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Linh vue k§ thuit dwoc dé cap

Séng ché dé cap dén cay hoa cat twong (Eustoma grandiflorum) ma khong cin
phai c6 qua trinh xtr 1y lanh (qué trinh xun hod) dé gy ra su két trai sém va ra hoa va
dén cac phuong tién va phuong phép tao ra ciy nay.

Tinh trang k§ thuit cia sang ché

Cay hoa cat tuong, Eustoma grandiflorum thudc ho Gentianaceae, 1a ciy hoa
tuong d61 mai dbi véi thi truong qubc té, duoc st dung mot cach rong rai 1am hoa cit
canh va ca lam cdy trong trong chau. Tén goi chung dbi vé6i cdy c6 trong tu nhién la
cdy hoa chudng Texas, cdy hoa hdng thao nguyén va ciy hoa long dém thao nguyén.
Céay hoa cét tuong 1a sinh vat ludng b(f)ib c6 kha nang tu thu phén hoéc thu phén chéo va
hau hét tat ca hat ¢ ban trén thi trudng déu l1a thé hé lai F,. Cac loai E. grandiflorum
c¢6 ngudn gbe tir cac thao nguyén cia cac bang ddng bing & Bic M§ va duo'b mo ta la
cdy mot nim hodc cAy hai nim ra hoa vao mua xuan hoic dau mua hé. Chi ¢6 cac loai
da biét khac trong chi Eustoma 13 E. exaltatum, c¢6 kha niang thu phén chéo véi E.
grandiflorum. Trong khoang thoi gian dudi 30 nim bét dau tir cudi thé ky 20, ciy hoa
c4t tuomg duge chuyén tir cAy vo danh vé mit thuc t& thanh mét trong s 10 cay hoa
cét canh hang dau trén thé gidi. |

Céc nd Iyc dé bién nap kiéu hinh trong thanh ludng trong vuon kiéu dai VAo cay
hoa cét canh hién dai dang tré lai diu nhitng nim 1930 va chu yéu duoc thuc hién &
Nhit Ban. Tuy nhién, su giao thoa dang ké chi xay ra vao nam 1977 véi su phat trién
ctia thé hé lai F; thtr nhit ma duoc dua ra thi trudng quéc té khoéng nam 1984 dudi
dang mot loat gidng c6 tén “Yodel”. Cac chuong trinh nhén gidng nhim vao cac gidng
dugc cai thién dbi voi ciy trong trong chau hogc tréng thanh ludng trong vudn hodc
d6i véi thi truong hoa cét canh d4 duoc bét diu vao cudi nhitng ndm 1980. Ngay nay,
thi truong hoa cat urbhg chi yéu tép trung vao cac giéng hoa cit canh.

Viéc gi6i thiéu hoa cét tudng 1am cay trdng di bi cham lai, gip phai cac thich
thirc v& canh tac va kinh t& bao gdm mAu hinh sinh truéng khong phu hop, san luong
hoa thép, thiéu tinh ddng nhat va thot gian sinh trudng dai. Méi quan tim dbi Vi cay
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trdng ndy ngdy cang gia ting din dén su gia ting dong thoi vé tai liéu khoa hoc; tuy
nhién, vin phai xem xét &én nghé trong hoa vi du “cdy trong it dugc quan tim”, cay
trdng quan trong vé mit kinh t& va tréng trot nhung thiéu su quan tAm nghién ctu co

ban.

Céc tai lidu chuyén nganh dung dé thir nghiém su di truyén tinh trang & ciy hoa
cat tuong bi han ché, khong c6 tai liéu nao trong s6 chung két hop cac thong tin v&
phan tir va co ché di truyén. Ecker va céc dong tac gia (Ecker R et al., 1993. Genet.
Anal. 256: 253-257; Ecker R et al 1994. Euphytica 78: 193-197) da chiing minh tac
dung cuia wu thé lai 16 rang ddi véi tbe do sinh truong, kich ¢ 14, duong kinh cubng va
sb luong nut mit. Céc thir nghiém nay dugc thuc hién trén cac quﬁn- thé F,, F, va BC,
ndi phéi khéc nhau véi nén tang di truyén réng. M6 hinh d6i véi su di truyén nga cta
hat duge dé xuit dua vao viée phén tich cac quﬁn thé F;, F, va BC; thu duoc tir viée lai
chéo gitta cac kiéu gen yéu cau va cac kiéu gen khong yéu cu nhiét d6 lanh dé ra hoa.
MO hinh nay bao gdm séu locus alen kép véi cac tac dung tich u§, trong d6 su ¢6 mit
ctia it nhat chin alen 'tao ra trang thai ngd' 1a can thiét dé gay ra trang thai ngu cda hat

theo kiéu hinh (Ecker R et al 1994. Plant Breed. 113: 335-339).

Cay hoa cét tuong dugc cho 14 cay dai ngay u‘;y'y va méc du tdc dung theo chu
ky séng duoc cho 1a nhd, céc thir nghiém d4 chimg minh dugc ring ngay ngén c6 thé
céd téé dong lé.m‘tré d6i v6i su ra hoa va ciing c6 tac dung thl_'r cap tiéu cuc dbi véi qua
trinh két trai sém (Harbaugh B K., 1995. HortScience. 30: 1375-1377).

Yéu t6 moi truong chinh tac dong dén sy sinh trudng va gay ra sy ra hoa & ciy
hoa cat tuong la nhiét d§ (Ohkawa K and Sasaki E., 1999. Acta Hortic. 482: 423-426).
Khi hat giéng cua cdy hoa cét tudng dugc cho tiép xuc v6i nhiét dd cao hon 200C
‘trong hon 14 ngay trong giai doan sinh truong thir nhét, qua trinh sinh truéng dang hoa
thi xay ra va lam tré qué trinh kéo dai cuéng hoa. Céc céy c6 14 dang hoa thi s& khong
két trai sém va ra hoa rat mudn theo cach rai rac ma khong tuong thich véi qué trinh
san xuAt ndng nghiép. Viéc tiép xuc voi nhiét d6 thip & mirc dudi 150C trong it nhét 4
tun (qua trinh duoc goi 1a “xuén hoé”) dd duogc chiing minh 1a loai trir tic dung tiéu
cuc cua nhiét d6 cao (Ohkawé Ketal., 1991. Sci-. Hdrtic’. (Amsterdam). 48: 171-176).
Axit giberelic (GA) dugc phat hién 14 déng vai trd quan trong trong téc dung xuén hoa
bang cach diéu chinh qué trinh kéo dai cudng theo sé luong ciy bao gérﬁ ca cly hoa

cat tudng (Hisamatsu T et al., 1998. J. Japanese Soc. Hortic. Sci. 67: 866—871). Nhiét
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d6 thap c6 thé khoi mao qua trinh sinh tdng hop GA va lam ting tinh nhay GA & thuc
vat dang hoa thi trong cay Arabidopsis thaliana va céy hoa céat tuong (Oka M et al.,
2001. Plant Sci. 160: 1237—-1245). Glutathion giam (GSH) cling d3 dugc ching minh
12 ¢6 vai trd dap mg v6i qué trinh xusn héa & cdy hoa cat tudng, c6 thé 1a bang cach
tac dong 1én sy diéu hoa qua trinh két tréi sém nguoc dong cia GA (Yanagida M et
al., 2004. Plant Cell Physiol. 45: 129-37).

Cay hoa cat tuong tuong dong chira vai gen da biét rd c6 thé dong vai trd trong
céc yéu ciu xudn hoa di duoc nghién ctru (Nakano Y et al., 2011. Physiol. Plant. 141:
383-93). Cé4c gen dugc chon dua vao chiic ning ciia ching trong co ché xuan hod
Arabidopsis. FLOWERING LOCUS C (FLC) mi hoa yéu t6 phién ma hép MADS va
la yéu t6 kim ham then chdt su ra hoa duoc kim him béi qué trinh xuan hoa.
FLOWERING LOCUS T (FT) va OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOCI) la
céc tac nhéan thiic day ra hoa dugc ngin chin boi FLC. Chirc ning ciia cic gen cla cay
hoa c4t tudng twong dong dugc thir nghiém bing cach bidu hién qua mirc céc gen
Eustoma trong cac cdy Arabidopsis chuyén gen. Su phan tich mtc d6 biéu hién trong
cac md va thoi gian khac nhau ddi v6i cac ciy duoc xudn hod va khéngrduqc xuédn hod
cho thdy ring EgFLCL (tuong tu E. grandiflorum FLC) dugc didu hoa ting boi nhiét
do lanh va do d6 lam cham dva vao Arabidopsis FLC duoc biéu hién nhiéu trude qué
trinh xr 1y lanh va dugc lam bét hoat boi qua trinh xuén hod. EgSOCIL (tuong tu E.
grandiﬂorunﬁ SOCI) va EgFTL (tuong tu E. grandiflorum FT) dugc cam Ung boi nhiét
d6 4m va cc diéu kién ngay dai theo qua trinh xuan hod trong m3u twong tu v6i miu
quan sat dugc d6i véi Hv-FTI & cdy lta dai mach dugc cam tng boi cac didu kién
nhiét do érﬁ va ngay dai theo qua trinh xuén ho4 (Hemming et al., 2008). C4c phat hién
nay goi y ring viéc diéu chinh su ra hoa bang qua trinh xuén hoa déi véi ciy Eustoma
khac biét dang ké v6i mé hinh du’dc phat tridn dbi véi cay Arabidopsis thaliana
(Nakano etal., 201 1-, ibid).

Yéu céu dé cho cac ciy gidng non clia ciy hoa cat tudng tiép xuc voi nhiétdé ‘
thap hon 15°C trong ﬁ nhét 4 tudn 13 mot ganh ning d6i véi nguoi trdng khi tinh dén
'thoi gian va tién bac, cu thé 13 & cac qubc gia c6 thoi tiét Am ap nhu Israel ma theo

cach khéc rét thich hop dé san xuit hoa cat tudng cit canh

Do d6, van.c6 nhu ciu chua duoc dép L'rng va ¢6 loi & mirc cao vé ¢y hoa cét

tudng (Eustoma grandiflorum) khéng dé bi xuan hoa va khéng can phéi xtr 1y lanh dé
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ket trdi sém va ra hoa, trong khi van giit dugc kieéu hinh cta cdc dong thanh céng vé
mat thuong mai.

Ban chit k§ thuit ciia sing ché

Séang ché dé xuét cay hoa cat tuong (Eustoma grandiflorum) 1am canh véi cac
yéu ciu xuan hoa dugc diéu chinh. Cu thé, sang ché @& xuit ciy hoa cat tuong khong
phu thudc vao qua trinh xusn hoa d két trai sém va ra hoa, thich hop & murc cao ddi

v6i muc dich thuong mai trong nong nghiép. -

Sang ché nay dwa moét phan vao sy phét-hién bat ngd ring qué trinh nhép gen
ctia doan nhiém sic thé t6i thiéu twong dwong véi nhém lién két (linkage group: LG) 2
cta cdy Eustoma exaltatum kiéu dai vao hé gen ca ciy hoa cét tuong E. grandiflorun
Jam canh d4 duoc cai bién yéu cdu xuén hoa cta ciy E. grandiflorun sao cho qﬁé trinh
két trai sém va ra hoa xay ra ma khong can phéi tiép xac voi nhiét. d6 lanh d3 biét 1a
can thiét ddi voi ciy trong nay. Viéc thém vao E. exaltatum kiéu dai ‘duc_rc str dung 13
qué trinh két trai sém doc 1ap v6i qué trinh xudn hod ma khong can phai ¢6 qua trinh
xtt Iy lanh cin thiét @8 két trai sém & cay E. grandiflorum khong chira QTL hodc phan
cta no. '

Ménh E. exaltatum LG-2 chira QTL két hop v6i it nhat mot gen d4nh ddu nim
& vi tri tir khoang 25 dén khoang 45¢M. Theo cach khéc, cay E grandiflorum dugc
- nhép gen cua sang ché giérig véi céc cay loai uu t vé vé bén ngoai cﬁa chiing va céac
yéu cAu néng h(_)é. Ngoai ra, qué trinh nhap gen ctia QTL thu dugc tir cay E. exaltatum
vao cay E. gfandiﬂorun din dén su gia téng vé sb luong cudng hoa;tr‘ong giai doan
dam chdi nay 16c hoa thir hai dién hinh d&i voi cdc loai nay.

Theo mét khia canh, sing ché dé xuéi_t cdy Eustoma grandiflorum lam canh
chtra yéu t6 di truyén c¢6 QTL thu duoc tir nhém lién két (LG)»2 cua cdy Eustoma
exaltatum hodc phén cta nd, trong d6 QTL hogc phan ctia né tao ra su doc 1ap véi qua

trinh xuén hoa cho cdy E. grandiflorum.

Theo mét s6 phuong én; cay E. exaltatum chira QTL hoic phin cla no c6 sy
doc lap voi qué trinh xuin hoé; ‘Theo mét sb phuong an lam vi du, céy E. exaltqtum co
su doc iép v6i qua trinh xuén hoa 1a dong E. exdltatum 14_30 P1RL hat cta n6 duge
- luu trit & rN'CIMB Ltd. vao ngdy 23 thang 11 nim 2015 véi sé luu trit 13 NCIMB
42491.
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Theo mdt s6 phurong 4n, yéu t6 di truyén bao gdm QTL hodc phin ciia né tao ra

su doc lap véi qua trinh xuén hoa.

Theo mét sb phuong 4an, QTL hoédc phﬁn cua no6 tao ra su doc 1ap véi qua trinh
xuan ho4 c6 lién quan dén it nhat mot gen d4nh déu ndm trén nhém lién két 2 cua E.
exaltatum trong khoang cach dugc kéo cing gifta cac vi tri tir 25 dén 45¢M. Theo mot
s6 phuong 4n, gen dénh d4u c6 thé 14 gen d4nh du bt ky trong sé céc gen danh déu
duoc liét ké trong Bang 1. Mdi gen danh diu c6 thé 1a mot phuong an riéng biét cua
sang ché. | k

Theo mdt s& phuong 4n lam vi dy, QTL hosc phin cta né ¢6 lién quan dén it
nhit mot gen danh déu nim trén nhom lién két 2 cta E. exaltatum trong khodng cich
duoc kéo cing gitra cac vi tri tir 30 dén 40cM. Theo Vmét s6 phuong 4n, it nhit mot gen
danh d4u c6 trinh ty axit nucleic néu trong trinh tu bét k3 trong sb c4c trinh tu SEQ ID

NO:1 dén 42. Mbi gen d4nh d4u c6 thé 1a mot phuong 4n riéng biét ctia sang ché.

Theo mot sb phuong an, it nhét mot gen danh diu c6 trinh tu axit nucleic néu
tfong SEQ ID NO:3. Theo phuong 4n khéc, it nhit mét gen danh dau c6 trinh tu axit
nucleic néu trong SEQ ID NO:15. Theo phuong 4n bé sung, it nhat mot gen danh diu A
¢ trinh ty axit nucleic néu trong SEQ ID NO:40.

Theo mét s6 phucmg 4n 1am vi dy, QTL hodc phan ctia n6 ¢6 lién quan dén gen |
danh ddu S1_74154018. Theo mot s phuong 4n lam vi dy, gen danh déu ndm & vi tri
34.53167046 trén nhém lién két 2 ciia E. exaltatum. Theo mot s6 phwong 4n, gen d4nh
bdéu chtra trinh tu axit nucleic | 7
CAGCTCTTTCATCACTGTGAGGCTCA_TAGTCTGGCTGTTCTGCATCTGAATT—
TGAAACACGTGC dugce néu trong SEQ ID NO:15.

| Theo cac phuong an bd sung, yéu t6 di truyén chira QTL hosic phin cua nd tao

ra su doc lap voi qué trinh xuﬁn hoé dugc két hop vao nhidm séc thé tuong dwong véi
nhém lién két 2 cia cay E. grandzy‘lorﬁm lam canh. Theovmét sé phuong 4n lam vi du,
yéu 6 di truyén chira QTL hoic phan ciia n6 dugc két hop & vi tri tir khoang 25¢cM
dén khdéng' 45cM trén nhiém 'séc thé E. grahdz’ﬂorum -tuc'mg duong véi nhém lién két
Theo mot. sb phuong 4n, QTL hoic phﬁn clia n6 cOn tao ra su gia tang vé sb

' lwong cudng hoa trong giai doan dam chdi nay 16¢ hoa thir hai SO V01 s6 lwong cudng
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trong giai doan dim chdi nay 16c thi hai & cdy canh E. grandiflorum tuong tmg khong

¢6 QTL hodc phan cua n6 dugce dua vao.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, cdy canh E. gmndiﬂorum chira yéu t di truyén
c¢6é QTL hoac phén cua né tao ra sy doc 1ap véi qua trinh xudn hod c6 céc tinh trang
nong hoc tuong duong so voi cdy canh E gl;andz'ﬂorum tuong tng khong cé6 QTL
hodc phan cta né duge dwa vao. Theo cac phuong an nhat dinh, céc tinh trang nong
hoc duoc chon tlr, nhung khéng chi giéi han 6, chidu dai cuén‘g, tdc do smh trudng,
~ ning suét, kha niang khang lai cic stress phi sinh hoc va khéng lai c4c tac nhén gy
bénh. Theo mot s6 phuong 4n lam vi du, yéu t6 di truyén chira QTL hoic phén ciia n6
duoc dua vao trong cay trong wu ta E. grandiflorum. Ciing can hiéu ring E.
grandzﬂorum clia séng ché la cay canh, nhung khéng chi giéi han & dong va/hodc
gidng dic hiéu.

Theo mot s6 phuong 4n lam vi dy, chiéu dai cudng hoa cta E. grandz’ﬂoﬁm
chtta QTL hodc phin cla né twong duong véi chiéu dai cuéng cia cdy canh E. .

grandiflorum tuong ung khong c6 QTL hodc phan ctia né duge dua vao.

Theo céc phuong 4n khéc nita, ciy canh E. grandiflorum chtra yéu t6 di truyén
¢6 QTL hoac ph?in cua no tao ra sy doc lap voéi qué trinh xu4n ho4 khéng c6 gen di

truyén gy hai c6 ngudn gdc tir nhiém sic thé E. exaltatum.
" Theo céc phuong 4n nhat dinh, ciy trong 1a cdy ndi phdi ddng hop tr d6i voi
“yéu t6 di truyén chita QTL hodc phan ciia né tao ra su doc 14p v6i qua trinh xudn hoa.
‘Theo phuong an khéc, cdy trong 13 cdy lai di hop tir d6i v6i yéu t di truyén chira QTL
hoéc phén cua no tao ra su déc,lép v6i qué trinh xuan hoa. Céan phai hiéu mot cach rd
rang rang cic ciy dong hop tir d6i v6i QTL hodc phan clia n6 c6 thd két trai sém ma
khong cin phai c¢6 qua trinh xtr 1y lanh nhu dugc m6 ta trong ban mo ta nay.

Hat, canh gidm va cdc by phan thuc vat khic bét ky ¢6 thé duoc sir dung dé
nhan gidng, bao gdm cac té bao duoc phan lap va moi trudng nudi cdy mb ciing duoc
bao gdm trong pham vi bao ho ctia sang ché nay. Can hiéu réhg cy trong duoc tao ra
tir hat hodc vat Iié_ﬁ nhan giéng khéc chira QTL hozc phan cia no tao ra su doc lap vaoi
qué trinh xuan hoa. '

Séng ché boc 16 su lién quan chua biét cho dén nay gitta QTL nim trén nhém

lien két 2 ctia E. exaltatum va kiéu hinh duoc xuan hoa co dinh ma khi duge bién’ nap
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vao trong hé gen cta E. grandiflorum din dén kha ning két trdi sém va ra hoa ma
khéng can phai tiép xtc v6i nhiét d6 lanh cta qué trinh xuin hoa da biét 14 can thiét
d6i véi cay canh E. grandiflorum twong tmg khéng c6 QTL hozc phan ciia né duoc

dua vao.

Do d6, theo khia canh khéc, sang ché dé xuit polynucleotit dugc phan 14p chira
trinh tu axit nucleic tao ra sy -doc lap véi qua trinh xudn hod, trong d6 trinh tu axit
nucleic ndy thu dugc tir doan nhiém sac thé twong dwong v6i nhém lién két 2 ciia ciy
E. exaltatum, cay E. exaltatum khong cn phai c6 qua trinh xuén hoa dé két trai sém

va ra hoa.

Theo céac phuong an nhit dinh, doan E. e)éaltatum ¢6 trinh tu axit nucleic ndm &
vi tri tr khodng 25¢cM dén khoang 45cM hodc phan ctia n6. Theo cac phuong 4n nhét
dinh, doan E. exaltatum cé trinh tu axit nucleic cia gen danh dAu bét ky t‘rongsé cac
gen danh ddu di truyén dugc liét ké trong Bang 1. Theo céc phuong 4n khac, ddan E.
exaltatum c6 trinh tu axit nucleic nim & vi tri tir 30cM dén 40cM hodc ph?in cua no.
Theo cic phuong 4n nay, doan c6 trinh tu axit nucleic néu trong trinh tur bt ky trong
sb céc trinh tw SEQ ID NO:1 dén 42 hoic t& hop bat ki ciia ching.

Theo mot ) phuong én lam vi dy, trinh ty axit nucleic 14 trinh tu ctia gen dénh

~ d4u di truyén S1 74154018, c6 trinh ty axit nucleic néu trong SEQ ID NO:15.

Theo khia canh khic nita, sang ché dé xudt phuong phap tao ra ciy canh E.
grandiflorum c6 sy doc 1ap véi yéu cau xuan hod dé két trai sém, trong d6 phuong
phap nay bao gbm budc dua yéu t6 di truyén chua QTL thu duoc tir nhém lién két 2
ctia Eustoma exaltatum hodc phan cia né vao trong E. grandiflorum, trong d6 QTL
~ hoac ph?ln clia n6 tao ra su doc 1ap véi qua trinh xuan hod cho cly E. grandiflorum,

-nho d6 tao ra cay canh E. grandiflorum doc l1ap véi yéu cau xuan hoa de ra hoa.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, cay E. exaltatum chita QTL hodc phan ctia né
c6 su doc 1ap vai qua trinh xuén hoa.

Theo mot sd phuong an lam vi du, cdy E. exaltatum ddc 14p v6i qué trinh xuén
ho4 chtra QTL hodc phan ctia né 1a dong E. exaltatum ‘14_30 P1RI, hat ctia nd dugc
Ivu trit & NCIMB Ltd. véao ngay 23 thérig 11 nam 2015 véi s6 Tuu trir 13 NCIMB
42491. | - e R
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Theo mot s6 phuong 4n, yéu t6 di truyén bao gdm QTL hoic phin ctia né tao ra

su doc 14p v6i qua trinh xuln hoa.

~Theo mdt sb phuong éh, QTL hoac phﬁn cua né tao ra su doc 1dp vdi qué trinh
xuén hoa c6 lién quan dén it nhét mot gen danh ddu nim trén nhém lién két 2 cia E.
exaltatum & Vi tri tir khoang 25 dén khoang 45cM hoic t6 hop bat ky ctia chiing. Theo
mot s6 phuong 4n, it nhat mot gen danh déu di truyén duge chon tir nhém duoge lidt ké
trong Bang 1. Mdi gen d4nh du c6 thé 1a mot phuong 4n riéng biét clia sang ché.
Theo céc phuong én khic, QTL hogc phan ctia n6 c6 lien quan aén it nhét mot gen
danh dau ndm trén nhém lién két 2.ctia E. exaltatum & vi tri tir khoang 30 dén khoang
40cM hoic t6 ho*p‘bét ky cua chﬁng. Theo céc phuong an ndy, it nhit mot gen déﬁh
dau di truyén ¢6 trinh tu axit nucleic néu tfong trinh ty bat ky trong sb céc trinh tu
SEQ ID NO:1 dén 42.

Theo mdt sé phuong 4n'1am vi dy, QTL hoic phan cta né c6 lién quan dén gen

danh diu S1 74154018, 6 trinh ty axit nucleic néu trong SEQ ID NO:15.

Theo phuong an nhat dinh, yéu t6 di truyén chira QTL hodc phan cia n6 dugc
dua vao nhiém sdc thé tuong duong véi nhom lién két 2 ctia E. grandiflorum. Theo
“mot sb phuong 4n lam vi dy, doan du¢c dua vao & vi tri & vi tri tir khoang 25¢cM dén
khoéng 45cM ciia nhém lién két 2 cia E. grandiflorum. |

Phuong phép bét ky di biét véi nguoi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay
¢ thé duoc sir dung dé dua yéu t6 di truyén chita QTL hoidc phan cua nd vao E.

grandiflorum.

Theo mot s6 phudng 4n lam vi dy, yéu té di truyén duoc dua vao bing phuong

phép nhép gen.

Theo cac phuong 4n khac, yéu t§ di truyén dugce dua vao bing phuong phap

bien nap.

Theo céac phubng an nhit dinh, viéc chon cay E. grandiflorum:c6 _SI_I két trai
som doc 1ap véi qua trinh xtr 1y xuin ho4 duoc thuc hién bang cach phat hién S ¢6
mét cua QTL hofic phén cﬁa no thu dugc tir E. exaltatum dugc mo té‘ trong ban mo ta
nay trong hé gen ciia ciy E. grandiflorum. Phuong phap bat ky da biét trong linh vuc

nay c6 thé duoc st dung dé phat hién QTL hodc phin ctia né. Theo mét sé phuong 4n
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lam vi dy, viéc phét hién dugc thuc hién béng cach xdc dinh cic gen danh dau di

truyén ndm trong QTL nhu dugc md ta trong ban mé ta nay.

Cac muc dich, d4u hiéu k¥ thuat va uu diém khac cia sang ché sé trd nén 16
rang dua vao phan mo ta va cac hinh v& sau day.
Mo ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 thé hién chin giai doan phét trién khéc nhau duoc xc dinh tir cac giai
doan chdi (giai doan 1) dén giai doan hoa gia (giai doan 9).‘Hinh anh thé hién cac hoa
ctia con lai F; thu duoc tir phép lai chéo gitta b6-me mau héng E. grandiflorum va E.
exaltatum. -

Fig.2 thé hién c4c cdy khong két trai sém va & giai doan dang hoa thi (Fig.2A)
va cay két trai som (Fig.2B).

Fig.3 thé hién c4c kidu hinh hoa khéc nhau. Fig.3A: Su thay dbi v& s lugng nhi
hoa. Fig.3B: Su thay ddi vé thuy nhuy. Fig.3C: Chiéu dai cudng. Fig.3D: chidu dai dai
hoa.

Fig.4 thé hién dang so db vé cAu tric ciia hai quan thé 14p ban d6 ndi phdi tai to
hop (recombinant inbred: RI).

Fig.5 thé hién su lién két cta gen danh diu duoc uée tinh cla quén thé hoa cat
tudng ndi phéi téi t& hop duoc t6 hop. Dong nay thé hién sy lién két (didm sé LOD 16n
hogc phan doan tai tb hop nho) va tong quét thé hién céc gen danh dau khong lién két
(diém s6 LOD nhé hoic phin doan tai t6 hop 16n). |
~ Fig.6 thé hién ban dd lién két hoa cat tuong gom c6 4500 gen danh dau SNP va

69 nhom lién két. |

Fig.7 thé hién db thi Manhattan: QTL dang hoa thi cua hoa cat tuong trén ban
d6 lién két RI déng hop tu két hop duoc tao cAu tric bfing cach st dung dit li¢u kiéu
gen khi gii trinh tw (GBS). ’

Fig.8 thé hién hinh v& chi tiét ctia QTL dang hoa thi cua hoa cét tudng trén
nhém lién két 2 ctia ban 6 lién két RI ddng hop tir td hop duoc tao cAu trac bing cach
st dung dit liéu GBS.

Fig.9 thé hién phép so sanh sb luong trung binh ciia cy két trai sém ddng hop
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tir d8i voi alen E. grandiflorum clia S1_74154018 (1) va cac cdy dong hop tir d6i véi
alen E. exaltatum cua S1_74154018 (3). ‘

Fig.10 thé hién db thi Manhattan: QTL dang hoa thi ctia cdy hoa cét tu&ng trén
ban dd lién két RI di hop tir t6 hop dugc tao ciu tric bang cach st dung dit liéu kiéu
gen khi giai trinh tw (GBS).

| ,' Fig.11 thé hién hinh v& chi tiétl cta QTL dang hoa thi cia cy hoa c4t tuong trén
nhém lién két 2 ciia ban d lign két RI di hop tir tb hop duge tao ciu tric bang cach sir
dung di liéu GBS. ' ’

Fig.12 thé hién phép so sanh v& s6 luong trung binh cua céc :céy két trai s6m
ddng hop tir dbi v6i alen E. grandiflorum ctia S1_74154018 (1) va cac cdy di hop tir
‘chtta mét alen E. grandiflorum va mét alen E. exaltatum ctia S1_74154018 (2).

Fig.13 thé hién su két trai sém cua cua cay di hop tir lai chira alen tao ra sy doc
lap véi qua trinh xuén hod ‘(duc_rc ky hiéu 1a Flp) va cta céc gidng c6 ban trén thi
truong phu thudc qué trinh xuén hoa. Fig.13A: ty 18 phan tram két trai sém. Fig.13B:
‘hinh anh cta cﬁy Flp ra hoa. Fig.13C: hil’]i’l anh ctia cdy xanh Rosita 3 véi kiéu hinh 14
dang hoa thi. '

Fig.14 thé hién su so sanh vé sb lwong trung binh ctia cuéng/cay trong giai doan
dam chdi nay 16c hoa thir hai gifta cac ciy dong hop tir d6i véi alen E. grandiflorum
ctia S1_74154018 (1) va cac cdy dong hop tir d6i v6i alen E. exaltatum (3).

Fig.15 thé hién sy so sanh vé sb luc_mg trung binh ctia cac cay két trai sém dong
~ hop tir dbi v6i alen E. grandiflorum ciia EG_0075 (1) va céac cay ddng hop tir d6i véi
alen E. exaltatum EG_0075 (3).

Fig.16 thé hién su so sanh vé s6 luong trung binh ctia céc cay két trai sém dong
hop tir d6i v6i alen E. grandiflorum ctia S1_18474044 (1) va cac cay dong hop tir ddi
v6i alen E. exaltatum S1_18474044 (3).

M0 ta chi tiét sang ché
Céc dinh nghia

Thuat ngit "cay" duoc sit dung trong ban mé ta niy theo nghia réng nhét ciia

né. N6 cling dé chi nhiéu té bao thug vat dugc biét hod & mirc d6 16n thanh ciu tric c6

mit & giai doan bat ky cta qua trinh phat trién cta thuc Vét. Céc chu triic nhu vay bao
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gém, nhung khéng chi gigi han &, ré, than, chdi, 14, hoa, canh hoa, qua, v.v.. Theo mot
s6 phuong 4n lam vi duy, cAc thuit ngit “ciy canh” hoic “ciy tféng lam canh” dugc sir
dung thay thé cho nhau trong ban mo ta ndy, cu thé 1a su vién din dén Eustoma
grandiflorum dé chi cac dong thich hop & sinh truong thuong mai d6i voi cay hoa cat

canh cua chiing va nhu c4c ciy trong trong vuon hodc trong trong chiu.

Khi dugc st dung trong ban md ta nay, thuét ngl "phén clia cay" thuc‘ing dé chi
mot phénvcﬁa cdy hoa cét trong, bao gdm cac té bao don 1é va cic md té bao nhu cac
té bao thl_IC vat nguyén ven frong cay, cufn té bao va méi trudng nudi ciy mo ma tir d6
cdy hoa cat tuong c6 thé dugc tao ra. Vi du vé cdc phan cia cdy bao gém,‘ nhung
18, bao phin, hoa, qua, canh, chdi va hat; cling nhu phin hoa, nodn, 14, phéi, ré, dinh
18, bao phén, hoa, qua, canh, chéi, mAam, than r&, hat, thé nguyén sinh, c4c thé san va

céc phan tuong tu.

Khi dugc st dung trong ban mé ta nay, thudt ngit “két trai sém" dé chi su
chuyén tiép tir giai doan sinh dudng hogc giai doan hoa thi sang giai-doan sinh truéng

nd hoa hodc sinh san.

Khi dugc sir dung trong badn mé ta néy, thudt ngit "qué trinh xuan hoa" d chi
qué trinh ma nhd d6 1am cho hoa & mét sb cay dugc thiic déy bang céch cho cay tiép
xuc voi qué trinh 1am lanh trong khoang thoi gian nhét dinh. Theo céc phuong 4n nhét
dinh, thuét ngtt “qua tﬁnh xuan hod” lién quan dén cay hoa cat tudong (Eustoma)rbao
gdm su tiép xtc cua hat giéng trong giai doan sinh trudng thi nhat v6i nhiét d6 thap
hon 2000C, d6i khi thip hon 180C hodic thip hon 150C. Thuat ngft “mua sinh trudng
thir nhat” dé chi khoang thoi gian tir khi xuét hién 14 thi nhit va trong khoang thoi
gian it nhat ba tudn hoic khoang bdn tudn hodc nhiéu hon. Khi dugc st dung trong ban
mo ta nay, cdc thut ngft “su-doc 1ap véi qud trinh xudn hod” hodc “ddc 1ap xuén hoa”
d8 chi cac cdy hoa cét tudng duge sinh trudng trong cac didu kién t6i uu da biét trong
linh vire ndy dé sinh truéng thuong mai ma két trai sém va ra hoa vé co ban khéng can
phéi ¢6 qua trinh x1r ly xudn ho4.

Thuat ngir "ocus" (s6 nhidu “cac locus”) duge dinh nghia trong ban mb ta nay
1am vi tri ma gen da néu chiém gitt trén nhidm sic thé ctia cac loai d4 néu.

Khi dugc sit dung trong ban mé ta nay, thuat ngit "nhém lién két" @& chi tat ca
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cac gen hodc tinh trang di tfuyén nim trén cling nhi®m sic thé. Trong nhém lién két,
cac locus ndy gin nhau da dé s& c6 su lién két trong qua trinh lai di truyén. Do khé
ning lai chéo ting 1én theo khoang cach vt 1y giita cic gen trén nhiém sic thé, cac gen
c6 vi tri cach xa nhau trong nhém lién két c6 thé khong c6 su lién két phat hién dugc
bét k¥ trong cac thir nghiém di truyén truc tiép. Thuét ngit "nhém lién két" phan 16n
duoc st dung dé chi céc locus di truyén cé dic tinh lién két trong cac hé di truyén ma
‘trong d6 phép gén nhiém sic thé vin chua dugc thuc hién. Do d6, trong ngit canh ctia
séng ché, thuat ngit "nhém lién két" dong nghia véi (thyc thé vat Iy ciia) nhidm séc
thé.

Thuét ngit "QTL" dugc st dung trong bdn mo ta nay v6i nghia di dugc thira
nhén trong linh vuc nay. Thuét h'gtr "QTL tao ra sy ddc 1ap véi qua trinh xudn hod" dé
chi ving ndm trén nhiém séc thé cu thé ctia Eustoma c6 lién quan dén it nhat mot gen
m3 hoa d6i véi su. doc lap voi qua trinh xuAn hoa hodc it nhit mot Vl‘mg didu hoa,
nghia 1a ving nhidm séc thé kiém soat su biéu hién ctia mdt hoic nhiéu gen cd lién
quan dén su doc lap Vc'ﬁ qua trinh xudn hod. Su biéu hién kiéu hinh cta gen co thé 1a,
vi du, su két trai s6m ma khéng can phai c6 qua trinh xtr Iy lanh va/hodc su gia tang sé
lurong hoa trong giai doan ddm chdi nay léc hoa thtr hai. Vi du, QTL c¢6 thé chira mét
hodc nhiéu gen ma san phén ctia né tao fa su doc 1ap voi qué trinh xuin hod. Theo
cach khac, QTL c6 thé bao gém, vi du, cac gen diéu hoa hodc céc trinh tv ma san
phém cuda no tac déng dén su biéu hién cta cic gen trén céc locus khac trong hé gen
cta thuc vat ma nho do tao ra sy ddc 1ap véi qua trinh xuén hod. QTL cta sdng ché ¢c6
thé duoc ‘dinh nghia béng cach thé hién vi trf di'truyén cta n6 trong hé gen cia E.
exaltatum tuong Gng bing cach st dung mot hodc nhiéu gen danh d4u di truyén phan
ttr. Mot hodc nhiéu gen danh dau, 1an luot _thé hién locus dac hi¢u. Céc khoang cach
gifta cac locus thudng duoc xac dinh theo tn s6 lai chéo gitra cac locus trén cung
nhiém sic thé va duoc thé hién theo centimorgan (¢cM). Néu hai locus & cach xa hon,
céd ﬁhiéu kha ning s& xay ra su trao dbi chéo giita chiing. Tréi lai, néu hai locus gan
nhau, sy trao d6i chéo it c6 kha ning xay ra gitta ching. Thong thuong, mét
centimorgan (chitc nang ban d6 Kosambi (cM)) c6 khoang 1% tai tb hop' gilta cac
locus (cdc gen dénh dau). Khi QTL c6 thé dugc thé hién bdi nhiéu gen danh déu,
khoang céach di truyén gitra cac gen danh déu dAu cubi thé hién kich c& cua QTL.

Thuat ngt "nén tang di truyén tu nhién" dugc sir dung trong ban mé ta nay thé
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hién nén tang di truyén ban dau ctia QTL. Nén tang nhu vy 1a hé gen cta Eustoma
exaltatum, cu thé 13 E. exaltatum ma khong cin phai c6 qué trinh xudn hod dbi véi
hoa. Do d6, dong E. exaltatum 14 30 PIRT thé Hién nén tang di truyén tu nhién cta
QTL cua sang ché. Phuong phap bao gém Viéc truyén ADN chtra QTL hozc phén cia
n6, tr nhém lién két 2 cua E. exaltatum dén vi tri giéng nhau hodc khac nhau trén
nhiém séc thé twong ng cua cac loai Eustoma khac s& 1am cho QTL hoéc phén ctia né

khong c6 trong nén tang di truyén tu nhién ctia nd.

Khi dugc st dung trong ban mo ta nay, thut ngit "di hop ti" ¢ nghia la didu
kién di truyén ton tai khi cac alen khac nhau cu trii & céc locus twong tng trén cdc

nhidm séc thé twong ddng.

Khi duoc sir dung trong ban mé ti nay, thuat ngit "dong hop tir" c6 nghia 1a
diéu kién di truyén ton tai khi cac alen giéng nhau cu tri & cac locus tuong Ung trén

cac nhidm sic thé twong ddng.

Khi dugc st dung trong ban mé ta nay, thuét ngit "con lai" d chi con chéu bét
ky cua phép lai chéo giita hai c4-thé khéng gibng nhau vé mit di truyén, bao gom,
nhung khéng chi gi6i han &, phép lai chéo giita hai dong ndi phdi.

Khi duoc st dung trong ban mé t nay, thuit ngit "ndi phéi" c6 nghia 1a thuc

vat hoic dong thuc vt riéng 1& hdu nhu ddng hop tir.

Céc thuat ngit "nhap gen", " duoc nhap gen" va "qua trinh nhap gen" dé chi qua -
trinh van chuyén (céc) alen mong mudn ciia gen hodc locus tinh trang tir nén tang di
truyén cta mot loai, gibng hodic ciy tréng vao trong hé gen ciia cac loai khac, gidéng
hoic cay trong. Theo mot phuong phap, (cac) alen mong mubn cé thé duge nhap gen
qua phép lai chéo gi6i tinh giita hai bd-me, trong d6 mét trong sé cac bd-me c6 alen
mong muébn trong hé gen ciia né. Alen mong mudn ¢6 thé bao gdm mdt hoic nhiéu

gen mong mudn, locus gen dénh d4u, QTL hoic thanh phan twong tu.
Khi duoc sir dung trong ban mé ta nay, thut ngit "quan thé" ¢ chi nhém di
“hop tir vé mit di truyén cia cac thuc vét ding chung ngudn gde di truyén chung.
Cac thuat ngit "k¥ thuat di truyén", "bién nap" va "cai bién di truyén" duoc st
dung trong ban mé ta nay dé chi sy van chuyén cic gen dugc phan 1ap va tach dong

vao ADN, thuong 12 ADN hodc hé gen ctia nhiém séc thé, cua sinh vat khéac hoic dé

-14-



31177

chi su cai bién cua gen trong hé gen thuc vat.

Céc thuét ngit "gen d4nh d4u phan ti" hoic “gen d4nh ddu ADN” dugc sir dung
thay thé cho nhau trong ban mé ta nay va dé chi chat chi bio phéan tir duge sir dung
trong cac phuong phap dé hién thi sy khac nhau vé& cic dic diém'cﬁaﬁtrinh tu axit
nucleic. Céac vi du vé céc chét chi bao nhu vy 1a cac gen danh diu cia cong nghé
mang da dang (DA1T), cac gen danh ddu da hinh c6 chiéu dai doan gi6i han (RFLP),
cac gen danh dau da hinh c6 chiéu dai d‘oan duoc khuéch dai (AFLP), cac kiéu hinh
nucleotit don (SNP), céc d@t bién xen doan, cic gen dénh d4u vi vé tinh, céc 'Vﬁng
khuéch dai dic trung trinh tu (SCAR), cdc gen danh d4u trinh tu da hinh khuéch dai
duge phan cit (CAPS) hoic cic gen danh ddu isozym hodc cac to hop clia cée gen
d4nh dau dugc mé ta trong ban mé ta ndy dé x4c dinh vi tri di truyén va nhiém sdc thé
dic hi¢u. Cc gen dénh ddu ADN duge sir dung trong séng ché hau hét 1a kiéu gen
theo giai trinh tur (c4c gen d4nh d4u GBS).

Theo mot khia canh, sang ché dé xuat cay canh Eustoma grandiflorum chita yéu
td di truyén ¢6 QTL thu duogc tir nhém lién két 2 ctia Eustoma exaltatum hoic ph?ln
cua no, trong d6 QTL hoidc phﬁn cua né tao ra sy ddc 1ap vaéi qué trinh xuan hod cho

cay E. grandiflorum.

Lan dau tién, séng ché boc 16 locus tinh trang sb luong (quantitative trait locus:
QTL) lién quan dén su doc 1ap v6i qua trinh xuan hod & cdy hoa cat tudng, cho dén
nay di biét 13 c6 yéu cau bat budc ddi voi nhiét d6 thip & cac giai doan sinh trudng
sém dé tao ra cdy hoa cét canh thich hop v& mit thuong mai. Quan sat dugc QTL
trong céc loai hoa cat tuong khéng nhim muc dich thuong mai, Eustoma exaltatum.
Khi phén tich mét s6 lwong 16n kiéu hinh va kiéu gen lién quan ctia chung, QTL hiu
nhu loai bé yéu cau d6i véi qua trinh xuan hoa dugc phét hién 1a ndm trén nhém lién
két 2 clia cdy E. exaltatum ¢6 kiéu hinh doc 14p véi qua trinh xuén hoa. Cay dugc sir
dung trong sang ché 1a dong E. exaltatum 14 30 PIRI. Hat cta dong nay duogc luu trit
& NCIMB Ltd., Ferguson Building, Craibstone Estate, Bucksburn, Aberdeen, AB21
9YA, Scotland, an International Depository Authority theo Hiép uéc Budapest. Ngay
luu trit 1a ngay 23 thang 11 nam 2015. Hat luu trit 1a mAu vat liéu dai dién tdn tai trude

ngay ndp don sang ché nay. S6 NCIMB 1.D. 1a NCIMB 42491.

Theo cac phuong an nhat dinh, QTL hoic phén clia né tao ra sw doc 1ap véi qua
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trinh xuén hod c6 lién quan dén it nhat mt gen danh dau ndm trén nhoém lién két 2 cta

E. exaltatum trong khoang cich kéo cing nim gitra cac vi tri tir 25 dén 45cM. Theo

cac phuong 4n nhit dinh, it nhat mot gen d4nh déu dugc chon tir cac gen danh dau

duoc thé hién trong Bang 1 dudi day. M&i kha nang thé hién mdt phuong 4n riéng biét

cua sang che.

Béng 1: Cac gen dénh d4u lién quan dén QTL tao ra sy doc lap v6i qua trinh
xuén hod (& vi tri tir 25 dén 45cM) '

Gen tiém nang

Xac dinh gen Nhom Vi tri
‘d4nh ddu (Tén) | lién két

S1_79899029 2 | 252729168

S1 132303063 2 |25.3591237

S1 32459047 2 253591237

S1 91483027 2 | 25.4655066

S1 82327059 2 | 25.8313603

S1_19123049 2 |27.1012016

S1 147358035 2 |27.2231528

S1 87807054 2 |27.5035266

S1 93482040 2 |27.7947888

S1 1787059 2 | 28.3452475 | Téc nhan didu bién su tu thuc 1 didu hoa
su ton thuong ADN ctia Alligator sinensis

» (DRAM1), ARN thong tin
| S1.96902033 2 |28.5413259

S1_ 148336028 2 28.671196

S1 33221020 2 28.671196

S1_22227029 2 |28.8862498

EG0387 2 293716867 | Y&u t6 van chuyén nitrat Solanum
tuberosum 1.7-tuong tu (LOC102595468),
ARN théng tin

S1 73884050 2 129.9902434

S1 87283016 2 |30.2963658

EG0075 2 30.5046992 | LOC104104277 khong dic trung
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Xéc dinh gen

Nhom Vi tri Gen tidm nang
danh ddu (Tén) | liénkét

(LOC104104277) Nicotiana
tomentosiformis, ARN thong tin

S1 123945039 2 30.7345842

| Gossypium raimondii protein tuong tw

At1g67900 chira mién BTB/POZ
(LOC105785819), bién thé phién ma X2,

S1_11829060 2 |30.8495268 | ARN thong tin '

S1 9324035 2 [30.8495268

S1 25202031 2 - ]32.0033729

S 1_821031 2 32.4795634

S1 106431037 2 |32.8465359

S1 106444061 2 33.9132025

S1 13214061 2 34.1696128

| S1_146447048 2 34.1696128

S1 77887034 2 34.1696128

M364 2 34.3481842 | Gen Eustoma exaltatum subsp.
russellianum EgFLC d6i véi protein trong

| tur locus ra hoa C

Gen Eustoma exaltatum subsp.
russellianum EgFLC d6i véi protein twong

S1 74154018 2 |34.5316705 | tu locus ra hoa C |

S1 818061 ) 34.6234136

S1 87134020 2 34.6234136

S1 94713045 2 34.6234136

S1 7596056 2 |34.8936839

S1 74857018 2 34.9814032

S1 116205031 2 35.0698987

S1 124042040 2 35.0698987

S1-25957031 2 35.2468899
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S1_103249035

Xéc dinh gen Nhom Vi tri Gen tiém ning
danh ddu (Tén) | lienkét |
Sl_132575046 2 35.4320751
S1 76085030 2 35.7291048
S1 119861024 2 36.1638874
EG0251 2 36.4455775 | histidin kinaza 3 cua Solanum
lycopersicum (LOC101247719), ARN
thong tin
S1.107206032 2 36.6378852
| S1 10323014 2 [36.9440077
S1 120016062 2 36.9440077
S1 144019030 2 37.2700946
S1 116491060 2 37.3700946
S1 3153042 2 37.6379518
S1 126482027 2 377272375
S1 145987039 2 37.7272375 | dong JGIBAIF-21A8 ctua Sporobolomyces
' roseus
81;82366053 2 37.7272375 |
S1 87161029 2 37.7272375
S1 95462030 2 37.8149568 | GH15291 cta Drosophila grimshawi
(Dgri\GH15291), ARN thdng tin
S1 102889027 2 [38.0091315
S1 18474044 2 38.2014392
S1.101739044 2 39.3221289
S1 88239020 2 39.8028981
V,S 1 97044021 2 40.5381922
S1 105014027 2 40.8013501 |
SI_130428020 2 40.8013501
S1 142182032 2 |40.8013501
S1 27670063 2 | 40.921832
2 41.0437833
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Xac dinh gen Nhom | - Vitri Gen tiém nang

* déanh ddu (Tén) | lién két

S1 85145041 2 |41.4478237
S1 138550028 2 |41.7603237
S1 15369024 2 [42.8129552
S1 115528043 2 |43.4512531
S1 3171045 2 [ 442355668
S1 99369052 2 [45.1284240

Theo mdt sé phwong an 1am vi du, QTL hoic phﬁn cua nd tao ra su doc lap voi

qua trinh xuan ho4 c6 lién quan dén it nhit mot gen danh ddu nam trén nhom lién két 2

cua E. exaltatum véi khoang cach kéo cang & vi tri tir 30 dén 40cM. Theo cac phuong

4n nhét dinh, it nhat mot gen d4nh ddu dugc chon tir cac gen danh déu duge liét ké

trong Bang 2 dudi ddy. Theo cac phuong 4n nay, it nhit mot gen danh d4u c6 trinh tur
axit nucleic néu trong trinh tw bat ky trong sd cac trinh tw SEQ ID NO:1 dén 42. Mbi

kha ning thé hién mot phuong 4n riéng biét ctia sang ché.

Bang 2: Cac gen danh déu lién quan d¢én QTL taorra su doc 1ap voi qud trinh
xun hod (& vi tri tir 30 dén 40cM)

X4c dinh gen danh d4u di truyén | Nhoém lién Vi tri LOD | SEQID
(Tén) két NO.
S1_73884050 2 29.9902434 | 4,74 1
S1_87283016 30.2963658 | 7,10 2
EG0075 2 30.5046992 | 10,28 3
S1_123945039 2 30.7345842 | 6.65 4
S1_11829060 2 30.8495268 | 7,28 5
S1_9324035 2 30.8495268 | 5,79 6
| $1.25202031 2 32.0033729 | 7,63 7
51821031 2 32.4795634 | 10,46 8
S1_106431037 n 32.8465359 | 9,46 9
S1_106444061 2 33.9132025 | 10,02 10
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S1 95462030

Xac dinh gen danh dau di truyén | Nhém lién Viti |LOD | SEQID

két NO.

S1_13214061 2 34.1696128 | 17,01 11
S1_146447048 34.1696128 15,84 12
S1_77887034 2 34.1696128 | 18,03 13
M364 2 34.3481842 | 19,08 14
S1_74154018 2 34.5316705 | 21,71 15
S1_818061 2 34.6234136 | 16,68 16
S1_87134020 2 34.6234136 | 18,44 17
S1_94713045 2 34.6234136 | 19,17 18
S1_7596056 2 34.8936839 | 13,29 19
S1_74857018 2 34.9814032 | 11,05 20
S1_116205031 2 35.0698987 | 12,59 21
S1_124042040 2 35.0698987 | 10,68 22
S1_25957031 2 35.2468899 | 13,36 23
S1_132575046 2 35.4320751 | 10,92 24
5176085030 2 35.7291048 | 11,14 25
51119861024 2 36.1638874 | 5,91 26
EG0251 2 36.4455775 | 16,82 27
S1_107206032 2 36.6378852 [ 12,06 | 28
| $1_10323014 2 36.9440077 | 12,73 29
S1_120016062 2 36.9440077 | 14,36 30
S1_144019030 2 37.2700946 | 13,04 31
S1_116491060 2 37.3700946 | 14,83 32
S1_3153042 2 37.6379518 | 13,09 33
S1_126482027 2 377272375 | 11,53 34
S1_145987039 2 37.7272375 | 12,73 35
S1_82366053 2 37.7272375 | 14,49 36
S1_87161029 2 37.7272375 | 13,49 37
2 37.8149568 | 13,78 38
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Xéc dinh gen danh dau di truyén | Nhoém lién Vi tri LOD | SEQID

4 (Tén) Kkét ' NO.
S1_102889027 2 38.0091315 9;59 39
S1_18474044 2 38.2014392 | 12,80 40
S1_101739044 2 39.3221289 | 5,88 41
S1_88239020 2 39.8028981 | 4,00 42

Don vi di truyén “QTL” thé hién ving trén hé gen c6 lién quan truc tiép dén tinh

trang s6 lwong kiéu hinh, yéu ciu ca ciy hoa cat tuong vé qua trlnh xuan hod dé két
tr&i s6m va ra hoa theo sang ché. QTL khéc véi don vi di truyén “gen”, ma trén d6 Su
biéu hién cua kiéu hinh phu thudc vao sd lugng 16n céc yéﬁ td 6 thé khéng dy dodn
dugc. Vai gen danh dau ctia QTL duoc xac dinh trong séng ché d3 duoc phat hién 1a
nim trong cac gen di biét (xem Béang 1). C4c gen ndy ¢6 thé déng vai trd hodc cb thé
khéng déng vai trd trong tinh trang thira ké QTL ctia su ddc 14p v6i qua trinh xuin

hod, dugc bdc 16 1an dau tién boi sang che.

Tinh trang dédc hi€u cé lién quan dén mot hodc nhiéu gen danh dau cu thé. Cac
gen danh déu duoc boc 16 trong séng ché thé hién vi tri cia QTL va ngoai ra, cé tuong
quah v6i sy ¢6 médt cia tinh trang kiéu hinh dic hiéu cta su doc 1ap v6i qua trinh xudn
ho4 & cay trdng. Can luu y ring cic gen danh dau ctia hé gen ké tiép thé hién vi trf ctia
QTL trén hé gen vé& nguyén tic 14 tuy y hodc khong han ché. Néi chung, vi tri cia QTL
duoc thé hién boi diy gen danh diu ké tiép c6 su twong quan théng ké véi tinh trang
kiéu hinh. Khi gen danh ddu dugc tim thdy bén hgoe‘li ddy d6 (nghia 1a gen danh diu
ma c6 diém s§ LOD thép hon ngudng nhit dinh, diéu nay cho thiy ring gen danh du
& cach xa lam cho sy tai td hop trong ving gifra gen d4nh d4u nay va QTL xay ra rat
thudng xuyén ma su c6 mit ciia gen ddnh ddu khong twong quan theo cich c6 ¥ nghia
- vé mit théng ké voi sy c6 mit cta kiéu hinh) cac duong bién cia QTL duoc thiét 1ap.
Do do, ciing c6 thé cho biét vi tri ciia QTL bdi cac gen danh diu khac nim trong ving
x4c dinh. Cac diém s6 LOD ctia céc gen’dénh dau 1am vi du cta sang ché duoc néu

trong Bang 2 trén day.

Theo phuong an bd sung clia sang ché, cac gen danh dau hé gen ké f[iép cling c6
thé duoc st dung dé thé hién su c6 mit ctia QTL (va do d6 1a kiéu hinh) & cay riéng 18,

nghia 13 chiing ¢6 thé duoc sit dung trong cac quy trinh chon loc duge tro gitip bdi gen
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danh diu (MAS). Néi chung, s6 luong gen danh ddu hitu ich tiém ning bi gidi han,
nhung s6 lugng 16n gen d4nh dau ciing c6 thé duoc sir dung. Ngudi c6 hiéu biét trung
binh trong linh vic nay c6 thé xac dinh mét cach d& dang céc gen d4nh diu bé sung
theo ndi dung duoc boc 16 trong sang ché. Gen danh d4u bat ky dwoc lién két véi QTL,
vi du, nim trong cac dudng bién vt Iy ctia ving hé gen duoc mé rong bdi céc gen
danh dAu c6 cac diém sb LOD duoc thiét 1ap cao hon ngudng nhét dinh, do d6 cho biét
ring khéng c6 hodc co rat it su tai to hop gitta gen danh ddu va QTL xay ra trong khi
lai chéo; cling hhu’ gen d4nh ddu bat ky theo sy mit cin bang lién két d6i v6i QTL ¢
thé duoc st dung trongr cac quy trinh MAS. Do d6, cic gen danh ddu dugc x4c dinh
frong séng ché c6 lién quan dén QTL, cho biét gen dénh ddu S1 74154018, chi 12 céc
vi du vé& gen danh ddu thich hop dé sir dung trong céc quy trinh MAS. Ngoai ra, khi
QTL hoac phén tao tinh traﬁg déc hiéu ctia no, duoc thAm nhép vao trong nén tang di
truyén khac (nghia 1a vao trong‘ hé gen cta cac loai thuc vat khac), tiép theo mot sb
gen danh dau c6 thé khéng duoc tim théy hon nita trong thé hé con chau mic du tinh
trang ¢6 mit trong d6, cho biét ring cac gen danh ddu nhu vdy 13 & bén hgoéi vung hé
gen ma thé hién phﬁn tao ra tinh trang dédc hi€u cua QTL chi trong dong bd-me ban dau

va nén tang di truyén maéi ¢ t6 chire hé gen khac nhau.

Theo cac phuong an nhét dinh, cac gen danh diu lién quan dén QTL cua sang
ché duoc liét ké trong Bang 1. Theo phuong 4n khéc, cdc gen danh dAu lién quan dén
| QTL cua sang ché duoc liét ké trong Bang 2, ¢6 trinh ty axit nucleic dugc néu trong
SEQ ID NO:1 - 42. Theo mot s6 phuong an lam vi dy, QTL hodc phén cua nod co lién
quan dén gen danh ddu duoc chon tir nhém gdém c6 gen danh ddu EG0075, ¢ trinh tur
axit nucleic dugc néu trong SEQ ID NO:3; gen danh dau S1 74154018 cé trinh tu axit
nucleic dugc néu trong SEQ ID NO:15 va gen danh déu S1_18474044 c6 trinh tu axit
nucleic duge néu trong SEQ ID NO:40. Mdi kha ning thé hién mot phuong 4n riéng
biét ctia sang ché.
Theo mdt s6 phuong 4n 1am vi du, QTL hodc phén ciia né c6 lién quan dén gen
d4nh ddu S1_74154018. Theo cac phuong 4n nhat dinh, gen d4nh du c6 trinh tu axit
nucleic néu trong SEQ ID NO:15.

Qua trinh nhap gen cua QTL vao hé gen cua céc loai cay trong E. grandiflorum
lam cho céac cay nay két trai sém va phét trien cac cuong hoa ma khong can phai cho

tiép xuc trude tién véi nhiét d6 thap. Bat ngd 1a qua trinh nhap gen c6 tic dong gay hai
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& murc nhé hoac khong co6 tac dong giy hai d6i v6i mAu sinh truéng va cac hoa dugc
tao ra. Ngoai ra, qu4 trinh nhap gen khong chi tic dong dén yéu ciu xuin hoa ma con
lam cho s luong cubng hoa gia ting/cdy trong giai doan dAm chdi nay 16¢ hoa th hai
thuong duoc gy ra trong qué trinh sinh truéng thuong mai ctia cy hoa cét tudng. Hai
tinh trang ndy clng v&i nhau lam giam chi phi lién quan dén su sinh trudng trong nong

nghi€p va nang cao hiéu suit tao ra gia tri thuong mai déng ké.

Viéc dua vao yéu t di truyén chita QTL hoic phan cia n6 sé& loai bé nhu cau
xuén hod dbi véi ciy hoa cét tuong dé két trai sém co thédugc thuc hién bdi phuong
phép bt ky nhu da biét a5i v6i ngudi ¢6 hiu biét trung binh trong linh vuc nay. Can
hiéu mot cach 13 rang rang trong E. grandiflorum dugc tao ra, doan chita QTL khong

¢6 trong nén tang tu nhién cta nd.

Trinh tu axit nucleic (t6t hon 1a ADN) chita QTL ctia sang ché hodc phan bat ky
ctia n6 c6 thé 1am giam hosc loai trir yéu cAu xuan hod nhu duge boc 16 trong ban mé
ta nay c6 thé dugc st dung dé tao ra cdy canh E. grandiflorum. Theo cac phuong 4n
nhéit dinh, QTL duoc dua vao E. grandiflorum cin ¢6 qua trinh xuin hoa dé két trai
sém va ra hoa thich hop, thuong la gibng thich hop dé sinh truéng thuong mai. Theo

sang ché, trinh tu axit nucleic thu dugc tir cdy thé cho E. exaltatum.

QTL hoac phﬁn cta no tao ra sy doc 1ap véi qué trinh xuan hod co thé duoc
phan 1ap tir cay thé cho bing cach st dung phuong phép bat ky nhu da biét trong linh

vuc nay.

Trinh tu cia QTL hodc phén ctia no tao ra su doc 1ap véi qua trinh xuan hoa céd
thé dwoc chuyén vao cdy hoa cat tuong thé nhan biang phuong phép bat ky nhur d4 biét
d6i v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay. Theo cdc phuong 4n nhét
dinh, QTL hodc phin ciia n6 c6 thé dugc dua vao bing cach lai chéo cdy thé cho QTL
v6i cdy hoa cat tuong thé nhén, cu thé 14 E. grandiflorum (nghia 13, bing phuong phép
nhép gen). Theo cach khac, trinh tu axit nucleic dugc phén 1dp chira QTL hodc phﬁn
clia n6 c6 thé duge dua vao bang phuong phap bién nap nhu dugc mo ta dudi day.
Phuong phép bién nap tuy y sau khi chon loc cic ciy con chau chtra QTL va c6 su doc
lap véi qua rinh xuan ho. |

QTL cua sang ché c6 thé dugc phén 1ap va trinh ty axit nucleic cua né cé thé

duogc xé4c dinh bang phuong phap bét ky nhu da biét dbi véi ngudi cé hiéu biét trung
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binh trong linh vuc ndy. Vi dy, trinh tu axit nucleic chra QTL hodc ph?ln tao ra su ddc
lap v&i qua trinh xuén hod ciia né c¢6 thé dugc phan lap tir cay thé cho E. exaltatum
béng cach tao doan hé gen cua ciy nay va chon cac doan nay chira mét hodc nhiéu gen
danh déu ctia QTL duge boe 16 trong ban mé ta nay. Tiép theo hodc theo cach khéc,
c4c trinh ti cia gen danh déu (hoic cac phan ciia né) cia QTL cb thé duoc st dung
lam cac doan mdi khuéch dai, béng cach str dung, vi du, phan ﬁng PCR, d& khuéch dai
~trinh tu axit nucleic chita QTL tir mAu axit nucleic hé gen hoic manh hé gen thu duge
tir cdy ndy. Sau dé, trinh tu d& khuéch dai c6 thé duge tinh ché dé thu duge QTL phan
: lzfip. Trinh ty nucleotit cia QTL va/hodc cla cac gen danh dau bd sung bt k}‘l c6 trong

d6, c6 thé thu duge sau d6 bang cic phuong phap giai trinh ty tiéu chuén.

: Theo céc phuong 4n nhét dinh, sang ché dé xut polynucleotit dugc phﬁn 1ap co
trinh ty axit nucleic tao ra sy doc 14p v&i qué trinh xuén hod, trong dé trinh tu axit
nucleic thu duge tir doan nhidm séc thé twong dwong véi nhém lién két 2 cia ciy E.
exaltatum, trong d6 ciy E. exaltatum khong cin phai c6 qua trinh xuan hoa dé két trai

sém va ra hoa.

Viéc bién nap cay véi trinh tu axit nucleic duoc phén 1ap thuong bao gdm céu
tric cua vat truyén biéu hién ma s& thuc hién chiric ning trong té bao thuc vét. Theo
ban mo6 ta cua séng ché, vat truyén nhu vay chirta QTL cua sang ché hoic phﬁn cia no.
‘Thc“)ng thuong, vat truyén chira QTL hoac phﬁn ctia n6 dudi su kiém soat hodc duoc
lién két khi hoat dong véi phan tir didu hoa. Theo cic phuong 4n nhit dinh, phan tir
diu hoa dugc chon tir nhém gdm gen khoi ddu va gen ting cudng va trinh tur két thiic
dich ma. (Cac) vt truyén c6 thé & dang plasmit va cé thé duoc st dung riéng ré hoic
két hop v&i cac plasmit khéc, trong phwong phap tao ra cdy E. grandiflorum chuyén
gen ma khong cin phai c¢6 qué trinh xuén hoa dé két trai sém bang cach sir dung céc
phuong phap bién nap da biét trong linh vuc nay thich hop dé bién nap trinh tur axit

nucleic vao cay hoa cat tuong.

Céc vat truyén biéu hién c6 thé chira it nhat mot gen danh déu (gen thong bio),
duoc lién két khi hoat dong v6i phan tir didu hoa (nhu gen khéi dau) dé cho phép té
bao da bién nap chura gen ddnh dAu @ duoc thu hoi béng cach chon loc 4m tinh (béng
cach tc ché su sinh trudng cua té bao khong chtra gen danh déu c6 thé chon loc) hoic
bang cach chon loc duong tinh (bang cach sang loc san phim duoc mi hod boi gen

d4nh d4u). Nhidu gen danh dau c6 thé chon loc thuong duge sir dung dé bién nap thuc
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vat 1a da biét trong linh vuc nay va bao g@)m, vi dy, cdc gen ma hod d6i véi cac enzym
giai doc v& mat chuyén ho4 tac nhan hoa hoc ¢ thé chon loc c6 thé 1a thube khéng
sinh hodc thubc diét co hodc cac gen ma hoé dich duoc bién dbi & khéng méin cam
v6i chit tre ché. Vai phuong phép chon loc duong tinh da biét trong linh vuc nay, nhu
phuong phdp chon loc manoza. Theo cach khac, su c6 mit cia QTL trong cay bién
nap duogc xac dinh bang cach sir dung cac gen danh d4u lién quan d&én QTL lam doan
do. '

Cac phuong phap bién nap té€ bao thuc vét véi céc trinh tu axit nucleic théo
sang ché 1a d4 biét trong linh vuc nay. Khi duoc st dung trong bén mé t nay, thuat
ngit “su bién nap” hodc “bién nap” mé ta quy trinh ma nhd d6 trinh i axit nucleic
ngoai lai, nhu vt truyén, di vao va lam thay dbi té bao thé nhan thanh té bao duge
bién nap, cai bién di truyén hodc chuyén gen. Qua trinh bién nap c6 thé 13 én dinh,
trong d6 trinh ty axit nucleic dugc ge"m vao hé gen thljc vat va do d6 thé hién tinh trang
4n dinh va thira k& hozic tam thoi, trong d6 trinh tur axit nucleic duge biéu hién bai t&
bao duoc bién nap nhung khong dugc géri vao hé gen va do d6 thé hién tinh trang tam
thoi. Theo céc phuong 4n cu thé, trinh tu axit nucleic cta séng ché duoc bién nap 6n

dinh vao té bao thuc vat.

* C6 nhiéu phuong phap khéc nhau dé dua gen ngoai lai vao trong ca thuc vat
mot 14 mam va thuc vat hai 14 mam (vi du, tai liéu: Pofrykus I. 1991. Annu Rev Plant
Physiol Plant Mol Biol 42:205-225; Shimamoto K. et al., 1989. Nature 338:274-276).

Céc phuong phap chi yéu gin 6n dinh ADN ngoai lai vio ADN hé gen ctia
thuc vat bao gdm hai phuong phap chinh:

Chuyén gen qua trung gian Agrobacterium: Hg théng qua trung gian
Agrobacterium bao gém viéc str dung cac vét truyén plasmit chtrta cac doan ADN xéc
dinh gén vao ADN hé gen ctia thuc vat. Cac phuong phép ciy mé thuc vat fhay d6i
phu thudc vao céc loai thuc vat va hé phan phdi Agrobacterium. Phuong phap duoc st
dung mét cach rong rai la phurdng phap dia 14, phwong phap nay c6 thé dugc thuc hién
v6i phan chiét mé bét ky dé tao ra ngudn tét @& khoi mao qué trinh biét hod toan bo
thuc vat (Horsch et 4a1., 1988. Plant Molecular Biology Manual A5, 1-9, Kluwer
~ Academic Publishers, Dordrecht). Phuong phép bd sung sir dung hé phén phéi

Agrobacterium két hop véi viée thim loc chan khéng.
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Chuyén axit nucleic truc tiép: C6 nhidu phuong phap khac nhau dé chuyén axit
nucleic tryc tiép vao t& bao thuc vat. Trong qué trinh danh thing bing dién, cac thé
nguyén sinh duoc cho tiép xtc nhanh véi dién truong, mé 16 nhé dé cho phép ADN di
vao. Trong qué trinh vi tiém, axit nucleic duoc tiém theo cach co hoc truc tiép vao
trong té bao bing cach st dung vi dng nho giot. Trong quéd trinh bén vi hat, axit
nucleic duoc hép phu vao vi hat nhu tinh thé magie sulfat hodc hat vonfram va vi hat
duogc gia tdc vé mit vat 1y vao trong t€ bao hoic mé thuc vat. Phuong phép khéc dé
dua axit hucleic vao thuc Vait' 13 bang cach siéu 4m té bao dich. Theo cach khéc, viéc
dung hop liposom hodc té bao trin duoc st dung dé dua cac vat truyén biéu hién vao

trong thuc vat.

Sau khi bién nap mé dich ctia cdy hoa cat tuong, su biéu hién ctia céc gen dénh
d4u chon loc dugc mo ta trén day cho phép chon loc vu tién céce t€ bao, mo va/hoic
thue vat dugc bién nap, bing cach sir dung cac phuwong phép tai sinh va chon loc da

biét trong linh vuc nay.

Theo cach khac, QTL hodc phin ctia né theo sang ché c6 thé duoc bién nap ma
khong cﬁn phai cé qua trinh phan 18p trude trinh ty axit nucleic & tao ra sy doc 1ap voi

qua trinh xuén hod.

Theo mét sb phuong 4n 1am vi du, viéc chuyén QTL hoic phén cua nd duogc
thuc hién bing qua trinh nhép gen ctia doan nhém lién két ctia E. exaltatum vio E.

grandiflorum can phai c6 qu4 trinh xuén hoa dé két trai sém va ra hoa.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, phuong phép bao gdm céc budc:

a. tao ra dong cdy bd-me E. grandiflorum cin phai xir Iy lanh dé két trdi sém va
ra hoa va cdy E. exaltatum ma khong cin phai c6 qua trinh xtr Iy lanh dé két
trdi sém va ra hoa, cdy E. exaltatum chia QTL li€n quan dén gen danh du
S1_74154018;

b. lai chéo dong cay bé-me E. grandiflorum véi cy E. exaltatum dé tao ra cy
lai Fy;

c. tu phéi cay lai F, dé tao ra quﬁn thé F.;

d. lai nguoc quén thé F, v6i dong bd-me E. grandiflorum it nhat mot 1an d tao
ra quan thé lai nguoc;

e. chon tir quan thé lai nguoc céc cay E. grandiflorum chira QTL lién quan dén
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gen d4nh ddu S1_74154018.

Theo céc phuong an nhét dinh, bude (d) lai nguoc quan thé F, v6i dong bd-me

E. grandiflorum duoc l3p lai 5 14n dé tao ra quan thé lai ngugc 5.

Theo mét sb phuong 4n, céc ciy E. grandiflorum chira QTL lién quan dén gen
dénh ddu S1 74154018 khong cin phai c6 qua trinh xuin hod dé két trdi sém va ra

hoa.

Viée chon loc cdy E. grandiflorum chita QTL li€n quan dn gen danh du
S1 74154018 c6 thé duoc thuc hién bing phuong phap bit ky nhw da biét trong linh

Vuc nay.

Theo mot sb phuong én, viéc chon loc cay chira QTL bao gém budc phat hién

sw ¢6 mit cia gen d4nh d4u lién quan d&n QTL dugc mb ta trong ban md ta nay.

Phuong phép phat hién c6 thé bao gdm budc tao ra oligonucleotit hodc
polynucleotit c6 kha ndng lai trong cac didu kién lai nghiém ngit véi trinh tu axit
nucleic ctia gen danh ddu dugc lién két voi QTL, tt hon 14 duge chon tir cac gen danh
ddu dugc xé4c dinh trong ban md ta nay nhu duoc lién két véi QTL, cho oligonucleotit
hodc polynucleotit tiép xtic véi axitrnucleic hé gen thu duge tir ciy clia quan thé lai
nguoc va xac dinh sy c6 mdt cia qua trinh lai ddc hiéu cia oligonucleotit hodc

polynucleotit v6i axit nucleic hé gen.

Theo cach khac, khi trinh tu nucleotit cia QTL dugc xac dinh, ngudi céd hiéu
biét trung binh trong linh vuc ndy c6 thé thiét ké cac doan do lai dic hiéu hodc cic
oligonucleotit c6 kha ning lai trong cc diéu kién lai nghiém ngit véi trinh tu axit
nucleic ctia QTL va c6 thé st dung cic doan do lai nhu vay trong cdc phuong phip
phat hién sy c6 mat cia QTL cua sang ché trong céc cdy hoa cét tudng dé dugc 1a doc
lap v6i qué trinh xuédn hod.

, Cum tir "c4c didu kién lai nghiém ngit" dé chi cac diéu kién ma trong d6 doan
do hodc polynucleotit s& lai v6i trinh tu dich cia nd, thuong la trong hdn hop phitc hé
clia céc axit nucleic, nhung nhat thiét khong lai véi cac trinh tu khac. Céc didu kién
nghiém nggt 1a phu thudc trinh tu va s€ khac nhau trong céc trudng hop khac nhau.
Céc trinh tu dai hon lai dic hiéu & nhiét do cao hon. Huéng dan chuyén sau dé 1ai axit

nucleic duoc tim thdy trong 4n phim: Tijssen (Tijssen P. 1993 Hybridization With
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Nucleic Acid Probes. Part I. Theory and Nucleic Acid Preparation. In: Laboratory
Techniques in Biochemistry va Molecular Biology. Elsevier). Thong thuong, cic diéu
kién lai nghiém ngit dugc chon d& nidm trong khoang tir 5 dén 10°C thép hon so v6i
diém nong chay do nhiét (Tm) ddi v6i trinh tu dic hiéu & do pH c6 nong do ion xac
dinh. Tm 12 nhiét 6 (trong ndng d6 ion x4c dinh, d6 pH va ndng d6 axit nucleic) ma &
d6 50% doan do bu véi dich lai véi trinh tu dich khi can béng (khi trinh tu dich éé mat
véi lugng du, & Tm, 50% doan dd duoc chiém gitt khi cAn bing). Céc didu kién
nghiém hgaﬁt s& 1a cac didu kién ma trong d6 ndng d6 mubi nho hon khoang 1,0M ion
natri, ndng d6 ion natri thuong la nim trong khoang tir 0,01 dén 1,0M (hoic cc mudi
khéc) & d6 pH ndm trong khoang tir 7,0 dén 8,3 va nhiét do it nhét 13 khoang 30°C
trong cac doan do ngin (vi dy, tir 10 dén 50 nucleotit) va it nhét 1a khoang 60°C d6i
véi cac doan do dai (vi dy, 16n hon 50 nucleotit). Céac diéu kién nghiém ngit cling cé
thé dat duoc voi viée bd sung céc chét 1am mét 6n dinh nhu formamit. P& lai chon loc
hodc dic hiéu, tin hiéu duong tinh 13 it nhét hai 14n nén tang, t5t hon 1a 10 14n lai nén
tang. Cac diéu kién lai nghiém ngit 1am vi du théng thudng 1a: 50% formamit, 5xSSC,
va 1% SDS, u & 42°C hodc 5xSSC, 1% SDS, 0 ¢ 65°C, kém rtra trong 0,2xSSC va
0,1% SDS & 65°C. Pbi v6i PCR, nhiét d6 khoang 36°C 1a théng thuong ddi véi qua
trinh khuéch dai nghiém ngat thép, mic du nhiét d6 0 c6 thé thay dbi nim trong
khoang tir 32°C dén 48°C phu thudc vao-chiéu dai doan mdi. Céc hudéng din bd sung
d& x4c dinh cac tham sb lai duge dua ra trong nhidu tai liéu tham chiéu, vi du 4n phim:

Current Protocols in Molecular Biology, eds. Ausubel, et al. 1995.

Céc vi du sau day duoc thé hién dé minh hoa d4u du hon mét sb phuong an cua
sang ché. Tuy nhién, khong nén hiéu rang, chiing s& lam gii han pham vi bio ho rong
cta sang ché. Ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc niy c6 thé dé dang tao ra
nhiéu thay d6i va sira ddi cac nguyén 1y dugc b 16 trong ban mo ta ndy ma khong
chéch khoi pham vi bao hd clia sng ché.

Vi du thwe hién sang ché
Vit liéu va phuong phap
Vit ligu thue vét

Du 4n hoa cat tuong & Robert H. Smith Faculty of Agriculture, Food and

Environment, The Hebrew University of Jerusalem, bao gbém hang trim dong nhan
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gibng khac nhau va céc tai nguyén di truyén thu duge tir hon 50 cé thé lai thuong mai
tir sdu cong ty nhan gidng khac nhau ciing nhu E. grandiflorum va E. exaltatum kiéu

dai thu duoc tir gidng ngudn.
Tao ra hat giéng va cac diéu kién sinh truéng cia cay

Viéc gieo hat dugc thuc hién, khéng ké nhiing dia diém khac, trong Hishtil Ltd.
Israel, & cac vuon wom Nehalim (Israel) trong 360 hoac 406 khay gieo hat hoa cét
tuong tiéu chudn. Hat gidng dugc sinh trudng & céc phong cua Hishtil Ltd. Company,
Israel. Dén nam 2010, hat giéng duogc sinh truong trong vuon wom Hishtil & Nehalim
va tir ndm 2011 & Susya (Israel). Hat gidng duoc sinh trudng trong céc diéu kién sinh
trudng clia cac cé thé lai thuong mai tiéu chuan va cic yeu cau vé nhiét d6 thap (xuin

ho4) ctia cdy hoa cét tuong tidu chudn duogc dap tmg.

Thong thuong, viéc chon loc va tao ra hat dugc thuc hién trong trang trai cta
Faculty of Agriculture, Food and Environment ciia Hebrew University of Jerusalem,
dit tai Rehovot, Isracl. Mua ra hoa thudng xay ra tir miia xudn dén mua hé (thing tu
dén thang tAm) phu thudc vao thoi gian gieo hat. Viéc tudi tiéu va bén phan duge thuc
hién theo quy trinh cta cdy hoa céat tuong tiéu chudn va theo céc didu kién sinh truéng
va giai doan sinh truéng. Qud trinh xtr ly bao vé cay trdng chi duoc thuc hién sau khi
xuét hién tridu ching dic hidu va chi truc’fc khi bat diu ra hoa. Hoa tht nhat dugc chup
anh nhanh & thuc vat dugc st dung dé mé ta dic diém kiéu hinh. Viéc thu hoach duge

thuc hién & 14n ra hoa thir hai.
Thu phén hoa va xtr Iy hat
Tu thu phén:

1. Hoa ndm trong khoang tir giai doan 3 (nu bét diu phdng, canh hoa cao hon
- dai hoa) dén giai doan 6 (nhi hoa duoc thoat ra, dau nhuy dong kin, Fig.1)
duoc boc bang tui gidy.

2. 5 &n 14 ngay sau khi hoa dugc boc, mo ti va viée tu thu phén thi cong
duoc thuc hién. Sau khi thu phén, hoa dugc boc kin lai trong tii gidy.
Chi c¢6 hat ma duoc tao ra béng viéc tu thu phén fhﬁ cdng dugc cho 1a hat tu thu
phén ding.

Thu phén chéo:
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1. Hoa & giai doan 3 (nu bt dau phdng, hoa cao hon dai hoa, Fig.1) dwoc mo

thi cong va loai bo bao phin. Boc kin mdi hoa dugc cit xén trong tai gidy.

2. 7 d&n 14 ngay sau khi loai bo bao phin, mé tii gidy chira mbi hoa va phan
hoa dugc 4p dung thi1 cong 1én d4u nhuy bang cich gin bao phan cua ciy duc
vao diu nhuy hodc bing cach st dung chdi dugc lam vo trung bang 70%
etanol va duoc phi véi bao phin. Sau khi thu phén thu cong, hoa duge boc
kin lai trong tai gidy.

Sau 50 dén 75 ngay tir khi thu phin (ca d6i v6i tu thu phin va thu phéan chéo),
thu hoat qua vao trong thi gidy va giit trong thiét bi 1 hofic 16 sdy & 37 dén 45°C dé
lam khé hoan toan. Hat dugc luu trir & + 7°C va d6 4m 30% cho dén khi gieo trdng.
M? ta dic diém kiéu hinh

Céc tinh trang dugc md ta trong ban md ta nay dua vao nd luc kiéu hinh mé
rong dé mo ta dic diém nhidu tinh trang, dya vao 113 tinh trang ma duoc chon loc dé
_tao ra hang muc kiéu hinh chi tiét dé mo ta dic diém céc quﬁn thé di truyén.

Dé tiéu chuin hoa céc dic diém kiéu hinh khac nhau, cdn phai x4c dinh ngén
ngtt chung cda vai thuat ngf: |

Giai doan hoa: Chin giai doan phat trién khac nhau dugc xac dinh tir cic giai
doan chdi sém dén hod gia, nhu duoc mé ta trén Fig.1. Giai doan 1: Chdi kin, dai hoa
cao hon (dai hon) so v6i canh hoa; Giai doan 2: Bét dau phong chdi, dai hoa va canh
hoa sin sti ¢6 cing chidu dai; Giai doan 3: Chdi 16n, dai hoa ngin hon so véi cénh
hoa, chdi phéng; Giai doan 4: Canh hoa bat diu mé ra, nhi chua chinh hoan toan; Giai
doan 5: Hoa bét dau nd, cdc cach hoa tach bi€t, nhi chua dugc phong ra, nhuy, boc kin;
Giai doan 6: Hoa nd, nhi dugc phéng ra, nhuy boc kin; Giai doan 7: N& hoa, nhi dugc
phéng ra, nhuy mé&; Giai doan 8: Hoa bat dau héo, canh hoa tan va bit dau khép lai;
Giai doan 9: Hoa gia.

Canh: chi c6 céc canh véi hai hodc nhiéu cap 1a duge xac dinh 1a cac canh.

Choi hoa: chi ¢6 choi hoa duoc moc tir 14 bac va dai hon 1em duoc x4c dinh 1a

chdi hoa.

Thoi gian ra hoa:rngéy ma khi d6 hoa thir nhit dat dén giai doan phét trién 6
(hoa m&, nhi hoa duoc xa ra, nhuy hoa déng kin, Fig.1).

-30-



31177

Thoi gian thu hoach: ngay ma khi-d6 hoa thi hai dat dén giai doan phét trién 7
(no hoa, Fig.1).

Két trai som: sy chuyén tiép cta ciy tlr sinh truéng sinh dudng sang ra hoa
duoc xac dinh theo vé bén ngoai va su kéo dai ctia cudng (Fig.2). Mirc do két trai sém

dugce xac dinh theo ba thoi diém khéc nhau:

(a) Két trai sém & tudn 18 [két trai sém (18)]: T¥ 1& phén tram clia cdc cdy két
 trai s6m/dong 18 tudn sau khi gieo tréng.

(b) Két trai sém & tudn 20 [két trai sém 0)]: Ty 1¢ phén tram cta cdy két trai
sém/dong 20 tuan sau khi gieo trong.

(c) Két trai sém & tudn 22 [két trai sém (22)]: T 1& phan trdm cta cdy két tréi
s6m/dong 22 tuén sau khi gieo trong.

Céc tinh trang lién quan dén giai doan ddm chdi nay 16¢ th hai: s§ lugng tinh
trang ma md ta cdy sau khi thu hoach hoa ctia giai doan ddm chdi nay 16c thtr nhat va
trong qué trinh sinh truéng dén giai doan ddm chdi nay 16c thit hai clia qua trinh ra
hoa. |

(a) Su sdng cia qua trinh d4m chdi nay 16¢c thir hai [SF. survival]: Ty 1& phan
trdm ctia cay/dong ma séng sau khi thu hoach va c¢6 qué trinh ddm chdi nay 16c thit hai
cua hoa.

(b) Cubi dam chdi nay 19c tht hai/cay [SF.S_PLN]: Sé luong canh/cdy trong
giai doan dam chdi nay 19c thit hai.

(c) Dang hoa thi trong giai doan dam chdi nay 16¢ thtr hai [SF.rosettin]: Ty 1&
phin trim ctia cdy/dong ma thé hién dang hoa thi va khong két trai sém sau lan thu
hoach thtr nhét (Fig.2A).

(d) Céc nay dbi vé6i giai doan ddm chdi nay 19c thw hai [SF.days]: S6 ngay t6i
thidu/dong tir 14n thu hoach thir nhit d&én th hai (thu hoach qué trinh ddm chdi nay 1oc
thr hai). ‘

‘Kich ¢& cta cac co quan hoa: kich ¢& cta cac co quan hoa dugc do bang truc

lan (trong nam 2011) hodc bang phan tich hinh anh (trong nim 2012).

(a) Chiéu dai cubng nho [Pedicel LN]: Chiéu dai ctia giéng mang hoa trén
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cubng chinh, dugc do bang truc lan trong tit ca cac mua (Fig.3C).
Cac phan tich kiéu hinh dwoc thuc hién qua bon thir nghiém chinh:

Nha kinh ndm 2011 — Céc cay dugc sinh trudng trong nudc trong nha kinh lam
bing chit déo khong c6 su gia nhiét trong thing chira tam lit. M6i trudng sinh truéng
duoc st dung 1a “Odem 93” (Tuff Marom Golan Ltd., Israel) (2/3 d4 tap, 1/3 than
bun). M3i dong noi phdi tai tb hop (RIL) dugc gieo trong trong ba d6 chira dugc phan
bé ngAu nhién trong nha kinh. M&i d chita chira ndm ban sao RIL (tdng sb gdm 15
- ban sao/RIL). Ngoa‘li ra, su ban sao tir mdi RIL dugc gieo trong trong mot d6 chira dé
nhan giéng va mé t& dic diém trén mirc d6 ho. Téng kich ¢& clia nha kinh 14 150m>.
Ngay gieo trdng 14 ngay 15 thang 2 ndm 2011; sy ra hoa dugc bt dau vao ngay 22
thang 4 ndm 2011.

Nha kinh ndm 2012 — Céc cdy duogc gieo trdng theo cach gibng nhau va trong
cung nha kiﬁh nhu duge mé ta d6i véi thir nghiém ndm 2011. Do thit nghiém cta ndm
nay c6 cac dong lai nguoc (BCL) F5BC1, do khoang tréng rang buéc mdi dong chi
dugc gieo trong trong hai dd chua (tong cong 10 ban sao/dong). Ngay gieo trong 14

ngay 12 thang 1 ndm 2012; su ra hod dugc bét d4u vao ngay 15 thang 4 nim 2011.

Nha lu6i ndm 2012 — Céc cay duogc sinh trudng trong nudc trong nha luéi trong
cdc dd chira 1am bing chit déo mot hang chira hai mdi trudng sinh trudng pha chl'ra
16p d4 tap mong phu 1én 16p da tip thd. Sau ban sao tr mdi dong duge gieo tréng
trong mot dia diém. Cac cdy duoc sinh truéng & & mat do 30 cay/m”. Téng kich c& ctia
nha Iuéi 12 100m?. Ngay gieo trdng 1a ngay 12 thang 1 ndm 2012; sy ra hoa dugc bét
ddu vao ngay 22 thang 5 nim 2012.

Nha kinh SHTIL NETO nim 2013 — Cac ciy dugc sinh truong trong nha kinh
lam bing chat déo trong c4c khay gieo hat 16n (1,5 inso) chira than bun. 177 dong khéc
nhau (tdng s6 c6 11 ban sao/dong). Ngay gieo trdong — ngay 29 thang 7 nam 2013; két
thuc két trai sém — ngay 20 thang 10 nam 2013.

Céc phan tich kiéu hinh dugc thyc hién trong toan bd mua sinh truong tir khi
nay ménﬁ dén luc thua hoach. Phén tich chinh dugc tap chung xung quanh thoi gian ra
hoa va duogc thuc hién nhu sau: ba 1An mot tudn (cht nhat, tha ba va thir nim) c4ch xa
cdc su kién ngay nghi cu thé, v.v, hoa thtr nhat nd tir mdi cdy duoc ghi chép, chup anh

va loai bd. Cac cay tiép tuc sinh truéng va dat dén thoi gian thu hoach (nhu duge xac
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dinh trén day) duoc thu hoach. Viéc x4c dinh kiéu hinh cta cdy thu hoach dugc thuc
hién & ngay thu hoach va & ngay tiép theo. Cac phan tich kiéu hinh khac khong dugc
thuc hién lién quan dén céc cay thu hoach ciing nhu xac dinh kiéu hinh hoa cét canh
dat vao binh va viéc nhan giéng dugc thuc hién trong cac ngay khdc nhau dén ngay

thu hoach.
Chiét ADN

L4 cay non twoi duoc thu hoach va lam déng lanh ngay 1ap tic bang nito 1ong.
Mb déng lanh dugc giit trong -80°C cho dén khi chiét xuit ADN. Viéc chiét xust ADN
duge thuc hién bang cach sit dung quy trinh vi didu ché tiéu chuin (Fulton T M et al.,

1995. Plant Mol. Biol. Report. 13: 207-209).
Phan tich QTL

Céc phan tich 1&p ban d6 QTL duoc thyuc hién trén dit lidu hang trung binh d6i
v6i quin thé va thir nghiém riéng biét. Céc kiéu gen di hop tir d6i v6i gen danh dau
dic hiéu trong RIL duogc loai bo ra khoi phﬁn tich gen d4nh ddu. Bing cach léy tri sb
trung binh diém s6 tinh trang/dong trong ca thtr nghi€ém céc tinh trang thir ty va nhi
phan (c6/khong c6 kiéu hinh) dugc bién nap dbi véi céc tinh trang véi ban chit danh
nghfa. Thir nghiém Shapiro-Wilk dugc thuc hién d thir nghiém gia dinh chuan ciia
mdi su phan b tinh trang va cac tinh trang du'qc phén loai nhu céc tinh trang'thé hiéh
sy phan bé kidu hinh theo tiéu chudn ddi lai khong tidu chudn. Céc diém sé LOD duge
tinh toan bing cac phuong phédp sau dbi v6i sy phan bd kidu hinh tiéu chudn va khong
theo tiéu chuin (Borman K W va Sen 8., 2009. A guide to QTL mapping with R/qtl
1st ed. (Springer New York)). N6i chung, d6i véi cac tinh trang dugc phan b6 theo
tiéu chudn, thir nghiém ty 1€ thich hgp log;o, ma tuwong tu véi ANOVA mot dudng (hSi
quy gen danh déu), dugc 4p dung, trong khi thong ké thir nghiém Kruskal-Wallis duoc
chia theo 2(In10) duoc sit dung dbi véi céc tinh trang phan bd khong theo tiéu chuin.
T4t c& tinh toan duogc thuc hién boi phdn mém thdng ké R. Hiéu qua ctia QTL duoc
tinh to4n 1a ty 18 phdn trim khac nhau dwoc gan cho alen kiéu dai dong hop tir trong
RIL hoac alen di hop tir trong BCL.

p(exs) - p(gra)
Hiéu qua (RIL) = X 100

p(exs)
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u(het) - u(gra)
Hiéu qua (BCL) = ——— X 100

| p(het)

trong d6: p(gra) = tri s6 trung binhrtinh trang cta cac ciy E. grandiflorum ddng
hop tir d6i véi QTL; u(exs) = tri s6 trung binh tinh trang ctia cac cay E. exaltatum dong
hop tir d61 véi QTL; p(her) = tri s6 trung binh tinh trang dbi véi cac cay di hop tir d6i
véi QTL. ‘ ' |

Viée gén QTL duoc thyc hién trong vai gia doan: 1. Sw lién két kiéu hinh kiéu
gen cao hon diém s6 ngudng 2,5 LOD trong it nhét m@tvtrong s6 c4c thir nghiém trong
mot trong sb cac quén thé duoc chon loc. 2. Do ngudng cé thé duoc giam do sy phat
hién truée vé QTL (Lander E S va Schork N J., 1994. Science 265(5181): 2037—
2048.), tht c4 cac thir nghiém déu thé hién diém s6 cao hon 1 LOD (tri s6 <0,031 p)
d6i voi cac lién két duoc chon & giai doan 1 dugc thé hién nhu cac thir nghiém thé
hién QTL. 3. Néu sb lugng gen danh diu 1an can c6 lién quan dén clng tinh trang,
QTL chinh d6i véi tinh trang dugc chon dua vao sb luong thtr nghiém trong d6 lién két
“dugc quan séat va theo céc diém s LOD. Néu QTL chi duoc phat hién trong mot thir
nghiém nha ludi, né dugc giam do thr nghiém nay cé céc doan 1dp sinh hoc gidm do
mo hinh thtr nghiém (chi ¢6 mét d6 thi/dong) va/hodc s lugng ciy 16n hon bi tac dong

bdi sy pha hoai do bo tr va do d¢ it tin cdy hon.

D4i v6i ban dd QTL, tinh trang duoc chon dé thé hién QTL trong trudng hop
ma trong d6 mdt vai tinh trang li€én quan chét ché dugc lién két voi cing locus. Tinh
trang dugc gan 1a tinh trang thé hién y nghia trong nhiéu thir nghiém hozc tinh trang
v6i diém s6 trﬁng binh cao hon LOD trong trudng hop vé ciing sé luong thir nghiém
c6 y nghia. Tac dung can duoc thé hién trén ban dd duogc chon theo thtr tur sau day
trong trudng hop vé vai thir nghiém c6 y nghia: 1. Quin thé mau tring, 2012; 2. Quan
thé mau trang, 2011; 3. Quan thé mau hong, 2012; 4. Quan thé mau hong, 2011.

Vi du 1: Cac dong ndi phéi tai t6 hop (RIL)

Trong nam 2006, hon 140 phép lai chéo dugc thyuc hién giita cac dong thuan
khéc nhau thu duge tir cac thé lai thuong mai va tir sb truy‘caflp kiéu dai cua E.
grandiflorum va E. exaltatum (su thu gom ctia Hebrew University of Jerusalem,

Israel). Dac diém kiéu hinh ctia quan thé F; va cac bo-me cta ching, va nim 2007, cho

-34-



31177

phép chon hai quén thé c6 dong ndi phéi tai t6 hop gitta cac loai (RIL) duge st dung
trong nghién ctru dugc thé hién trong ban mo6 ta nay. Viéc chon loc chu yéu duoc dua
va0: (A) Tinh ddng hop tir ctia cac dong bd-me nhu duoc quan sat dua vao kiéu hinh;
(B) Tinh ddng nhét ciia Fy; va (C) cac dic didu kiéu hinh cta céc dong bd-me. Cudi

ciing, hai quin thé nhép gen di truyén dugc chon déi véi trong thit nghiém sau.

Hai qudn thé RIL dugc tao cAu tric tir phép lai chéo gitta E. exaltatum va hai
dong E. grandiflorum tir nén tang gieo trong cta céc hoa mau hdng va mau tring. Cac
dic diém chinh ciia cac dong bd-me 13: E. exaltatum: hoa mau tia don nhé, sinh truéng
rdm rap, ra hoa mudn, su di chuyén nhip sinh hoc manh, 14 hep va cuéng hep va khong
¢6 xu hudng tao ra dang hoa thi. Viéc truy cép duoc str dung d6i véi cac phép lai chéo
th hién tinh ddng nhit rit cao, ma thé hién né 1a dong thuin ddng hop ti. E.
grandiflorum mau hdng: hoa don c¢6 kich ¢ trung binh, mau hong dam, sy chiém uu
thé cua dinh yéu, giéng ngz‘in, san lugng hoa cao, ¢6 xu hudng tao dang hoa thi va néi
chung 13 su sinh truéng thay di dién hinh vao mua he (tinh chiu nhiét tét, sinh truéng
cham). E. grandiflorum mau tring: hoa tring kép 16m, nhiéu canh hoa, su chiém wu thé
dinh manh, san luong hoa thdp va néi chung 14 sy sinh truéng thay dbi dién hinh vao
mua dong (cac yéu ciu v& nhiét d6 ¢ muc do vira phai dé két trdi sém, sinh truong
nhanh). Cac dong Fs RIL dugc lai ngugce voi bb-me E. grandiflorum cta ching dé tao
ra cac dong lai nguge (BCL). Phin mé ta dang so d6 clia cc chu trc cta hai RIL
duoc thé hién trén Fig.4.

Vi du 2: Céc dit liéu vé kicu hinh

Céac quan sat vé kiéu hinh duge thuc hién dbi voi hai thé hé riéng biét trong & hai
dia diém. Vao ndm 2011, hai quin thé RIL & mot dia diém dugc mé ta dic diém; vao
nam 2012, hai quan thd RIL va hai quin thé BCL & hai dia diém dwoc mb ta dic diém
(Bang 3). Cac thir nghiém thudng c6 cic dong bd-me va cac thé hé F; va viéc phan
tich théng ké duoc dira vao nhidu doan lip duoc gieo tréng theo cach ngiu nhién (xem

phan vit liéu va phuong phdp trén day).

Béng 3: Ban tong két vé vidc thu gom kiéu hinh

Dang quan Nim Diadiém | S6luwong | S6 luong Céac ban
thé* tinh trang | nhém tinh | sao trung
trang** binh/kiéu
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gen
~RIL 2011 | Nhakinh 89 8 13,9
RIL, BCL 2012 | Nhakinh 104 8 10,1
RIL, BCL 2012 | Nha luéi 83 6 4,9
Tdng sb tinh trang thong thudng doi 81 6
v6i tht ca cac thir nghiém |

* Tat ca thir nghi€ém c6 ca cac dong bo-me, F; ban dau va giong lai doi chimg.

** C4c tinh trang khéc nhau dugc gén cho cac nhom kiéu hinh nhu duge m6 ta
trong hang muc kiéu hinh (xem phan vat liéu va phuong phap).
Vidu 3: Ban 6 di truyén

Hai ban dd di truyén duogc tao ciu truc véi cac gen danh dAu di truyén sin c6 dbi
v6i mbi quéan thé RIL.

Céc dit liéu dang da hinh ADN dugc tao ra béng cach str dung nén tang kiéu gen
theo giai trinh tuw (GBS) sén c6 nhu dich vu & Cornell University tai the Institute of
Genomic Research (Elshire R J et al. 2011. PLoS One 6:¢19379). Bang cach sir dung
nén tang nhu vay, viéc phat hién gen danh déu va ghi diém sb xay ra ddng thoi va
hang nghin SNP ma dwoc chip nhin qua qua trinh kiém soét cht lugng nghiém ngit
duogc phat hién. Cac SNP dugc 1ap ban dd béng cach st dung céc dung cu tao cAu truc
ban dd di truyén ctia R/qtl dugc phét trién va duge tudn theo bsi Karl W. Broman tir
University of Wisconsin-Madison, Department of Biostatistics & Medical Informatics
va dugc mo ta trong 4n phim: Techniéal Report # 214 (In: Broman K W va Sen S A.
Guide to QTL Mapping with R/qtl. New York: Springer; 2009). Ban d5 vé cic phan
doan t4i td hop duoc wée tinh (hinh tam giac bén trdi phia trén) va cac diém s6 LOD
(hinh tam gidc bén phai phia dudi) dbi voi tht ca céc cip gen danh ddu duge tao ra
(Fig.5). Khoang 4500 gen danh d4u thu dugc 69 nhém lién két gdm c6 cac gen danh
diu ma & d6 khoang cach dai nhit giita cic gen danh d4u lan cin duge cb dinh nho
hon 20% t4i t hop (Fig.6). Phan cét ndy dugc chon dé ngan sy hop nhét 16i clia céc
nhém lién két.

Vi du 4: Xac dinh QTL tao ra sy doc 1ap véi qué trinh xuan hod

QTL duogc x4c dinh bang cach str dung kha ning thong tin sinh hoc ctia Phenome
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Networks (Rehovot, Israel) dé phat trién mét bd truong trinh dé thé hién céac chi tiét vé
céc thanh phén khac nhau cta kidu hinh phirc dé khdm pha kién thic sinh hoc phtc tap
va bi 4n (Zamir D., 2013. PLoS Biol. 11: €1001595). Phenome Network khién cho
viéc sit dung nhidu ham R va c4c thuat toan phil hop véi cac md hinh théng ké thich
hop véi cAu tric di truyén cta cdc quan thé. Dua vao Fig.7, biét dugc rang phan 16n
QTL dung cho qua trinh xuén hod (Lod 20) duge dinh vi trén nhém lién két 2 khi duoc
phén tich trong thir nghiém trong Shtil Neto vao ndm 2013 chi dya vao cac RI ddng
hop tir tir hai quan thé dugc t& hop. Hinh v& chi tiét vé& nhém lién két 2 (Fig.8) thé hién
rang céac dinh tc dung QTL trong khoang c4ch nim trong khoang tir 30 dén 40cM trén
nhém lién két do. B
Mot trong sb cic gen danh diu manh nhét tac dong 1én kiéu hinh két trai sém 1a
S1 74154018 (c6 trinh ty axit nucleic duge néu trong SEQ ID NO:15). Nhu dugc thé
hién trén Fig.9, trong nhom cay co kidu gen 1 (ddng hop tir d6i véi alen E.
grandiflorum) khoang 15% cAy thé hién két trai sém va phan con lai 85% ciu tao ra
dang hoa thi va khong ra khoa, trong khi trong nhém c¢6 kiéu gen 3 (ddng hop tir d6i
v6i alen E. exaltatum) gin bing 90% ciy két trai sém, tro gitp vi tri ctia QTL trén
nhém lién két 2. Bang 4 dua ra ban téng két vé dir lidu két trdi sém dua vao tht ca cc
thir nghiém duoc thuc hién di v6i cac RI ddng hop tir thé hién kha ning lap lai ctia
“tac dung. Céc két qua tuong tu thu dugc véi cac gen ddnh diu duogc dinh vi gan hon
v6i cdc mép ciia QTL duge x4c dinh, nhu dugce thé hién trén Fig.15 dbi v6i gen danh
dau di truyén EG_0075 (c6 trinh tu axit nucleic duge néu trong SEQ ID NO:3) nim &
vi tri 30.5046992 va trén Fig.16 dbi v6i gen danh ddu di truyén S1_18474044 (c6 trinh
tu axit nucleic duoc néu trong SEQ ID NO:40) nim & vi tri 38.2014392.
Bang 4: Ban tong két vé dir lieu két trai sém ddi véi cac RI dong hop tir

- Eustoma so v6i gen danh dau S1_74154018

Viti | Quan | Kiéu gen | Kiéu | % kiu gen | % kiéu gen | Ty 1& | Prob>F
thé 1(s6 | gen3 | 1kéttrai 3 két trai F
cay) (sb sém sém
cdy) | (trung hinh) | (trung hinh)
ShtilNeto | P-RIL 23 7 11,06 77,23 | 41,94 | <0,0001
ShtilNeto | W-RIL | 25 35 20,66 90,9 104,3 | <0,0001
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ShtilNeto | P+W- 48 42 16,06 88,62 179,3 | <0,0001
RIL

P-Bd-me mau hdng; W-Bé-me mau tring; RIL - Dong ndi phéi tai t6 hop

Ngoai mong doi, cac quan sat rat twong tu lién két QTL {féi su doc 1ap véi qué
trinh xuin hoé duoc tim thdy d6i v6i cc thé lai di hop tir RL. Trong trudng hop hat ctia
céc thé lai chira RI v6i bé-'me, E. grandiflorum tuong tmg dugc ndy mam. Fig.10 thé
hién ring phin 16n QTL d xuin ho4 (Lod 20) duoc dinh vi trén nhom lién két 2 nhur
dugc thé hién dbi voi quan thé dong hop tir (Fig.7) va tic dung QTL dinh trong
khoang tir 30 dén 40cM trén nhom lién két d6 (Fig.11). Fig.12 thé hién ring dua vao
céc ciy c6 kiéu gen 1 (ddng hop tir dbi v6i alen E. grandiflorum cia S1_74154018)
khoang 40% cay duogc két trai sém va 60% cay con lai tao ra dang hoa thi va khong ra
hoa, trong khi trong nhém c6 kiéu gen 2 (cdy di hop tir chita mét alen E. grandiflorum
va mdt alen E. exaltatum cta S1_74154018) gin bang 90% ciy duoc két trai som.
Bang 5 dua ra ban tng két vé cac dit lidu két trai sém dua vao tit ca cac thir nghiém
duoc thuc hién véi cac RI di hop thir thé hién kha ning 1ap lai tdc dung.

Céc két qua nay 16 rang chimg minh ring QTL lién quan dén kha ning khong
d& xuén hod 1a chiém wu thé, cho dén nay trai v6i cac gen lién quan dén qué trinh xusn
ho4 da biét ma duoc thé hién chi ¢6 hidu qua khi & trang thai dong hop ti.

" Bang 5: Téng két v& dit lidu két trai sém dbi vé6i céc RI di hop tir Eustoma lién

quan dén gen danh ddu S1_74154018

Viti | Quan | Kiéu | Kiéu | %kiéugen | %kiéugen | Tylé | Prob>F

th | genl | gen2 | kéttrdisém | két trai sém F

r
A

(s6 | (s cay) 1 (trung 2

cay) binh) (trung binh)
ShtilNeto | P-BC | 20 8 42,37 75 5,184 | 0,031
ShtilNeto | W-BC | 26 33 40,91 9742 | 63,08 | <0,0001
ShtilNeto | P+W- | 46 41 41,54 93,04 64,53 | <0,0001

BC

Phét hién ndy con dugc xac nhdn bang cach sinh trudng cac cy lai di hop tir

ddi véi alen doc lap E. exaltatum vernalization (dugc ky hiéu 1a Flp) trong céc diéu
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kién nhiét d6 éao (chu k¥ ctia ngay 1a 12 git 28°C va 12 git 34°C) trong tl nudi trong
ba thang. Céc gidng thwong mai hang diu (Rosita White, Rosita 2 Purple, Aube Pink
Flush, Piccolo 2 Hot Lips, Rosita 3 Green, Eosita 3 Pink va Tzili) dugc sit dung lam
d6i chtmg. Nhu dwoc thé hién 6 rang trén Fig.13, hon 80% cay lai di hop tir duoc két

trai sém so véi toi da khoéng 28% két trai som trong céc giéng phu thudc xuan hoa.

Vi du 5: Tac dung cua QTL tao ra sy doc ldp vdi qud trinh xudn hod trén céc kiéu hinh
b sung

Céac ndi lyc dé thAm nhép céc tin trang cé loi tir céc cay kiéu dai hodc tb tién
nhiéu 1dn gip phai vén & kéo theo di truyén déng ké ctia cac tinh trang khong mong
muén tir cdy cho vao trong cy nhan. Tuy nhién, khong chi c6 su kéo theo vé cac tinh
trang khong mong mudn 13 khéng ding ké & cc cdy cta séng ché, QTL lam &nh
huéng duong tinh dén s lwong cudng trong giai doan ddm chdi nay 16c hoa thir hai
thuong dbi véi mau vat sinh trudng clia cdy hoa cét tudng. Fig.14 thé hién nhu trj s6
trung binh 14 3,5 cudng/cdy trong giai doan dim chdi nay 16c tha hai d6i véi cdy c6
kiéu gen 3 (déng hop ttr d6i véi alen E. exaltatum) so véi chi c6 2,5 cudng/cy trong
giai doan d4m chdi nay 16¢ thir hai di véi cac cdy c6 kiéu gen 1 ((ddng hop tir di véi

alen E. grandiflorum).

QTL c6 tic dung tiéu cuc khong dang ké dbi v6i chidu dai cudng ma lam gia
ting khong déng ké & céc cdy chira QTL. Su gia ting nhu Véy 1a khéng mong mudn
boi vi né 1am yéu hoa c6 xu hudng bi gdy. Tuy nhién, tic dong ndy c6 thé khic phuc
duoc bing cach dua QTL vao ciy hoa cat tuong véi nén tang di truyén thich hop cua

cac cudng nhd rat ngan.

Phin mb t4 trén diy vé céc phuong én cu thé s& thé hién mot céch ddy dii ban
chét chung cia sang ché ma mit khéc c6 thé, béng cach ap dung kién thuc hién tai, stra
d6i mot cach dé dang va/hodc lam thich tmg dbi voi cac ung dung khéc nhau céc
phuong 4n dic hiéu nhu viy cin phai c6 qua trinh thir nghiém qui muc va khong
chéch khoi khai niém chung, va do do, céc thich Gng va stra d6i nhu vay s€ va dugc du
dinh dé bao gdm trong nghia va khoang twong duong ctia cic phuong an duoc boc 16.
Cén hiéu ring cum tir hoic thuat ngit duoc ding trong ban mé ta nay déi véi muc dich
md ta va khong lam gidi han pham vi bao hd cla sang ché. Cac phuong tién, vat liéu

va cac bude dé thuc hién cac chiic nang khic nhau dugce boc 16 cé thé thu dugce nhicu
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dang khac nhau ma van nam trong pham vi bao hd ctia sang ché.
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YEU CAUBAO HO

. Cay hoa cat twong Eustoma grandiflorum (E. grandiflorum) 1am canh chira yéu t6 di
truyén tir nhém lién két 2 cta Eustoma exaltatum (E. exaltatum) c6 locus tinh trang
s6 luong (quantitative trait locus: QTL), trong d6 QTL chira it nhat mot gen danh
dAu ndm trén nhém lién két 2 cﬁa E. exaltatum & vi tri tir khoang 25cM dén khoang
45¢M, trong d6 it nhit mot gen danh dau duoc chon tir nhém bao gém gen danh dau
EG 0075 ¢6 trinh ty axit nucleic néu trong SEQ ID NO:3; gen danh diu
S1 74154018 c6 trinh ty axit nucleic néu trong SEQ ID NO:15; va gen danh ddu
S1 18474044 c6 trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO:40, va trong d6 QTL

tao ra qua trinh xuan hod ddc 1ap cho cay canh E. grandiflorum.

. Cay hoa cét tuong E. grandiflorum 1am canh theo diém 1, trong d6 cay nay két trai
sém ma khong cin phai c6 qué trinh xr ly lanh dé két trai sém & cdy canh E.

grandiflorum khong c6 QTL hodc phéan cia né néu trén.

. Cay hoa cat tuong E. grandiflorum 1am canh theo diém 1, trong d6 QTL chira it nhit
mdt gen danh d4u bd sung ¢6 trinh tu axit nucleic néu trong trinh tu bit ky trong sb
cac trinh ty SEQ ID NO: 1-2, 4-14, 16-39 va 41 - 42.

. Cay hoa cét tudong E. grandiflorum 1am canh theo diém 1, trong d6 yéu t6 di truyén
ndm & vi trf tir khong 25¢M dén khoang 45¢M trén nhém lién két 2 ctia cay canh

E. grandiflorum néu trén.

. Cay hoa cét tuong E. grandiflorum 1am canh theo diém 1, trong d6 QTL con tao ra
su gia ting vé sé luong cubng hoa trong giai doan ddm chdi nay 16c hoa thit hai so
v6i s6 lwong cudng trong giai doan dam chdi nay 16¢ hoa thi hai & ciy canh E.

grandiflorum tuong tmg khong c¢6 QTL hodc phan ctia né dugc dua vao.

. Cay hoa cat tuong E. grandiflorum 1am canh theo diém 1, trong d6 cdy nay khong
c¢6 gen di truyén gy hai thu dugc tir nhém lién két 2 ctia E. exaltatum.

. Hat ctia cdy hoa cat tuong E. grandiflorum 1am canh theo diém 1, trong d6 ciy dugc
sinh truéng tir hat nay chia yéu t6 di truyén tir nhém lién két 2 cua Eustoma

exaltatum chita QTL, trong d6 QTL chta it nhat mot gen déanh ddu ndm trén nhém
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lién két 2 cta E. exaltatum & vi tri tir khoang 25¢cM dén khoang 45cM, trong d6 it
nhat mot gen danh ddu duoc chon tir nhém bao gdm gen danh ddu EG 0075 c6
trinh ty axit nucleic néu trong SEQ ID NO:3; gen danh ddu S1 74154018 c6 trinh
tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO:15; va gen ddnh diu S1 18474044 c6 trinh tur
axit nucleic néu trong SEQ ID NO:40, va trong d6 QTL tao ra qué trinh xuan hod

doc 1ap cho cay nay.

8. Té bao hoajlc mdi trudng nudi cdy mé thu duoc tir cdy theo diém 1, trong d6 cay
duoc phét trién tir t& bao hodc mdi trudng nudi cdy mé nay chira yéu t6 di truyén tir
nhém lién két 2 cua Eustoma exaltatum chira QTL, trong d6 QTL chira it nhit mot
gen danh diu nim trén nhém lién két 2 cua E. exaltatum & vi tri tir khoang 25c¢cM
dén khoang 45cM, trong d6 it nhét mét gen danh dau dugc chon tir nhoém bao gém
gen danh ddu EG 0075 ¢6 trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO:3; gen danh
du S1 74154018 c¢6 trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO:15; va gen danh
dau S1 18474044 c6 trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO:40, va trong d6
QTL tao ra qua trinh xuan hod doc 1ap cho cay nay.

9. Phuong phép tao ra cdy hoa cét tudng E. grandiflorum 1am cinh can c6 qua trinh
xudn hod doc 1ap dé két trai som, trong d6 phuwong phap nay bao gbm bude dua yéu
t6 di truyén tir nhém lién két 2 ctia Eustoma exaltatum chita QTL vao cdy canh E.
grandiflorum, trong d6 QTL chtra it nhat mot gen danh dAu nim trén nhom lién két
2 cta E. exaltatum & vi tri tir khoang 25¢M dén khoang 45cM, trong d6 it nhat mot
gen danh déu duoc chon tir nhém bao gdm gen danh ddu EG_0075 c6 trinh tu axit
nucleic néu trong SEQ ID NO:3; gen dénh ddu S1 74154018 c6 trinh tu axit
nucleic néu trong SEQ ID NO:15; va gen danh dau S1 18474044 c6 trinh tur axit
nucleic néu trong SEQ ID NO:40, va trong d6 QTL hodc phin cta né tao ra qui
trinh xuan hoa doc 1ap cho cdy canh E. grandiflorum, nhd d6 tao ra cdy canh E.

grandiflorum can c6 qué trinh xuén hod dgc lap de ket trai sém va/hodc ra hoa.

10. Phuong phép theo diém 9, trong d6 QTL chira it nhit mot gen danh dau bd sung c6
trinh ty axit nucleic néu trong trinh tu bat ky trong s6 cac trinh ty SEQ ID NO: 1-
2,4-14,16-39 va 41-42.
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<210> 1

<211> 64

<212> ADN

'<213> Eustoma exaltatum

<400> 1 -
cagctcttat gtgacataag aaatgttaca aaatgcatgc agtattcgat gtaaattacc 60

gacg ' 64

<210> 2

211> 64

<212> ADN

<213> Eustoma exaltatum

<400> 2
ctgcaaacat cagtcttatt gcagttaaaa cagaaaatag gcatagaaaa acaagtaggg 60 -

aatg 64

<210> 3

<211> 590

<212> -ADN

<213> Eustoma exaltatum

gggzgcazaa atttttgagg agatgagccg caaaagagag agagcttctc aagccggcta 60
ctttccgage tcttttccga aacgececggeg geccagtgtc ccccgacgeg atctccccga 120
cgactcaaaa tttactctcg acgtcccctc ttcccecggeg gectectceca agcagcaéaa 180
cacggtggtg gtgagtgggc tgccgaccga ttgectccgtg ttggacctga aatcccgett 240
cgagatctat ggctctattt ctcgcacccg aatggaccct aatggtcttg cttacatcac 300
ttttcggtcc catgattccg ccécttccgc cgtctccgec gecctecgacc cttctttecg 360
catcacctta ctctctaaac ctgtacaagt gatgtgggct actgacccgg taccgcagtg 420
gagggaaggt gtgacaaaga aagaaggtgc atcatcaaga ctgttgtctt caagctagtg 480

-43-



31177

aggcctgacg tacctctatg tacgcgaggg agaggtaata aattgatttc agctattgtt

aatccagaga aaaggataat ggtaatggca ttggcaatga tgaaagggaa

210> 4

<211> 64

<212> ADN

<213> Eustoma exaltatum

<400> 4
ctgcgattcc asaaacgtgg aaggaagcaa actccgatgc aacaagttat tccctattga

atga

<210> 5

<211> 64

<212> ADN

<213> Eustoma exaltatum

<400> 5
cagcaccaaa taattcaatt gcctgatttt cccggtggaa tcgaggcttt tgagctatgt

gcta

<210> 6

<211> 64

<212> ADN

<213> Eustoma exaltatum

<400> 6
cagcaatgtt attcactggt ctctatctag tggcgctagg agttggaggc atcaagggat

ccct

<210> 7
<211> 64
<212> ADN

<213> Eustoma exaltatum

<400> 7
cagcatctge gcacctgtta gtgecctgggg cgccacaaag tgaatgtatg ttaaagttaa

ggtt

<210> 8

<211> 64

<212> ADN

<213> Eustoma exaltatum
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cagcaaaagt gcaatgatta gcaaccaagg cgccaaacag agcaacagtc caaattctaa

tagc
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64
ADN
Eustoma exaltatum

9

ctgcattctg ttcaaaaagc atggccatgt taaacgtatc cagcaaaatt ttctccaaaa

gaaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

10

64

ADN

Eustoma exaltatum

10

ctgcattctt catttttggt actactccta tcttatagtc ttttgcatat tcctctgtgt

tttc
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<211>
<212>
<213>

<400>

11
64
ADN

Eustoma exaltatum

11 :

cagcacctgg atttgggctt gaaaggggaa aagctgaggg tacacatact ggatttacag

ttgg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

12
64
ADN
Eustoma exaltatum

12

ctgcttgaaa atttgttgcea ggtfcaaatg cgtgattcta tccgtggtca gecttgectce

gatg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

13
64
ADN
Eustoma exaltatum

13

cagctgtcca agttttgcac gcgccaaaag ctcgaccaga tcattctgag gcaattgtgg

agga

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

14

1400

ADN )

Eustoma exaltatum

14

aagtaggtcg gagggggagt gcccttecctt ttgtgctcac tgctacgtaa cttcttcttt
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ttgtttttgce
ttttgtatég
ctcttgecca
tattctgatt

accacccccg

ccctggacta

aagtagatca
teegtttttc
gccattgaaa
ggactagact
tatttgtttg
ccttggatat
cctttcaacg
tacatttata
atggtaatgc
tatgcctttc
aaaagaacét
gttaactcgc
aattccacaa
agaaagcgga
cctaacttct
ggtcttacat
gaaacéagac
<210>
<211>

212>
<213>

15
64
ADN

<400> 15

gtggagtctt
gccaaatccc
aaggttacac
ctagggtggt
gatttgatga
cataggctag
ccattcattt
ctgcatgaat
ctatttagtc
catcatggaa
ctttgagagg
tttctcttgt
tttctccaaa
gtgatttatc
agaaatgcaa
tggccatgtt
taaaaaaggc
accataaaaa
actattttga
atcttttgcet
tgtggcgaaa
ttfagaacag

ccacctgatt

31177

gacatcattg
tgggaatctg
tttctttgat
cttctttttg
gcaagctctt
attatcttta
ggcaatgaac
acaactttat
cgggttctgce
gaaaacctta
aattccataa
gataacacag
ccaatatcag
agggcacgaa
tccgattcat
cttgcagegt
aggggatatg
tatgtaacag
gatgtccaaa
actttctcct

gttggaatac

agggcagctg

Eustoma exaltatum

taacctattc
tgttcaccac
gcattatccc
tatcggccaa
gctcaaagta
actttgagac
ttatctecctt
ccttaattct
tttcgtcgag
gagtcagatc
ctagtccagc
ttgtatctca
gacattgctg
attgacatta
taacgcttta
tctgaaatgce
aacaatttca
aaagagtaca
cttacaagtc
tttctaaagt
cttattttat

ctaatgatag

tgatgctagg
cccecgtattt
ctggactaca
atccctggga
actttctttg
attttgtttc
ggttgagect
tgccctgatc
tcaacttctg
actatgggca
gcccaagaag
ccataagcac
tgtataccga
ctggatgata
gcaagacacc
tccaacgaaa

cagcacctag

ctceccteegt

tgcatgcttt
acacgcagtt
gctatgtctc

tgccactttc

gtggtcatct
gatgagcaag
tcggctaacc
acctgtgttt
atgcattatc
ctacactgac
atatcaagtc
tttagacatt
tgtgaaagac
ccctegagcet
ttgtttcagt
tccatgaacc
agccaattta
tttgtactac
acggaaagag
gctetttgec
ctagtcgtac
cccatcttat
aaattgtgaa
aaaaaatgca
acttccacaa

aaggaacaag

cagctctttc atcactgtga ggctcatagt ctggctgttc tgcatctgaa tttgaaacac

gtgc

<210>
<211>

16
64

-46-

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260

1320

1380

1400

64
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<212> ADN
<213> Eustoma exaltatum

<400> 16
cagcaaaagt gaaatataag gtcttgcagt catgccgect atgaccatct gaaaggatga

tttc

<210> 17
<211> 64
<212> ADN
<213> Eustoma exaltatum

<400> 17 )
ctgcaaaatt caaatgtgac gttttggtaa atcctcaacc ataacggagc ccaaacctct

gtga

<210> 18
211> 64
<212> ADN
<213> Eustoma exaltatum

<400> 18
ctgcaccacc atgggataga ccaccagcat ttgaaccata aggttccata ttgaaagact

gett

<210> 19
<211> 64
<212> ADN
<213> Eustoma exaltatum

<400> 19
cagcaagtgg ctccatattg cttttatttg caaatatgca aatggttctc ctagataacc

gtec

<210> 20
<211> 64
<212> PRT
<213> Eustoma exaltatum

<400> 20
Cys Ala Gly Cys Thr Gly Ala Ala Thr Gly Ala Gly Gly Cys Ala Cys
1 5 10 15

Thr Gly Ala Ala Cys Cys Thr Gly Ala Thr Cys Thr Thr Thr Gly Cys
20 25 30

Ala Ala Thr Gly Cys Cys Ala Thr Thr Thr Gly Ala Gly Cys Cys Thr
35 40 45

-47-
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60

64

60

64

64
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Gly Ala Cys Ala Cys Ala Ala Thr Gly Ala Gly Cys Thr Gly Gly Ala
50 55 60

<2106> 21
<211> 64
<212> ADN
<213> Eustoma exaltatum

<400> 21
ctgcecgecte ctgaatgaat gtgcgcggaa tgcagattga attcgtgctg aaaaaaaaaa

. aaaa

<210> 22
<211> 64
<212> ADN
<213> Eustoma exaltatum

<400> 22
ctgcgatttc ttttcagatc tctagcatgg aaaagtgatt acctttatca gctagcctag

ttgce

<210> 23
<211> 64
<212> ADN
<213> Eustoma exaltatum

<400> 23
cagcatgcaa ctaggctagc tgataaaggt catcactttt ccatgctaga gatctgaaaa

gaaa
<210> 24
<211> 64
<212> ADN

<213> Eustoma exaltatum

<400> 24 .
ctgctaataa atttcttccc ccaaccccaa acccccataa attactatct tgctgacgtg

gaaa
<210> 25
<211> 64
<212> ADN

<213> Eustoma exaltatum

<400> 25
cagctggaaa aagctttaga gaagacatat atgaatcctt gtttggagaa tatgaagggt

ggat

<210> 26
<211> 64

-48-
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60

64

60

64

60
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<212> ADN
<213>

<400> 26

31177

Eustoma exaltatum

ctgcctgaaa atttggagaa agagaagtcc tgaatcagtg tcctttacaa aatttaattg

gcat

<210> 27

<211> 566
<212> ADN
<213>

<400> 27
gaacaggatg

gtgattaagc
agagcaagtg
gcaagtatgc
gatgttcgta
gataacaagg
gtgcgagtgg
tgectgtttc
tcggaacaca
atatgcaaat
<210>
<211>

<212>
<213>

28
64
ADN

<400> 28

tttgggataa
agaacagtat
tgtcagctgg
tttctgcatc
atctgactct
tcaatcttaa
aaagtggaaa
atggatattc
gaatatgaga

ctttcaagtg

Eustoma exaltatum

ggatttggat
tccaaaactc
tggtctttct
tctacgacgt
ttctagtctg

agtcgctgag

aagaagcagt

aaatgccaga
tcaattctca

gcatgt

Eustoma exaltatum

atgtacaata
ttcctgttgg
actcctggca
gctatgggca
ctccatggga
ggtttcctca
ttcactgctg

aatggatggg

gcttgaaage

attttttcca
ccaattatat
ttgtcacgaa
gaggcacagg
gaaaaattct
agaagtatgg
cagccacccc
tttgaagcaa

ggagaacttt

caaattgaaa
aaagtctaat
gccactacgce
gtgtaatgga
agtagttgat
ggctgaggtg
accaatttga
Caaagagaat

cagttgaaga

ctgcatttgg atcataaaca agagtgctgt agtaaggatc ctcctcctgt gaaaacagca

gaaa

<210>
<211>
<212>
<213>

29
64
ADN

<400> 29

Eustoma exaltatum

cagcacaacg gatgccagtt acaatgtgca agagttgttt tggagcttca ccaatacaga

tatc

<210> 30
<211> 64
<212> ADN

-49-

60

64

60
120
180
240
300
360
420
480
540

566

60

64

60

64
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<213> Eustoma exaltatum

<400> 30
ctgcctgagg tgtttcctge ttttacatct tcagatggeca tacaacatat gaactttgga

gteg

<216> 31
211> 64
<212> PRT
<213> Eustoma exaltatum

<400> 31

Cys Thr Gly Cys Thr Gly THr Thr Thr Thr Cys Ala Cys Ala Gly Gly
1 5 : 10 15

Ala Gly Gly Ala Gly Gly Ala Thr Cys Cys Thr Thr Ala Thr Thr Ala
20 25 30

Cys Ala Gly Cys Ala Cys Thr Cys Thr Thr Gly Thr Thr Thr Ala Thr
35 40 45

Gly Ala Thr Cys Cys Ala Ala Ala Thr Gly Cys Ala Gly Ala Ala Ala
50 . 55 60

<210> 32
<211> 64
<212> ADN
<213> Eustoma exaltatum

<400> 32
ctgcecgcetat tttctcgegg agattgaact tctcagaaat tagcggccgg acatcttcag

cgcc

<210> 33

<211> 64

<212> ADN

<213> Eustoma exaltatum

<400> 33 -
cagcaaattg ttgacggatc tttggcctca atgattgacc cgtggttggc agaaaaaaaa

aaaa
<210> 34
<211> 64
<212> ADN

<213> Eustoma exaltatum

<400> 34
ctgcgctaga geatgctaaa gcactagetg atcaggaatt gcagagaact acggaagaac

-50-

60

64

60

64

- 60

64

60
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ttca

<210> 35
<211> 64
<212> ADN
<213> Eustoma exaltatum

<400> 35 :
ctgcttcteca ttttgttgat ttggttaagt gctggctgga gaatgttgaa cagaacccaa

gcaa

<210> 36
<211> 64
<212> ADN
<213> Eustoma exaltatum

<400> 36
cagcttgaga tgtgcatatt gatcacagat ctcatgagat tttttcaccc tactatcacg

tgtc

<210> 37
<211> 64
<212> ADN
<213> Eustoma exaltatum

<400> 37
ctgcaaaatt tgattgagtc tttggatggc attgaacatc aaggtcattt ggcattcgag

acac

<210> 38

<211> 64

<212> ADN

<213> Eustoma exaltatum

<400> 38
ctgcacctca atacagagcc cgggaacatt aaacgttttg aacataatct caccagtgta

ttcc

<210> 39
<211> 64
<212> ADN

<213> Eustoma exaltatum

<400> 39 ' ' :
ctgcatatca tggtaatctt gattttgtag gtagagttct gaaagaaggg tatgatgtg

atct

<210> 40
<211> 64
<212> ADN

-51-
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<213>

<400>

cagcaggagc ttgcaagcga agctccagga taagcacggt tcgtggctaa ccacctcecge

agaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

tagc

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

ctgcaaatga aaccacaagt taacaaattg ccagattaaa atgatataac tgcaaatgaa

acca

Eustoma exaltatum

40

41

64

ADN
Eustoma exaltatum

41
ctgcagttat ttaatcaaac tgcctcttta aaaccttgat tcttgactca atgtgagggc

42
64
ADN
Eustoma exaltatum

42

31177
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Fig.3A
Fig.3B
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