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TOM TAT

Muc tiéu cua thi nghiém nay nhdm phat hién sw cé6 mit va mirc d6 da hinh théng qua chi thi phan
tr SSR - ldp lai trinh tw don gian - cia 36 mau giéng dau twong (Glycine max (L.) Merr.) cé6 ngudn géc
khac nhau. Bang chi thi SSR, 39 allen dwoc phat hién & 10 SSR locut v&i hé sé twong dong di truyén
tir 0,38 dén 0,95 (trung binh 1a 0,67) va cac mau giéng dwoc phan thanh 2 nhém chinh. Nam chi thj
SSR: Satt245, Satt309, Satt373, Satt521, and Satt556 c6 kha nang phan biét tinh da hinh cua cac mau
giéng dau twong nghién ciru. Vé tdng thé, chi thi phan tir SSR sir dung da phat hién tinh da hinh va
biéu thi kha nang phan loai cac mau giébng dau twong. Thong tin phat hién trong nghién ctru nay cé
thé str dung cho cdng tac chon tao giéng dau twong.

Tir khoa: Chi thi phan tir SSR, da dang di truyén, dau twong, Glycine max (L.) Merr.

SUMMARY

The objective of this study was to detect the presence and the degree of simple sequence repeat
(SSR) polymorphism in 36 soybean [Glycine max (L.) Merr.] accessions of different origin. A total of
39 alleles were detected at 10 SSR marker loci clusters with genetic similarity coefficients ranging
from 0.38 to 0.95 (average 0.67), and the soybean accessions were grouped into two main clusters.
Five SSR markers, viz. Satt245, Satt309, Satt373, Satt521, and Satt556 were found succesful in
differentiation of the 36 soybean accessions studied. Overall, SSR markers were effective in revealing
soybean diversity and showed good potential for differentiation of soybean germplasm. The

information found in this study may be useful for soybean breeding programs.

Key words: Genetic diversity, Glycine max (L.) Merr., soybean, SSR markers.

1. DAT VAN DE

DPau tuong [Glycine max (L.) Merr.] 1a
cdy trong c6 gia tri dinh dudng cao va la
ngudn thuc phdm quan trong cho ngusi va
gia sdc. D4au tuong con c¢é vai tro quan trong
trong hé sinh thai néng nghiép bén viing vi
c6 kha nang cd dinh dam va ting d6 phi tu
nhién cho dat (Smil, 1999).

Hé gen dau tuong tuong do6i 16n, chia
khoang 1,1 ty cép bazo (Nguyen, 2007). Dau
tuong 12 mot ta boi thé co ty 1é cac viung lip
doan tuong d6i 16n phan bd trén cac nhiém
sfc thé (Pagel va cs., 2004). Chon loc cac tinh
trang néng hoc chu yéu, kha nang chéng d6
va thdi gian sinh truéng da va dang dugc ap

638

dung trong cic chuong trinh tao giéng nham
cai tién nang suat va kha nang thich nghi.
Tuy nhién, viéc xac dinh gia tri kiéu gen caa
nhiéu tinh trang néng hoc dua vao su biéu
hién kiéu hinh thudng gip khé khan do tinh
di truyén phtc tap va tuong tac kiu gen véi
moéi truong. Cho dén nay, cic phuong phap
lai dugc 4p dung nhiéu dé tao ra ngudn bién
di tai t6 hop cho chon loc. Qué trinh chon
gidng st dung it b6 me uu tu lip di 1lap lai
din dén nén di truyén han ché va lam ting
tinh dong nhat di truyén trong loai (Gizlice
va cs., 1994). Viéc tao ra nhiing thé hé giéng
méi cai tién chi c6 thé duge ting cudng nho
mé réng cac ngudn bién doéng di truyén, do



Phan tich da dang di truy&n ctia dau twong bang chi thi SSR

d6 cac chi tiéu chon bd me cin phai dugdc xem
xét khong chi thong qua gia tri nong hoc ma
ca su khéc biét vé di truyén. Cac kiéu gen bd
me v6i nhiing tinh trang noéng hoc gidng
nhau nhung da dang vé di truyén tao ra thé
hé con cai bién déng di truyén cao (Cox va
cs., 1985). Vi vay, danh gia su da dang di
truyén cé vai trd quan trong trong cung cap
théng tin cho quan 1y va st dung hiéu qua
ngudn vat liéu khdi dau cho chon tao gidng.
Su da dang ¢ cy trong c6 thé danh gia
dua vao cac dic diém hinh thai, néng hoc va
su da dang ADN. Phuong phap dua vao cac
tinh trang hinh thai va néng hoc tuy don
gian hon nhung c¢6 nhiéu nhuge diém nhu
biéu hién kiéu hinh bi chi ph&i bdéi méi
truong, giai doan sinh trudng, phat trién cia
c4y va tham chi bdi tinh chti quan ctia chinh
ngudi tién hanh thi nghiém. Phan tich chi
thi ADN la mét phuong phap dugc nhiéu nha
nghién ctu quan tdm (Akkaya va cs., 1992;
Narvel va cs., 2000; Chen va Nelson, 2005).
Chi thi phan ti ADN Ia chi thi phan tich da
dang di truyén hiéu qua va khong bi chi phéi
bdi cac yéu t& méi truong. Trong cic chi thi
phan ti nhu RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism), AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism), RAPD
(Random Amplified Polymorphism DNA),
chi thi SSR (Simple Sequence Repeat) — mot
chi thi dong troi biéu thi tinh da hinh cao
dugc coi 1a chi thi hitu ich dé phat hién su da
dang di truyén & dau tuong (Akkaya va cs.,
1992; Abe va cs., 2003; Hwang va cs., 2008;
Wang va Takahata, 2007). O nuée ta, chua
c6 nhiéu tai liéu vé danh gia su da dang di
truyén dé st dung ngudn gen dau tuong mot
cach htiu hiéu. Pham Thi Be Tu va cs. (2003)
st dung 20 chi thi RAPD danh gia 50 mau
gidng dau tuong da ghi nhan sy da hinh 6 17
chi thi. Tuong tu, bang 25 chi thi RAPD
(Pinh Thi Phong va Ng6 Thi Lam Giang,
2008) ciing phat hién 17 mdi chi ra tinh da
hinh, trong d6 c6 3 méi cho tinh da hinh cao.
Trong nghién ciu nay, chi thi phan ti SSR
duge st dung nhidm phan tich da dang di

truyén cta ngudén vat liéu dau tuong dia
phuong, nhap ndi va cac gidng cai tién va
thiét 1ap méi quan hé giiia chiing.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU
2.1. Vat liéu
36 mau gidng dau tuong cé6 ngudn goc
khac nhau (Bang 1) gdm 14 miu gidng nhap
ndi, 17 miu gidng dia phuong, con lai la
giéng dudce cai tién trong nudc do Trung tAm
Nghién ctiu va Phét trién dau d3, Vién Khoa
hoc Nong nghiép Viét Nam cung cap dudc st
dung dé danh gia su da dang di truyén két
dua vao chi thi phan ti microsatllite - 1ap lai
trinh tu don gidn, SSR.

2.2. Tach chiét ADN

ADN genom dudc tach chiét tir 14 non
ciia cAc mau giong dau tuong. Mau la thu
thap tit 5 - 10 ca thé ciia méi kidu gen duge
nghién bing chay va cdi trong dung dich
Tris-HCI+SDS+H,0 rdi chuyén sang 6ng
eppendorf 1,5 ml; 1 mau & 65°C trong 15 phiit
va tién hanh dao 2 ldn. Sau d6 cho 200 ul
5MK-acetate, lic nhe rdi dé trén da 30 phut
(c6 thé dé qua dém trong tu lanh); ly tAm &
12.000 vong/phit ¢ 20°C trong 20 phit; hit
600 ul dung dich néi sang éng eppendorf 1,5
ml méi; ly tdm 6 12.000 vong/phit & 20°C
trong 20 phiit; hit 500 ul dung dich néi sang
dng eppendorf 1,5 ml méi; cho 500 pl ethanol
(con tuyét déi), 1:c déu roi ly tAm 6 12.000
vong/phit 6 20°C trong 20 phit va loai bd
dich néi; sau d6 tién hanh rda 2 - 3 14n bang
cach cho 500 pl ethanol 70%, lic déu rdi ly
tam v6i 12.000 vong/phut & 20°C trong 5
phut va loai bé dich néi. P& kho & 37°C trong
30 phiit roi hoa tan trong 50 ul TE, lic déu
va bao quan trong tu lanh & -20°C. Kiém tra
cha't lugng ADN tach chiét bang dién di.

2.3. Phan ttng PCR

10 cap mdi SSR dugc chon dua theo
Wang va Takahata (2007) (Bang 2).
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Bang 1. Cac miu giong diu tuong st dung trong danh gia da dang di truyén

SSSGR MA&u giéng Ngudn gbc SSSGR MA&u giéng Ngubdn gbc
1 DTs4 Dot bién tir dong lai 8-33 19 DH, tim gﬂzg ndi tr Trung
2 K6844 Gidng nhap noi 20 Thanh Tién Gibdng dia phvong
3 K9133 dang 1 Gibng nhap noi 21 DT99 Dot bién
4 No-515526 Gidng nhap noi 22 Phu Binh Gidng dia phvong
5 G82 Gidng nhap noi 23 D907 Chon tao trong nuwéc
6 4923 Gibng nhap noi 24 H-666-1 Gibng nhap noi
7 4924 Gibng nhap noi 25  PauMién Gibng dia phwong
8 Palga Gidng nhap noi 26 Pau Tréng Thuan Chau  Gibng dia phwong
9 4981 Gibng dia phwong 27 Minh Tan Gibng dia phvong
10 4988 Gibng dia phwong 28 6666 Gibng dia phwong
11 Dau Bont Gibng dia phwong 29  Tuan Gido Gibng dia phwong
12 D140 Tao tir t& hop lai: DLgox DH,4 30 Phong Nién Gibng dia phwong
13 D2UPRAYEN  Gigng dia phuong 31 TaiWan 1 Gibng nhap noi
14 BT2000 Nhap tir Dai Loan 32 Son La Gibng dia phvong
15 Bac Ngam Gibng dia phwong 33 Ba Bé Gibng dia phwong
16 AKO06 ;2?1; tnLngr:]géltw 34 Pogla Gibng nhap noi
17 Thai Giao Gidng dia phwong 35 DVN10 Chon tao trong nwéc
18 AU Nhap néi tir Uc 36  DPauMy Giong dia phuong

(thu thap tir Gia Lai)
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Bang 2. 10 cap méi SSR dugc st dung trong thi nghiém

Ki hiéu Trinh tw c8p moi

Satt228 F - tcataacgtaagagatggtaaaact

R - cattataagaaaacgtgctaaaga
Satt230 F - ccgtcaccgttaataaaatagcat

R - ctcceccaaatttaaccttaaaga
Satt242 F - gcgttgatcaggtcgatttttatttgt

R- gcgagtgccaactaaactacttttatga
Satt245 F - aacgggagtaggacattttatt

R - gcgcctectgaatttcaaagaatgaaga

F - gcgcaaaaggacgcccaccaatag
Satt279 R - gcggtgatcggatgttatagtttcag
Satt309 F - gcgccttcaaattggegtctt

R - gcgccttaaataaaacccgaaact
Satt373 F - tccgcgagataaattcgtaaaat

R - ggccagatacccaagttgtacttgt
Satt521 F - gcgcttcactctggtgtagtgtag

R - gcgttagataacgacacattatta

F - gcgataaaacccgataaataa
Satt556 R - gcgttgtgcaccttgttttct
Satt565 F - gcgccecggaacttgtaataacctaat

R - gcgctctcttatgatgttcataataa
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Phan tng PCR dudgc thuc hién trén may
PCR iCycler, v6i thé tich phan tng 25 pl,
chtia 100 ng ADN téng s6, 10 pmol méi loai
moi, 200 uM mbi loai dANTPs, 1U Taq DNA
polymerase, 2 ul cia 10 x BF Dream va
nudc. Chu ky nhiét cho phan ting PCR - SSR
dudc lap trinh nhu sau (1) 95°C trong 3 phut,
(2) 95°C trong 30 gidy, (3) 50 - 60°C trong 30
gidy, (4) 72°C trong 1 phut va 35 chu ky lap
lai tu (2) dén (4), (5) 72°C trong 5 phit va
sau d6 giti lanh 6 4°C.

2.4. Dién di va score vach

12 - 15 pl san phdm PCR dugc dién di
trén agarose 3% & 100V trong 2 gid 6 dung
dich dém 1 x Tris-acetate-EDTA (TAE). Sau
d6, gel duge nhudém trong Ethidium Bromide
0,5 g/ml 15 phit va soi du6i dén UV va chup
anh. Cac béng trén gel dugdc xac dinh va quy
ude (0) khong ¢6 bang va (1) c6 bang.

2.5. X 1y s6 liéu

Hé s6 tuong déng di truyén Jaccard va
phuong phap UPGMA trong NTSYSpc phién
ban 2.1 duge st dung dé phan tich, danh gia
su da dang di truyén, phan t6 (cAy di truyén)
va phan tich toa d6 chinh.

No6i dung thong tin da hinh (PIC -
Polymorphic Information Content) cho mbi
locut chi thi SSR (i) dugc tinh theo céng thiic
sau:

PICG) = 1 - Pij?

Trong d6: Pij 14 tAn suét allen thi j véi
locut SSR thi 1.

3. KET QUA VA THAO LUAN

Tat ca 10 cip mdi déu cho xuat hién
bang ADN (allen) v6i kich thu6c trong
khoang 47 - 300 bp. K&t qua thu dude tdng
s0 39 alen/10 locus véi gia tri trung binh 14
3,9 allen/1 locus va s6 bang da hinh 1a 34
(chiém 87,18%). S6 luong alen/1 locus dao

dong tit 1 dén 7, véi locus Satt521 biéu hién
s6 alen 16n nhat, trong khi dé locus Satt230
biéu hién don hinh (Bang 3). Nhu vay, 10
mdi st dung cho ty 1& s6 biang da hinh kha
cao (70 - 100%). Tuy nhién, sd allen trung
binh trén mét locus tuong do6i thap so véi
trung binh 10,4 allen dugc phat hién cua
Hudcovicova va Kraic (2003), Narvel va cs.
(2000), tuong tng & 18 va 74 SSR locut. S§
luong allen thap trong thi nghiém nay cé 18
do s6 lugng va loai chi thi st dung, s6 lugng
cdc mau giong khéng 16n hoic c6 su da dang
di truyén thap hon. Phan 1én gia tri PIC dao
dong ti 0,64 - 0,80, tri chi thi Sat230 véi gia
tri (PIC = 0 va ciing 12 locut chi c6 mot allen.
Locus cho gia tri PIC cao nh4t 1a Satt521
(PIC = 0,8) (Bang 3). Trong 36 mau gidng
dau tuong nghién citu, c6 hé s6 tuong dong di
truyén dao ddng tu 0,38 dén 0,95 véi gia tri
trung binh 0,67, hay su khac biét di truyén
gifia cac mau gidng 1a 5 - 62%.

Mitic da hinh cao tuong ting véi do bién
dong di truyén gifia cdc mau gidng dau
tuong. Hé s6 tuong dong Jaccard bién déng
tir 0,38 dén 0,95 (Bang 4) ching t6 da dang
di truyén tén tai ¢ cac mau giong dau tuong
nghién ctu nhung khéng qui 16n. Hé s6
tuong déng cao nhit dugc phat hién giiia
Pau Mién — Minh Téan (0,95), DT84 - K6844
va AU6 — 6666 (Bang 4). Méi quan hé nay
duge hé trg bang hinh cay qua két qua phan
tich t6 (Hinh 1) va phén tich toa dé chinh
(Hinh 2). Gi4 tri tuong déng cao chiing té su
tén tai dong chu chuyén gen va trao ddi
ngudn gen va mtc d6 chon loc § dau tuong
kha cao. Hé s6 tuong déng thap nhat (0,38)
dudc xac dinh gitta Tudn gido — Minh Téan
(Bang 3). V& miét hinh thai, hai mau gidng
nay ciing tuong ddi khac biét. Tuln gido cé
hoa mau tring, qua mau ndu, rén hat mau
ndu, hat hinh tring, trong khi d6 Minh Téan
c6 hoa mau tim dam, qua mau den, rén hat
mau niu nhat, hat hinh elip.
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Bang 3. S6 bang va gia tri PIC ctia 10 cip mo6i SSR

Ty lé s6 bang da hinh

Mbi Téng sb bang S6 bang da hinh (%)

PIC

Satt228
Satt230
Satt242
Satt245
Satt279
Satt309
Satt373
Satt521
Satt556
Satt565

N
N

100 0,67
100 0

33,3 0,66
100 0,70
100 0,64
100 0,79
100 0,73
71,4 0,80
100 0,70
75 0,64
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Hinh 1. So d6 hinh cay ctia 36 mau giong dau tuong
dugc xac dinh bang chi thi phan ti SSR
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Hinh 2. Quan hé giita 36 mau giong dau tuong thong qua phan tich
toa do chinh vé khoang cach di truyén



Bang 4. Ma tran tuong dong di truyén tirng cap giita 36 mau giong dau tuong

SSR 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 36
1 1.00
2 0.95 1.00
3 052 052 100
4 0.65 0.65 0.60 1.00
5 0.83 083 062 074 1.00
6 074 074 077 070 089 1.00
7 0.81 0.81 060 061 0.74 0.70 1.00
8 0.55 061 069 075 065 067 0.63 1.00
9 053 053 059 079 063 053 048 0.69 1.00
10 059 0.65 060 078 069 076 0.67 0.75 0.67 1.00
1 076 0.76 053 067 063 059 0.78 063 042 06 1.00
12 072 078 055 063 071 072 074 065 050 074 080 1.00
13 073 0.73 047 065 062 063 070 061 054 075 0.70 0.82 1.00
14 077 0.72 056 068 0.76 067 0.63 0.65 063 053 0.68 0.65 057 1.00
15 068 068 065 070 072 073 08 067 054 060 075 067 059 071 1.00
16 055 0.60 055 0.62 0.58 0.65 0.62 0.63 050 067 062 074 074 063 070 1.00
17 053 053 058 054 061 074 054 061 047 054 043 061 054 067 068 075 1.00
18 065 065 056 076 068 070 067 068 062 062 071 068 070 073 083 08 0.70  1.00
19 071 071 057 054 060 067 078 059 042 059 078 070 071 056 076 064 062 077 1.00
20 050 056 069 0.74 059 061 0.57 071 081 063 051 053 051 059 067 063 056 0.78 0.60 1.00
21 060 060 061 076 063 070 067 074 067 071 062 059 065 068 074 067 065 08 077 0.83  1.00
22 073 073 047 055 067 068 075 056 049 060 075 082 077 062 073 074 068 083 089 062 0.74 1.00
23 065 0.60 056 067 068 070 0.62 058 062 052 057 058 057 077 074 071 079 083 0.72 073 0.79 0.78 1.00
24 061 067 063 063 060 071 073 065 047 073 068 075 076 056 067 073 062 072 078 065 081 076 064 1.00
25 067 072 063 058 076 087 074 065 046 079 063 081l 067 060 076 078 077 073 074 059 0.68 081 068 074 1.00
26 071 071 063 078 075 0.76 0.78 061 063 068 068 070 067 074 089 073 067 085 0.65 075 081 071 077 0.74 074 1.00
27 073 073 059 055 077 083 080 072 049 075 065 077 068 067 082 074 073 074 0.76 056 0.70 082 07 0.71 095 080 1.00
28 064 064 059 074 067 073 065 050 065 070 065 067 068 071 077 074 073 094 079 081 0.94 081 086 079 076 083 0.77 1.00
29 055 055 045 050 044 041 0.50 0.69 048 043 057 052 044 053 044 039 048 041 042 0.44 041 044 041 0.42 040 042 038 0.40 1.00
3 070 075 055 0.82 0.68 0.65 0.77 063 072 082 067 074 074 063 070 062 050 067 059 068 0.71 0.60 0.62 0.73 0.63 077 0.65 0.70 0.52 1.00
31 070 070 060 072 069 070 083 069 048 072 083 074 065 063 085 067 054 071 073 057 0.67 070 067 068 074 078 0.75 070 043 072 1.00
32 070 076 060 072 069 070 083 0.69 048 067 083 080 065 063 085 067 059 071 0.73 0.57 0.62 0.70 0.62 0.68 0.74 073 0.70 065 057 0.77 089 1.00
33 072 067 062 074 071 072 080 065 050 063 080 070 062 070 087 063 061 073 0.70 0.53 0.63 0.67 0.68 0.60 070 075 0.72 0.67 0.52 0.68 091 091 1.00
34 065 065 055 08 063 065 067 069 072 077 062 063 065 059 060 057 055 071 068 0.74  0.80 065 071 073 063 068 0.60 078 052 086 0.62 0.67 0.63  1.00
35 082 08 054 056 071 072 079 056 050 060 074 076 072 067 077 065 064 078 092 062 0.73 089 073 075 080 075 085 0.80 0.40 065 070 0.70 067 070 1.00
36 0.62 062 050 068 054 051 0.68 071 063 063 068 059 071 070 062 063 051 073 0.70 065 0.77 0.67 0.68 0.70 050 060 052 071 053 0.73 063 068 065 073 062 1.00
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So d6 hinh cay x4y dung bing chuong
trinh UPGMA dua vao hé s6 Jaccard (Hinh 1),
chia 34/36 mau giéng (trit Tudn Gido va
K9133 dang 1) thanh 2 nhém chinh. Nhém
1 dugc phan thanh hai nhém phu. Nhém
phu tht nhat gbm 17 mau giéng: DT84,
K6844, G82, 4923, Pau Mién, Minh Tén,
D140, Pau Phu Yén GL1, DH4, DVNI10,
Phu Binh, H-666-1, 4924, Taiwanl, Ba Bé,
Son La, va DPau Bont. Nhém phu thit 2 gém
9 méiu gidng: DPT2000, Bic Ngam, Pau
trdng Thuan Chau, AU6, 6666, DT99,
D907, AKO6 va Thai Giao.

Nhém 2 ciing gbm hai nhém phu. Nhém
phu thi nhit gdm 7 miu gidng: NO-515526,
Phong Nién, Polga, 4988, Palga, 4981 va
Thanh Tién. Nhém phu th hai chi c6 duy
nhat mau gidng Pau My.

4. KET LUAN

V6i 10 chi thi phan tii SSR da phat hién
39 allen 4 36 mau giong dau tuong v6i hé s
tuong dong di truyén tit 0,38 dén 0,95. Trong
5 chi thi SSR: Satt245, Satt309, Satt373,
Satt521 va Satt556 c6 kha niang phan biét
tinh da hinh ctia cAc mau giéng dau tuong
nghién ctu kha ré rét. Vé téng thé, chi thi
phéan ti SSR st dung da phat hién tinh da
hinh va biéu thi kha ning phan loai cdc mau
giong dau tuong. Thong tin phat hién trong
nghién ctu nay c6 thé st dung cho cong tac
chon tao giéng dau tuong.

Cam on

Cac tac gia cdm on Trung tam Tai
nguyén Di truyén thuyc vat, Vién Khoa hoc
Néng nghiép Viét Nam va TS. Vi Dinh
Chinh, B m6n CAy cong nghiép, Trusng Dai
hoc Néng nghiép Ha Nbi da cung cdp ngudn
gidng dau tuong cho nghién ciu nay.
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