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Tóm tắt: Nhiều công bố chỉ ra rằng ion beam là tác nhân tạo ra nhiều đột biến điểm có ý 

nghĩa trong chọn giống cây trồng. Gen BGIOSGA024502 (Ghd7) có tác động lớn đến 

việc quy định các tính trạng như: số hạt trên bông, kích thước hạt, chiều cao cây, ngày trỗ 

bông. Gen BGIOSGA024502 (Ghd7) được định vị trên nhiễm sắc thể số 7 (vị trí 

9.172.628 đến 9.175.046 reverse strand), với tổng chiều dài 2418 bp, gồm 2 vùng mã hóa 

(exon1với chiều dài 444 bp; exon 2 với chiều dài 330 bp) và 1 vùng không mã hóa 

(intron với chiều dài 1644 bp). Bốn mồi được thiết kế dựa trên cơ sở dữ liệu nhằm 

khuếch đại gen BGIOSGA024502 và giải trình tự vùng mã hóa. Tổng số 1548 trình tự 

mã hóa cho gen BGIOSGA024502 (Ghd7) (774 trình tự của dòng đột biến và 774 trình tự 

của dòng gốc) đã được đọc trình tự theo phương pháp Sanger. Bốn đột biến điểm được 

xác định bao gồm, hai nucleotit tại vị trí 332 và 336 trên vùng mã hóa 1 (exon 1) và hai 

nucleotit tại vị trí 72 và 253 trên vùng mã hóa 2 (exon 2). Dựa trên các đột biến này, hai 

chỉ thị phân tử mới đã được phát triển nhằm nâng cao hiệu quả của chọn giống lúa đột 

biến. 

Từ khóa: BGIOSGA024502, Ghd7, ion beam, chọn giống đột biến, đột biến điểm, giải 

trình tự  

1. MỞ ĐẦU 

Bức xạ ionđược đánh giá là dạng bức xạ có hệ số truyền năng lượng cao, có khả 

năngtạo ra nhiều sự xáo trộn trong hệ gen [2, 7, 8]; gây ra nhiều đột biến trên cấu trúc 

ADN bao gồm cả đột biến lớn và đột biến điểm [5]; có tiềm năng trong việc tạo ra 

nhiều sự tái tổ hợp khác nhau, là cơ sở để tạo nên một giống cây trồng mới [1]. Gen 

BGIOSGA024502 (Ghd7) quy định các tính trạng quan trọng trên lúa như: số gié/bông, 

số hạt trên bông, kích thước bông, kích thước hạt, chiều cao cây, ngày trỗ bông, phản 

ứng với môi trường [4, 6, 9]. Một số nghiên cứu chỉ ra rằng, Ghd7 có năm trạng thái 

alen [6] và rất nhiều đột biến SNP [3] quy định nên các kiểu hình khác nhau. Trên cơ sở 

dữ liệu (www.grammene.org), gen BGIOSGA024502 (Ghd7) được định vị trên nhiễm 

sắc thể số 7 (vị trí 9.172.628 đến 9.175.046), với tổng chiều dài 2418bp, gồm 2 vùng 

mã hóa (exon1 - 444 bp; exon2 - 330 bp) và 1 vùng không mã hóa (intron - 1645 bp). 

Dòng đột biến triển vọng mang một số đặc điểm khác biệt nổi bật so với dòng gốc 

như: kích thước hạt lớn hơn, hạt sáng màu hơn, cao cây hơn và trỗ sớm hơn. Vì vậy, sử 

dụng phương pháp PCR-giải trình tự kết hợp so sánh bằng phương pháp BLAST,chúng 

tôi tập trung nghiên cứu gen BGIOSGA024502 (Ghd7) trên dòng đột biến và giống gốc 

nhằm tìm hiểu các đột biến phát sinh nếu có. 

2. NỘI DUNG 

2.1. Vật liệu: Giống lúa (hai mẫu giống lúa của dòng đột biến và giống gốc) và các hóa 

chất thí nghiệm sử dụng cho PCR, điện di và giải trình tự. 

2.2. Phương pháp 

a. Phương pháp tách chiết ADN 

ADN tổng số được tách chiết từ mẫu lá bằng DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN) 

theo hướng dẫn của nhà sản xuất.  

b. Phương pháp PCR 
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Gen BGIOSGA024502 được khuếch đại theo thành phần phản ứng và chu trình 

nhiệt như sau: Tổng thể tích phản ứng 20 µl bao gồm: 1 µl ADN tổng số (1ng/µl); 10 µl 

2X Prime STAR MAX; 0,5 µl Mồi xuôi (20pmol/µl); 0,5 µl Mồi ngược (20pmol/µl); 8 

µl H2O. Chu trình phản ứng PCR: 98
0
C - 2 phút; 30 chu kỳ của: 98

0
C - 5 giây, 60

0
C - 

5 giây, 72
0
C – 30 giây; 72

0
C - 5 phút; giữ mẫu ở 4

0
C. Sản phẩm PCR được kiểm tra 

trên gel agarose 1,5% đệm TAE 1X sau đó tinh sạch bằng PCR product purification 

Kit- QIAGEN 

b. Phương pháp giải trình tự 

Gen mục tiêu được giải trình tự theo phương pháp Sanger gồm các bước: Bước 1. 

Phản ứng giải trình tự được tiến hành với tổng thể tích 20 µl bao gồm: 1 µl ADN gen 

mục tiêu (1ng/µl); 4 µl SeqSaver Sequencing Pre-mix (Sigma); 4 µl Mồi (20pmol/µl); 

11 µl H2O. Chu trình phản ứng: 94
0
C - 2 phút; 30 chu kỳ của: 98

0
C - 5 giây, 55

0
C - 5 

giây, 72
0
C – 15 giây; 72

0
C - 7 phút; giữ mẫu ở 4

0
C. Bước 2. Thực hiện tinh sạch phản 

ứng theo quy trìnhDyeEx 2.0 SpinKit (QIAGEN). Bước 3. Đọc trình tự: Sử dụng 

BigDye Terminator Sequencing Standard Kit (Thermofisher) và đọc kết quả bằng máy 

ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer. 

c. Phương pháp xử lý số liệu 

Kết quả giải trình tự được xử lý và so sánh bằng phần mềm Bioedit và công cụ 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).  

2.3. Kết quả  

a. Khai thác dữ liệu và khuếch đại gen BGIOSGA024502 (Ghd7) 

Khai thác dữ liệu về trình tự gen BGIOSGA024502 (Ghd7) chúng tôi đã thiết kế 

một số mồi phục vụ nghiên cứu trong bảng 1. 

Bảng 1. Thông tin mồi mới thiết kế cho nghiên cứu gen BGIOSGA024502 (Ghd7) 

TT Tên mồi Trình tự (5’-3’) 
Chiều 

dài (nu) 

GC 

(%) 

Tm 

(oC) 

1 Ghd7-1F AGCTCAAGTGACCTCACCTGCTATA 25 48 60,7 

2 Ghd7-1R GATCATGCCGGCCGGATCAGGATTA 25 53 65,4 

3 Ghd7-2F AGGGAGGTTACAACTAACTGCATTT 25 40 57,2 

4 Ghd7-2R AGTGGTATATACGCACTGTAATTAT 25 32 51,6 

Kết quả khuếch đại toàn bộ chiều dài gen BGIOSGA024502 (Ghd7) (Hình 1). 

 

Hình 1. Sản phẩm khuếch đại gen BGIOSGA024502 (Ghd7) trên gel agarose 1,5% 

(Ghi chú: Làn 1 - 1kb; làn 2 và 3 - sản phẩm PCR) 

 

Sản phẩm PCR 
2,5kb 
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b. Giải trình tự vùng mã hóa của gen BGIOSGA024502 (Ghd7) 

 Kết quả đọc trình tự được thể hiện trong hình 2. 

 

a. Trình tự vùng mã hóa 1 của dòng đột biến (mồi Ghd7-1F) 

 

b. Trình tự vùng mã hóa 2 của dòng đột biến (mồi Ghd7-2F) 

Hình 2. Kết quả giải trình tự gen BGIOSGA024502 (Ghd7) 

c. Phát hiện đột biến và phát triển chỉ thị ADN  

Tổng hợp kết quả phát hiện đột biến được thể hiện trong bảng 2, hình 3, 4 và 5. 

Bảng 2. Phân tích đột biến trên vùng mã hóa của gen BGIOSGA024502 (Ghd7) 

Vùng mã hóa 
Số trình 

tự đọc 

Số trình tự 

sai khác 

Tỷ lệ sai 

khác (%) 

Vị trí sai 

khác 

Vùng mã hóa 1 444 2 0,45 
362: G -> C 

366: A -> C 

Vùng mã hóa 2 330 2 0,61 
  73: A -> G 

253: C -> G 

Tổng 774 4 0,51  

 

 

Hình 3. Phát hiện đột biến trên vùng mã hóa 1 của gen BGIOSGA024502 (Ghd7) 
Ghi chú: Query -trình tự dòng đột biến; Subject = trình tự của dòng gốc 

 

Hình 4. Phát hiện đột biến trên vùng mã hóa 2 của gen BGIOSGA024502 (Ghd7) 
Ghi chú: Query -trình tự dòng đột biến; Subject = trình tự của dòng gốc 
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Hình 5. Phát hiện đột biến trên vùng mã hóa 2 của gen BGIOSGA024502 (Ghd7) 
Ghi chú: Query -trình tự dòng đột biến; Subject = trình tự của dòng gốc 

Dựa trên các đột biến điểm, hai chỉ thị ADN mới được phát triển. Thông tin về 

hai chỉ thị ADN này được thể hiện trong bảng 3. 

Bảng 3. Phát triển chỉ thị ADN mới dựa trên đột biến thu nhận được 

TT 

Đặc điểm mồi Chiều 

dài 

sản 

phẩm 

Mục tiêu nhận 

biết Trình tự (5’- 3’) 
Chiều 

dài 

Tm 

(oC) 

GC 

(%) 

1 
F: CCGGTGCACGAGTTCCAGTTCT 

R: CGAACGTGAGCCCGCCGG 

22 nu 

18 nu 

63,8 

67,7 

59,1 

77,8 

202 

bp 

Trình tự C ở vị 

trí 362 và trình 

tự C ở vị trí 366 

trên exon1 

2 
F: GAGATGGTGGCCGCCATGGCCG 

R: GTGCGACAGCTTCCTGATCAGC 

22 nu 

22 nu 

71,1 

63,0 

72,7 

59,1 

223 

bp 

Trình tự G ở vị 

trí 73 và trình tự 

G ở vị trí 253 

trên exon 2 

Ghi chú: ký tự đậm, gạch chân - điểm đột biến 

2.4. Thảo luận  

a. Khai thác dữ liệu, khuếch đại và giải trình tự gen BGIOSGA024502 (Ghd7) 

Khai thác cơ sở dữ liệu, chúng tôi tìm thấy các thông tin liên quan đến gen 

BGIOSGA024502 (Ghd7), với trình tự đã được giải mã hoàn chỉnh. Bốn vị trí thiết kế 

mồi (hai mồi xuôi, hai mồi ngược) được chọn nhằm đảm bảo tối ưu các yêu cầu về thiết 

kế mồi (bảng 1). Các mồi được thiết kế với chiều dài 25 nucleotit, tỷ lệ GC dao động từ 

32-53 %, nhiệt độ gắn mồi từ 51,6 –-65,4
o
C. Mồi Ghd7-2R có tỷ lệ GC thấp nhất (32%) 

kéo theo nhiệt độ gắn mồi cũng thấp nhất do phải tránh vùng lặp (AT)23 và không quá 

xa vùng mã hóa. Các mồi còn lại đều đảm bảo các yêu cầu quan trọng được tối ưu hóa 

như tỷ lệ GC từ 40-60 %; nhiệt độ gắn mồi từ 55-65
o
C; chiều dài 18-30 nucleotit..... 

Toàn bộ chiều dài gen BGIOSGA024502 (Ghd7) được khuếch đại bằng cặp mồi 

Ghd7-1F và Ghd7-2R, với chiều dài đoạn khuếch đại khoảng 2,5 kb. Từ hình 1 ta có thể 

thấy, các sản phẩm không mong muốn xuất hiện không đáng kể (băng rất mờ), trong 

khi đó sản phẩm chính (gen mục tiêu) thì xuất hiện rất rõ với vạch băng dầy trên gel 

agarose ở chiều dài khoảng 2,5 kb. Điều đó cho thấy sản phẩm PCR đủ chất lượng và số 

lượng để giải trình tự. Sản phẩm PCR khuếch đại gen Ghd7 của dòng gốc và dòng đối 

chứng được tinh sạch bằng DyeEx 2.0 Spin Kit của QIAGEN và được đo nồng độ bằng 

máy Nano Drop. Nồng độ ADN sau khi tinh sạch của gen Ghd7 đo được ở mẫu gốc là 

65,3 ng/µl; và ở mẫu đột biến là 45,4 ng/µl.  

 Sản phẩm PCR sau khi được tinh sạch đã được sử dụng làm khuôn trong phản 

ứng giải trình tự bằng BigDye Terminator Sequencing Standard Kit của Thermofisher. 

Sản phẩm được chạy và đọc bằng máy ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer. Kết quả 

đọc trình tự vùng mã hóa 1 bằng mồi Ghd7-1F và vùng mã hóa 2 bằng mồi Ghd7-2F 

(hình 2) cho thấy: Các trình tự được đọc rất rõ ràng, không có trình tự nào bị lỗi đọc 
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(N); các đỉnh (peak) cao, gọn; đường nhiễu (baseline-noise) rất nhỏ, gần như bằng 

không. Toàn bộ hai vùng mã hóa đã được đọc hoàn chỉnh nhờ hai mồi Ghd7-1F và 

Ghd7-2F nên không cần thiết đọc trình tự bằng hai mồi ngược Ghd7-1R và Ghd7-2R. 

c. Phát hiện đột biến và phát triển chỉ thị ADN  

Trình tự hai vùng mã hóa của gen Ghd7 giữa dòng gốc và dòng đột biến được so 

sánh để phát hiện các đột biến thông qua công cụ BLAST. Số liệu trong bảng 2 cho 

thấy, trong tổng số 774 trình tự mã hóa của gen Ghd7 thì có 4 trình tự khác nhau giữa 

dòng gốc và dòng đột biến (chiếm tỷ lệ 0,51%) đã được phát hiện, bao gồm 2 sai khác ở 

vùng mã hóa 1 và hai sai khác ở vùng mã hóa 2. Các đột biến được thể hiện chi tiết 

trong hình 4, 5 và 6 bao gồm: trên vùng mã hóa 1, tại vị trí 362 có sự thay thế G thành 

C và vị trí 366 có sự thay thế A thành C (hình 3); trên vùng mã hóa 2 có sự thay thế 

nucleotit A thành G tại vị trí 73 (hình 4); và thay thế nucleotit C thành G tại vị trí 253 

(hình 5). Dựa trên các đột biến điểm này, hai chỉ thị ADN mới đã được phát triển với 

mục tiêu nâng cao hiệu quả của chọn giống đột biến liên quan đến gen Ghd7. Hai chỉ 

thị (mồi) mới có chiều dài 18-20 nucleotit; nhiệt độ gắn mồi trong khoảng 63- 71
o
C; 

thành phần GC từ 59,1-77,8 % và sản phẩm khuếch đại mong muốn là 202 bp và 223 

bp. Các đột biến được xác định tại những vị trí cố định, vì vậy việc thiết kế chỉ thị dựa 

trên chúng sẽ khó có thể đảm bảo tối ưu tất cả các yêu cầu đặt ra. Nhiệt độ gắn mồi 

không tối ưu có thể được khắc phục bằng cách điều chỉnh chu trình PCR, hoặc giảm bớt 

chiều dài mồi, tuy nhiên không nên ngắn hơn 18 nucleotit để đảm bảo tính đặc hiệu. 

Một điều kiện quan trọng khác là các trình tự nhận biết đột biến nên được đặt ở đầu 3’ 

giúp tăng tính chính xác trong quá trình tìm và bắt cặp của mồi. 

Sự khác nhau đặc trưng nhất giữa dòng đột biến và giống gốc là ở màu sắc lá, 

màu sắc vỏ trấu và kích thước hạt. Giống gốc có vỏ trấu vàng sẫm, lá xanh đậm, dài hạt 

thóc 10 mm, dài hạt gạo 7 mm. Trong khi đó, dòng đột biến có lá sáng màu hơn, vỏ trấu 

vàng sáng, dài hạt thóc 12 mm, dài hạt gạo 8 mm. Có nhiều công trình công bố phát 

hiện nhiều SNPs cũng như nhiều trạng thái allen khác nhau của gen Ghd7 [3, 6], nhưng 

không có đột biến nào giống các đột biến mà nghiên cứu thu được. Kết quả này khẳng 

định lại hiệu quả tạo đột biến của ion beam trong cải tiến năng suất trên cây lúa. Tuy 

nhiên, để xác định chính xác các đột biến này quy định nên các tính trạng cụ thể nào thì 

chúng ta cần thực hiện nhiều nghiên cứu sâu hơn nữa.   

3. KẾT LUẬN 

 Phát hiện bốn đột biến điểm trên vùng mã hóa của gen BGIOSGA024502 (Ghd7) 

bao gồm: đột biến thay thế G thành C tại vị trí 362 và đột biến thay thế A thành C tại vị 

trí 366 trên vùng mã hóa 1; đột biến thay thế A thành G tại vị trí 73 và đột biến thay thế 

C thành G tại vị trí 253 trên vùng mã hóa 2. 

Dựa trên bốn đột biến điểm được phát hiện ở trên, hai chỉ thị ADN mới đã được 

phát triển. Tiếp tục đánh giá, thử nghiệm hai chỉ thị mới thiết kế trước khi áp dụng vào 

chọn giống đột biến liên quan đến gen BGIOSGA024502 (Ghd7).  
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Absract: It was reported that ion beams are considered effective for the induction of 

point mutation valuable for breeding. Gene BGIOSGA024502 (Ghd7) has major effects 

on regulation of main traits in rice, including number of grains per panicle, grain size, 

plant height and heading date. BGIOSGA024502 (Ghd7) was located on chromosome 7 

(from 9.172.628 to 9.175.046 on reverse strand), with total length 2418 bp, including two 

coding regions (exon 1 with length 444 bp; exon 2 with length 330 bp) and one non-

coding region (intron with length 1645 bp). Four primers based on database were 

designed for amplifying and sequencing the target region. A total 1548 coding 

nucleotides (774 nucleotides of original type and 774 nucleotides of mutant type) was 

sequenced by Sanger method. Four point mutations were identified including: two 

nucleotides at points 332 and 336 in exon 1 and two nucleotides at points 72 and 253 in 

exon 2. Based on these mutations, two new DNA markers were developed for improving 

efficiency of mutation breeding for rice. 

Keywords: BGIOSGA024502, Ghd7, ion beam, mutation breeding, point mutation, 

sequencing.  
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