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TOM TAT

Trong nghién ctru nay, mwei gidng tam (mdi gidng 10 ca thé: 5 dwc va 5 cai) da dwoc phan tich
dé thuan bing 10 chi thi RAPD. P6 thuan clia gidng tdm thé hién théng qua tinh déng hinh va sé
lwong cta cac phan doan ADN nhan ban. Két qua nhan dwec cho thay ti 1é phan tram phan doan ADN
ddng hinh nam trong pham vi tir 68,83% (giéng GQ11) dén 91,66% (giéng GQ13). Tédng sb phan doan
ADN nhan ban dwoc ciia 10 giéng tim Ia 333. S6 phan doan ADN nhan ban cta 10 giéng tdm khi phan
tich v&i 10 chi thj RAPD dao dong tiv 20 (OPNO5) déi voi gibng GQ14 dén 51 (OPP19) déi vai gidng
GQ15. S6 lweng cac phan doan ADN nhan ban véi méi modi xé dich tir 1 dén 11 phan doan. Kich
thwéc phan doan DNA nhan ban nam trong khoang tir 200 bp dén 1800 bp. Trong sé 10 giéng tam
nguyén nghién ciru, thi gibng GQ11 c6 hé sé twong dong di truyén dat gia tri thap nhat dao dong tir
0,629 dén 1,000, gidng GQ13 c6 hé sb twong déng di truyén dat cao nhat dao déng tir 0,864 dén 1,000.
Do thuan cha 10 gidng tim dwoc sap xép thir tw nhw sau: GQ13 > GQ14 >12>GQ23 > GQ16 >A18 > GQ17 >
GQ15 > GQ12 > GQ11.

Tir khoa: Chi thi RAPD, do thuan, déng hinh ADN, giéng tdm, hé sé twong déng.

SUMMARY

In this study, 10 RAPD primers were used to investigate the genetic homogeneity at molecular
level of 10 silkworm genotypes (each genotype consists of 5 males and 5 females). The homogeneity
was assessed by the homomorphism and the number of amplified DNA fragments. The obtained
results showed that the percentage of homomorphism of amplified DNA fragment ranges from 68.83%
(GQ11) to 91.66% (GQ13). Ten RAPD primers generated total 333 bands. The numbers of DNA
amplified fragments per 10 primer ranged from 20 (OPN05) in GQ14 genotype to 51 (OPP19) in GQ15
genotype.. The number of fragments ranged from 1 to 11 per primer, and from 200 bp to 1800 bp in
length. Among studied silkworm genotypes, the least genetic similarity coefficient was found in GQ11
genotype with values varied from 0.629 to 1.000 and the highest coefficient was GQ13 genotype with
the values varied from 0.864 to 1.000. The homogeneity level of ten silkworm genotypes was in the
following order: GQ13 > GQ14 >L2>GQ23 > GQ16 >A18 > GQ17 > GQ15 > GQ12 > GQ11.

Key words: DNA homomorphism, Homogeneity, RAPD marker, similarity coefficient, silkworm
genotype.

1. DAT VAN DE cho nguoi déan. Vi vay, viéc nghién ctu tao
) gibng tAm méi nang sudt, chat lugng to kén
O nuéc ta, trong dau nudi tim 1A nghd 6 kha va thich nghi t6t véi didu kién bat loi
tit lau @oi. To kén 14 mét hang c6 gia tri xudt ludn duge nganh dau tim to Viét Nam quan
khéu cao, mang lai lgi ich kinh t& khong nhé  tAm nghién ctu.
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Cho t6i nay, viéc danh gia dd thuan cta
gidng chi yéu bing phuong phap truyén
thong 1a dua vao mot s6 diac diém nong sinh
hoc nén c6 han ché vé thoi gian va 1é thuoc
vao mdi trudng. Viéc chon gidng duéi su trg
gitp cua ky thuat phan ti dang tré thanh
huéng quan trong trong chon tao gidng vat
nudi méi trong dé c6 con tdm. Uu diém cla
phuong phap 12 khéng phu thudc vao diéu
kién moi trudng ma hiéu qua tao gidng cao.
Cac chi thi RFLP, AFLP, RAPD, SSR... dugc
st dung kha phd bién dé danh gia mic d6 da
dang di truyén hoéc xac dinh vat liéu lai tao
da dugc ap dung trén nhiéu ddi tugng sinh
vat § nhiéu phong thi nghiém trong va ngoai
nuéde (Powell va cs., 1996; Mace va cs., 2006;
Dinh Thi Phong va cs., 2009; Nguyén Thi
Lang va cs., 2007). K§ thuat RAPD (Random
Amplified Polymorphic ADN) hay dugc st
dung vi tuong d6i don gian, dé thuc hién ma
vAn cho phép phat hién tinh da hinh cac
doan ADN nhan ban (Ferreira va Keim
(1997); Williams va cs., 1990). Hién nay, k¥
thuat nay ciing d4 duge tng dung dé nghién

ctiu méi quan hé di truyén cling nhu danh
gia nhanh d6 thuan cta gidng (Kim va cs.,
2006, Matsunaga va cs., 2002; Nagata va cs.,
1996; Quan va cs., 2002; Ng6 Lé Thuong va
cs., 2005; Nguyén Thi Thanh Binh va cs.,
2004). DAy 1a nhiing nghién ctiu rat c6 gia tri
trong viéc tao gidng tdm c6 sy hd trg cla
cong nghé sinh hoc hién dai ¢ Viét Nam.
Cong trinh nghién cétu nay dé cap dén
két qua “Danh gia d¢ thuan cta 10 gidhg tim
nguyén (Bombyx mori) bing chi thi RAPD”
nhim chon nhanh ra cac giéng tam mdi.

2. NGUYEN LIEU VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU

2.1. Nguyén liéu

Nhong ctia 10 gidng tam GQ11, GQ12,
GQ13, GQ14, GQ15, GQ16, GQ17, GQ23, L2
va A18 do Trung TaAm nghién cttu dau tam to
cung cdp. Cac mau nhdng dudc bao quan &
nhiét d6 -20°C cho téi khi st dung. Tén goc
cla cac giong nhu 6 bang 1.

Bang 1. Ki hiéu va tén géc cuia 10 giong tam

STT Ki hiéu Tén gbc STT Ki hiéu Tén gbéc
1 GQ11 A1 6 GQ16 VN1
2 GQ12 810 7 GQ17 E38
3 GQ13 A2 8 GQ23 b2
4 GQ14 B42 9 L2 L2
5 GQ15 B46 10 A18 A18

2.2. Phuong phap nghién citu

Tdch DNA téng s6'ti cdc giong tam:

ADN téng s6 duge tach tit 10 ca thé (5
duc va 5 cai) clia mdi gidng tam theo bd kit
#K0512 cuia hang Fermentas, cac budc duge
thuc hién theo protocol chi din ctia nha san
xuét. Kiém tra d6 sach va ham lugng DNA
bing do quang phd hdp thu két hgp véi dién
di trén gel agarose 0,9%.

Phan étng PCR - RAPD:

Mot phan tng PCR c6 thé tich 25 lit: bao
gdbm dung dich dém PCR 1X; 2,5 mM MgCl,; 2
mM dNTPs; 200 nM doan méi; 0,5 don vi Tag
polymerase va 10 ng DNA khuén. Phan tng
PCR — RAPD thuc hién trong may PCR -
Thermal Cycler 9700 theo chu trinh nhiét:
94°C trong 1 phut; 45 chu ky (92°C trong 1
phit; 35°C trong 1 phut; 72°C trong 1 phiit);
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72°C trong 10 phut; gitt san phdm & 4°C. Dién
di san phdm PCR trén gel agarose 1,5%,
nhuém Ethidium bromide va chup anh trén
may soi gel cia hang Clever Scientific (Anh).

Phan tich s6'liéu:

Duya trén su xudt hién hay khong xuit
hién ctia cac phan doan DNA khi dién di san
phdm PCR - RAPD vé6i cac doan méi nglu
nhién ctia 10 gidng tdm lam cé sé cho viéc
phan tich s6 liéu. Ti 1é phan tram tinh dong
hinh c4c phan doan ADN dugdc tinh bang s6
phan doan ADN déng hinh trén t6ng s6 phan
doan nhan ban dugc. Xac dinh hé sé tuong
ddéng di truyén, lap biéu dé hinh cay dé so
sanh hé s§ tuong déng di truyén giita 10 ca
thé clia mdi gidng tAm theo phuong phap Nei
va Li (1979); Weir (1990). S6 lidu duge xit Iy
bing chuong trinh NTSYSpc version 2.0
(Rohlf, 2001).

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Tinh déng hinh cac phan doan ADN
cia 10 gidng tam v&i cac chi thi
RAPD

Trong nghién ctiu nay, 10 chi thi RAPD
da duge st dung dé phan tich do thuin cia
10 gidng tdm (mdi giéng 10 ca thé: 5 con duc
va 5 con cai). K&t qua phan tich san phdm
PCR - RAPD cho k&t qua la: s6 phan doan
ADN nhan ban dugc cua 10 giéng dao dong
tir 20 (OPNO5) dén 51 (OPP19). Kich thuéc
cdc phan doan ADN nhan ban ndm trong
khoang tit 200 bp dén 1800 bp. Trong do,
giong GQ15 c6 s6 phan doan ADN nhan ban
nhiéu nh4t (51 phan doan), it nh4t 1a giong
GQ14 (20 phan doan). Téng s da thu dudc
333 phan doan ADN (Bang 2).

Panh gia d6 thudn ctiia giéng theo
phuong phap truyén thong 1a dua vao mot s6
dac diém hinh thai nhu mau sic da tam,
mau to kén, mau tring, thoi gian phat duc...
D6 thuan cta giéng theo phuong phap phéin
tich ADN dugc xac dinh bing ti 16 phan tram
cac phan doan déng hinh trén t6ng s6 cac
phan doan dugc nhan ban. Két qua nhan
duge & bang 3 cho thdy, trong cac giéng tam
thi gieng GQ13 c6 ti 1& cac phan doan ADN
dong hinh cao nhat (91,6%) va thap nhat 1a
gidng GQ11 (68,8%).

Bang 2. S6 phan doan ADN nhan ban dugc cta 10 gidng tam

Méi GQ11  GQ12 GQ13 GQ14 GQ15 GQ16  GQ17 GQ23 L2 A18 phé:goan
OPNO05 3 2 2 1 3 1 1 3 2 2 20
OPB18 3 2 2 2 1 1 6 1 5 3 26
OPHO3 5 7 2 4 7 3 7 7 2 5 49
OPP19 6 6 2 3 8 9 3 4 4 6 51
OPQO05 3 1 2 1 3 2 3 2 2 2 21
RA40 1 2 2 1 8 2 5 5 3 2 31
RA46 4 6 3 1 4 5 2 1 3 3 32
RA159 4 4 2 3 11 6 5 6 2 3 46
RA143 3 6 1 1 3 2 3 4 2 2 27
OPE14 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 30

Téng 35 39 21 20 51 34 38 36 28 31 333
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Bang 3. Tinh déng hinh phan doan ADN nhan ban cta 10 giéng tam
phan tich véi 10 chi thi RAPD (%)

Mbi GQ11 GQ12 GQ13 GQ14 GQ15 GQ16  GQ17  GQ23 L2 A18
OPNO05 66,7 100,0 100,0 100,0 66,7 100,0 100,0 66,7 100,0 100,0
OPP18 66,7 50,0 50,0 100,0 100,0 100,0 66,7 100,0 60,0 66,7
OPHO3 80,0 71,4 100,0 75,0 57,1 66,7 71,4 57,1 100,0 60,0
OPP19 0,0 50,0 100,0 66,7 62,5 55,6 100,0 75,0 75,0 50,0
OPQO5 100,0 100,0 100,0 100,0 66,7 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
RA40 100,0 100,0 100,0 100,0 25,0 100,0 60,0 80,0 100,0 100,0
RA46 50,0 50,0 66,7 100,0 100,0 40,0 50,0 100,0 33,3 33,3
RA159 25,0 25,0 100,0 33,3 45,5 66,7 40,0 50,0 100,0 100,0
RA143 100,0 50,0 100,0 100,0 100,0 50,0 66,7 75,0 50,0 50,0
OPE14 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Trung binh (%) 68,8 69,6 91,6 87,5 72,3 77,9 75,5 80,3 81,8 76,0

Két qua dién di san phdm PCR-RAPD 6 lugng ciing nhu kich thude cac phan doan
cia 10 gibng tdm khi phan tich v6i mdi ADN nhan ban dudc khi so sanh giiia cac ca
OPE14 lam dai dién dé minh hoa cho k&t thé cia mot giong. Cac phan doan ADN
qua phan tich tinh déng hinh phidn doan nhéan ban duge déu giong nhau khi so sanh
ADN. D6 thuan ctia méi giong tim thé hién &  gitia 10 ca thé cia mdi giong tim (Hinh 1).

M12345678910 M12345678910 M12345678910 M12345678910 M12345678910

1kb

GOI11 GOI12 GOI13 GOl GQI5

M12345678910 M12345678910 M12345678910 M12345678910 M12345678910

GQ17 GQ23 L2 Al8

Hinh 1. Sin phiAm PCR-RAPD ctia 10 giéng tim
v6i chi thi OPE14 trén gel argarose 1,5%
M: thang phén ti chuén 1 kb
giéng 1,2, 3,4 va 5: mau cua 5 con duc
giéng 6, 7, 8, 9 va 10: mau cta 5 con cai
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3.2. Hé s6 tuong dong di truyén cua 10
giong tam

Phuong phap nghién ctu dva trén ly
thuyét théng ké toan hoc va sinh hoc. Phan
nhém theo hé s tuong dong di truyén bing
chi thi phan ti khong 1& thudc vao yéu to
moi truong, vi thé cho phép cdc nha chon
gidng nhanh chéng xac dinh dude d6 déng
déu cua giong d giai doan sé6m kha hiéu qua
ma thoi gian tao giong lai rit ngén.

Dua vao két qua phéan tich tinh dong
hinh 6 bang 3, hai giong GQ11 (c6 tinh déng
hinh phan doan ADN nhan ban th&p nhat la
68,8%) va gibng GQ13 (c6 tinh dong hinh
phan doan ADN nhan ban cao nhat 1a 91,6%)
duge chon dai dién dé minh hoa cho két qua
phan tich hé s tuong ddng di truyén va méi
quan hé di truyén thong qua biéu d6 hinh cay.

Hé s6 tuong déng di truyén caa 10 ca
thé giong GQ11 (Bang 4) dao dong tut 0,63
dn 1,00. G khoang tit 0,60 dén 0,70 c6 06
cap chiém 13,3%, 6 khoang 0,71 dén 0,80 cé
10 cép chiém 22,2%, 6 khoang 0,81 dé&n 0,90
c6 12 cép chiém 26,7 va ¢ khoang tit 0,91 dén
1,00 ¢6 17 cép chiém 37,7%.

Hé s6 tuong déng di truyén giita 10 ca
thé cua giong GQ13 (Bang 5) dao dong ti
0,80 dén 1,00. Trong d6, duy nhat chi c6 01
cap (GQ13.6 va GQ13.3) c6 hé sb tuong déng
di truyén thap nhat 14 0,86 chiém 2,22%, va
4 khoang tu 0,91 dén 1,00 c6 44 cap chiém
97,78%. K&t qua nay cho thay giohg GQ13 c6
d6 thuan giong rat cao.

Két qua phan nhém ctua giong GQ11
(Hinh 2A) va GQ13 (Hinh 2B) ciing phan
anh két qua tuong tu.

Bang 4. Hé s6 tuwong dong di truyén ctia 10 ca thé tam giong GQ11
theo hé s6 di truyén ctia Jaccard va kiéu phan nhém UPGMA

GQ11.1 GQ112 GQ11.3 GQ114 GQ115 GQ116 GQ117 GQ118 GQ119  GQ11.10
GQ111 1,00
GQ112 091 1,00
GQ113 091 0A 1,00
GQ114 0HA 085 085 1,00
GQ115 0,79 082 0,77 0,74 1,00
GQ116 088 0,79 084 093 068 1,00
GQ117 091 082 082 097 0,71 097 1,00
GQ118 0,71 0,79 0,74 066 090, 063 063 1,00
GQ119 091 082 082 097 071 097 1,00 063 1,00
GQ11.10 091 082 082 097 071 097 1,00 063 1,00 1,00
Bang 5. Hé s6 tuong dong di truyén ctia 10 ca thé tam giong GQ13
theo hé s6 di truyén ctia Jaccard va kiéu phan nhém UPGMA
GQ13.1 GQ13.2 GQ13.3 GQ134 GQ13.5 GQ13.6 GQ13.7 GQ13.8 GQ13.9 GQ13.10
GQ13.1 1,00
GQ13.2 0,95 1,00
GQ13.3 0,91 0,95 1,00
GQ13.4 0,95 1,00 0,95 1,00
GQ13.5 0,95 1,00 0,95 1,00 1,00
GQ13.6 0,96 0,91 0,86 0,91 0,91 1,00
GQ13.7 0,91 0,95 0,91 0,95 0,95 0,96 1,00
GQ13.8 0,91 0,95 0,91 0,95 0,95 0,96 1,00 1,00
GQ13.9 0,95 1,00 0,95 1,00 1,00 0,91 0,95 0,95 1,00
GQ13.10 0,95 1,00 0,95 1,00 1,00 0,91 0,95 0,95 1,00 1,00
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Hinh 2. Biéu d6 hinh cAy cta 10 ca thé tim giong GQ11(A) va giong GQ13 (B)
theo hé s6 di truyén ctia Jaccard va kiéu phan nhém UPGMA

D61 véi 10 ca thé giong GQ11 ¢6 hé so
tuong déng di truyén dao déng trong khoang
tit 0,70 dén 1,00. Trong d6 ba ca thé GQ11.7,
GQ11.9 va GQ11.10 giéng nhau hoan toan
v& méit di truyén cé hé s6 bing 1,00 (Hinh
2A), nhung khéac véi cac cac thé con lai
khoang 3% (1 - 0,70).

Déi véi giong GQ13 c6 hé s6 tuong di
truyén dao dong tu 0,93 dén 1,00. Trong dé6
nim ca thé GQ13.2, GQ13.4, GQ13.5,
GQ13.9 va GQ13.10 hgp thanh 1 nhém va cé
hé s6 di truyén bing 1,00 (gidhg nhau hoan
toan). Tuong tu, hai cad thé GQ13.7 va
GQ13.8 cling 1ap thanh 1 nhém va c6 hé s6
di truyén bing 1,00. Tuy nhién giia hai
nhém cé khodng cach di truyén khodng
0,05% (1 - 0,95) (Hinh 2B).

Dua vao cac két qua nhan dudc trén day,
dd thudn cha 10 giéng tdm méi chon tao
duge xac dinh x&p theo thi tu tu cao dén
thap nhu sau:

GQ13 > GQ14 > L2 > GQ23 > GQ16
>A18 > GQ17 >GQ15 >GQ12 > GQ11.

Két qua phan tich é mtic do phan ti caa
10 gidng tim nguyén trén diy ciing hoan
toan phu hop véi két qua danh gia do thuan
thong qua mét s6 chi tiéu hinh thai do Trung
tam Nghién cttu dau tam td nghién ciu (s6
liéu khong chi ra 6 day). DAy cling 14 nhiing

bing chiing c6 gia tri cia cong nghé sinh hoc
hién dai hé trg cho céng tac chon tao cac
giéng tam mdi.

Appukuttan va cs. (2005) da st dung 20
chi thi RAPD va ISSR dé danh gia mic do
thay d6i phén ti cta hai nhém tim (nhém cé
thoi gian phat duc ngin va nhém cé thoi
gian phat duc dai) cia bon thé hé tam
Nistari tu phéi. Két qua nhan dugc cho thay
nhém tam c6 thdi gian phat duc ngin thuin
hon cac nhém tim c6 thoi gian phat duc dai.
O Viét Nam, Trinh Dinh Dat va cs. (2003)
cing st dung hé isozym esteraza dé danh
gia d6 thudn clia 4 giéhg tam va da chi ra
giong DKS c6 do thuin giong cao thé hién &
tan s6 alen xuét hién 6 cac locut Est 02, Est-
3, Est -4, Est — 5 va Est — 6. Dang Dinh Dam
va cs. (2008) ciing da st dung 05 moéi RAP
va 05 cip mdi SSR dé danh gia d6 thuin caa
10 gidng tAm nguyén va cho thdy giéhg Q16
c6 do thuan dat cao nhat (s6 phan doan ADN
dong hinh chiém 89,72%).

4. KET LUAN

T4t ca 10 chi thi RAPD dung dé phan
tich d6 thudn cho 10 giéng tdm déu chi ra
tinh déng hinh cic phan doan ADN nhin
ban dugc, trong d6 chi thi OPE14 chi ra tinh
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dong hinh cao nh4t (100% phan doan ADN
nhan ban déu gidng nhau vé kich thudc ciing
s6 luong khi so sanh gitia cac ca thé ctia mot
gidng).

Téng s6 c6 333 phan doan ADN dugc
nhan ban, giong GQ15 c6 s6 phan doan ADN
nhan ban duge nhiéu nhat (51 phan doan) va
gidng GQ14 c6 sd phan doan ADN nhan ban
duge it nhat (20 phan doan). Hé sé tucng
ddéng di truyén gitta 10 ca thé gisng GQ11
dat gia tri thap nhat (dao déng tit 0,63 dén
1,00) va cao nhat 1a gidng GQ13 (dao dong tix
0,86 dén 1,00).

D6 thuin cia 10 giéng tim dude sép xép
thi ty nhu sau: GQ13 > GQ14 > L2 > GQ23
> GQ16 > Al8 > GQIT > GQI5 > GQI2
> GQ11.

L&i caAm on

Cong trinh duge hoan thanh nho kinh
phi cia dé tai “Nghién ctiu mot s6 gidi phap
khoa hoc céng nghé nhim phat trién san
xudt dau tim bén viing phuc vu ndi tiéu va
xudt khiau” ma s6 KC.06.13/06-10 do Trung
tdm Nghién cttu dau tdm to chu tri. Cac tac
gia xin chan thanh cam on sy hd trg st dung
mot s6 trang thiét bi ciia Phong Céng nghé
T& bao thuc vat, Vién Céng nghé Sinh hoc.
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