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Tóm tắt: Gen Waxy của giống gốc và dòng lúa đột biến được giải trình tự bằng phương 

pháp Sanger, sau đó sử dụng công cụ BLASTN (Nucleotide Basic Local Alignment 

Search Tool) để so sánh và phát hiện đột biến. Kết quả tìm thấy 4 đột biến trên vùng mã 

hóa và 59 đột biến trên vùng không mã hóa. Bốn đột biến trên vùng mã hóa bao gồm: xóa 

T/- tại vị trí 34 trên vùng exon 3; chèn -/T giữa vị trí 70 và 71 trên vùng exon 3; thay thế 

C/T ở vị trí 14 trên vùng exon 4; thay thế T/C tại vị trí 115 trên vùng exon 9. Trong tổng 

số 59 nucleotit đột biến thuộc vùng không mã hóa đáng chú ý nhất là: xóa G/- tại vị trí 

đầu tiên của intron 6 và thêm 32 trình tự 

“GGGCCTGCGAAGAACTGGGAGAATGTGCTCCT” ở cuối của intron 12. Để đánh 

giá và thử nghiệm bước đầu, một chỉ thị ADN mới đã được phát triển dựa trên đột biến 

thay thế C/T ở vị trí 14 của exon 4 và T/C ở vị trí 115 của exon 9 với mục tiêu nâng cao 

hiệu quả của chọn giống đột biến liên quan đến hàm lượng amylose. 

Từ khóa: Gen Waxy, BGIOSGA022241, hàm lượng amylose, BLASTN, phát triển chỉ thị 

ADN 

I. MỞ ĐẦU  

Lúa gạo là thực phẩm quan trọng cung cấp dinh dưỡng cho phần lớn dân số trên thế 

giới và nhu cầu ngày một tăng trên thị trường toàn cầu [1]. Chất lượng gạo chủ yếu được 

đánh giá thông qua thành phần của nội nhũ hạt mà quan trọng nhất là hàm lượng amylose 

[2], trong đó hàm lượng amylose thấp là mong muốn của các nhà chọn giống [3]. Có bẩy 

gen liên quan đến việc tổng hợp nên các chất của nội nhũ hạt [4], trong đó gen Waxy giữ 

vai trò chủ đạo [2,5]. 

Một số SNP và đột biến trên gen Waxy liên quan đến sự khác biệt về hàm lượng 

amylose đã được nghiên cứu và công bố. Một số alen của gen Waxy đã được liệt kê như Wxa, 

Wxin, Wxb, Wxop và wx [6, 7, 8, 9]. Alleles Wxa và Wxop được xác định trên phân loài Indica 

trong khi alen Wxin, Wxb và wx xuất hiện trong phân loài Japonica [9, 10, 11]. Mikami [9] 

tìm thấy một số SNPs liên quan gen Waxy như SNP trên vùng exon 6 (quy định hàm lượng 

amylose cao và trung bình); và SNP trên vùng exon 4 (quy định hàm lượng amylose thấp). 

Một số tác giả khác cũng tìm và mô tả cụ thể hơn về các SNP có ảnh hưởng đáng kể tới hàm 

lượng amylose đó là SNP trên exon 6 (A / C) và SNP trên exon 10 (C / T) [15, 16, 17, 18].  

Ngoài ra, một số SNPs liên quan đến gen Waxy cũng đã được nhắc tới như SNP (C / T) tại 

điểm 2777 ở vị trí nối của intron 7 / exon 8 [19]; SNP (A / G) tại vị trí 497 từ codon bắt đầu, 

dẫn đến thay thế Asp-165 / Gly-165 [3]; SNP (G / T) tại vị trí 497 (thay thế Arg-158 / His-

158 trong exon 4) và SNP (T / C) ở vị trí 595 (Tyr-191 / His-191 thay đổi trong exon 5) [20]; 

SNP (GC / TT) trên  intron 6, exon 7, intron 7, exon 8 và một phần của đầu 3′ [21] hoặc lặp 

lại chuỗi đơn giản (CT) _ (n) và (AATT) _ (n) [1] .. có vai trò quan trọng quy định nên sự đa 

dạng của hàm lượng amylose. 

Khi nghiên cứu sự biểu hiện của gen Waxy, tác giả Cai và Wang  nhận thấy có sự khác 

biệt của mARN giữa các nhóm có hàm lượng amylose khác nhau. Cụ thể ở nhóm lúa có hàm 

lượng amylose cao thì xuất hiện nhiều mARN 2,3 kb; trong khi đó ở nhóm có hàm lượng 

amylose thấp (nếp) chỉ có mARN 3,3 kb; nhóm có hàm lượng amylose trung bình thì có cả 

hai dạng mARN 2,3 kb và mARN 3,3 kb [12, 13]. Khi nghiên cứu sâu hơn theo hướng này 

một số tác giả đã phát hiện ra đột biến tại điểm nối của exon 1 và intron 1 gây ra sự nhiễu 



loạn trong việc cắt bỏ intron 1 khỏi  ARN sơ khai đó là đột biến xóa bỏ 16 nucleotit [6] và 

thay đổi G / T [14]. 

Sự đa dạng của gen Waxy trong chi Oryza rất phong phú và có thể có các cơ chế điều 

chỉnh khác nhau giữa các giống lúa [7]. Các đột biến tự phát của gen Waxy được tìm thấy 

trong các giống lúa địa phương từ các quốc gia châu Á và châu Phi [4, 10,  22, 23, 24] nhưng 

có rất ít các công bố liên quan đến các đột biến nhân tạo. Trong nghiên cứu này, chúng tôi tập 

trung vào làm rõ những thay đổi có thể có trong gen Waxy (BGIOSGA022241) giữa hai kiểu 

gen thuộc phân loài Oryza Sativa Indica giống gốc và loại đột biến của nó thông qua một số 

kỹ thuật như: PCR, chuỗi, BLASTN ... 

II. NỘI DUNG 

1. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 

Vật liệu gồm 2 mẫu dòng/ giống lúa là giống gốc DT82 (có hàm lượng amylose cao) và 

dòng đột biến D14 (có hàm lượng amylose thấp hơn). 

2. Phương pháp nghiên cứu 

Tách chiết ADN: ADN tổng số của vật liệu được chiết xuất bằng DNeasy Plant Mini 

Kit (QIAGEN) [25]. 

Phản ứng chuỗi trùng hợp (PCR): Toàn bộ gen Waxy của các giống gốc và đột biến 

được khuếch đại bằng phương pháp PCR với cặp mồi được thiết kế trên cơ sở dữ liệu của 

Oryza sativa Indica. Tổng thể tích phản ứng là 20 µl bao gồm: 1 μl ADN tổng số (1 ng/μl); 10 

μl Prime STAR MAX; mồi xuôi 0,5 μl (20 pmol/μl hoặc 20 μM); mồi ngược 0,5 μl (20 pmol / 

μl hoặc 20 μM); 8 μl H2O. Chu trình phản ứng PCR: 98
o
C - 2 phút; 30 chu kỳ  (98

o
C - 5 giây, 

60
o
C - 5 giây, 72

o
C - 30 giây) và 72

o
C - 5 phút; giữ mẫu ở 4

o
C. Các sản phẩm PCR được điện 

di trên gel agarose 1,5% và được tinh sạch bằng QIAquick Kit (QIAGEN) [25]. 

Phương pháp giải trình tự: Gen Waxy được giải trình tự bằng phương pháp BigDye 

Terminator, Thermofisher (dựa theo phương pháp Sanger) trên hệ thống máy giải trình tự ABI 

PRISM 3100. Phản ứng giải trình tự được tiến hành như sau: tổng thể tích 20 μl bao gồm: 

DNA 1 μl (khoảng 20 ng/μl); 4 μl Terminator Ready Reaction Mix; 4 pmol Primer; 11 μl 

H2O. Chu trình phản ứng: 94
o
C - 2 phút; 25 chu kỳ (96

o
C -10 giây, 50

o
C - 5 giây, 60

o
C - 4 

phút); giữ mẫu ở 4
o
C. Tiếp theo, các sản phẩm của các phản ứng giải trình tự được tinh sạch 

bằng DyeEx 2.0 Spin Kit (QIAGEN) [25] và cuối cùng trình tự gen được đọc bằng máy ABI 

PRISM 3100 Genetic Analyzer. 

Xử lý số liệu/ dữ liệu: Dữ liệu trình tự của gen Waxy được xử lý thông qua phần mềm 

BLASTN (Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool). 

3. Kết quả nghiên cứu 

3.1. Thiết kế mồi và khuếch đại gen Waxy (BGIOSGA022241) 

Gen Waxy (BGIOSGA022241) được khai thác từ cơ sở dữ liệu của Oryza sativa Indica 

[26] với thông tin: vị trí trên nhiễm sắc thể 6 (từ 1,931,535 đến 1,935.014), chiều dài 3479 bp 

bao gồm 13 exon và 12 intron (Hình 1).  

 

Hình 1. Cấu trúc gen Waxy (BGIOSGA022241) khai thác từ cơ sở dữ liệu 

(Nguồn: http://www.gramene.org) 



Dựa trên thông tin khai thác của gen Waxy, tám cặp mồi (mười sáu mồi) được thiết kế 

để khuếch đại và giải trình tự (Bảng 1). Các mồi có chiều dài 24-25 nucleotit; hàm lượng GC 

từ 37,5% đến 56%, và nhiệt độ gắn mồi từ 52,9 
o
C đến 63,5

o
C. 

Bảng 1. Thông tin các cặp mồi thiết kế phục vụ nghiên cứu gen Waxy 

TT Tên Trình tự (5’-3’) Chiều dài (nu) GC (%) Tm (
o
C) 

1 
Wx-1F ACAGCAACAGCTAGACAACCACCAT 25 48 61,8 

Wx-1R CTAATCGATCTTGTGATGATCTGA 24 37,5 52,9 

2 
Wx-2F TGTGGTGCAATTCATTGCAGATCAA 25 40 58,8 

Wx-2R CATCATGGATTCCTTCGAAGAAAGT 25 40 56,3 

3 
Wx-3F TGACAACAGGTGAGGATGTTGTGTT 25 44 59,6 

Wx-3R ACGATGGACAGTAGTGCAGGGTTGT 25 52 63,5 

4 
Wx-4F CATCGACGGGTATGAGTAAGATTCT 25 44 57,2 

Wx-4R TTCGCCTCGATTGCCTGAAATTTGT 25 44 61,2 

5 
Wx-5F AAGTACGACGCAACCACGGTAAGAA 25 48 61,9 

Wx-5R GTGGACTAGACGATCTGGGTTCAAA 25 48 60,1 

6 
Wx-6F TTAGCCGGAAGACCTCTGAGCATTT 25 48 61,9 

Wx-6R GTAGTGTACCGACTTATCGGTATTA 25 40 54,5 

7 
Wx-7F GTCTCAGCGTCGACGTAAGCCTATA 25 52 61,9 

Wx-7R CCAGTTCTTCGCAGGCCCCTGAAAT 25 56 65,8 

8 
Wx-8F GAACAAGACGAACGGTCAAACATGT 25 44 59,2 

Wx-8R CATATGTAGATCTCAGGCTCTTCAA 25 40 55,0 

Toàn bộ gen Waxy (BGIOSGA022241) được khuếch đại bởi mồi xuôi Wx-1F và mồi 

ngược Wx-8R. Trên gel agarose chỉ xuất hiện duy nhất một băng với kích thước ở giữa vị trí 

3kb và 4kb so với thang chuẩn (Hình. 2).  

 

Hình 2. Sản phẩm khuếch đại gen Waxy trên gel agarose 1,5% 

(1: thang chuẩn 1kb; 2: sản phẩm PCR từ khuôn ADN của giống gốc; 3: sản phẩm PCR từ 

khuôn ADN của dòng đột biến) 

1   2   3 



3.2. Giải trình tự gen Waxy (BGIOSGA022241) 

Gen Waxy được giải trình tự theo phương pháp BigDye Terminator của Thermofisher 

và được đọc bằng máy ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Hình 3). 

 
(a) 

 
(b) 

Hình 3. Kết quả đọc trình tự đoạn gen Waxy bằng mồi Wx-3R 

(a): Trình tự đoạn gen của dòng gốc; (b): Trình tự đoạn gen của dòng đột biến 

 

 

 

3.3. BLASTN và xác định đột biến trong gen Waxy (BGIOSGA022241) 

Do kích thước của gen Waxy lớn nên chúng tôi tiến hành giải trình tự thành các đoạn 

nhỏ, sau đó loại bỏ các trình tự lặp và lắp rắp thành trình tự hoàn chỉnh. Trình tự hoàn chỉnh 

được đối chiếu với trình tự trên cơ sở dữ liệu để xác định các vùng exon, intron. Để thuận tiện 

cho phân tích, từng đoạn exon, intron được đưa vào phân tích BLASTN riêng rẽ. Một số đột 

biến đã được tìm thấy được thể hiện tại hình 4, hình 5 và bảng 2.  

 
(a) 

 
(b) 

 
(c) 

Hình 4. Phân tích BLASTN và phát hiện đột biến trên vùng exon của gen Waxy 

(a): Đột biến trên vùng exon 3; (b): Đột biến trên vùng exon 4; (c): Đột biến trên vùng exon 9 

(Chú thích: Query- dòng đột biến; Subject-dòng gốc) 



 

(a) 

 
(b) 

Hình 5. Đột biến chèn thêm 32 nucleotit vào điểm cuối intron 12 của gen Waxy 

(a): Trình tự một phần đoạn intron 12 của giống gốc; (b): Trình tự một phần đoạn intron 12 

của dòng đột biến 

(Chú thích: hình mũi tên chỉ vị trí chèn; khung hình chữ nhật khoanh vùng đoạn chèn)  

Bảng 2. Kết quả phân tích và phát hiện đột biến gen Waxy trên dòng lúa đột biến 

Vùng gen 
Trình tự 

phân tích 

Trình tự 

sai khác 
Chi tiết sai khác 

Exon 1810 4 (0,22%) 

- Exon 3: 34 (T/-); 71 (-/T) 

- Exon 4: 14 (C/T) 

- Exon 9: 115 (T/C) 

Intron 1670 59 (3,53%) 

- 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 (A/G); 148 (C/T); 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 (chèn đoạn 32 

nucleotit) 

Tổng 3480 63 (1,81%)  

3.4. Phát triển chỉ thị ADN mới nâng cao hiệu quả cho chọn giống lúa đột biến 

Nhằm đánh giá, thử nghiệm bước đầu, một chỉ thị ADN mới được phát triển dựa trên 

đột biến trên vùng exon 4 và exon 9 (bảng 3).  

Bảng 3. Thông tin chỉ thị ADN mới phát triển dựa trên đột biến gen Waxy 

Trình tự (5’- 3’) Đột biến mục tiêu Tm (°C) Kt. (bp) 

Wx-F: GATTTCAGGTTTGGGGAAAGAT 
Nucleotit T at position 

14 in exon 4 
49,4  1271 

Wx-R: TGGCGGCGGCCATGACGTCAGG 
Nucleotit C at position 

115 in exon 9 

(Chú thích: Đậm & gạch chân - điểm đột biến; Kt.: Kích thước) 

Mồi xuôi Wx-F  được thiết kế dựa trên đột biến C / T  ở vị trí 14 trên exon 4 với chiều 

dài 22 nucleotit. Mồi ngược Wx-R được thiết kế dựa trên đột biến T / C ở vị trí 115 trên exon 

9 với chiều dài 22 nucleotit. Kích thước dự kiến của sản phẩm PCR được khuếch đại bởi cặp 

mồi mới này là 1271 bp. 



III. THẢO LUẬN 

3.1. Khuếch đại và giải trình tự gen Waxy 

Mồi xuôi Wx-1F được thiết kế bao phủ điểm nối 5'-UTR / exon 1 và mồi ngược Wx-8R 

được thiết kế bao phủ điểm nối giữa exon 13 / 3'-UTR. Trên hình 2 hiển thị duy nhất một 

băng sản phẩm PCR rõ nét, với kích thước khoảng 3500 bp. Điều này chứng tỏ cặp mồi Wx-

1F và Wx-8R là đặc hiệu, đã khuếch đại thành công toàn bộ gen Waxy và không xảy ra đột 

biến ở điểm gắn mồi. Ngoài ra, sản phẩm PCR được hiển thị trong hình 2 đậm nét là một 

trong những tiêu chí để có được kết quả giải trình tự chính xác.  

Gen Waxy đã được giải trình tự hoàn chỉnh dựa trên các mồi thiết kế ở bảng 1. Từ hình 

3 cho thấy kết quả giải trình tự rất tốt thể hiện ở một số tiêu chí cơ bản: các “peak” cao, rõ 

ràng – cách đều nhau, nhiễu động “noise” rất nhỏ và không khuyết kết quả (mising “N”).  

3.2. Phân tích và xác định đột biến trên gen Waxy 

Gen Waxy của hai dòng/ giống vật liệu sau khi được đọc trình tự hoàn chỉnh đã được 

phân tích BLASTN để phát hiện các đột biến (hình 4, hình 5, bảng 2).  

Trong tổng số 1810 trình tự thuộc exon được so sánh chỉ có 4 trình tự sai khác giữa 

giống gốc và dòng đột biến (chiếm 0,22%). Các sai khác này thuộc exon 3, 4 và 9. Đột biến 

tại exon 3 là xóa nucleotit T (T/-) tại vị trí 34 và chèn T (-/T) tại vị trí 74. Đột biến tại exon 4 

là thay C bằng T (C/T) tại vị trí 14. Và cuối cùng là thay nucleotit T bằng C (T/C) tại vị trí 

115 thuộc exon số 9. Cả 4 thay đổi này đều là đột biến điểm, xảy ra tại một vị trí xác định của 

một nucleotit. 

Thông tin di truyền là các mã bộ ba, do đó, dựa trên mỗi mRNA sẽ có ba cách dịch mã 

khác nhau. Thêm vào đó, cấu trúc DNA là các sợi đôi, vì vậy với mỗi trình tự ADN sẽ có 

tổng cộng sáu cách dịch mã. Trong nghiên cứu này, bốn đột biến điểm xảy ra ở các exon sẽ 

dẫn đến việc thay đổi của các axit amin (aa) tương ứng. Ví dụ, đột biến thay thế C/T tại vị trí 

14 của exon số 4 sẽ tạo nên sự thay thế aa G ở giống gốc thành aa D ở dòng đột biến; hoặc aa 

V thành aa I. Đột biến T/C tại vị trí 115 trong exon 9 dẫn đến sự thay thế aa E ở giống gốc 

thành aa G ở dạng đột biến; hoặc aa S thành aa G. Trong khi đó các đột biến trong exon 3 bao 

gồm việc xóa nucleotit T ở điểm 34 và chèn T ở điểm 71 sẽ tạo nên sự thay đổi trong trình tự 

dịch mã từ điểm 34 trở đi. 

Ngoài ra, đối với vùng intron, trong tổng số 59 sai khác được xác định (chiếm 3,51%), 

có hai loại đột biến có tần số cao hơn so với các đột biến khác là xóa (T / -) (với năm quan 

sát) và sự thay thế (A / G) (với sáu quan sát). Các đột biến tại điểm nối intron / exon cũng 

được xác định và liệt kê: việc xóa G / - ở đầu intron 6 và chèn 32 nucleotit vào cuối intron12. 

Những đột biến này có vẻ quan trọng hơn vì ảnh hưởng của chúng lên chức năng cắt intron 

như phân tích ở trên. Theo quan điểm của một số tác giả, đột biến tại vị trí nối được coi là một 

trong những đột biến phổ biến và quan trọng tạo nên sự đa dạng hàm lượng amylose. Tuy 

nhiên, để xác định rõ vai trò của các đột biến này còn cần phải tiến hành nhiều thí nghiệm mới 

có thể đi đến kết luận cuối cùng. 

3.3. Phát triển chỉ thị ADN mới cho giống lúa có liên quan đến hàm lượng amylose 

Bước đầu, chúng tôi phát triển chỉ thị ADN mới dựa vào đột biến điểm trên exon 4 và 

exon 9. Mồi xuôi Wx-F dựa vào đột biến C / T ở vị trí 14 trong exon4 (nucleotit T - in đậm và 

gạch chân) và mồi ngược Wx-R dựa vào đột biến T / C ở vị trí 115 trong exon 9 (nucleotit G - 

in đậm và gạch dưới) (Bảng 3). Do đầu 3 'của mồi là phần bảo thủ hơn vì gắn với sợi ADN 

đầu tiên trong quá trình phiên mã, vì vậy việc thiết kế sao cho vị trí đột biến thuộc vào mã bộ 

ba đầu tiên trên đầu 3’của mồi  là rất quan trọng để đảm bảo tính chính xác của việc sàng lọc 



đột biến khi tiến hành phản ứng PCR. Chỉ thị ADN mới được phát triển này sẽ được ứng dụng 

để nâng cao hiệu quả của chọn giống lúa đột biến có liên quan đến hàm lượng amylose. 

IV. KẾT LUẬN 

(1) Bốn đột biến điểm trên vùng mã hóa đã được xác định bao gồm: xóa T (T/-) tại vị trí 

34 và chèn T (-/T) tại vị trí 74 trên exon 3; thay thế (C/T) tại vị trí 14 trên exon 4; thay 

thế (T/C) tại vị trí 115 trên exon số 9. 

(2) Trên vùng không mã hóa, phát hiện được 59 đột biến, trong đó đáng chú ý nhất là: xóa 

G/- tại vị trí đầu tiên của intron 6 và thêm 32 nucleotit ở cuối của intron 12. 

(3) Với mục đích đánh giá, thử nghiệm bước đầu, một chỉ thị ADN mới đã được phát triển 

dựa trên đột biến trên vùng exon 4 và exon 9 nhằm nâng cao hiệu quả của chọn giống 

lúa đột biến có liên quan đến hàm lượng amylose. 
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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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