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Tom tit: Gen Waxy cua giéng goc va dong lua dot bién dugc giai trinh tu bang phuong
phép Sanger, sau d6 sur dung céng cu BLASTN (Nucleotide Basic Local Alignment
Search Tool) dé so sanh va phat hién dot bién. Két qua tim thiy 4 dot bién trén ving ma
hoa va 59 dot bién trén viing khéng ma hda. Bén dot bién trén viing ma hoa bao gom: xda
T/- tai vi tri 34 trén ving exon 3; chén -/T giita vi tri 70 va 71 trén ving exon 3; thay thé
CIT & vi tri 14 trén ving exon 4; thay thé T/C tai vi tri 115 trén ving exon 9. Trong tong
s6 59 nucleotit dot bién thuoc ving khong ma héa dang chii ¥ nhét 1a: x6a G/- tai vi tri
dau tién cua intron 6 va thém 32 trinh tu
“GGGCCTGCGAAGAACTGGGAGAATGTGCTCCT” ¢ cudi cua intron 12. Pé danh
gid va thtr nghiém bude dau, mot chi thi ADN méi da duoc phat trién dua trén dot bién
thay thé C/T & vi tri 14 cua exon 4 va T/C & vi tri 115 cta exon 9 véi muc tiéu nang cao
hiéu qua ciia chon gidng dot bién lién quan dén ham lugng amylose.
Tir khoa: Gen Waxy, BGIOSGA022241, ham lugng amylose, BLASTN, phat trién chi thi
ADN

. MO DAU

Lua gao la thuc pham quan trong cung cap dinh dudng cho phan 16n dan sé trén thé
gi¢i va nhu cau ngay mot tang trén thi truong toan cau [1]. Chat luong gao chu yéu duoc
danh gia thong qua thanh phan cua noi nhii hat ma quan trong nhat 1a ham lugng amylose
[2], trong d6 ham lugng amylose thap 1a mong muon cua cac nha chon gidng [3]. C6 bay
gen lién quan dén viéc tong hop nén cac chat cua noi nhii hat [4], trong d6 gen Waxy giir
vai tro chu dao [2,5].

Mot s6 SNP va dot bién trén gen Waxy lién quan dén sy khéac biét vé ham luong
amylose di duoc nghién ciu va cdng bd. Mot sb alen ciia gen Waxy da duoc liét ké nhu Wxa,
Wxin, Wxb, Wxop va wx [6, 7, 8, 9]. Alleles Wxa va Wxop dugc xac dinh trén phéan loai Indica
trong khi alen Wxin, Wxb va wx xuét hién trong phan loai Japonica [9, 10, 11]. Mikami [9]
tim thay mot sé SNPs lién quan gen Waxy nhu SNP trén viing exon 6 (quy dinh ham luong
amylose cao va trung binh); va SNP trén viing exon 4 (quy dinh ham lugng amylose thap).
Mot s6 tac gia khac ciing tim va mo ta cu thé hon vé cac SNP ¢ anh hudng dang ké ti ham
lugng amylose d6 1a SNP trén exon 6 (A / C) va SNP trén exon 10 (C/ T) [15, 16, 17, 18].
Ngoai ra, mot sé SNPs lién quan dén gen Waxy ciing di duoc nhic toi nhu SNP (C / T) tai
diém 2777 & vi tri ndi cua intron 7 / exon 8 [19]; SNP (A / G) tai vj tri 497 tir codon bat dau,
dan dén thay thé Asp-165 / Gly-165 [3]; SNP (G / T) tai vi tri 497 (thay thé Arg-158 / His-
158 trong exon 4) va SNP (T / C) & vi tri 595 (Tyr-191 / His-191 thay d6i trong exon 5) [20];
SNP (GC / TT) trén intron 6, exon 7, intron 7, exon 8 va mot phan caa dau 3’ [21] hoac lap
lai chudi don gian (CT) _ (n) va (AATT) _ (n) [1] .. c6 vai trd quan trong quy dinh nén su da
dang cua ham lugng amylose.

Khi nghién ciru su biéu hién ciia gen Waxy, tac gia Cai va Wang nhan thay c6 su khéc
biét cia mARN gitta cAc nhdm cd ham lwong amylose khac nhau. Cu thé & nhém lda cd ham
lwong amylose cao thi xuit hién nhiéu mARN 2,3 kb; trong khi d6 ¢ nhém c6 ham luong
amylose thap (nép) chi c6 mMARN 3,3 kb; nhdm c6 ham luong amylose trung binh thi c6 ca
hai dang mARN 2,3 kb va mARN 3,3 kb [12, 13]. Khi nghién ctru sdu hon theo hudng nay
mot sé tac gia da phat hién ra dot bién tai diém ndi cua exon 1 va intron 1 gy ra su nhiéu



loan trong viéc cit bo intron 1 khoi ARN so khai d6 1a dot bién x6a bo 16 nucleotit [6] va
thay d6i G / T [14].

Su da dang ciia gen Waxy trong chi Oryza rat phong pht va c6 thé co cac co ché diéu
chinh khac nhau gitra cac gidng laa [7]. Cac dot bién tu phat caa gen Waxy dugc tim thay
trong c4c gidng lta dia phuong tir cac qudc gia chau A va chéu Phi [4, 10, 22, 23, 24] nhung
cO rat it cac cong bé lién quan dén cac dot bién nhan tao. Trong nghién ctu ndy, chdng toi tap
trung vao 1am rd nhimg thay doi c6 thé co trong gen Waxy (BGIOSGA022241) giira hai kleu
gen thuoc phan loai Oryza Sativa Indica giong goc va loai dot bién cua nd théng qua mot sé
k¥ thuat nhu: PCR, chudi, BLASTN ..

I1. NOI DUNG
1. Vit liéu va phwong phap nghién ciru

Vat ligu gom 2 mau dong/ giéng lta la gidng goc DT82 (c6 ham lugng amylose cao) va
dong dot bien D14 (c6 ham lugng amylose thap hon).

2. Phwong phap nghién ciru

Téch chiét ADN: ADN tong sb cua vat liéu dugc chiét xuat bang DNeasy Plant Mini
Kit (QIAGEN) [25].

Phan &ng chudi trung hop (PCR): Toan bd gen Waxy caa cac giong goc va dot bién
dugc khuéch dai bang phuong phap PCR véi cap moi dugc thiét ké trén co so dir liéu caa
Oryza sativa Indica. Tong thé tich phan tng 1a 20 ul bao gom: 1 ul ADN téng s6 (1 ng/ul); 10
ul Prime STAR MAX; mdi xudi 0,5 pl (20 pmol/ul hodc 20 pM); mdi nguoc 0,5 pl (20 pmol /
ul hoic 20 pM); 8 ul H,O. Chu trinh phan tng PCR: 98°C - 2 phut; 30 chu ky (98°C - 5 gidy,
60°C - 5 gidy, 72°C - 30 giay) va 72°C - 5 phut; giir mau ¢ 4°C. Céc san pham PCR dugc dién
di trén gel agarose 1,5% va duoc tinh sach bang QIAquick Kit (QIAGEN) [25].

Phuong phap giai trinh tu: Gen Waxy duoc giai trinh ty béng phu’ong phap BigDye
Terminator, Thermofisher (dyua theo phuwong phap Sanger) trén hé thong may giai trinh ty ABI
PRISM 3100. Phan &ng giai trinh tu dwoc tién hanh nhu sau: téng thé tich 20 pl bao gdm:
DNA 1 ul (khoang 20 ng/ul); 4 ul Terminator Ready Reaction Mix; 4 pmol Primer; 11 pl
H,O. Chu trinh phan tng: 94°C - 2 phat; 25 chu ky (96°C -10 giay, 50°C - 5 gidy, 60°C - 4
phut); gitr mau ¢ 4°C. Tiép theo, cac san pham ciia cac phan ng giai trinh tu duoc tinh sach
bang DyeEx 2.0 Spin Kit (QIAGEN) [25] va cudi cung trinh ty gen dugc doc biang may ABI
PRISM 3100 Genetic Analyzer.

X ly s6 ligu/ dix liéu: Dit liéu trinh tu cua gen Waxy duoc xir ly thdng qua phan mém
BLASTN (Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool).

3. Két qua nghién ciru
3.1. Thiét ké méi va khuéch dai gen Waxy (BGIOSGA022241)

Gen Waxy (BGIOSGA022241) duoc khali thac tur co so dir liéu cua Oryza sativa Indica
[26] vai thong tin: vi tri trén nhiém sac thé 6 (tir 1,931,535 dén 1,935.014), chiéu dai 3479 bp
bao gom 13 exon va 12 intron (Hinh 1).
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Statistics Exons: 13, Coding exons: 13, Transcript length: 1,830 bps, Translation length: 6

Hinh 1. C4u truc gen Waxy (BGIOSGA022241) khai thac tir co' sé dir li¢u
(Nguon: http://www.gramene.org)



~ Dua trén thong tin khai thac cua gen Waxy, tim cap moi (muoi sdu moi) duoc thiét ké
dé khuech dai va giai trinh tu (Bang 1). Cac moi c6 chiéu dai 24-25 nucleotit; ham lugng GC
tr 37,5% den 56%, va nhiét do gan moi tir 52,9 °C dén 63,5°C.

Bang 1. Thong tin cac cap mdi thiét ké phuc vu nghién cieu gen Waxy

TT Tén Trinh tw (5°-3°) Chiéu dai (nu) GC (%) Tm(°C)
Wx-1F  ACAGCAACAGCTAGACAACCACCAT 25 48 61,8
. Wx-1IR  CTAATCGATCTTGTGATGATCTGA 24 37,5 52,9
Wx-2F  TGTGGTGCAATTCATTGCAGATCAA 25 40 58,8
’ Wx-2R  CATCATGGATTCCTTCGAAGAAAGT 25 40 56,3
Wx-3F  TGACAACAGGTGAGGATGTTGTGTT 25 44 59,6
’ Wx-3R  ACGATGGACAGTAGTGCAGGGTTGT 25 52 63,5
Wx-4F CATCGACGGGTATGAGTAAGATTCT 25 44 57,2
! Wx-4R  TTCGCCTCGATTGCCTGAAATTTGT 25 44 61,2
Wx-5F  AAGTACGACGCAACCACGGTAAGAA 25 48 61,9
° Wx-5R  GTGGACTAGACGATCTGGGTTCAAA 25 48 60,1
Wx-6F TTAGCCGGAAGACCTCTGAGCATTT 25 48 61,9
° Wx-6R  GTAGTGTACCGACTTATCGGTATTA 25 40 54,5
Wx-7F  GTCTCAGCGTCGACGTAAGCCTATA 25 52 61,9
! Wx-7R  CCAGTTCTTCGCAGGCCCCTGAAAT 25 56 65,8
Wx-8F GAACAAGACGAACGGTCAAACATGT 25 44 59,2
° Wx-8R CATATGTAGATCTCAGGCTCTTCAA 25 40 55,0

Toan b gen Waxy (BGIOSGA022241) dugc khuéch dai bsi moi xudi Wx-1F va moi
nguoc Wx-8R. Trén gel agarose chi xuat hién duy nhat mot bang véi kich thuse ¢ gitta vi tri
3kb va 4kb so véi thang chuan (Hinh. 2).

PCR products

Hinh 2. Sin pham khuéch dai gen Waxy trén gel agarose 1,5%
(1: thang chuan 1kb; 2: san pham PCR tir khuén ADN cﬁa,giéng goc; 3: san pham PCR tur
khudn ADN cua dong dot bien)



3.2. Gidi trinh tr gen Waxy (BGIOSGA022241)

Gen Waxy dugc giai trinh tu theo phuong phap BigDye Terminator cua Thermofisher
va duogc doc bang may ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Hinh 3).
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CCCTGGTAGGAGATGTTGTGGATGCAGAAAGCAACCTGCAGTGAAAAAG

150 160 170 180 190
CCCTGOGTAGGAGATGTTGTGGATGCAGAAAGCAACCTGCAGTGAAAAAG
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Hinh 3. Két qua doc trinh tw dean gen Waxy bang méi Wx-3R

(a): Trinh tu doan gen caa dong gbc; (b): Trinh ty doan gen cua dong dot bién

3.3. BLASTN va xac dinh dét bién trong gen Waxy (BGIOSGA022241)

Do kich thuéc caa gen Waxy 16n nén chdng tdi tién hanh giai trinh tu thanh cac doan
nho, sau do6 loai bo céc trinh tu 1ap va lap rap thanh trinh tu hoan chinh. Trinh tu hoan chinh
dugc ddi chiéu véi trinh tu trén co so dit lidu dé xac dinh cac ving exon, intron. Bé thuan tién
cho phan tich, timg doan exon, intron dugc dwa vao phan tich BLASTN riéng r&. Mot sb dot
bién da duogc tim thay duoc thé hién tai hinh 4, hinh 5 va bang 2.

Query 1 ATCAAGGTTGCAGACAGGTACGAGAGGGTGAGG—TTTT “ATTGCTACAAGCGTGGAGT

trrrrrrerrrer e rvrrrprrrrerrrerrrrnrrnend
Sbjct 1 ATCAAGGTTGCAGACAGGTACGAGAGGGTGAGGT TTTTTCCATTGCTACAAGCGTGGAGT 60
Query 60 CGACCGTGTGTTTCATCGACCATCCGTCATTCCTGGAGAAG 100

frererreer vt rrrrrrrrRrrreEr b

Sbjct 61 CGACCGTGTG-TTCATCGACCATCCGTCATTCCTGGAGAAG 100
Query 1 GTTTGGGGAAAGATCGGAGAGAAGATCTACGG GACACTGGAGTTGATTACAAAGAC 60
BERE PLLREE Bt ertrneentnn PLAR R e
Sbijct 1 GTTTGGGGAAAGACCGGAGAGAAGATCTACGGACCTGACACTGGAGTTGATTACAAAGAC 60
Query 61 AACCAGATGCGTTTCAGCCTTCTTTGCCAG 90
RN RN AR NN
Sbjct 61 AACCAGATGCGTTTCAGCCTTCTTTGCCAG S0
Query 61 GACAGGARAATCCCACTGAT CGCGTTCATCGGCAGGCTGGAGGAACAGAAGGG GAC 120
A R N AR R R AN R N A RN N RN AR NN RN 1
Bbjct 61 GACAGGAAAATCCCACTGAT CGCGTICATCGGCAGGCTGGAGGAACAGAAGGGE GAC 120]
RQuery 121 GICATGGCCGCCGCCATCCCGGAGCTCATGCAGGAGGACGTCCAGATCGTICTIICIG 177
PESRERRASEL RERNS AR RN AR RBA LNV ERRE NI RN DV ERREN R B YA
Sbjct 121 GICATGGCCGCCGCCATCCCGGAGCTCATGCAGGAGGACGT CCAGATCGTICTICTG 177

(c)
Hinh 4. Phan tich BLASTN va phat hién dot bién trén ving exon ciia gen \Waxy
(a): Dot bién trén vung exon 3; (b): Dot bién trén vung exon 4; (c): Dot bién trén vung exon 9

(Cha thich: Query- dong dét bién; Subject-dong goc)



75 582 589 T 596
(a) -
IGl GG?Z GlcGcG TGCGAAGAACTGGGAGAATGTGCTCCTIGGGC G
561 568 582 89 596 603 610 {
(b)

Hinh 5. Pt bién chén thém 32 nucleotit vio diém cudi intron 12 ciia gen Waxy

(a): Trinh tw mot phan doan intron 12 cia giéng géc;’ (b): Trinh ty mot phan doan intron 12

cua dong dot bién

(Chd thich: hinh miii tén chi vi tri chen, khung hinh chir nhat khoanh ving doan chén)

Bang 2. Két qua phan tich va phat hién ddt bién gen Waxy trén dong lua dét bién

Vung gen

Trinh tw
phan tich

Trinh tw

sai khac Chi tiét sai khac

Exon

1810

- Exon 3: 34 (T/-); 71 (-/T)
- Exon 4: 14 (C/T)
- Exon 9: 115 (T/C)

4 (0,22%)

Intron

1670

- Intron 3: 29 (T/-); 31 (T/-)

- Intron 5: 9 (T/C)

- Intron 6: Exon6/intron6 junction (G/-); 53
(T/-); 59 (T/-); 63 (T/-)

- Intron 8: 29 (A/G); 46 (-/T)

- Intron 9: 81 (A/G); 95 (A/G); 99 (-/TAA);
139 (G/A); 142 (AIG); 148 (CIT); 161
(A/G); 165 (C/T); 177 (G/C); 193 (G/A)

- Intron 11: 41 (T/C); 58 (A/G)

- Intron 12: 83 (A/T); 98 (G/A); 134 (A/C);
intron12/exon13 junction (chén doan 32
nucleotit)

59 (3,53%)

Tong

3480

63 (1,81%)

3.4. Phat trién chi thi ADN méi nang cao higu qud cho chen gidng liia dit bién

Nhim danh gia, thir nghiém budc dau, mot chi thi ADN méi duoc phét trien dya trén
dot bien trén ving exon 4 va exon 9 (bang 3).

Bang 3. Thong tin chi thi ADN méi phat trién dwa trén dét bién gen Waxy

Trinh tw (5°- 3°) Dot bién muc tidu Tm (°C) Kt. (bp)
Wx-F: GATTTCAGGTTTGGGGAAAGAT | Nucleotit T at position
- 14 in exon 4
Nucleotit C at position o 2200
Wx-R: TGGCGGCGGCCATGACGTCAGG .= P
= 115 in exon 9

(Chu thich: Bdm & gach chan - diém dét bién; Kt.: Kich thudc)

MOi xudi Wx-F duoc thiét ké dua trén dot bien C / T & vi tri 14 trén exon 4 véi chiéu
dai 22 nupleotit. Moi ngugc Wx-R dugc thict lgé dua trén dot bien T/ C & vi tr{ 115 trén exon
9 vai chiéu dai 22 nucleotit. Kich thudc du Kien cua san pham PCR duoc khuéch dai boi cap

mdi méi nay la 1271 bp.




1. THAO LUAN
3.1. Khuéch dai va gidi trinh tw gen Waxy

MObi xudi Wx-1F duoc thiét ké bao phu diém ndi 5-UTR / exon 1 va moi nguoc Wx-8R
duoc thiét ké bao phu diém néi gitta exon 13 / 3-UTR. Trén hinh 2 hién thi duy nhat mot
bang san pham PCR rd nét, vai kich thudc khoang 3500 bp. Diéu ndy ching to cap mdi Wx-
1F va Wx-8R 1a dic hiéu, di khuéch dai thanh cong toan bd gen Waxy va khéng xay ra dot
bién ¢ diém gan mdi. Ngoai ra, san pham PCR duogc hién thi trong hinh 2 d¢am nét l1a mot
trong nhiing tiéu chi dé c6 duoc két qua giai trinh tu chinh xéc.

Gen Waxy da duoc giai trinh tu hoan chinh dua trén céc mdi thiét ké & bang 1. Tur hinh
3 cho thay ket qua giai trinh tu rat tot theé hién & mot so tiéu chi co ban: cac “peak” cao, rd
rang — cach déu nhau, nhiéu dong “noise” rat nho va khéng khuyét két qua (mising “N™).

3.2. Phan tich va xdc dinh dét bién trén gen Waxy

Gen Waxy cua hai dong/ gidng vat lieu sau khi dugc doc trinh tu hoan chinh da duoc
phan tich BLASTN dé phat hién cac dét bien (hinh 4, hinh 5, bang 2).

Trong tong s6 1810 trinh tu thudc exon dugc so séanh chi cé 4 trinh tu sai khéac gitta
gidng gbc va dong dot bién (chiém 0,22%). Cac sai khac nay thudc exon 3, 4 va 9. Pot bién
tai exon 3 1a xda nucleotit T (T/-) tai vi tri 34 va chén T (-/T) tai vi tri 74. Dot bién tai exon 4
la thay C bang T (C/T) tai vi tri 14. Va cudi cung la thay nucleotit T bang C (T/C) tai vi tri
115 thudc exon s6 9. Ca 4 thay do6i nay déu 1a dot bién diém, xay ra tai mot vi tri xac dinh cua
mét nucleotit.

Théng tin di truyén la cac ma bo ba, do d6, dwa trén mdi mRNA s& c6 ba cach dich ma
khac nhau. Thém vao d6, cau tric DNA 1a cac soi dbi, vi vay véi mdi trinh tu ADN s& ¢6
téng cong sau cach dich ma. Trong nghién ciu nay, bon dot bién diém xay ra ¢ cac exon s&
dan dén viéc thay d6i caa cac axit amin (aa) twong Gng. Vi dy, dot bién thay thé C/T tai vj tri
14 cua exon sb 4 s& tao nén su thay thé aa G & giéng goc thanh aa D & dong d6t bién; hoic aa
V thanh aa I. Pot bién T/C tai vi tri 115 trong exon 9 dan dén su thay thé aa E ¢ gidng gbc
thanh aa G ¢ dang dot bién; hoic aa S thanh aa G. Trong khi do cac dot bién trong exon 3 bao
gom viéc xda nucleotit T ¢ diém 34 va chén T & diém 71 sé& tao nén su thay ddi trong trinh tu
dich ma tir diém 34 tro di.

Ngoai ra, ddi véi vung intron, trong téng s6 59 sai khac duoc xac dinh (chiém 3,51%),
c6 hai loai dot bién ¢ tan s6 cao hon so véi cac dot bién khac la xoa (T /-) (v6i ndm quan
sat) va su thay thé (A / G) (voi sau quan sat). Cac dot bién tai diém ndi intron / exon ciing
duoc xac dinh va liét ké: viéc x6a G / - & dau intron 6 va chén 32 nucleotit vao cudi intron12.
Nhitng dot bién ndy c6 vé quan trong hon vi anh huéng caa ching Ién chiic ning cat intron
nhu phan tich & trén. Theo quan diém ctia mot s6 tac gia, dot bién tai vi tri ndi duoc coi 1a mot
trong nhimg dot bién phd bién va quan trong tao nén sy da dang ham luong amylose. Tuy
nhién, dé xac dinh rd vai trd cua cac dot bién nay con can phai tién hanh nhiéu thi nghiém mai
c6 thé di dén két luan cudi cung.

3.3. Phat trién chi thi ADN méi cho gidng lita cé lién quan dén ham lwong amylose

Budc dau, ching t6i phat trién chi thi ADN méi dua vao dot bién diém trén exon 4 va
exon 9. Mdi xudi Wx-F dwa vao dot bién C/ T ¢ vi tri 14 trong exon4 (nucleotit T - in ddm va
gach chan) va méi nguoc Wx-R dua vao dot bién T/ C & vi tri 115 trong exon 9 (nucleotit G -
in dam va gach dudi) (Bang 3). Do dau 3 'cia moi 1a phan bao tha hon vi gin véi soi ADN
dau tién trong qué trinh phién ma, vi vay viéc thiét ké sao cho vj tri dot bién thudc vao ma bo
ba dau tién trén dau 3’cta moi 14 rat quan trong dé dam bao tinh chinh xé4c cua viéc sang loc



dot bién khi tién hanh phan tng PCR. Chi thi ADN m&i dugc phat trién nay s& dugc ing dung
dé nang cao hiéu qua cua chon giong lta dot bien co lién quan dén ham lugng amylose.

IV.KET LUAN

(1) Bén dot bién diém trén ving ma hoa da dwoc xéc dinh bao gom: x6a T (T/-) tai vi tri
34’va chén T (-/T) tai vi tri 74 trén exon 3; thay the (C/T) tai vi tri 14 trén exon 4; thay
the (T/C) tai vi tri 115 trén exon s6 9.

(2) Trén viing khong mé héa, phat hién duoc 59 dot bién, trong d6 déng chii y nhét la: x6a
G/- tai vi tri dau tién cua intron 6 va thém 32 nucleotit & cuoi caa intron 12.

(3) V6i muyc dich d;’mh gia, thu nghiém budce dau, mc}t chi thi ADN méi da duogc phéat trjén
dua trén dot bien trén vung exon 4 va exon 9 nham nang cao hiéu qua cua chon giong
IUa do6t bién co lién quan dén ham lugng amylose.
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IDENTIFICATION OF SOME NUCLEOTIDE MUTATIONS IN WAXY
GENE (BGIOSGA022241) OF A MUTANT RICE LINE

Nguyen Thi Hong*", Yoshikazu Tanaka®, Vo Thi Minh Tuyen?, Le Huy Ham?
& Agricultural Genetics Institute, Pham Van Dong, Bac Tu Liem, Hanoi, Vietnam
b The Wakasa-wan Energy Research Center, Fukui, Japan
“Email: nguyenhongdhnn@gmail.com
Abstract: Waxy genes of the original variety and its mutant type were sequenced by
Sanger method and compared through Nucleotit Basic Local Alignment Search Tool
(BLASTN) to clarify differences. The result of BLASTN showed 4 mutations in coding
regions and 59 mutations in non- coding regions. Four point mutations in coding regions
were listed: the deletion of T/- at position 34 and the insertion of -/T between positions
70 and 71 in exon 3; the substitution of C/T at position 14 in exon 4 and the substitution
of T/C at position 115 in exon 9. In 59 non-coding mutant sequences, some significant
alterations were list: the deletion of nucleotide G at the first of intron 6 and the addition
of 32 nucleotides “GGGCCTGCGAAGAACTGGGAGAATGTGCTCCT” at the end of
intron 12. For first trial, a new DNA marker was developed based on the mutation C/T at
at position 14 in exon 4 and the substitution of T/C at position 115 in exon 9 to improve
efficiency of rice breeding relevant to Waxy gene.
Keywords: Waxy gene, BGIOSGA022241, amylose content, BLASTN, DNA marker
development
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