdm 1 gibng DMDNOI v6i hé s6
tuong dong rat cac ndm trong khoang 0,89.

Két qua thu dugc tir phan tich nhém D cho thay
sy khac biét rat rd gira nhom gidng. Hom nira, k¥
thudt RAPD dya trén cidc mdi ngau nhién cho nén xac

suft bit cip v6i DNA mfu dé khuéch dai tao sén
phdm khéng cao din dén anh hudng sy da dang cua
céc gidng.

Nhu vy, v6i 9 mdi 30 gidng dugc phén thanh 4
nhém chinh vA nhiéu nhém phy trong d6 mirc 86
twong quan gifta cac gibng dao ddng tir 0,63 - 0,99
cho thdy c4c gibng c6 sir da dang vé& mit di truyén cao.
OMDN36 ¢4 mirc d§ tuon déng gifra cac gibng la
thip nht 0,63 va mét sb gidng trong nhém B ¢6 muc
ds tucmg déng cao nhét gin 100%. Su khéc biét vé di
truyén giita cac giéng trong nhém D cao hon & céc
gidng trong nhom C, A, va B. H¢ sb tuong ddng gitra
nhém D va nhém C so v&i nhém A va B 14 0,77 va
c4c gibng trong nhom B c6 thé dugc xem la gidng
trung gian gitta nhom A va nhém C. Diéu nay cé
nghia 14 néu nhu dem cac giéng & nhém A va C lai tao
v&i nhém B thi ¢ thé tao ra nhidu c4 thé c6 nhiéu dac
tinh mong mudn béi khoang cach di truyén cang xa
thi kha ning cho wu thé lai cing cao.

Véi 9 mbdi bt cip véi genome cia 30 gibng
ddu nanh cho ching ta nhfin xét ring khi ly trich
DNA tao san phim cho PCR hoat dong thi mirc 46
phan tich ciia cic gidng d4u nanh khic nhau phy
thudc vao dp tinh khiét cia DNA. Cac ndng dd cla
dNTP, MgCl, ndng dd KC! va thé tich dung dich
cubi cling dé tao ra san pham ciing anh huong dén
cac kleu bang trong phuong phép RAPD. Phian tich
cac mdi trén tht ca cac cdy trdng trong dé cé cly
déu nanh day cho ching ta ghi nhén va xac dinh
ngudn gbc khic nhau cta cac nhém lai dé tao co
hdi trong viéc tuyén lya vét li€u lai tao con lai sau
nay tot hon.

San phim PCR véi phuong phap chi thj SSR

Ding 6 mdi SSR d& tao sy khuéch dai, cac chudi
mi cua céc trinh ty duge ghi trén bang 3. Ghi nhin
két qua tt ca san phdm cila SSR déu cho su da hinh
trén 30 giéng d&u nanh (P = 100%) (Bang 5).

Pbi voi mdi Satt05 sy khuéch dai DNA cho san
phdm dat 83,33% va 2 allele vé‘l kich thude phan tir
tll' 190 bp dén 200 bp. C6 gibng s6 1: OMDN61 va
gibng s& 16: OMDNG62 cho kich thudc phén tir thip.

Pbi voi Satt20 duogc ghi nhidn 86,66% san
phdm dugc khuéch dai va cho da hinh. Cic san
phdm nay khong ghi nhin bit cip véi cac gibng sb
5. OMDN31, S6 16: OMDN62, s6 24: OMDNS5 va
6 25: OMDNI112. Kich thudc phan tir chénh léch
ciia cAc bang ndy rit gin nhau véi mirc 150, 120 va
100 bp.
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Kich thuédc cao 6 gibng sb 7: Nam Vang, sb 19:
OMDN117, ké dén 1a sb 27: OMDN113, sb 28:
MTD176, sé 29: TL57. Ngoai ra, cac giéng con lai
do cé trong lugng phin tir qua thip nén cac san
phim mé khé phan biét cac allele nay.

Nguyén Thi Lang ef al.

Phan tich véi méi Satt83 ¢6 sy da hinh trén mdi
voi kich thude 280 - 300 bp hai giéng co kich thude
phén tir cao 12 OMDN31 vd Nam Vang, ngodi ra
kich thuéc phén tir cia céc giéng khic d2u cho két
qua bing nhau trén gel agarose 3%.

Bang 5. Két qua st dung mdi trong phuwrong phap chi thj SSR.

STT  Mbi Sé allele STT Mébi Sballele STT Mbi Sé allele
LPF SSVF : Satt20F

1 LPR 2 3 SSVR 3 5 Satt20R 3
Sa5F Satt05F Satt83F

2 835R 2 4 Sattos5R 2 6 Satt83R 2

8 9 10 11 12 13 14 15

Hinh 4. Dién di sdn phdm PCR v&i mdi Satt83 trén gel agarose 3%. 1: OMDNB4; 2: ATF15; 3: OMDN32; 4:
OMDNS83; 5: OMDN31; 6: OMDNS87; 7;: Nam Vang; 8: OMDN109; 9. DT84, 10; OMDN118; 11;: OMDN116; 12;
OMDNS86; 13: OMDN59; 14: OMDN115; 15: OMDN34; 16: OMDNG2; 17: OMDN111; 18: OMDN36; 19:
OMDN117; 20: OMDN14; 21: OMDN29; 22: OMDN110; 23: OMDN114; 24: OMDNS85; 25: OMDN112; 28:
OMDN33; 27: OMDN113; 28: MTD176; 29: TLL57; 30: OMDNO1.

Tuong ty qua phén tich véi chi thi SSR cho thiy
khuyéch dai 80,0% va cac san phidm da hinh tich ra
véi kich thude phan tir 14 300 va 280 bp. Néu so
sanh v6i chi thi phan tir trén cac gidng thi ghi nhén
da hinh rit &,

Chi thj $35 cho san phim tao ra dat 100% cac
gidng ghi nhan bang hinh. Dya trén hinh c4c gidng
OMDN 64,O0MBN 31, Nam Vang, OMBN 116,
OMBDN 115, OMBN 34 v4 OMDN 36, OMDN 14,
OMDN112, OMBPN85, OMBbN33, OMDNI113 va
OMDN84 cho gen mang kich thuée bang cao hon,
Con lai céc gibng khéc c6 kich thuée vi tri bang thip
hon

Péi voi mbi LP, san phim khuyéch dai trén mdi
niy v&i cdc dong ddu nanh cho khuyéch dai dat 93%.
Tuy nhién san phim cho thé hién c4 allele da hinh
nhung hé di truyén 13 trdi. Dbi voi tudn sudt alele da
hinh dang troi khéng thuin loi cho chon gidng. Cac
bang hinh thé hién céc gibng khong ddng nhit ma &
vj tri dj hop voi gibng s6 2, 56 3, s6 8, 56 28. Vi ul
chi thi phén tir tadch ra kha cao 700 - 1500 bp.
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Phén tich nhém cia 30 gidng dju nanh dya trén
dir li¢u sin phim PCR (Phwong phap chi thi
SSR)

Néu xét vé& géc do phan tich di truyén trén déu
dia phuong Nam Vang va céac gidng cai tién thi
khoang c4ch di truyén giita Nam Vang va gifng cai
tién c6 khoang cach di truyén thdp nhét bién dong tir
0,57 va cao 14 0,84 v&i gibng OMDNSS.

~ Két qua thu dugc tir so ddng cdy phén nhém cho
thay néu xét mirc df twong dong di truyén cda 30
gifng & 0,66 thi s& dugc chia thanh 3 nhém chinh sau:

Nhém A: Nhém nay gdm 22 gibng cé mire 88 tuong
ddng nim trong khoang 0,83 - 0,86. Trong nhém A
cac gibng lai duge chia thanh 2 nhom phy véi
khoang cach di truyén gin hon nhu sau:

Nhom Al: C6 mirc dd tuong ddng di truyén nim
trong khoang 0,85 - 1,0 gdm 10 gidéng. Trong nhém
ndy lai chia ra hai nhém phu

Nhom Al1.l: Bao gbm 8 gibng c6 mirc tuong
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dbng tir 0,88 - 0,95.

Nhom Al2: Chia ra hai gic‘)ng OMDN32 va ATF15
miurc dung hop tir 0,95.

Nhém A2: Nam trong khoang tuong dong tir 0,83 -
1,0 bao gém 12 giong va phan thanh 2 nhém phu:

Nhom A2.1: Chia 1 giong OMDN87 véi mitc trong
dong 0,84.

Nhém A2.2: Gdm céc gidng con lai.

Qua phin nhom A, sy khéc biét vé di truyén thé
hién rd & ATF15 va OMDN32.

Nhém B: Nhém B chi c6 7 giéng OMDNI14,

1

[ R

L A AP AT

OMDN110, OMDN112, OMDN117, OMDNI13,
Nam Vang va OMDNB8S5 véi mirc tuong ddng vé di
truyén dbi véi cac nhém khéc ndm trong khoang
0,69 - 0,91. Trong 7 gidng nay cing nhom nhung
phéin -héa va muc d9 dung hop di truyen kha xa nhau
va roi rac. Xét vé muc dé tuong ddng cho thiy nhém
B c6 thé 1a nhém trung gnan gilta nhém A va nhém C
boi khoang cach di truyen tuong d6i xa so véi cdc
gtong con lai. Néu xét vé géc do phéan tich giira cdc
giong thi gibng Nam Vang voi cdc glong cai tién
khéc cé khoang céch di truyén thip nhat tir 0,57 dén
0,84. Didu nay ciing ghi nhan véi gibng OMDN113
so véi ma trin ddo véi OMDN31 thi sy tuong quan
thdp nhét 0,42.
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Hinh 5. So db hinh cay thd hién méi teong quan vé di truyén gitra 30 gibng dau nanh trén co s& kiéu gen

(phwong phap chi thi SSR).

Nhom C: Chi ¢6 1 gibng OMDN31, 6 h¢ s6 twong
dong khoang 0,60.
Nhu vay, v&i 6 mdi 30 gidng dugc phan thanh 3

nhém chinh trong d6 mirc dj twong quan giira cac
giéng bién thién tir 0,59 - 1,0 cho thdy sy da dang vé

mat di truyén cao giita ching. Glong OMDN31 cé
mirc d tuong ddng giita cac gibng 1a thip nhét 0,60
va mdt so glon trong nhém A cé6 mic do tuong
déng cao nhit gin 1. Su khéc biét vé di truyen giita
chc gibng trong nhém A cao hon & cic gidng trong
nhém C, hé sb tuong dbng giita nhém A va nhém B
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so v&éinhém C la 0 A9 va cac gibng trong nhém B ¢é
thé dugc xem 1a gibng trung gian glﬂ‘a nhém A va
nhém C. Diéu nay c6 nghia 1 néu nhuy dem céc
giéng & nhém A va C lai tao v6i nhém B thi c6 thé
tao ra nhiu c4 thé c6 nhiéu djc tinh mong muén béi
khoang céch di truyén cing xa thi kha nang cho uu
thé lai cang cao (Bii Chi Biru, 2002).

So sanh phan nhém ngudn gen cia k¥ thuit RAPD
va S5R. RS rang qua phan tich v&i phuong phép SSR
thi mirc d§ twong dong clia cac glong c6 khoang cach
twong ddng bién dong tir 0,59 d&n 1, trong khi hé sé
twong ddng clia phuong phép phan tich cia RAPD tir
0,77 dén 0,98.

Két qua ddnh gig sy phin nhém dya trén kiéu
gen RAPD va SSR chi thj phin tir

Nghién ciru va phin nhém dya vao dic tinh kiéu
gen cé thé gitip dodn durgc sy twong quan di truyén
clia cac giéng ddu nanh, tir dé gitip cho c4c nha chon
giéng dinh huéng so khoi vé nhitng vat liéu lai tao,
dur kién cac qui trinh chon loc sao cho dat hiéu qua
cao nhat va riat ngén thoi gian, Tuy nhién, céc chi thi
caa SSR sir dung trong nghién ciru nay coén it nén sy
da dang chi dimg lai m{t vai nhém. DO vdy sin
phdm tach da hinh trén ddu nanh ghi nhin dwoc do
da dang rit cao so véi RAPD vdi chi sb da dang cua
tudn suat allele cua SSR [a H = 0,312.

So sanh két qua kiéu gen giira chi thj RAPD va
chi thj SSR

Phin nhém di truyén thuc vat 1a mot phuong
phép phd bién de d4nh gid mac do da dang coa dbi
tugng thuc vt cin nghién ciru. Né duge thyc hién
dya trén nhitng 1y thuyét théng ké va phan tich da
dwoc xdy dung bdi nhiéu nha khoa hoc thudc cac
linh vue todn hoc va sinh hoc. Trong phén nhém di
truyén dugc chia thanh phin nhém danh gia theo tinh
trang kiéu hinh va phan nhém theo kidu gen.

Tuy dénh gié da dang thong qua kidu hinh glup
cho nha chon gidng cé céi nhin khé téng quan vé doi
twgng nghién ciru. Nhung do nhimg phét sinh kiéu
hinh chiu s anh hudng téng hgp bdi kiéu gen va méi
trudmg nén sy tuong dong hay khac biét trong phin
nhém kiéu hinh c6 thé 1a do nhimg tic déng khac
nhau trong méi trudng gay nén va diéu nay nha chon
gidng kho kiém soat duge. Chinh vi thé két qua danh
gi4 da dang thong qua kiéu hinh chi c6 thé phét hién
mdt phan cila da dang ciia kiéu gen nén cn phai két
hop véi céc danh gid da dang di truyén kiéu gen bing
cac cbng cu ctia sinh hoc phin tir nhy cac chi thi phin
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tir SSR, RAPD, AFLP... C4c phuong phap danh gis
kleu gen voi sy trg gitp cua chi thi phan r ngdy nay
rit duge khuyén khich va tin cay vi da duge chimg
mmh duoge hiéu qua cao, dang tin ¢y, s6 lugng chi thi

.. (Bui Chi Biru, Nguyén Thl Lang, 2003). Hién
nay, dé.nh gi4 da dang di truyén théng qua kiéu gen
duqc thyc hién bing cach phan tich cdy phan nhom di
truyén duge xiy dung trén co s& sy tuong dbng va
khac biét trong gen di truyén giira cac gidng kha phd
bién,

Puge thiét ldp gitra céc allele ciia SSR va cia
RAPD khoang céach di truyén cita RAPD lén hon so
hon so v&i phuong phap cia SSR (két qua phén
nhém bing chi thi RAPD va SSR). Ghi nhan dugc
c4c tin suat allele ¢6 twong quan gira céc gidng cia
RAPD rit cao (r = 0,64 - 0,98). Su twong quan giita
c4c locus 16m nhit 13 OMDN 109 va OMDN 87. Va
tuong quan gitta céc locus: nho nhét 1a OMDN 1 va
OMDN 36. Sy tuong quan cic gibéng trong phurong
phap SSR chi thi bién déng (r = 0,42 - 0,97). Céc
gibng c6 chi sb allele giira céc locus cao 13 OMDN
118 va OMDN 34. Tuong quan giita cac locus nhé
nhit la OM DN 113 va OMDN 31.

Trong phan tich da dang v& di truyén chia ra cic
hop phdn quan trong: tin sé allele va tinh da hinh
trong nhém. Pénh gid da dang di truyén gifra céc
gidng/ déng c6 ngudn gbc dia ly khac nhau trong tap
doan gibng qua d6 tim hidu mirc dd quan hé thén
thude gitra cdc nhém gidng nay nhim gitp cho viée
chon c4c gibng c6 nhiéu tinh trang phong phi va x4c
dinh khoang céch di truyén nhim thiét 1ap hep 1y cho
vit liéu lai sau nay. Dbi véi SSR cho ty 18 locus da
hinh: & mic d$ y nghia 1%, ty 1¢ locus da hinh giita
cac nhom gibng bién dong tir 59% dén 100%. Tinh
da hinh biéu hién quan trong nhit & c4c nhém gidng
khic nhau. $é allele trung binh & mdi locus: nhin
chung, & hu hét cdc locus déu c6 hai allele, ngoai
trir giong cd 3 allele trén phin tad LP vé&i chi s6 da
dang di truyén (H) H = 0,312. Trong khi d6 dbi vdi
RAPD, chi s da dang di truyén H=10,124. Ty I¢ da
dang cia RAPD thép hon so véi phuong phdp SSR.

Phéi hop ci hai phuwong phép RAPD va SSR
duge danh gid

Tém lai ty 1 phan trim da hinh va chi sé da
dang ctia gen khi dang phén tich trén chi thi phén tr
cia nhém RAPD phén tir thi thdp hon khi phan tich
bing phuong phdp ctia SSR. Tuy nhién su trong
quan gifra cic locus trong nhém cha RAPD chi thj
thi cao hon cia phuong phdp SSR (Bang 6).
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Bang 6. Bién dong di truyén chia 30 gidng dau nanh théng qua phuong phap RAPD va SSR chi thi,

Théng sb

Chi thj RAPD

Chi thi SSR

Phan tram cac locus da hinh (P)
Chi sé da dang cua gen
Gia trj trong quan trong céac locus

69,23
0,124
0,77

100
0,312
0,59

— OMDN110

e OMDNI114
JOMDN111
'OMDN14

L OMDN36
I OMDN31

NamVang
QMDNS5
OMDNS?

036

050

: —— OMDNII?
0%

CoefTicient

Hinh 6. So db hinh cay thé hién méi twong quan vé di truyén gitra 30 gidng dau nanh trén co sé& kiéu gen

(phweng phap chi thj SSR va RAPD).

Phéi hop ca hai phuong phép RAPD va SSR
duge danh gid trén phén nhém da dang di truyén ghi
nhén cho thdy trén hinh 6.

D& ¢6 c4i nhin tong quat trén phan ti, su da
dang va phan nhom di truyén dwoc phdi hop trén hai
phuong phap khéc nhau véi chiéu dai phén tir bién
dong cao nhét 13 3200 bp va thip nhat 1a 100 bp.
Duyga trén phin nhém hé s6 twong quan bién déng tir
0,22 - 0,79, Puge phan thinh ba nhém chinh va
nhiéu nhém phy:

Nhom A: Nhém nay gbm 11 ging c6 mire d6 twong
dbng ndm trong khoang 0,36 - 0,79. Trong nhém A
céc gidng lai dugc chia nhiéu nhém phy. Trong d6
diém chuy la giéng OMDN 64 1a nhém ddc lép véi
cdc glong con lai.

Nhém B: Nhém B bao gdm 17 giéng. Nhém nay

bién déng tir 0,36 dén 0,79. Nhg&m nay chia ra,nhiéu
nhém phy dang vao nhau. Bieu ndy cho thay cac
nhém nay c6 cling mdt gia pha gan nhau,

Nhém C Chi ¢6 2 giéng OMDN 87 va OMDN 117,
¢6 hé sb twong ddng 0,55.

Nhu vay, v6i 9 mbi tir RAPD va 6 mdi tir SSR
chi thi trén 30 gidng dugc phén thanh 3 nhém chinh
trong d6 mirc 46 twong quan gilra cdc gibng dao
dng tir 0,22 - 0,79, Hé s6 tuong quan ciia cc gidng
dua trén fién dodn va gia tri quan sat cla cac locus
duge ghi nhén trén (Bang 6).

KET LUAN VA PE NGHI

Két lugn
Phén tich trén chi thi ciia RAPD: trong téng sé
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13 mdi tién hanh nghién ciru da dang di truyén thi
chi ¢6 9 mdi cho san pham khuéch dai.

Théng qua céc dr [igu chi thi RAPD véi 9 mdi
duge st dung 30 gidng duge phin thanh 4 nhém
chinh.

Trong phén nhém ciia SSR trén 6 chi thi duge
ghi nhén véi 3 nhém khic biét.

Ban db phdn nhém phéi hop hai phwong phép
chi thi phan tir cling duge thiét 1dp v§i ba nhém khac
nhau.

Dua vao chi thi phan tir 8 c6 thé danh gia gian
tiép sur hién dién hay khéng hién dién cila gen chon
loc nhir chi thi ma khéng bj anh hudng cua mdi
trudng.

Chi s da dang phén tich theo phuong phap SSR
cao (H = 0,312) trong khi chi sé da dang cia RAPD
chi thi phan tir rit thip (H = 0,124), Tuong tir tin s6
da hinh tach trén phwong phdp SSR ciing cao hon
phuong phap RAPD chi thi. C& hai phuong phéap cho
sir trong quan trong nhém rdt cao. Bién déng tir 0,59
cho chi thj SSR va 0,77 cho chi thj RAPD

Ung dung cic phuong phdp chi thi phén tir trong
phén tich da dang di truyén doi hoi ¢6 sy ddu tr 16m
vé trang thiét bj, mdy moéc cling nhu su kién tri va
lau dai.

Pé nghi

Cin nghién ciru va phén tich trén nhiéu chi thj
dé c6 su phan nhém chinh xdc hon. Tir d6, tim hiéu
nhimg chi thi cé déng gép nhiéu trong s khac biét
di truyén dé kiém so4t va khai théc d& dang hon ciing
nhu tim méi lién két giita gen quy dinh v& cic tinh
trang niing sudt, thoi gian sinh trudng. ..

Thir nghiém véi sé lwgng gibng nhidu hon dé
tim ra h# théng mdi thich hgp cho timg nhém gibng.
Trén co s& d6 tim ra cdc gen chi thj chon loc dé nhén
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biét timg loai gidng.
C5 thé sir dyng phan tich nhém dya trén chi thi

phan tir 4 x4c dinh nhimg cé thé c6 kha ning tao uu
thé lai trong chon tao gidng.

Tiép tyc (mg dung phuong phép chi thj phan tir
trén nhi€u giong cdy khac dé nghién ctru sir da dang
di truyén v nhan dién gidng.

Lo cdm on: Tdp thé tdc gia chdn thanh cam on Sé
Khoa hoc Céng nghé (KHCN) Thanh phé Can The,
So KHCN tinh An Giang, 8¢ KHCN tinh Tra Vinh dd
tai trg ngdn sdch khoa hoc phuc vu hogt dong nghién
ciiu nay.
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GENETIC DIVERSITY IN SOYBEAN GENOTYPES USING RAPDs AND SSRs

Nguyen Thi Lang"*, Nguyen Duc Thuan?, Bui Chi Buu®

!Cuulong Relta Rice Research Insitute (CLRRI)
2Unisversity of Agricuture and Forestry
Institute of Agricultural Sciences for Southern Vietnam (IAS)

SUMMARY

Two sets of 30 soybean accessions developed by Cuulong Delta Rice Research Institute and Institute
of Agricultural Sciences for Southern Vietnam were analyzed to determine DNA fingerprings using PCR
— based markers. In this study, random amplifed polymorphic DNA (RAPD) and simple sequence repeat
{SSR) markers were used to investigate relationships among 30 varieties. Afier screening and analyzing
with 13 RAPD markers and 8 SSR markers, all RAPDs and six polymorphic SSRs giving the best results
were addressed. A total of 6 SSR bands and 9 RAPD marker sites were used to calculate Jaccard’s
distance coefcients for cluster analysis using a unweighted pair-group method and an arithmetic
averaging (UPGMA) algorithm. The higher discriminatory power of S8SRs over RAPDs were recognized
in the analyse. The genetic relationships identifed by SSR and RAPD were highly concordant, such that
the correlation between SSR and RAPD genetic distance estimates was r = 0,79. The SSR and RAPD
analysis of 30 accessions allowed for their grouping into three distinct groups. Dendrogram constructed
by NTSYSpc program clearly separated 30 samples into three groups according to species. This would
provide good information for hreeding materials in the future.

Keywords: Jaccard' distanc, NTSYS-pc, RAPD, SSR, soybean, UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmatic Mean)
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