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Đặt vấn đề

Cấu trúc bông là một trong những tính trạng quan trọng 
hàng đầu quyết định năng suất lúa. Từ những năm 1960, các 
nhà khoa học đã tập trung nghiên cứu nhằm tối ưu hóa kích 
thước cấu trúc bông lúa, trong đó chiều dài bông, số lượng các 
gié/bông và số lượng hạt/bông là những đặc điểm thu hút sự 
quan tâm nhiều nhất. Rất nhiều gen liên quan đến chiều dài 
trục bông, sự phân nhánh và số hạt/bông đã được tìm ra bằng 
phương pháp lập bản đồ QTL (quantitative trait loci) và phân 
tích đột biến: Ghd7, Ghd7.1, Ghd8/DTH8 [1-3], LAX1 [4], 
DEP1 [5]... Ngoài ra, một số lượng nhỏ gen được xác định liên 
quan đến sự phân nhánh bậc cao (số gié thứ cấp/bông, tam cấp/
bông) và số hạt/bông: Gn1a [6], LRK1, LAX2, TAW1 [7-9].

Những năm gần đây, phân tích GWAS trở thành một công 
cụ hữu ích để nghiên cứu sự đa dạng của quần thể và phát hiện 
thêm nhiều hơn các loci quan trọng, đặc biệt là các loci liên kết 
với các tính trạng nông học phức tạp như tính trạng năng suất. 
Nhiều QTL liên quan đến các tính trạng năng suất như: trọng 
lượng 1.000 hạt, số lượng bông/cây, số gié sơ cấp/bông, số gié 
thứ cấp/bông, chiều dài trục bông, số nhánh/bông, số hạt/bông 

đã được công bố trong vài năm gần đây [10-14]. Những thành 
tựu này phản ánh sự phổ biến, mức độ đáng tin cậy cũng như 
tiềm năng to lớn của các nghiên cứu bằng GWAS trên các tính 
trạng nông học ở lúa. Tuy nhiên, kết quả phân tích GWAS dựa 
vào các thuật toán thống kê để khai thác được các QTL mới 
vào các chương trình chọn tạo giống nên chúng cần phải được 
kiểm chứng vai trò thông qua các quần thể lai và phân tích 
bằng chỉ thị phân tử kết hợp với đánh giá kiểu hình.

Trong số các quần thể được sử dụng để lập bản đồ QTL 
như quần thể F2, Doubled haploids (DHs) hoặc quần thể các 
dòng lai tái tổ hợp (Recombinant Inbred Lines - RILs) thì 
quần thể RILs là lựa chọn chính cho cây tự thụ phấn như lúa, 
Arabidopsis [15], nhờ những lợi thế thu được từ sự đồng hợp 
tử và tái tổ hợp có hiệu quả của chúng. RILs được phát triển 
từ một hạt F2 duy nhất: từ mỗi cây F2 một hạt giống duy nhất 
được trồng thành cây F3, từ đó một hạt giống duy nhất trồng 
thành cây F4... Các quần thể RILs được sử dụng để lập bản đồ 
QTL rất hiệu quả bởi ảnh hưởng của môi trường đến đặc điểm 
định lượng có thể giảm đi nhiều bằng cách đánh giá một số cây 
có cùng kiểu gen thay vì chỉ một cây duy nhất. Hơn nữa, việc 
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Tóm tắt:

QTL9 là một tính trạng số lượng tiềm năng mới liên quan đến cấu trúc bông lúa, được xác định thông qua phân tích 
liên kết trên toàn hệ gen (GWAS) quần thể lúa bản địa Việt Nam. Các quần thể lai tái tổ hợp đã được phát triển từ 2 
giống lúa bố mẹ G6 và G189 thuộc 2 haplotype tương phản về số gié thứ cấp/bông và số hạt/bông, nhằm nghiên cứu 
chức năng của QTL9. Bên cạnh đó, sử dụng công nghệ gen capture kết hợp với giải trình tự thế hệ mới đã xác định 
được 1.002 biến thể di truyền trong vùng QTL9 của 2 giống bố mẹ, trong đó 12 điểm đột biến đa hình đơn nucleotide 
(SNPs) được tìm thấy nằm trong vùng cắt của 5 enzym giới hạn. Trong nghiên cứu này, 12 cặp mồi đã được thử 
nghiệm để nhân chỉ thị CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences), được phát triển dựa vào 12 SNPs trên, 
nhằm ứng dụng để chọn lọc các dòng F2 đồng hợp tử mang kiểu gen QTL9 của bố và của mẹ. Phân tích sản phẩm 
PCR và cắt enzym giới hạn chọn lọc được 4 chỉ thị CAPS cho sự đa hình giữa 2 giống bố mẹ và phân bố bao phủ 
vùng QTL9. Kết quả đánh giá quần thể F2 gồm 275 cá thể bằng 3 chỉ thị CAPS thu được 74 dòng đồng hợp tử mang 
kiểu gen QTL9 của mẹ, 66 dòng đồng hợp tử mang kiểu gen QTL9 của bố và 135 dòng dị hợp tử. Các dòng đồng hợp 
tử sẽ được sử dụng để phát triển quần thể F3, đánh giá kiểu hình cấu trúc bông của quần thể F3 để làm sáng tỏ vai 
trò của QTL9 liên quan đến cấu trúc bông lúa. 

Từ khóa: cấu trúc bông lúa, chỉ thị phân tử CAPS, đồng hợp tử, năng suất, QTL, quần thể F2.
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ứng dụng các chỉ thị phân tử cho phép chọn lọc các dòng đồng 
hợp tử ngay ở thế hệ F2, rút ngắn thời gian thu được quần thể 
RILs đồng hợp tử xuống còn 3 thế hệ thay vì 8. Quần thể RILs 
có nguồn gốc từ cặp lai chéo giữa 2 giống Indica Minghui 63 
và Zhenshan 97 đã được sử dụng rộng rãi để lập bản đồ QTL 
cấu trúc bông [16-18]. Các QTL liên quan đến hình dạng hạt 
(GS3), số hạt/bông, ngày ra hoa và chiều cao cây (Ghd7) đã 
được phân lập thành công [1, 19]. 

Các quần thể lập bản đồ có thể được đánh giá kiểu gen với 
bất kỳ chỉ thị phân tử nào, như SSR, CAPS, hoặc các chỉ thị 
được xây dựng từ các dữ liệu giải trình tự như: SNPs, INDELs 
(Inserts/Deletions) [15]. Cùng với sự phát triển của các thế hệ 
giải trình tự mới, hàng triệu SNPs đã được tìm thấy ở hàng 
trăm giống lúa khác nhau trên thế giới, tạo điều kiện cho việc 
phát triển chỉ thị phân tử CAPS, được ứng dụng rộng rãi không 
chỉ trong nghiên cứu lập bản đồ QTL mà còn hỗ trợ công tác 
chọn tạo giống [20-23]. Nguyên tắc của chỉ thị này là dựa 
vào sự đa hình của SNPs trong vùng trình tự cắt của enzym 
giới hạn. Ở những cá thể xảy ra đột biến trong vị trí cắt của 
enzym giới hạn (thường là SNPs) thì enzym sẽ không nhận 
ra để cắt. Từ đó, mồi được thiết kế để nhân đoạn DNA chứa 
vị trí cắt của enzym giới hạn. Sản phẩm PCR sau đó được cắt 
bởi enzym giới hạn sẽ cho các đoạn DNA có chiều dài khác 
nhau giữa giống có đột biến trong vị trí cắt của enzym giới hạn 
(chỉ có 1 đoạn DNA dài vì enzym không cắt sản phẩm PCR) 
và giống không có đột biến (sản phẩm PCR được cắt thành 2 
mảnh DNA ngắn hơn). Đa hình của sản phẩm cắt bằng enzym 
giới hạn dễ dàng quan sát được trên gel agarose. Tính di truyền 
đồng trội của CAPS là một trong những đặc tính quan trọng 
nhất của loại chỉ thị này dẫn đến cả cá thể đồng hợp tử và dị 
hợp tử có thể dễ dàng phân biệt được.

Trong các nghiên cứu trước đây của chúng tôi nhằm nghiên 
cứu chức năng của QTL9 liên quan đến cấu trúc bông [24], các 
quần thể lai tái tổ hợp đã được phát triển bằng cách lai 2 giống 
bố mẹ G6 và G189 thuộc 2 haplotype đối lập về cấu trúc bông 
(bông to và nhỏ) [25]. Bên cạnh đó, 12 SNPs nằm trong vùng 
cắt của 5 enzym giới hạn (SacI, DraI, EcoRV, BamHI, SalI) 
thuộc vùng QTL9 đã được xác định thông qua ứng dụng công 
nghệ chụp gen kết hợp với giải trình tự thế hệ mới [26]. Trong 
nghiên cứu này, chúng tôi phát triển, thử nghiệm chỉ thị phân 
tử CAPS nhằm phân tích sự phân ly kiểu gen của QTL9 trong 
quần thể F2, góp phần tạo cơ sở để làm sáng tỏ vai trò của 
QTL9 liên quan đến cấu trúc bông lúa. 

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu nghiên cứu

275 cây F2 tự thụ được phát triển từ quần thể F1 của cặp lai 
G6 x G189 [25], trong đó G6 (bông nhỏ, haplotype 1) là cây 
mẹ và G189 (bông to, haplotype 2) là cây bố.

12 chỉ thị CAPS được giới thiệu trong bảng 1 và 5 enzym 
cắt giới hạn được giới thiệu trong bảng 2 [26].

Selection of F2 homozygous 
plants over the QTL9 related 

to rice panicle structure 
by using CAPS markers

Thi Mai Pham1, Thi Nhu Le1, Stefan Jouannic2, 
Ngan Giang Khong1*

1National Key Laboratory of Plant Cell Biotechnology, 
Agricultural Genertics Institute, Vietnam Academy of Agricultural Sciences

2University of Montpellier, UMR DIADE, IRD, Montpellier, France

Received 28 September 2020; accepted 19 November 2020

Abstract:

QTL9 is a new potential quantitative trait locus related 
to rice panicle structure, identified through a GWAS 
analysis of Vietnamese local rice panel. To validate 
the QTL9, a biparental population was developed 
using the low branching (G6) and the high branching 
(G189) accessions from two haplotypes characterised 
by a contrasting phenotype for the secondary branch 
number and spikelet number traits. In parallel, 
using Gene capture technology combined with new 
generation sequencing identified 1,002 genetic variants 
in the QTL9 region between two parents, of which 12 
SNPs were found in the cleavage site of 5 restriction 
enzyme. In this study, 12 primer pairs were tested to 
amplify the CAPS markers, based on the 12 SNPs, in 
order to be applied to select homozygous F2 lines over 
the QTL9 region for both haplotypes. 4 CAPS markers 
were selected distributing over the QTL9 region and 
displaying polymorphism between two parents. 275 F2 
plants were genotyped using 3 CAPS markers leading 
to the selection of 74 homozygotes plants over the QTL9 
region for haplotype 1, 66 homozygotes plants over the 
QTL9 region for haplotype 2, and 153 heterozygous 
plants. Homozygous lines will be used to develop the F3 
population, phenotyping of two F3 haplotypes will lead 
to discovering the role of QTL9 related to rice panicle 
structure.

Keywords: CAPS maker, F2 population, homozygote, 
QTL, rice panicle structure, yield.
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Bảng 1. Danh sách 12 chỉ thị phân tử CAPS và trình tự mồi.

Ký hiệu 
CAPS Vị trí SNP Tên Locus Đặc điểm 

vị trí Trình tự mồi

CAPS #1 16748183 LOC_Os02g28334 UTR_3’
F- CTCCAGCATCTCACCCTCTC
R- CTCCACCATGAATAACCTGCA

CAPS #2 16805351 LOC_Os02g28410 Promoter
F- GTTACTCCATCCGTCCCAAA
R- GAATGCTCTCGTCGGATGAT

CAPS #3 16882053 LOC_Os02g28530 Intron
F- TGGTTTGGGTTACTCGGAAG
R- TTACCTGGAGTGCAAGGTCC

CAPS #4 16919772  Intragenic
F- TTGTTCGTGATTCGCACGG
R- CGTGCGAACCACGAAG

CAPS #5 16961918 LOC_Os02g28670 Promoter
F- GGCAGCATCAGCAAGCATAC
R- GGATTAGCTCCCTACCACGC

CAPS #6 17035526 LOC_Os02g28810 Promoter
F- CTGAATCCGTCCAGCAAGGT
R- TGCGAGAGGAACGAAACGAA

CAPS #7 17039753 LOC_Os02g28820 Promoter
F- TGGTGATTACGGCGTTTGGT
R- TTCGGCAATACGTCACACTA

CAPS #8 17124682 LOC_Os02g28910 Promoter
F- CACGCAGTTTAGCATGACGG
R- TTCCCGTACTCTCGTCACCT

CAPS #9 17161487 LOC_Os02g28980 UTR_3’
F- TGAGAAGCGAAACGCACCTT
R- GCTTCCTCTGCTGTCGGTAA

CAPS #10 17205540 LOC_Os02g29040 Intron
F- GTCTGCGCCCACATTTTAGT
R- GCCTTTCTCTCACCTTGCAC

CAPS #11 17254246 LOC_Os02g29130 Intron
F- TGGATTGCATGGTTTAGCTG
R- ATGCATTGAGAGGGACCTTG

CAPS #12 17271258 LOC_Os02g29150 UTR_3’
F- TGGTGGATTAATGCTGTGGA
R- GCCACATTTAGATGTGTAA

Bảng 2. Danh sách 5 enzym giới hạn sử dụng để cắt chỉ thị phân tử 
CAPS.

Enzym
Chỉ thị 
phân tử 
CAPS

SNP 
(H1/H2)

Trình tự vị trí cắt 
của enzym giới hạn

Kích thước sản phẩm cắt
bằng enzym giới hạn

G6 (H1) G189 (H2) G6 (H1) G189 (H2)
SacI CAPS#1 G/A GAGCTC AAGCTC 134 &223 357

DraI

CAPS#2 T/G TTTAAA TTGAAA 346&531 877
CAPS#3 A/T TTAAAA TTTAAA 689 473&216
CAPS#4 T/TA TTTAAA TTAAAA 601&251 852
CAPS#8 TA/T TTTAAA TTTTAA 273&779 1052
CAPS#9 TA/T TTTAAA TTTTTA 1027&683 1710

CAPS#11 T/A
TTTAAA TTTAAT

226&333&339 559&339
TTTAAA TTTAAA

EcoRV
CAPS#5 A/T GATATC GTTATC 643&394 1037
CAPS#7 T/C GATATC GATACC 1321&127 1358

SalI CAPS#10 A/T GTCGAC GTCGTC 886&1023 1909

BamHI
CAPS#6 G/A GAATCC GGATCC 577 304&273
CAPS#12 G/C GGATGC GGATCC 1103 1041&62

Chữ gạch chân: điểm đột biến trong vị trí cắt của enzym giới hạn.

Phương pháp nghiên cứu

Thiết kế mồi: các mồi thiết kế dựa trên trình tự của giống 
Nipponbarre trên trang MSU Rice Genome Annotation 
(Osa1) Release 7 (http://rice.plantbiology.msu.edu), sử 
dụng phần mềm Primer3 plus (http://www.bioinformatics.
nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi). 

Tách chiết DNA: DNA tổng số được tách chiết từ lá lúa 

20-25 ngày tuổi theo phương pháp CTAB của Doyle (1991) 
[27] có cải tiến. 

Phản ứng PCR với cặp mồi CAPS: phản ứng PCR được 
thực hiện trong 10 µl, gồm 20 ng DNA, 0,2 µl dNTPs 10X 
(#R0182, Fermentas), 0,5 µl mồi CAPS xuôi và ngược, 0,8 
µl MgCl2, 2 µl GoTaq Buffer 10X (#R0971, Fermentas), 0,05 
µl GoTaq DNA polymerase 5 u/µl (#EP0702, Fermentas) và 
5,2 µl nước Milli Q khử trùng. Chu trình nhiệt: 95°C trong 2 
phút, 35 chu kỳ, 95°C - 30 giây, 57°C - 30 giây (nhiệt độ gắn 
mồi), 72°C - 1 phút và giữ 7 phút ở 72°C. Sản phẩm PCR 
được kiểm tra bằng điện di trên gel agarose 2,5%, rồi được 
soi trong buồng UV (Uvltec, Cambridge), phần mềm Fire 
Reader. Các thí nghiệm điện di sử dụng thang chuẩn DNA 
Low Gene Ruler 100 bp (#SM1163, Fermentas).

Cắt sản phẩm PCR bằng enzym giới hạn: các phản ứng 
cắt sản phẩm PCR bằng enzym giới hạn được thực hiện với 
các kít của Hãng Thermo Fisher Scientific, mỗi phản ứng 
được thực hiện trong thể tích 20 µl bao gồm DNA, enzym 
giới hạn và dung môi. Hỗn hợp phản ứng được ủ ở 37°C 
qua đêm, sau đó được kiểm tra bằng cách điện di trên gel 
agarose 2%.

Kết quả và thảo luận

Khảo sát sự đa hình của chỉ thị CAPS ở hai giống bố mẹ

Trước khi sử dụng mồi CAPS để chọn lọc các dòng đồng 
hợp tử mang QTL9 trong quần thể F2, các mồi cần được kiểm 
tra độ đặc hiệu và sau đó là sự đa hình ở hai giống bố mẹ (2 
haplotype) bằng phản ứng PCR và cắt enzym giới hạn.

Kiểm tra độ đặc hiệu của mồi CAPS 

Kết quả điện di sản phẩm phản ứng PCR với 12 mồi CAPS 
ở 2 giống mẹ và bố (H1 và H2) thu được 6 cặp mồi CAPS 
cho kết quả đặc hiệu chỉ một băng DNA duy nhất, đúng với 
kích thước mong đợi ở cả 2 giống bố mẹ: CAPS#1 (357 bp), 
CAPS#5 (1.037 bp), CAPS#7 (1.358 bp), CAPS#8 (1.052 
bp) (hình 1A), CAPS#6 (577 bp), CAPS#12 (1.103 bp) (hình 
1B). Kết quả PCR với mồi CAPS#2 không đặc hiệu, xuất hiện 
nhiều băng DNA với kích thước khác nhau nhưng không có 
băng nào đúng với kích thước mong đợi (877 bp) ở cả 2 giống 
bố mẹ (hình 1B). Mồi CAPS#3 đặc hiệu ở giống mẹ (H1), 
thu được một băng duy nhất đúng kích thước mong đợi (689 
bp), tuy nhiên ở giống bố (H2), ngoài băng đúng kích thước 
mong đợi còn xuất hiện một băng không đặc hiệu, có kích 
thước nhỏ hơn (khoảng gần 300 pb, hình 1B). Mồi CAPS#4 
cho hai băng có kích thước khoảng 200 và 300 bp, không 
đúng với kích thước mong đợi (852 bp). Phản ứng PCR với 
mồi CAPS#9 và CAPS#10 không thu được băng nào ở cả 2 
giống bố mẹ (hình 1B). Mồi CAPS#11 không đặc hiệu, xuất 
hiện nhiều băng DNA với kích thước khác nhau nhưng trong 
đó có băng đúng với kích thước mong đợi (898 bp) đậm và rõ 
nét nhất, kết quả giống nhau ở cả hai giống bố mẹ (hình 1B).
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Hình 1. Hình ảnh điện di phản ứng PCR với 12 mồi CAPS ở 2 giống 
mẹ G6 và bố G189. A: 1: CAPS#1; 5: CAPS#5; 7: CAPS#7; L: promega 
1 kb ladder; B: 2: CAPS#2; 3: CAPS#3; 4: CAPS#4; 6:CAPS#6; 8: 
CAPS#8; 9: CAPS#9; 10: CAPS#10; 11: CAPS#11; 12: CAPS#12; L: 
promega 100 pb DNA ladder, Act: actin.

Như vậy, kết quả PCR với 12 mồi CAPS thu được 8 mồi CAPS 
có băng đúng với kích thước mong đợi ở cả 2 giống bố mẹ bao 
gồm: CAPS#1, CAPS#3, CAPS#5, CAPS#6, CAPS#7, CAPS#8, 
CAPS#11, CAPS#12. 4 cặp mồi CAPS#2, CAPS#4, CAPS#9, 
CAPS#10 không đặc hiệu hoặc không hoạt động.

Khảo sát sự đa hình của mồi CAPS ở 2 giống bố mẹ bằng cắt 
enzym giới hạn

Sản phẩm phản ứng PCR của 8 cặp mồi CAPS#1, CAPS#3, 
CAPS#5, CAPS#6, CAPS#7, CAPS#8, CAPS#11, CAPS#12 tiếp 
tục được xử lý cắt bằng các enzym giới hạn tương tứng (bảng 1) để 
kiểm tra sự đa hình giữa hai giống bố mẹ. Phân tích hình ảnh điện 
di sản phẩm cắt enzym giới hạn cho thấy, có 4 chỉ thị CAPS cho sự 
đa hình có thể phân biệt rõ ràng giữa 2 giống bố mẹ là CAPS#1, 
CAPS#5, CAPS#6 và CAPS#11. CAPS#1 được cắt bằng enzym 
giới hạn SacI, vị trí cắt của SacI trong giống mẹ không có đột biến 
nên sản phẩm PCR bị cắt thành 2 mảnh đúng với kích thước mong 
đợi (134 và 233 bp), ngược lại, đột biến xảy ra trong vị trí cắt của 
SacI trong giống bố nên sản phẩm PCR không bị cắt (357 bp) (hình 
2A). CAPS#5 được cắt bằng enzym giới hạn EcoRV, ở giống mẹ 
quan sát thấy 2 băng DNA đúng với kích thước mong đợi (394 và 
643 bp), trong khi ở giống bố xảy ra đột biến trong vị trí cắt của 
EcoRV nên sản phẩm PCR không bị cắt, do đó chỉ có 1 băng DNA 
duy nhất (1.037 bp) (hình 2B). Hình ảnh điện di sản phẩm cắt của 
CAPS#6 bằng enzym giới hạn BamHI thu được 2 băng DNA đúng 
với kích thước mong đợi (304 và 273 bp) ở giống bố, trong khi ở 
giống mẹ H1 (577 bp) không bị cắt (hình 2A). CAPS#11 chứa 2 
vị trí cắt của enzym DraI, trong đó ở giống mẹ không có đột biến 
nào nên sản phẩm PCR của giống mẹ bị cắt thành 3 mảnh có kích 
thước là 226, 333 và 339 pb. Tuy nhiên, vì độ dài của 2 băng sau chỉ 
sai khác có 6 pb nên trên hình ảnh điện di chỉ quan sát thấy 2 băng 
DNA. Một vị trí cắt của DraI trong giống bố xảy ra đột biến nên 
sản phẩm PCR được cắt thành 2 băng có kích thước là 559 và 339 
bp (hình 2D). Đối với CAPS#3 và CAPS#7, enzym cắt cả 2 giống 
mặc dù dự đoán có đột biến xảy ra ở giống bố (hình 2C). Ngược lại, 
CAPS#8 và CAPS#12 lại không bị cắt bởi enzym giới hạn, chỉ có 1 
băng DNA duy nhất cùng kích thước 1.052 và 1.103 bp ở cả 2 giống 
bố mẹ (hình 2A).

Kết quả cắt bằng enzym giới hạn của 8 chỉ thị CAPS cho thấy, 

có 4 chỉ thị CAPS cho sự đa hình giữa 2 giống bố mẹ và bao phủ 
vùng QTL9 là CAPS#1 (cắt bằng SacI), CAPS#5 (cắt bằng EcoRV), 
CAPS#6 (cắt bằng BamHI) và CAPS#11 (cắt bằng DraI). Các chỉ 
thị này có thể được sử dụng để xác định các cây F2 mang QTL9 
đồng hợp tử (hình 2).

Trong số 4 chỉ thị CAPS#1, CAPS#5, CAPS#6 và CAPS#11 
cho sự đa hình giữa giống bố mẹ thì vị trí của chỉ thị CAPS#5, 
CAPS#6 gần nhau (16961918 và 17035526) và đều nằm ở giữa 
vùng QTL9, trong khi chỉ thị CAPS#1 (16748183) và CAPS#11 
(17254246) nằm ở 2 đầu của QTL9.
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Hình 2. Hình ảnh điện di sản phẩm cắt bằng enzym giới hạn ở 2 giống 
mẹ G6 và bố G189. A: kết quả cắt enzym giới hạn của sản phẩm PCR 
với mồi CAPS#1, CAPS#6, CAPS#8 và CAPS#12; B: kết quả cắt enzym 
giới hạn của sản phẩm PCR với mồi CAPS#5; C: kết quả cắt enzym 
giới hạn của sản phẩm PCR với mồi CAPS#3, CAPS#7; D: kết quả cắt 
enzym giới hạn của sản phẩm PCR với mồi CAPS#11 (ghi chú các giếng: 
1-CAPS#1, 3-CAPS#3, 5-CAPS#5, 6-CAPS#6, 7-CAPS#7, 8-CAPS#8, 
11-CAPS#11, 12-CAPS#12; L: thang chuẩn DNA promega 1 kb ladder).

Chọn lọc các dòng F2 mang QTL9 đồng hợp tử bằng chỉ thị 
phân tử CAPS

Trong 4 chỉ thị phân tử CAPS (CAPS#1, CAPS#5, CAPS#6, 
CAPS#11) cho sự đa hình giữa 2 giống bố mẹ và bao phủ vùng 
QTL9, CAPS#5 và CAPS#6 có vị trí gần nhau nên chỉ sử dụng 3 
chỉ thị CAPS (CAPS#1, CAPS#5 và CAPS#11) để chọn lọc các 
cây F2 đồng hợp tử. 

DNA của 275 cây F2 được tách chiết, chạy phản ứng PCR lần 
lượt với 3 cặp mồi của CAPS#1, CAPS#5 và CAPS#11, sau đó cắt 
bằng enzym giới hạn tương ứng (SacI, EcoRV và DraI). Kết quả 
hình ảnh điện di của CAPS#1 cho thấy, có 3 kiểu gen trong quần thể 
F2, các cá thể cho 2 băng DNA kích thước 134 và 233 bp là những 
cây đồng hợp tử mang QTL9 của mẹ, những cây chỉ có băng DNA 
duy nhất với kích thước 357 bp là cây đồng hợp mang QTL9 của 
bố, còn lại cây có cả 3 băng DNA là cây dị hợp tử (hình 3A). Kết 
quả trong tổng số 275 cây F2 có 74 cây đồng hợp tử kiểu gen QTL9 
của mẹ (G6), 66 cây đồng hợp tử kiểu gen QTL9 của bố (G189) và 
135 cây dị hợp tử mang cả 2 kiểu gen QTL9 của bố và mẹ. Tương 
tự, khi phân tích quần thể F2 với CAPS#5 và CAPS#11 cũng 
thu được kết quả hoàn toàn trùng lặp với CAPS#1 (hình 3B, C).
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Kết luận

Sự phân ly kiểu gen của QTL9 trong quần thể F2 đã được 
đánh giá thành công nhờ sử dụng 3 chỉ thị phân tử CAPS.

Phân tích 275 cá thể F2 với 3 chỉ thị phân tử CAPS#1 
CAPS#5 và CAPS#11 thu được 74 cây F2 đồng hợp tử mang 
kiểu gen QTL9 của mẹ (G6), 66 cây F2 đồng hợp tử mang kiểu 
gen QTL9 của bố (G189), chiếm tỷ lệ 50,9%. Các cây F2 đồng 
hợp tử sẽ được phát triển tạo quần thể F3, phân tích kiểu hình 
cấu trúc bông của quần thể F3 so sánh với 2 giống bố mẹ để 
làm sáng tỏ được vai trò của QTL9 liên quan đến cấu trúc bông 
và năng suất lúa.
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Hình 3. Hình ảnh điện đi sản phẩm cắt enzym giới hạn của một số cây F2 với các chỉ thị phân tử CAPS. A: kết quả phân tích cây F2 với chỉ thị 
CAPS#1; các cây đồng hợp tử: 3.11, 3.23, 3.25, 3.26, 3.31; B: kết quả phân tích cây F2 với chỉ thị CAPS#5; các cây đồng hợp tử: 3.11, 3.16, 3.17, 19.10, 
19.13, 19.15, 19.17, 19.21, 19.22; C: kết quả phân tích cây F2 với chỉ thị CAPS#11; các cây đồng hợp tử: 3.25, 3.46, 3.50, 3.59, 3.62.


