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MỞ ĐẦU

1.1. Tính cấp thiết của đề tài

Cây ngô có tên khoa học là Zea mays L. là một trong những cây lƣơng thực có tầm quan trọng trên thế giới cũng nhƣ ở Việt Nam. Sản lƣợng ngô đƣợc sử dụng làm lƣơng thực chiếm 17%, trong đó 66% đƣợc sử dụng thức ăn cho chăn nuôi, làm nguyên liệu cho ngành công nghiệp chiếm 5% và lĩnh vực xuất khẩu chiếm trên 10%.

Nhờ những vai trò quan trọng của cây ngô trong nền kinh tế thế giới nên hơn 40 năm gần đây, ngành sản xuất ngô thế giới phát triển mạnh và giữ vị trí hàng đầu về năng suất, sản lƣợng trong những cây lƣơng thực chủ yếu. Mặc dù diện tích trồng ngô đứng thứ 3 sau lúa mỳ và lúa nƣớc, nhƣng sản lƣợng ngô chiếm 1/3 sản lƣợng ngũ cốc trên thế giới và nuôi sống 1/3 dân số toàn cầu [25].

· Việt Nam, ngô là cây lƣơng thực quan trọng thứ hai sau lúa của nông dân vùng trung du và miền núi phía Bắc nói chung và cây lƣơng thực chính của đồng bào dân tộc thiểu số vùng cao nói riêng [1]. Đặc biệt, từ những năm 1990 trở lại đây, diện tích, năng suất và sản lƣợng ngô tăng liên tục là nhờ ứng dụng những tiến bộ khoa học kỹ thuật mới vào sản xuất. Do nhu cầu sử dụng ngô không ngừng tăng, để đáp ứng đủ nhu cầu ngô cho tiêu dùng trong nƣớc, Bộ Nông nghiệp và Phát triển Nông thôn đã xây dựng chiến lƣợc phát triển sản xuất ngô đến năm 2010 và tầm nhìn đến năm 2020 là phải đạt 5- 6 triệu tấn vào năm 2010 và năm 2020 là 9-10 triệu tấn. Để đạt đƣợc mục tiêu này, hai giải pháp chính đƣợc đƣa ra là mở rộng diện tích và tăng năng suất. Tuy nhiên, việc mở rộng diện tích trồng ngô rất khó khăn do diện tích sản xuất nông nghiệp còn hạn chế và phải cạnh tranh với nhiều loại cây trồng khác nên tăng năng suất là giải pháp chủ yếu. Trong giải pháp tăng năng suất
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thì giống đƣợc coi là hƣớng đột phá bởi nó có ý nghĩa quyết định để nâng cao năng suất và chất lƣợng ngô.

Hiện nay, có rất nhiều phƣơng pháp để nghiên cứu sự đa dạng di truyền của các giống cây trồng nói chung và cây ngô nói riêng nhƣ: RFLP, AFLP, SSR, STS, RAPD,... Các phƣơng pháp này khắc phục đƣợc nhƣợc điểm của các phƣơng pháp chọn giống truyền thống bởi đánh giá đƣợc hệ gen của cây trồng. Trong số đó chỉ thị RAPD là kỹ thuật đƣợc sử dụng rộng rãi, bởi kỹ thuật này dễ thực hiện và ít tốn kém mà vẫn đánh giá đƣợc sự đa dạng di truyền và mối quan hệ di truyền ở mức độ phân tử.

Xuất phát từ những cơ sở trên chúng tôi tiến hành nghiên cứu đề tài:

“Nghiên cứu mối quan hệ di truyền của một số giống ngô (Zea mays L.)

bằng chỉ thị RAPD”.

1.2. Mục tiêu nghiên cứu

· Đánh giá chất lƣợng hạt của 10 giống ngô lai (Zea mays L.) dƣ̣a trên một số

chỉ tiêu hóa sinh.

· Khảo sát sự đa dạng và mối quan hệ di truyền của 10 giống ngô lai bằng kỹ thuật RAPD.

1.3. Nội dung nghiên cƣ́u

· Phân tích đặc điểm hình thái, khối lƣợng và kích thƣớc hạt của 10 giống ngô nghiên cứu.

· Phân tích các chỉ tiêu hoá sinh: hàm lƣợng lipid, protein trong hạt.

· Tách chiết DNA tổng số của 10 giống ngô nghiên cứu.

· Phân tích sự đa hình di truyền DNA đƣợc nhân bản ngẫu nhiên, xác định mức sai khác trong cấu trúc DNA hệ gen của 10 giống ngô nghiên cứu.

· Thiết lập sơ đồ biểu diễn mối quan hệ di truyền của 10 giống ngô nghiên cứu.
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CHƢƠNG 1. TỔNG QUAN TÀI LIỆU

1.1. SƠ LƢỢC VỀ CÂY NGÔ

1.1.1. Nguồn gốc và phân loại cây ngô

Căn cứ vào những nghiên cứu về nguồn gốc cây trồng Vavilov (1926) đã chứng minh rằng: miền Trung Nam Mehico là Trung tâm phát sinh thứ nhất và vùng núi Andet thuộc Peru là Trung tâm phát sinh thứ hai của cây ngô

[59]. Nhận định này của ông đã đƣợc nhiều nhà khoa học chia sẻ ủng hộ [37],

[41]. Đặc biệt Harsberger (1893) đã kết luận ngô bắt nguồn từ một cây hoang

dại từ miền Trung Mehico trên độ cao 1500 m của vùng bán hạn có lƣợng mƣa mùa hè khoảng 350 mm [61]. Năm 1948 ngƣời ta đã tìm thấy hoá thạch của phấn ngô đƣợc khai quật ở Bellar Arter - Mehicô, điều này đã khẳng định những nhận định của Vavilov.

· Việt Nam, ngô đƣợc xâm nhập vào thông qua hai con đƣờng, từ Trung Quốc và từ Inđônêxia. Theo nhà bác học Lê Quý Đôn, cây ngô đƣợc đƣa vào Việt Nam cuối thế kỷ 17 (thời Khang Hy) do ông Trần Thế Vinh ngƣời huyện Tiên Phong (Sơn Tây, phủ Quảng Oai) đi sứ Trung Quốc đem về và đƣợc trồng đầu tiên ở Sơn Tây và gọi là “ngô”. Một số tƣ liệu cho rằng ngƣời Bồ Đào Nha đã nhập ngô vào Jana năm 1496 có thể trực tiếp từ Nam Mỹ. Sau đó từ Inđônêxia ngô đƣợc chuyển sang Đông Dƣơng và Myanma [25]. Nhờ những đặc điểm quý, cây ngô sớm đƣợc ngƣời Việt Nam chấp nhận và mở rộng sản xuất, coi nhƣ là một trong các cây lƣơng thực chính chỉ sau cây lúa

nƣớc về mặt diện tích nhƣng lại là cây màu số một cho năng suất và giá trị 4
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kinh tế cao nhất. Tuy nhiên, do là một nƣớc có truyền thống sản xuất lúa gạo trong một thời gian dài nên ngô ít đƣợc chú ý mà chỉ những năm gần đây mới phát triển. Cuộc cách mạng về giống ngô lai đã góp phần tăng nhanh diện tích, năng suất và sản lƣợng ngô toàn quốc, đƣa nƣớc ta đứng vào một trong những nƣớc trồng ngô lai tiên tiến của vùng Châu Á.

Ngô có tên khoa học là Zea mays L. do nhà thực vật học Thụy Điển Linnaeus đặt theo hệ thống tên kép Hy Lạp – Latinh: Zea - từ Hy Lạp chỉ cây ngũ cốc và mays là từ “Mahiz” tên gọi cây ngô của ngƣời bản địa da đỏ. Cũng có thể mays là từ “Maya” – tên một bộ tộc da đỏ ở vùng Trung Mỹ - xuất xứ của ngô. Zea thuộc chi Maydeae, họ hoà thảo (Gramineae). Kernike là ngƣời đầu tiên đƣa ra phƣơng pháp phân loại ngô theo thực vật học . Trên thế giới hiện có khoảng 8500 giống ngô đƣợc trồng ở khắp các lục địa . Có nhiều cách để ngƣời ta phân loại ngô, một trong các cách đó là dựa vào cấu trúc nội nhũ của hạt và hình thái bên ngoài của hạt. Ngô đƣợc phân thành các loài phụ: ngô đá rắn, ngô răng ngựa, ngô nếp, ngô đƣờng, ngô nổ, ngô bột, ngô nửa răng ngựa. Từ các loài phụ dựa vào màu hạt và màu lõi ngô đƣợc phân chia thành các thứ. Ngoài ra ngô còn đƣợc phân loại theo sinh thái học, nông học, thời gian sinh trƣởng và thƣơng phẩm [13].

1.1.2. Đặc điểm nông sinh học của cây ngô

Các giống ngô ở Việt Nam có những đặc điểm nhƣ chiều cao cây, thời gian sinh trƣởng, chống chịu sâu bệnh và thích ứng với điều kiện ngoại cảnh khác nhau. Song cây ngô có những đặc điểm chung về hình thái, giải phẫu. Các bộ phận của cây ngô bao gồm: rễ, thân, lá, hoa (bông cờ, bắp ngô) và hạt [66].

Cơ quan sinh dƣỡng của cây ngô gồm có: Rễ, thân, lá làm nhiệm vụ duy trì đời sống cá thể của cây ngô. Hạt đƣợc coi là cơ quan khởi đầu của cây, vì khi hạt nảy mầm thì phôi trong sẽ phát triển thành cây.
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Ngô là cây có hệ rễ chùm tiêu biểu cho bộ rễ cây hoà thảo. Tuỳ theo vị trí, thời gian sinh trƣởng và chức năng nhiệm vụ hệ rễ của cây hoàn chỉnh chia làm 3 loại: Rễ mầm, rễ đốt và rễ chân kiềng. Ngô ra lớp rễ đốt đầu tiên lúc 3 - 4 lá và mọc theo thứ tự từ dƣới lên trên. Rễ đốt giúp cho cây hút nƣớc và dinh dƣỡng trong suốt đời sống cây ngô. Rễ chân kiềng mọc xung quanh các đốt phần thân sát gốc trên mặt đất. Rễ chân kiềng to nhẵn, ít rễ nhánh, không có rễ con và lông hút ở phần rễ nằm trong không khí. Rễ này giúp cây chống đổ, bám chặt vào đất và tham gia vào hút nƣớc và thức ăn cho cây [24].

Số lƣợng rễ, số lông rễ, độ lớn, độ dài của rễ phụ thuộc vào từng giống. Khả năng thu nhận nƣớc và cung cấp đủ nƣớc thông qua rễ tới các bộ phận cây trong điều kiện khó khăn về nƣớc đƣợc coi là chỉ tiêu quan trọng để đánh giá tính chịu hạn.

Thân cây ngô thƣờng phát triển mạnh, thẳng, cứng. Thân chia làm nhiều gióng, các gióng nằm giữa các đốt. Tuỳ theo giống, điều kiện khí hậu và kỹ thuật gieo trồng mà chiều cao thân khác nhau. Thân ngô có đặc điểm là các gióng gần gốc ngắn, lên cao, dài và to dần, phát triển nhất là gióng đóng bắp, gióng gần đóng bắp và các gióng sau bé dần. Bề mặt thân ngô nhẵn và sáng.

Lá ngô mọc từ mắt trên đốt và mọc đối xứng xen kẽ nhau, số lá ngô dao động từ 6 - 22 lá tuỳ theo giống và điều kiện tự nhiên. Theo hình thái và vị trí lá trên cây, lá ngô đƣợc chia thành các nhóm sau: lá mầm, lá thân, lá ngọn, lá bi. Lá ngô trƣởng thành gồm các bộ phận: Bẹ lá, phiến lá, thìa lá. Đặc biệt nổi bật là lá ngô có nhiều lỗ khí khổng. Trung bình trên một lá có khoảng 2 – 6 triệu lỗ khí khổng. Tế bào đóng mở khí khổng của ngô rất mẫm cảm với điều kiện bất thuận do đó khi gặp hạn khí khổng khép lại rất nhanh hạn chế sự thoát hơi nƣớc.
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Bắp ngô phát sinh từ mầm lá nách lá trên thân, số mầm nách lá trên cây ngô nhiều, nhƣng chỉ 1 – 3 mầm nách trên cùng phát triển thành bắp. Tuỳ thuộc vào giống, điều kiện sinh thái, chăm bón, mật độ, mùa vụ…mà tỷ lệ cây 2 – 3 bắp, số hạt trên bắp, vị trí đóng bắp, thời gian phun râu, trỗ cờ…có khác nhau.

Hạt ngô thuộc loại quả dĩnh gồm 4 bộ phận chính: Vỏ hạt, lớp aloron, phôi và nội nhũ. Phía dƣới hạt còn có gốc hạt gắn liền với lõi ngô. Vỏ hạt bao bọc xung quanh hạt là một màng nhẵn màu trắng, đỏ hoặc vàng tuỳ thuộc vào từng giống. Nằm sau lớp vỏ hạt là lớp aloron bao bọc lấy nội nhũ và phôi. Nội nhũ chiếm khoảng 70 – 78% khối lƣợng hạt, là kho dự trữ để nuôi phôi, thành phần chủ yếu là tinh bột, ngoài ra còn chứa protein, chất béo, vitamin, chất khoáng, enzyme [14].

Mỗi một giai đoạn sinh trƣởng, cây ngô yêu cầu về điều kiện sinh thái khác nhau. Trong điều kiện đảm bảo về ẩm độ, ôxy và nhiệt độ thích hợp cho ngô nảy mầm nhanh sau khi gieo. Nhiệt độ tối thiểu cho hạt nảy mầm từ 8 – 120C, nhiệt độ tối đa cho hạt nảy mầm từ 40 – 450C, nhiệt độ tối thích từ 25 – 280C. Ở các thời kỳ sinh trƣởng khác nhau thì sự hút chất dinh dƣỡng cũng nhƣ yêu cầu về dinh dƣỡng của ngô cũng khác nhau: Ở thời kỳ đầu cây ngô hút chất dinh dƣỡng chậm, thời kỳ từ 7 - 8 lá đến sau trỗ 15 ngày toàn bộ các bộ phận trên mặt đất cũng nhƣ các bộ phận dƣới đất của cây ngô tăng trƣởng nhanh, các cơ quan sinh trƣởng phát triển mạnh, lƣợng tinh bột và chất khô tăng nhanh. Đây là giai đoạn cây ngô hấp thu chất dinh dƣỡng tối đa (bằng 70

· 90% dinh dƣỡng cả vòng đời cây). Ở thời kỳ này nếu cây thiếu nƣớc và chất dinh dƣỡng sẽ làm giảm năng suất từ 10 - 20%. Trong các yếu tố dinh dƣỡng thì đạm là nguyên tố dinh dƣỡng quan trọng bậc nhất của cây ngô [3].

1.1.3. Vai trò cây ngô trong nền kinh tế
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Cây ngô là một trong những cây trồng có giá trị dinh dƣỡng và kinh tế cao. Vai trò của ngô trƣớc hết phải nói đến đó là nguồn lƣơng thực nuôi sống gần 1/3 dân số thế giới. Tất cả các nƣớc trồng ngô nói chung đều ăn ngô ở mức độ khác nhau. Ngô là lƣơng thực chính của ngƣời dân khu vực Đông Nam Phi, Tây Phi, Nam Á. Ngô là thành phần quan trọng nhất trong thức ăn chăn nuôi. Hầu nhƣ 70% chất tinh trong chăn nuôi là tổng hợp từ ngô, 71% sản lƣợng ngô trên thế giới đƣợc dùng cho chăn nuôi. Ở các nƣớc phát triển phần lớn sản lƣợng ngô đƣợc sử dụng cho chăn nuôi: Nhƣ Mỹ 76%, Bồ Đào Nha 91%, Italia 9%, Croatia 95%, Trung Quốc 76%, Thái Lan 96% [25]. Ngô đƣợc sử dụng làm nguyên liệu cho ngành công nghiệp chế biến thực phẩm, tạo ra cồn, rƣợu, bia, tinh bột, bánh kẹo. Ngƣời ta đã sản xuất ra khoảng trên 670 loại sản phẩm từ ngô bằng công nghiệp lƣơng thực, thực phẩm, công nghiệp nhẹ và dƣợc phẩm [24].

Trong những năm gần đây, khi mà đời sống con ngƣời ngày một nâng cao thì nhu cầu sử dụng ngô làm thực phẩm ngày càng lớn. Ngƣời ta sử dụng bắp ngô bao tử làm rau cao cấp, các loại ngô nếp, ngô đƣờng (ngô ngọt) đƣợc dùng để làm quà ăn tƣơi (luộc, nƣớng), chế biến thành các món ăn đƣợc nhiều ngƣời ƣa chuộng nhƣ ngô chiên, súp ngô, snack ngô hoặc đóng hộp làm thực phẩm xuất khẩu, việc xuất khẩu các loại ngô thực phẩm mang lại hiệu quả kinh tế đáng kể cho một số nƣớc nhƣ Thái lan, Đài Loan... Ngoài sản phẩm chính, thân cây ngô còn là nguồn thức ăn xanh đáng kể cho gia súc.

Mặt khác, trong đông y, ngô là cây trồng cũng có tác dụng rất lớn. Mỗi bộ phận trên cây ngô đều có tác dụng chữa các bệnh khác nhau. Râu ngô và ruột cây ngô có vị ngọt, tính bình, có tác dụng lợi tiểu, thông mật, cầm máu.

1.1.4. Đặc điểm hóa sinh hạt ngô

Các chất trong hạt ngô dễ bị đồng hóa nên có giá trị dinh dƣỡng cao. Hạt ngô chứa tinh bột, lipid, protein, đƣờng (chiếm khoảng 3,5%), chất khoáng
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(chiếm khoảng 1 – 2,4%), vitamin (gồm vitamin A, B1, B2, B6, C và một lƣợng rất nhỏ cellulose (2,2%).

Hạt ngô chứa phần lớn tinh bột, hàm lƣợng tinh bột trong hạt thay đổi trong giới hạn 60 - 70%. Hàm lƣợng tinh bột ở ngô tẻ nhiều hơn ngô nếp (68% so với 65%). Tinh bột tập trung chủ yếu ở nội nhũ và đƣợc chia thành hai dạng tinh bột là tinh bột mềm (tinh bột bột) và tinh bột cứng (tinh bột sừng hay tinh bột phalê).

Hàm lƣợng lipid cao thứ hai trong các loại ngũ cốc sau lúa mạch, nó chiếm khoảng (3,5 – 7%) và phụ thuộc vào từng giống, điều kiện tự nhiên. Lipid đƣợc tập trung nhiều ở phôi và màng alơron. Hàm lƣợng lipid là một chỉ tiêu quan trọng để đánh giá chất lƣợng hạt [9].

Tỷ lệ protein trong hạt ngô 8 - 12%. Protein chính của ngô là zein, một loại prolamin gần nhƣ không có lysine và tryptophan. Protein của ngô đƣợc chia thành 3 loại chính: protein hoạt tính (enzyme), protein cấu tạo và protein dự trữ, trong đó protein dự trữ chiếm tỷ lệ cao nhất. Hàm lƣợng protein cũng nhƣ các thành phần amino acid bị thay đổi bởi những tác động của các yếu tố di truyền (giống) và môi trƣờng, kỹ thuật canh tác. Lợi dụng tính chất hòa tan của protein trong các dung môi, ngƣời ta có thể tách triết protein tan từ ngô phục vụ cho nhiều mục đích nghiên cứu nhƣ đánh giá chất lƣợng hạt, khả năng chịu hạn…

1.1.5. Tình hình sản xuất ngô trên thế giới và ở Việt Nam

1.1.5.1. Tình hình sản xuất ngô trên thế giới

Trên thế giới , ngô đƣ́ng thƣ́ 3 về diện tích , sản lƣợng xếp thứ 2 và năng suất cao nhất trong các cây ngũ cốc. Năm 1961, diện tích ngô toàn thế giới đạt 105,5 triệu ha, năng suất 19,4 tạ/ha, sản lƣợng 205 triệu tấn, đến năm 2010, diện tích trồng ngô thế giới đạt 161,9 triệu ha, năng suất bình quân 52,2 tạ/ha,
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sản lƣợng 844,4 triệu tấn. Trong đó Mỹ, Trung Quốc, Braxin là những nƣớc đứng đầu về diện tích và sản lƣợng [68].

Theo dự báo của Viện nghiên cứu chƣơng trình lƣơng thực thế giới (IPRI, 2003), vào năm 2020 tổng nhu cầu ngô thế giới là 852 triệu tấn, trong đó 15 % dùng làm lƣơng thực, 69 % dùng làm thức ăn chăn nuôi, 16 % dùng làm nguyên liệu cho công nghiệp. Ở các nƣớc phát triển chỉ dùng 5 % ngô làm lƣơng thực nhƣng ở các nƣớc đang phát triển sử dụng 22 % ngô làm lƣơng thực. Đến năm 2020, nhu cầu ngô thế giới tăng 45 % so với nhu cầu năm 1997, chủ yếu tăng cao ở các nƣớc đang phát triển (72 %), riêng Đông Nam Á nhu cầu tăng 70 % so với năm 1997 (Bảng 1.1), sở dĩ nhu cầu ngô tăng mạnh là do dân số thế giới tăng, thu nhập bình quân đầu ngƣời tăng, nên nhu cầu thịt, cá, trứng, sữa tăng mạnh , dẫn đến đòi hỏi lƣợng ngô dùng cho chăn nuôi tăng. Vì vậy, các nƣớc đang phát triển phải tự đáp ứng nhu cầu của mình (IPRI, 2003).

Bảng 1.1. Dự báo nhu cầu ngô thế giới đến năm 2020

	Vùng
	Năm 1997
	Năm 2020
	% thay

	
	(triệu tấn)
	(triệu tấn)
	đổi

	Thế giới
	586
	852
	45

	
	
	
	

	Các  nƣớc  đang  phát
	295
	508
	72

	triển
	
	
	

	
	
	
	

	Đông Á
	136
	252
	85

	
	
	
	

	Nam Á
	14
	19
	36

	
	
	
	

	Cận Sahara – Châu Phi
	29
	52
	79

	
	
	
	

	Mỹ Latinh
	75
	118
	57

	
	
	
	

	Tây và Bắc Phi
	18
	28
	56

	
	
	
	


(Nguồn: Viện nghiên cứu chương trình lương thực thế giới IPRI, 2003)
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Theo Đại học Tổng hợp Iowa (2006), trong những năm gần đây khi thế giới cảnh báo nguồn dầu mỏ đang cạn kiệt, thì ngô đã và đang đƣợc chế biến ethanol, thay thế một phần nhiên liệu xăng dầu chạy ô tô tại Mỹ, Braxin, Trung Quốc,... Riêng ở Mỹ, năm 2002 - 2003 đã dùng 25,2 triệu tấn ngô để chế biến ethanol, năm 2005 - 2006 dùng 40,6 triệu tấn và dự kiến năm 2012 dùng 190,5 triệu tấn ngô. Diện tích, năng suất, sản lƣợng ngô giữa các châu lục trên thế giới có sự chênh lệch tƣơng đối lớn đƣợc thể hiện bảng 1.2.

Bảng 1.2. Tình hình sản xuất ngô của một số khu vực trên thế giới giai đoạn 2008 – 2010

	Khu vƣ̣c
	Diện tích (triệu ha)
	Năng suất (tạ/ha)
	Sản lƣợng (triệu tấn)

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	2008
	2009
	2010
	2008
	2009
	2010
	2008
	2009
	2010

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Thế giới
	161,2
	158,8
	161,9
	51,3
	51,6
	52,2
	827,5
	819,7
	844,4

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Châu Âu
	15,4
	13,8
	14,1
	60,5
	60,7
	60,6
	93,2
	84,0
	85,6

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Châu Á
	52,4
	53,5
	53,7
	45,5
	43,8
	45,8
	238,4
	234,5
	246,1

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Châu Mỹ
	60,4
	61,4
	63,1
	68,6
	71,9
	71,0
	439,5
	441,5
	447,9

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


(Nguồn: Số liệu thống kê của FAOSTAT, 2010)

Qua bảng 1.2 cho thấy: Diện tích, năng suất và sản lƣợng ngô giữa các Châu lục có sự chênh lệch nhau . Châu Mỹ là khu vực có diện tích trồng ngô lớn nhất chiếm khoảng 37,5 - 39 % diện tích trồng ngô toàn thế giới (2008 - 2010), năng suất cao nhất là năm 2009 đạt 71,9 tạ/ha và là khu vƣ̣c dẫn đầu về sản lƣợng ngô trên toàn thế giới . Châu Âu là khu vực có diện tích trồng ngô thấp, chiếm khoảng 8,7 - 9,6 % diện tích trồng ngô thế giới (2008 - 2010) nhƣng luôn xếp thƣ́ hai về năng suất . Đứng thứ hai về diện tích trồng ngô trên thế giới nhƣng năng suất ở Châu Á thấp nhất , chênh lệch so với năng suất bình quân của thế giới thấp hơn từ 5,8 - 7,8 tạ/ha (2008 - 2010). Sở dĩ Châu Á có năng suất thấp chủ yếu là do khu vực này có điều kiện thời tiết bất thuận
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nhƣ: hạn hán, lũ lụt, đất canh tác chƣa thuận lợi . Tuy nhiên, do có diện tích trồng ngô lớn nên sản lƣợng ngô của Châu Á vẫn xếp thƣ́ hai sau Châu Mỹ.

Nhƣ vậy, trong giai đoạn từ năm 2008 đến 2010 diện tích, năng suất và sản lƣợng ngô trên thế giới đều tăng. Đó là do áp dụng các thành tựu khoa học kỹ thuật tiên tiến đặc biệt là việc mở rộng diện tích trồng ngô lai nên thế giới có sự nhảy vọt về năng suất và sản lƣợng ngô, nhất là các nƣớc có nền kinh tế phát triển có điều kiện thâm canh cao và sử dụng giống ngô lai trong sản xuất nhƣ Trung Quốc, Mỹ, Braxin chủ yếu là sử dụng ngô lai trong gieo trồng và cũng là những nƣớc có diện tích trồng ngô lớn. Tình hình sản xuất ngô của một số quốc gia trên thế giới đƣợc thể hiện qua bảng 1.3.

Bảng 1.3. Tình hình sản xuất ngô của một số quốc gia trên thế giới năm 2010

	Tên nƣớc
	Diện tích
	Năng suất
	Sản lƣợng

	
	(triệu ha)
	(tạ/ha)
	(triệu tấn)

	
	
	
	

	Mỹ
	32,96
	95,92
	316,17

	Argentina
	2,90
	78,12
	22,68

	Brazin
	12,81
	43,75
	56,06

	Trung Quốc
	32,52
	54,60
	177,54

	Pháp
	1,57
	88,96
	13,98


Qua bảng 1.3 cho thấy, Mỹ là nƣớc có diện tích, năng suất, sản lƣợng lớn nhất đạt 32,96 triệu ha, với tổng sản lƣợng đạt 316,17 triệu tấn, năng suất bình quân đạt 95,92 tạ/ha. Trên thế giới , Mỹ và Trung Quốc là hai cƣờng quốc có diện tích trồng ngô lớn nhất và cao gấp nhiều lần so với các quốc gia khác. Hàng năm, có khoảng 11,5 % tổng sản lƣợng ngô đƣợc lƣu thông trên thị trƣờng thế giới, với giá bình quân trên dƣới 140 USD/tấn. Xuất khẩu ngô đã đem lại nguồn lợi lớn cho các nƣớc lớn sản xuất ngô nhƣ: Mỹ, Trung Quốc, Argentina, Hungari… [25]. Sản lƣợng ngô xuất khẩu trên thế giới năm 2009
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là 100,4 triệu tấn, riêng Mỹ xuất khẩu khoảng 47,8 triệu tấn chiếm 47,6 % tổng sản lƣợng, Argentina 8,6 triệu tấn... Ngƣợc lại, các nƣớc nhập khẩu ngô chủ yếu là Châu Á: Nhật Bản, Hàn Quốc, Đài Loan, Malaixia...với số lƣợng rất lớn khoảng 44,5 triệu tấn. Chính vì vậy, sản xuất ngô trên toàn cầu sẽ có những biến đổi trong những năm tới [67].

1.1.5.2. Tình hình sản xuất ngô ở Việt Nam

· nƣớc ta ngô đƣợc trồng ở hầu hết các địa phƣơng có đất cao dễ thoát hơi nƣớc. Những vùng trồng ngô lớn là Đông Nam Bộ, Tây Nguyên, miền núi phía Bắc, Trung du đồng bằng Sông Hồng, Duyên hải Miền Trung [8]. Trong đó, khu vực miền núi phía Bắc trồng chủ yếu là các giống ngô địa phƣơng.

Năm 2010 diện tích ngô của cả nƣớc là 1.126.390 ha, sản lƣợng ngô

năm 2010 đạt 4.606.800 tấn, năng suất 40,9 tạ/ha, so với năm 1990 khi chƣa trồng ngô lai thì sản lƣợng tăng gấp 6,86 lần, năng suất hơn 2,76 lần [67]. Mặc dù vậy năng suất ngô nƣớc ta vẫn còn thấp, năm 2010 mới chỉ bằng 78,35% năng suất ngô bình quân trên thế giới. Một trong những nguyên nhân dẫn đến năng suất ngô nƣớc ta còn thấp là do ngô đƣợc trồng chủ yếu ở các vùng khó khăn. Các tỉnh miền núi diện tích ngô tƣơng đối lớn nhƣng lại gặp điều kiện bất thuận của yếu tố ngoại cảnh nhƣ khí hậu, thời tiết khắc nghiệt, hạn hán, rét kéo dài, không có hệ thống thuỷ lợi, còn sử dụng các giống cũ, lẫn tạp, thoái hoá… Vì vậy, để sản xuất ngô của Việt Nam theo kịp các nƣớc trong khu vực và đạt năng suất trung bình của thế giới cần phải thay đổi cơ cấu giống và tăng cƣờng đầu tƣ thâm canh. Hiện nay, nhu cầu về giống ngô lai mới năng suất cao ở nƣớc ta còn rất lớn, do đó việc chọn tạo, khảo nghiệm, giới thiệu các giống ngô lai cho năng suất cao, khả năng chống chịu tốt, thích nghi với điều kiện sinh thái của từng vùng là việc làm cấp thiết. Tình hình sản xuất ngô của nƣớc ta trong những năm gần đây đƣợc thể hiện ở bảng 1.4.
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Bảng 1.4. Tình hình sản xuất ngô ở Việt Nam từ năm 2008 đến năm 2010

	Năm
	Diện tích ( triệu ha)
	Năng suất (tạ/ha)
	Sản lƣợng( triệu tấn)

	
	
	
	

	2008
	1,44
	31,75
	4,57

	
	
	
	

	2009
	1,09
	40,14
	4,37

	
	
	
	

	2010
	1,13
	40,90
	4,61

	
	
	
	


1.2. NGHIÊN CỨU QUAN HỆ DI TRUYỀN Ở THỰC VẬT

1.2.1. Một số phương pháp sinh học phân tử trong phân tích quan hệ di truyền ở thực vật

1.2.1.1. Kỹ thuật AFLP

AFLP(Amplified Fragment Length Polymorphism – Đa hình chiều dài các đoạn DNA được khuếch đại chọn lọc), do Vos và cộng sƣ̣ phát minh 1975. Nguyên tắc của phƣơng pháp AFLP giống nhƣ RFLP, điểm khác biệt cơ bản là AFLP không cần tiến hành lai phân tử (lai Southern blot), do vậy thực hiện nhanh hơn. Kỹ thuật AFLP gồm hai nội dung cơ bản là:

- Cắt DNA bằng enzyme giới hạn có bổ sung các adaptor đặc hiệu tạo nên các đoạn có đầu mút giống nhau, đặc trƣng cho các mồi đã chọn trƣớc.

· Nhân đoạn DNA bằng kỹ thuật PCR ngắt quãng với hai loại mồi khác nhau. Quy trình thực hiện AFLP gồm bốn bƣớc:

· Tách chiết và tinh sạch DNA

· Cắt các mẫu DNA nghiên cứu bằng các cặp enzyme giới hạn (RE) chọn lọc có bổ sung các adaptor phù hợp.

· Tiến hành PCR ngắt quãng với hai loại mồi đặc hiệu

· Phân tích kết quả bằng các phần mềm thông dụng, lập dendrogram để xác

định sự khác biệt di truyền và đa dạng sinh học của các mẫu nghiên cứu [20]. 14
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AFLP là một kỹ thuật có độ nhạy cao để phát hiện đa hình trong toàn bộ hệ gene. AFLP cho phép phân tích nhanh, ổn định, đáng tin cậy, có khả năng ứng dụng trong lập bản đồ hệ gene và chọn giống có sự trợ giúp của chỉ thị. Kỹ thuật AFLP ít phức tạp hơn RFLP và phát hiện đƣợc một số lƣợng lớn DNA đa hình trong thời gian ngắn và vì thế là một kỹ thuật hữu hiệu trong nghiên cứu di truyền.

Các chỉ thị AFLP đã đƣợc sử dụng để lập bản đồ di truyền ở lúa, khoai tây, lúa mạch, mía,... Chỉ thị AFLP cũng đƣợc sử dụng trong các nghiên cứu về phân tích đa dạng của nhiều loài nhƣ ngô (Zea mays L.), lạc (Arachis hypogaea L.), sồi (Fagus sylvatica L.),...

Hartings và đtg (2008) cũng sử dụng kỹ thuật AFLP để xác định khoảng cách di truyền của 54 giống ngô bản địa của Italy, bằng cách sử dụng các đặc điểm hình thái và đánh dấu phân tử. Kết quả cho thấy, 54 giống ngô đƣợc chia thành 4 nhóm lớn phản ánh nguồn gốc địa lý và việc làm theo mùa của các giống bản địa phân tích. Phân tử phân tích phƣơng sai cho thấy có ý nghĩa (P <0,01) sự khác biệt giữa các nhóm, giữa các quần thể trong các nhóm, và giữa các cá nhân trong quần thể. Khoảng 74% phản ánh sự khác biệt bên trong quần thể. Ngƣợc lại, một mức độ thấp hơn của sự khác biệt đã đƣợc phát hiện giữa các nhóm (4%). Về khoảng cách di truyền giữa các quần thể (F ST = 0,25 ± 0,3) và mức độ của giao phối cận huyết trong nhóm (F SC = 0,22 ± 0,2) [39].

1.2.1.2. Kỹ thuật RFLP

Kỹ thuật RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism - đa hình độ dài các đoạn cắt giới hạn) là kỹ thuật tạo nên các đoạn cắt khác nhau phân biệt đƣợc bằng điện di đồ, các đoạn cắt còn đƣợc gọi là các “dấu vân tay”
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đặc trƣng cho từng phân tử DNA. Xử lý các mẫu DNA bằng cùng một cặp enzyme giới hạn, các bộ gene có cấu trúc khác nhau tạo nên số lƣợng đoạn cắt có chiều dài khác nhau còn những bộ gene hoàn toàn giống nhau tạo nên các đoạn cắt giống nhau. Bản đồ di truyền các kết quả RFLP có tính chính xác cao thƣờng sử dụng trong nghiên cứu định loại nguồn gốc và mức độ tiến hóa của các loài sinh vật.

Qui trình thực hiện RFLP bao gồm các bƣớc:

· Tách chiết và tinh sạch DNA

· Cắt các mẫu DNA cần phân tích bởi cùng một cặp RE

· Điện di và thực hiện phản ứng lai Southern blot

· Xác định đa dạng di truyền các đoạn cắt giới hạn, lập bản đồ di truyền các

đoạn cắt giới hạn [20].

Mặc dù có nhiều ƣu điểm, nhƣng chỉ thị RFLP cũng có mặt hạn chế do kinh phí cao, tốn kém thời gian và công sức. Kỹ thuật này cần sử dụng lƣợng DNA lớn (50 – 200 ng từ mỗi cá thể) [7], có sự đầu tƣ đáng kể về trang thiết bị kỹ thuật phòng thí nghiệm, khi thực hiện đòi hỏi sự thành thạo về kỹ thuật.

Hiện nay, chỉ thị RFLP đã sử dụng để xác định quan hệ di truyền trên đối

tƣợng nhƣ ngô(Zea mays L.), lúa (Oryza sativa L.), đậu xanh (Vigna radiata L.)...

Ignjatovie và đtg (2003) đã sử dụng kỹ thuật RFLP kết hợp với kỹ thuật RAPD để xác định quan hệ di truyền của 2178 giống ngô địa phƣơng. Kết quả xác định khoảng cách di truyền dao động từ 0,1311 đến 0,5075. Tác giả kết luận, dữ liệu phân tích RAPD và RFLP đều cho kết quả giống nhau nên có thể dùng cả hai phƣơng pháp này để xác định đa hình di truyền [40].

Moretti và đtg (2008) đã sử dụng kỹ thuật RFLP để xác định quan hệ di truyền của Fusarium subglutinans là một loại nấm tác nhân gây bệnh thối ở ngô và sản xuất các sản phẩm beauvericin và độc tố nấm mốc khác [44].
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1.2.1.3. Kỹ thuật SSR

SSR (Simple Sequence Repeats - trình tự lặp lại đơn giản) hay còn gọi là vi vệ tinh (microsatellites). Kỹ thuật này đƣợc Litt và Luty phát triển năm 1989 dựa trên nguyên tắc của phản ứng PCR. Trong cấu trúc hệ gen của sinh vật nhân chuẩn tồn tại một loạt các trình tự nucleotide lặp lại, chúng đặc trƣng cho loài. SSR gồm 2 - 5 nucleotide lặp lại nhiều lần. Thông thƣờng, các SSR có mặt chủ yếu ở các vùng dị nhiễm sắc của NST, nhƣ vùng tâm động hoặc các đầu mút. Chúng giữ vai trò quan trọng trong việc điều hòa hoạt động của các gen, góp phần làm tăng tính ổn định cơ học của NST trong các quá trình phân bào và có thể chứa đựng những thông tin di truyền liên quan đến sự xác định giới tính ở cả động vật và thực vật. Do sự khác nhau về số lƣợng nucleotide trong mỗi đơn vị lặp lại mà sự đa hình về độ dài của SSR đƣợc nhân bản sẽ đƣợc phát hiện sau quá trình điện di trên gel agarose hay polyacrylamide.

SSR là công cụ hữu ích trong phân tích hệ gen và chọn giống cây trồng, do khả năng phát hiện tính đa hình rất cao. Song chỉ thị này có nhƣợc điểm là sự phức tạp trong thiết kế mồi và giá thành thiết kế mồi cao. Trong thực tế, chỉ thị này đã đƣợc sử dụng để nghiên cứu một số tính trạng liên quan đến năng suất, bệnh hại, xác định giới tính, phân tích quan hệ di truyền, lập bản đồ gen.

Legesse và đtg (2007) cũng sử kỹ thuật này để nghiên cứu mức độ đa dạng di truyền và đánh giá cấu trúc gene của các dòng ngô lai cận huyết. Kết quả thu đƣợc 104 alelle với khoảng cách di truyền xác định đƣợc từ 0,28 đến 0,73, giá trị PIC là 0,58 [43].

Yao và đtg (2008) dƣ̣a trên chỉthịSSR đánh dấu có thể phân biệt đƣợc124 giống ngô bản địa trong khu vƣ̣c núi Wuling,Trung Quốc thành5 nhóm. So sánh
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các giống bản địa trong cùng một khu vực hầu hết các giống bản địanày có thể nhóm lại với nhau và có hệ số tƣơng đồng trên0,4 [63].

1.2.1.4. Bản đồ QTL

Bản đồ QTL (Quantitative Trait Loci - bản đồ các locus tính trạng số lƣợng) xác định mối liên kết giữa các chỉ thị phân tử với một tính trạng hình thái đang đƣợc quan tâm. Qua bản đồ QTL có thể xác định đƣợc những vùng trên NST có liên quan đến một tính trạng hình thái. Để lập bản đồ QTL, cần tiến hành:

· Xác định cặp lai

· Lai và tạo quần thể cho lập bản đồ

· Theo dõi sự phân ly của các chỉ thị trong quần thể

· Xử lý thống kê và lập bản đồ.

Lập bản đồ QTL nhằm xác định vị trí, hiệu quả gen và hoạt động của các locus liên quan trong tƣơng tác gen và tƣơng tác QTL với môi trƣờng, từ đó chọn lọc nhờ sự trợ giúp của chỉ thị phân tử (MAS - Marker Assisted Selection).

Kỹ thuật QTL cũng đƣợc Zhu và đtg (2005) sử dụng để lập bản đồ cho cây ngô với mục đích nhận dạng, định lƣợng trạng thái locus, điều hoà độ dài của rễ phụ, xác định mức độ mềm dẻo của rễ nguyên thuỷ, xác định 6 bản đồ QTL có liên quan tới 53,1% các biến đổi phospho ở hạt [64].

Bản đồ QTL cũng đƣợc Trachsel và đtg (2009) áp dụng nghiên cứu sự tăng trƣởng gốc và rễ trụ của ngô nhiệt đới [57].
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Zhu và đtg (2011) đã nghiên cứu lập bản đồ QTL liên quan tới tính chịu hạn ở ngô . nghiên cứu locus tính trạng số lƣợng tiềm ẩn khả năng chịu hạn cho cây ngô phát triển trong hai môi trƣờng khác nhau [65].

1.2.1.5. Kỹ thuật RAPD

Kỹ thuật RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA - đa hình các đoạn DNA đƣợc khuếch đại ngẫu nhiên) do William phát minh năm 1990, Welsh và cộng sự hoàn thiện năm 1991. Kỹ thuật này cho phép phát hiện tính đa hình các đoạn DNA đƣợc nhân bản ngẫu nhiên bằng việc sử dụng mồi đơn chứa trật tự nucleotide ngẫu nhiên [21]. Đến nay, kỹ thuật này đã và đang đƣợc ứng dụng rộng rãi trong nhiều lĩnh vực của sinh học phân tử. Ngƣời ta đã sử dụng kỹ thuật này để thiết lập bản đồ di truyền, đánh giá hệ gen của giống và sự đa dạng di truyền của tập đoàn giống [34], [62].

* Nguyên lý

Kỹ thuật RAPD có cơ sở là kỹ thuật PCR, nhƣng sử dụng mồi ngẫu nhiên để nhân bản những đoạn DNA hoàn toàn ngẫu nhiên trong hệ gen.

* Thành phần phản ứng

Cũng tƣơng tự phản ứng PCR, các yếu tố cần thiết để tiến hành phản ứng

RAPD bao gồm:

· DNA khuôn (DNA template) với nồng độ 5 - 50 ng trong 20 - 25 µl. DNA khuôn là vật liệu khởi đầu cho phản ứng RAPD, đƣợc tách từ các mẫu: virus, vi khuẩn, tế bào thực vật, động vật… DNA có độ tinh sạch, có thể là sợi đơn, sợi đôi, mạch vòng hoặc mạch thẳng. DNA khuôn đƣợc khuếch đại dƣới dạng thẳng có hiệu quả hơn dạng vòng. Kích thƣớc DNA khuôn nhỏ hơn 3 kb cho kết quả tốt nhất [10].

· Đoạn mồi (primer): chỉ sử dụng một mồi đó là một oligonucleotide có trật tự nucleotide ngẫu nhiên và có chiều dài 8 - 10 nucleotide (thƣờng sử
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dụng mồi dài 10 nucleotide). Nhiệt độ gắn mồi trong phản ứng RAPD thấp (32 – 400C). Nồng độ mồi phải thích hợp để đảm bảo kết quả phản ứng (phù hợp với lƣợng DNA cần tổng hợp) tạo nên lƣợng sản phẩm cần thiết. Nếu nồng độ mồi quá cao có thể làm cho hiệu quả phản ứng kém chính xác, do mồi bám vào các vị trí không đặc hiệu. Nếu nồng độ mồi quá thấp sẽ không đảm bảo đủ lƣợng sản phẩm RAPD. Nồng độ mồi thích hợp để tiến hành phản ứng thƣờng là 0,1 - 0,5 µM.

· Taq-polymerase: là một enzyme quan trọng, có vai trò quyết định đến phản ứng PCR. Đây là loại enzyme chịu đƣợc nhiệt độ cao trong các loại enzyme. Đặc điểm của chúng là có khả năng kéo dài mồi để tạo một sản phẩm có chiều dài 8 - 13 kb. Taq-polymerase đƣợc tách chiết từ chủng vi khuẩn ở suối nƣớc nóng Thermus aquaticus, không bị mất hoạt tính ở nhiệt độ biến

tính DNA (92o - 950C). Taq - polymerase có hoạt tính ở dải nhiệt độ cao, tồn tại ở nhiệt độ ủ 950C kéo dài. Enzyme này có hoạt tính cao ở 720 - 800C làm cho phản ứng xảy ra nhanh, hiệu quả và chính xác [2], [21].

· dNTP: là các nucleotide tự do đƣợc sử dụng làm nguyên liệu cho phản ứng RAPD, gồm bốn loại: dATP, dTTP, dGTP, dCTP. Nồng độ dNTP mỗi loại thƣờng dùng trong các phản ứng RAPD khoảng 50 - 200 µM. Nếu nồng độ các loại dNTP quá ít thì tạo sản phẩm ít không đủ để phát hiện, ngƣợc lại, nồng độ dNTP quá cao thì phản ứng khó thực hiện [2], [21].

· Dung dịch đệm: là một trong những yếu tố quan trọng ảnh hƣởng đến chất lƣợng và hiệu quả của phản ứng. Dung dịch đệm của phản ứng phải đảm bảo thành phần các chất cần thiết cho hoạt động của enzyme nhƣ:

MgCl2, KCl, Tris HCl… Thành phần của dung dịch đệm của phản ứng bao gồm: Tris HCl 10mM (pH = 8.3 ở nhiệt độ phòng), KCl 50mM, MgCl2 1,5mM khi ủ ở nhiệt độ phòng. Nồng độ MgCl2  có thể dao động từ 0,5 - 20
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5mM. Thành phần này đóng vai trò quan trọng đến khả năng bắt cặp và gắn các mồi với mạch khuôn [2], [10], [21].

* Chu kỳ phản ứng

Phản ứng RAPD đƣợc tiến hành qua các giai đoạn sau:

· Giai đoạn biến tính DNA: Ở nhiệt độ 950C trong 30 - 60 giây làm cho

các liên kết hydro giữa 2 mạch bị đứt. Khi đó DNA sợi đôi tách thành 2 sợi đơn tạo điều kiện cho sự bắt cặp mồi.

· Giai đoạn tiếp hợp mồi: Nhiệt độ hạ xuống 320 - 400C, mồi bám vào đầu 3’OH của mạch khuôn DNA và bắt đầu quá trình tổng hợp sợi mới.

· Giai đoạn tổng hợp: Nhiệt độ đƣợc nâng lên 720C thì các đoạn mồi đã

bắt cặp với các mạch đơn sẽ đƣợc kéo dài với sự tham gia của Taq - polymerase.

Một chu kỳ trên xảy ra, một đoạn DNA đƣợc nhân lên thành hai, các đoạn DNA đƣợc nhân tiếp tục đƣợc coi là mạch khuôn để tổng hợp cho chu kì sau. Nhƣ vậy, sau n chu kỳ thì sẽ tạo ra 2n các đoạn DNA giống hệt đoạn DNA khuôn ban đầu. Phản ứng RAPD có thể thực hiện 40 - 45 chu kỳ.

1.2.2. Sử dụng kỹ thuật RAPD để nghiên cứu quan hệ di truyền ở thực vật

Kỹ thuật RAPD hiện nay đã và đang đƣợc ứng dụng rộng rãi trong nghiên cứu và xác định quan hệ di truyền ở thực vật nhƣ đậu tƣơng [16], lúa [19], khoai tây [28],... Kỹ thuật RAPD cũng đƣợc ứng dụng trong việc đánh giá đa dạng di truyền giữa các loài và trong phạm vi một loài phân tích và đánh giá hệ gen thực vật nhằm xác định những thay đổi của các dòng chọn lọc ở mức phân tử [46], [47].

Phƣơng pháp này còn đƣợc ứng dụng trong việc đánh giá bộ gen của giống và khả năng phân tích mối quan hệ di truyền giữa các loài, nhóm các cá thể cùng một loài [13].
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Đinh ThịPhòng và đtg (2008) đã sƣ̉ dụng 19 giống đậu tƣơng tƣ̀ tập đoàn giống đậu tƣơng của Viện Nghiên cƣ́u dầu và Cây có dầu Việt Nam đã đƣợc nghiên cƣ́u khoảng cách di truyền để xác định vật liệu trong chọn tạo giống mới. Các tác giả đã sử dụng 25 mồi RAPD đƣợc sƣ̉ dụng , trong đó có 17 mồi cho tính đa hình [17].

Phạm Đức Toàn và đtg (2009) sƣ̉ dụng 10 mồi RAPD để nghiên cƣ́u đa dạng di truyền của cây mè (Sesamum indicum L.) ở Việt Nam và Campuchia, tạo ra 107 sản phẩm khuếch đạitrong đó có88 phân đoạn đa hình(83 %) [56].

Nguyễn Minh Quế (2009), sử dụng 10 mồi ngẫu nhiên để đánh giá mối quan hệ di truyền của 5 giống dẻ bằng kỹ thuật RAPD tổng số phân đoạn đƣợc nhân bản ngẫu nhiên là 46 phân đoạn. Trong đó có 14 phân đoạn cho tính đa hình (chiếm 30,4%) và không cho đa hình là 32 phân đoạn (chiếm 69,9%) [18] .

Hoàng Thị Thao (2010), bằng kỹ thuật RAPD với việc sử dụng 10 mồi ngẫu nhiên đã nhận đƣợc 1208 phân đoạn DNA đƣợc nhân bản ngẫu nhiên từ hệ gen của 30 giống đậu xanh. Trong 10 mồi ngẫu nhiên sử dụng thì cả 10 mồi biểu hiện tính đa hình. Kết quả phân tích cho thấy, 30 giống đậu xanh nghiên cứu chia thành 2 nhóm chính, hệ số tƣơng đồng di truyền giữa 2 nhóm là 67% (tức sai khác 33%) [23].

Đinh Ngọc Hƣơng (2011), xác định đƣợc các phân đoạn DNA đƣợc nhân bản trong phản ứng RAPD với 16/25 mồi, trong đó có 9/16 mồi thể hiện tính đa hình cao và hàm lƣợng thông tin đa hình có giá trị PIC > 0,5. Số phân đoạn DNA đƣợc nhân bản với mỗi mồi dao động từ 2- 8 và tổng số phân đoạn DNA đƣợc nhân bản với 16 mồi ở cả 30 giống đậu tƣơng là 1388 [11].

Paulo (2004), xác định mối quan hệ di truyền của 81 giống ngô (Zea mays) ở phía Nam Brazil nhờ chỉ thị RAPD. Trong nghiên cứu này, tác giả sử
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dụng 32 mồi ngẫu nhiên và kết quả thu đƣợc 225 băng, trong đó có 184 băng thể hiện tính đa hình (chiếm 72,2%). Từ kết quả này, cây phả hệ đƣợc thành lập bằng cách sử dụng phần mềm UPGMA. Kết quả nghiên cứu này sẽ đƣợc sử dụng để chứng minh và duy trì nguồn gen từ ngô [50].

Dey và đtg (2005), nghiên cứu tính đa dạng di truyền của 38 dòng lúa thơm và 2 dòng đối chứng. Nhóm tác giả đã tiến hành phản ứng RAPD với 5 mồi ngẫu nhiên. Kết quả khuếch đại đƣợc 44 băng DNA, với kích thƣớc từ 500 - 3500 bp. Trong 44 băng có 41 băng thể hiện tính đa hình [35].

Subramanian và đtg (2006), đã nghiên cứu tính đa hình DNA ở cây lạc nhờ kỹ thuật RAPD. Nhóm tác giả đã sử dụng 48 mồi ngẫu nhiên và xác định đƣợc 7 mồi (14,6%) đa hình. Tổng số băng DNA đƣợc tạo ra từ 7 mồi đó là 408 băng, trong đó có 27 băng thể hiện tính đa hình [55].

Awan (2007), sử dụng kỹ thuật RAPD để xác định mối quan hệ di truyền của 7 giống lúa mì ở Pakistan (6 giống nhập nội và 1 giống khác). Kết quả có 112 băng DNA đƣợc tạo ra từ 15 mồi ngẫu nhiên, trong đó có 50 băng thể hiện tính đa hình, mối tƣơng đồng di truyền là 86,2 - 93%. Điều này cho biết mối quan hệ gần gũi của các giống lúa mì này [32].

Neha và đtg (2010) phân tích sƣ̣ đa dạng di truyền của 17 giống hạt đậu pigeon bằng kỹ thuật RAPD thu đƣợc 198 băng DNA trong đó có 148 băng DNA đa hình (74,7 %). Chín trong mƣời tám mồi cho hơn 80% đa hình, hệ số tƣơng đồng dao động tƣ̀ 0,272 đến 0,778 [48].

Souza và đtg (2011) sƣ̉ dụng chỉthịRAPD phân tích sƣ̣ đa dạng di truyền của xoài (Mangiera indica) giống cây ở Brazil, trong đó 35 giống có nguồn gốc trồng tại Brazil, Mỹ và một từ Ấn Độ . DNA di truyền, đƣợc chiết xuất từ vật liệu lá bằng cách sử dụng một bộ lọc thƣơng mại, đƣợc PCR sử dụng mồi A01, A09, G03, G10, N05, và M16. 55 locus đa hình đã đƣợc xác định, với trung bình 9,16 ± 3,31 băng với mỗi mồi và đa hình 100%. [54].
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Chỉ thị RAPD cũng đƣợc sử dụng kết hợp với các chỉ thị RFLP  , SSR,...

để xây dựng bản đồ di truyền liên kết ở các loài nhƣ: đậu nành, ngô,lạc...

Raina và đtg (2001), đã sử dụng chỉ thị RAPD - SSR để phân tích sự đa dạng hệ gen và xác định mối quan hệ họ hàng giữa các giống lạc trồng và lạc dại [51].

Antonio và đtg (2004), đã kết hợp các kỹ thuật RAPD, RFLP, AFLP và SSR để nghiên cứu đa dạng di truyền của 18 dòng ngô lai. Sử dụng kỹ thuật AFLP thu đƣợc 774 băng đa hình, kỹ thuật RAPD khuếch đại đƣợc 262 băng DNA, kỹ thuật RFLP thu đƣợc 185 băng và SSR nhận đƣợc 68 băng đa hình [31].

Nguyễn ThịLang và đtg  (2007), đã sƣ̉ dụng 30 giống đậu nành tƣ̀ ngân

hàng gene của Viện lúa Đồng bằ ng sông Cƣ̉u Long để nghiên cƣ́u , đánh giá đa dạng nguồn gene bằng chỉthịRAPD và SSR. Thông qua các dƣ̃ liệu chỉthị RAPD với 9 mồi đƣợc sƣ̉ dụng 30 giống đƣợc phân thành 4 nhóm chính . Trong phân nhóm của SSR trên 6 chỉ thị đƣợc ghi nhận với 3 nhóm khác biệt. Sơ đồ phân nhóm hình cây phối hợp hai phƣơng pháp chỉthịphân tƣ̉ đƣợc thiết lập với 3 nhóm khác nhau . Chỉ số đa dạng phân tích theo phƣơng pháp SSR cao (H = 0.312) trong khi chỉsố đa dạng của RAPD chỉthịphân tƣ̉ rất

thấp (H = 0,124). Cả 2 phƣơng pháp cho sƣ̣ tƣơng quan trong nhóm rất cao với biến động tƣ̀ 0,59 cho chỉthịSSR và 0,77 cho chỉthịRAPD [12].

Venkata và đtg (2007), đã xác định tính đa hình DNA ở 21 giống chuối ở Nam Ấn Độ nhờ chỉ thị RAPD và ISSR. Phản ứng RAPD đƣợc thực hiện với 50 mồi và ISSR với 12 mồi. Kết quả thu đƣợc 641 băng DNA, có kích thƣớc 200 - 3100 bp, trong đó có 382 băng thể hiện tính đa hình, tƣơng ứng với 60% tính đa dạng sinh học [60].

Nguyễn Vũ Thanh Thanh (2008), đã sử dụng kỹ thuật RAPD với 20 mồi ngẫu nhiên, trong đó có 18 mồi thể hiện tính đa hình và kỹ thuật SSR với 10
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mồi ngẫu nhiên để nghiên cứu sự đa dạng di truyền của các giống đậu xanh có khả năng chịu hạn khác nhau. Kết quả nhận đƣợc 79 phân đoạn DNA với 18 mồi RAPD và 91 phân đoạn với 10 mồi SSR. Từ đó thiết lập biểu đồ hình cây xác định quan hệ di truyền của các giống đậu xanh [22].

Muthusamy và đtg (2008), sử dụng kỹ thuật RAPD với 74 mồi ngẫu nhiên và kỹ thuật ISSR với 37 cặp mồi để nghiên cứu quan hệ di truyền của 10 giống đậu gạo thu đƣợc 987 băng DNA (trong đó có 719 băng đa hình) từ kỹ thuật RAPD và 479 băng DNA (trong đó có 296 băng đa hình) từ kỹ thuật ISSR, mức độ đa hình RAPD là 70,3 %, mức độ đa hình ISSR là 60,79 % [45].

Leal và đtg (2010), sƣ̉ dụng chỉthịRAPD và SSR để xác định quan hệ di truyền giƣ̃a các dòng bắp rang . Với 9 mồi RAPD thu đƣợc 126 băng DNA trong đó có 104 băng đa hình. Với SSR, số alen mỗi locus dao động tƣ̀ 2 đến

5 alen, tổng s ố alen thu đƣợc là  47 alen. Khi so sánh các nhóm đƣợc hình

thành bằng chỉ thị SSR và chỉ thị RAPD , có những điểm tƣơng đồng trong các kết hợp của các kiểu gene từ cùng một phả hệ . Hệ số tƣơng quan có đƣợc thông qua chỉth ị SSR và RAPD là tƣơng đối cao (0,55), cho thấy cả hai kỹ thuật này có hiệu quả để đánh giá đa dạng di truyền [42].

Saleh (2012), sƣ̉ dụng các kỹ thuật NIR, RAPD, và AFLP để đánh giá các thành phần hóa học và biến đổi di truyền của các giống lúa mìSyria[52].

Trong những năm gần đây, kỹ thuật RAPD đƣợc sử dụng rộng rãi để phân tích di truyền hệ thống sinh học. Nó là phƣơng pháp hiệu quả trong việc xác định kiểu gen, phân tích quần thể và nguồn gốc loài, nghiên cứu di truyền và lập bản đồ di truyền.

1.2.3. Sử dụng kỹ thuật RAPDđể nghiên cứu quan hệ di truyền ở ngô
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Kỹ thuật RAPD đƣợc sử dụng khá phổ biến trong phân tích và xác định mối quan hệ di truyền giữa các loài hay giữa các cá thể nhằm phục vụ công tác lai tạo, chọn giống hoặc phân loại thực vật.

· Việt Nam, quan hệ di truyền ở cây ngô cũng đã đƣợc nghiên cứu, tuy nhiên số lƣợng các nghiên cứu chƣa nhiều.

Bùi Mạnh Cƣờng và đtg (2002), đã tiến hành nghiên cứu sự đa hình di truyền của một số giống ngô và xác định đƣợc một số cặp lai ƣu tú có khả năng cho ƣu thế lai cao [5].

Ngô Hữu Tình và đtg (2002), nghiên cứu khoảng cách di truyền của các cặp lai và nhóm ƣu thế lai ở một giống ngô, kết quả tuyển đƣợc 7/28 cặp lai cho năng suất cao[26].

Ngô Việt Anh (2005), đã sử dụng kỹ thuật RAPD với 5 mồi ngẫu nhiên đã nhận đƣợc 150 phân đoạn DNA đƣợc nhân bản ngẫu nhiên từ hệ gen của 7 giống ngô nếp địa phƣơng. Cả 5 mồi sử dụng trong nghiên cứu đều biểu hiện tính đa dạng và có 16 phân đoạn DNA đa hình chiếm 51,6% [1].

Trần Thị Ngọc Diệp (2009), nghiên cứu sự đa dạng di truyền phân tử của 14 giống ngô với 10 mồi ngẫu nhiên sử dụng kỹ thuật RAPD kết quả thu đƣợc 674 băng rõ nét và đã phát hiện đƣợc sự sai khác về mặt di truyền giữa các giống ngô nghiên cứu [6].

Trên thế giới, việc áp dụng kỹ thuật RAPD để nghiên cứu quan hệ di truyền có phần đa dạng hơn.

Amorime và đtg (2003), đã sử dụng các chỉ thị phân tử RAPD và SSR để chọn lọc 13 giống ngô đƣờng. Trong đó, sử dụng 50 mồi RAPD tạo đƣợc 104 băng (chiếm 72,2%), còn sự phân tích SSR đánh giá 7 locus với 42 alen đạt giá trị PEC từ 0,5 đến 0,89. Ƣớc tính sự tƣơng đồng di truyền đối với mồi RAPD là 0,79, còn chỉ thị SSR là 0,49 [30].
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Naureen và đtg (2005), nghiên cứu đa hình của 30 chủng vi khuẩn ở rễ ngô nhằm chọn tạo giống ngô cho năng suất cao và tách dòng vi khuẩn rhizo rễ ngô. Các tác giả đã sử dụng 30 mồi oligonucleotide, kết quả sự đa dạng di truyền đạt mức đáng kể với khoảng cách di truyền 2 – 16% [47].

Bauer (2005), nghiên cứu đặc tính trƣởng thành sớm của ngô lai thu đƣợc bằng cách đánh dấu protein và RAPD. Khi sử dụng mồi RAPD cho thấy tỉ lệ đa hình cao hơn đánh dấu protein [33].

Abdel và đtg (2006), đã sử dụng một số các chỉ thị phân tử RAPD, SSR, 18S rRNA gen …để kiểm tra các dòng ngô, trong đó có ba giống ngô tự nhiên (L1, L2, L3) và hai giống lai F1 bắt nguồn từ họ H1 và H2. Hai trong 5 mồi RAPD sử dụng nghiên cứu biểu hiện tính đa hình, một trong những mồi cho đa hình đã xác định đƣợc con lai H2 từ hai dòng thuần. Đối với 18S rRNA thì không phát hiện đƣợc các băng đa hình [29].

Okumus (2007), 17 giống ngô của Turkey đƣợc sử dụng nghiên cứu với 14 mồi RAPD thu đƣợc 125 băng đa hình (chiếm 89%), hệ số sai khác giữa các giống ngô từ 0,08-0,2 [49].

Vasconcelos và đtg (2008), sử dụng kỹ thuật RAPD với 47 mồi ngẫu nhiên đã nhân đƣợc 221 băng DNA trong đó có 130 băng biểu hiện đa hình [58].

Souza và đtg (2008), xác định quan hệ di truyền của 16 dòng ngô lai với sử dụng 22 mồi RAPD khuếch đại đƣợc 265 băng DNA và 16 cặp mồi SSR khuếch đại đƣợc 75 băng DNA, 16 dòng ngô đƣợc chia thành 3 nhóm [53].
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1.3. NHẬN XÉT CHUNG

Cây ngô là một loại cây quan trọng có giá trị dinh dƣỡng và kinh tế cao ở nhiều nƣớc trên thế giới trong đó có Việt Nam, sản xuất và chế biến ngô đã đáp ứng nhu cầu tiêu thụ lớn và đa dạng trong nƣớc.

Giá trị dinh dƣỡng của ngô thể hiện ở thành phần, hàm lƣợng các chất nhƣ protein, lipid,…các quá trình tổng hợp, tích luỹ hay phân giải các chất nhƣ protein dự trữ, amylase, các amino acid,…đều liên quan đến sự sinh trƣởng, phát triển và khả năng chống chịu của cây ngô.

Vì vậy, việc nghiên cứu hoá sinh hạt ngô nhằm tìm ra các giống ngô có năng suất cao, chất lƣợng tốt và chống chịu đƣợc các điều kiện bất lợi của môi trƣờng là góp phần chọn đƣợc các giống có năng suất và chất lƣợng ổn định.

Những công trình nghiên cứu quan hệ di truyền của cây ngô ở nƣớc ta còn ít. Sự đa dạng di truyền sẽ chỉ ra những mức độ sai khác giữa các giống ngô nghiên cứu ở mức độ phân tử và giải thích đƣợc tính đa dạng nguồn gen của cây ngô.
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CHƢƠNG 2. VẬT LIỆU VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

2.1. VẬT LIỆU NGHIÊN CỨU

2.1.1. Vật liệu thực vật

Sử dụng hạt của 10 giống ngô làm vật liệu nghiên cứu do Viện nghiên cƣ́u ngô cung cấp (màu hạt nhuộm chất chống mọt). Nguồn gốc của các giống ngô nghiên cứu đƣợc trình bày ở bảng 2.1.

Bảng 2.1. Danh sách 10 giống ngô nghiên cứu

	STT
	Giống
	Nguồn gốc và phƣơng pháp

	
	
	

	
	
	Giống ngô lai đơn sƣ̉ dụng dòng bất dục đƣ̣c tế bào chất   ,

	1
	LVN 9
	đƣợc tạo ra tƣ̀ tổ hợp lai DF 18C/DF5, trong đó DF 18C đã

	
	
	qua 18 đời lai lại
	

	
	
	
	

	2
	LVN 10
	Giống ngô lai đơn đƣợc tạo r
	a tƣ̀ các dòng tƣ̣ phối

	
	
	DF2/DF1 do Viện nghiên cƣ́u ngô lai tạo

	
	
	

	
	
	
	

	3
	LVN 45
	Giống lai đơn tƣ̀ 2 dòng tự phối
	

	
	
	

	4
	LVN 61
	Giống lai đơn , dòng mẹ và dòng bố đƣợc tạo từ các giống

	
	
	lai ƣu tú nhập nội có nguồn gốc nhiệt đới

	
	
	

	
	
	

	5
	LVN 66
	Giống lai đơn tƣ̀ tổ hợp lai D3015M/D11

	
	
	

	6
	LVN 092
	Giống ngô lai đơn do Vi ện nghiên cứu ngô nghiên cƣ́u và

	
	
	chọn tạo. Đƣợc tạo ra từ tổ hợp lai C502N/C152N.

	
	
	

	
	
	

	7
	LVN 99
	Giống ngô lai đơn có các dòng đƣợc rút tƣ̀ các giống lai ƣu

	
	
	tú nhập nội có nguồn gốc nhiệt đới

	
	
	

	
	
	

	
	
	Giống ngô lai đơn do viện nghiên cƣ́u ngô chọn tạo , có sử

	8
	LVN 145
	dụng dòng nuôi cấy bao phấn tham gia vào thành phần bố

	
	
	mẹ
	

	
	
	

	9
	LVN 885
	Giống lai đơn do viện nghiên cƣ́u ngô nghiên cƣ́u và chọn
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tạo từ tổ hợp lai C88N/T5 theo phƣơng pháp truyền thống
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Hình 2.1. Hình dạng hạt của 10 giống ngô

2.1.2. Hóa chất và thiết bị

2.1.2.1. Hóa chất

Hoá chất: Sử dụng các hóa chất tinh khiết của các nƣớc và các hãng nổi tiếng nhƣ: Taq - polymerase, buffer PCR của hãng Invitrogen EDTA, Tris, Agarose,… của Mỹ, Trung Quốc, Đức, Anh, Thụy Điển.

· Các loại hóa chất khác: Thạch, tinh bột tan, casein,… của Trung Quốc, Việt.

2.1.2.2. Thiết bị

- Box cấy vô trùng Nuaire (Mỹ)
- Máy PCR

- Bộ điện di
- Máy đo pH 151 Martini (Nhật)

- Bể ổn nhiệt
- Máy ly tâm Hettich (Đức)
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- Máy lắc (Hàn Quốc)

- Máy đo quang phổ

- Máy soi gel

Và một số các thiết bị cần thiết khác.



- Tủ lạnh sâu -800 C, -200 C

- Tủ ấm, tủ sấy Memmert (Đức)

- Máy spin

2.1.3. Địa điểm nghiên cứu

Các thí nghiệm đƣợc tiến hành tại Phòng thí nghiệm sinh học - Khoa Khoa học sự sống - Trƣờng Đại học Khoa học - Đại học Thái Nguyên và Phòng Công nghệ Tế bào thực vật - Viện Công nghệ Sinh học - Viện Khoa học và Công nghệ Việt Nam.

2.2. PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

2.2.1. Phương pháp hóa sinh

2.2.1.1. Định lượng lipid tổng số

Hàm lƣợng lipid đƣợc xác định bằng phƣơng pháp Soxhlet [4].

* Nguyên tắc

Dựa vào khả năng hoà tan của lipid trong dung môi hữu cơ để chiết lipid có trong hạt ngô. Dung môi hữu cơ đƣợc sử dụng là petroleum ether (ete dầu hỏa)

* Tiến hành

Hạt ngô đƣợc sấy khô ở 700C đến khối lƣợng không đổi, nghiền mịn, cân

0,05 g bột mẫu cho vào ống eppendorf 2 ml, thêm 1,5 ml petroleum ether, lắc đều trong 10 phút, bảo quản mẫu ở 40C trong 24 giờ. Sau đó mang đi li tâm 12000 vòng/phút ở 40C trong 20 phút, loại bỏ dịch. Lặp lại quy trình nhƣ trên 3 lần.

Hàm lƣợng lipid tính bằng hiệu số khối lƣợng mẫu trƣớc và sau khi chiết phần trăm khối lƣợng khô.
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.

%L  a b *100%

a

Trong đó: % L - % của lipid

a - khối lƣợng mẫu trƣớc khi chiết

b - khối lƣợng mẫu sau khi chiết

2.2.1.2. Định lượng protein

Định lƣợng protein tan trong hạt ngô theo phƣơng pháp Lowry [4].

· Nguyên tắc

Dựa vào cƣờng độ màu xanh của phức chất đồng, protein khử hỗn hợp phosphomolipdate - phosphovonphramate (thuốc thử Foling - Ciocalteau). Cƣờng độ màu tỷ lệ thuận với hàm lƣợng protein.

· Lập đồ thị chuẩn định lƣợng protein Nguyên liệu và hoá chất:
Albumin tiêu chuẩn 100%.

Dung dịch A: Na2CO3 2% trong NaOH 0,1N.

Dung dịch B: CuSO4 0,5% trong Natri, kali tactrate 1%.

Dung dịch C: 49 ml dung dịch A : 1 ml dung dịch B. Thuốc thử Foling.

Pha dung dịch albumin 0,02% từ albumin gốc tinh khiết 100%. Lấy 6

ống nghiệm, đánh số thứ tự từ 1 đến 6, cho các chất tham gia phản ứng nhƣ trong bảng 2.2. Sau đó đo độ hấp thụ quang phổ ở bƣớc sóng 750 nm.

Bảng 2.2. Xây dựng đƣờng chuẩn định lƣợng protein theo Lowry
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	Các ống nghiệm
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	2
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	4
	5
	6


Hóa chất
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	Protein 0,02% (ml)
	0,0
	0,2
	0,4
	0,6
	0,8
	1,0

	
	
	
	
	
	
	

	Nƣớc cất (ml)
	1,0
	0,8
	0,6
	0,4
	0,2
	0,0

	
	
	
	
	
	
	

	Lƣợng protein (mg)
	0,00
	0,04
	0,08
	0,12
	0,16
	0,20

	
	
	
	
	
	
	

	Dung dịch C (ml)
	4
	4
	4
	4
	4
	4

	
	
	
	
	
	
	

	Thuốc thử Folin (ml)
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5

	
	
	
	
	
	
	

	Kết quả đo OD ở 750 nm
	0,00
	0,11
	0,20
	0,31
	0,39
	0,49

	
	
	
	
	
	
	


Đồ thị chuẩn định lƣợng protein theo phƣơng pháp Lowry đƣợc thể hiện nhƣ hình 2.2.
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* Tiến hành định lƣợng

Dùng các dung dịch đệm phosphate citrate (pH = 10), NaCl 1M và nƣớc cất để chiết protein tan có trong hạt. Mẫu sấy khô tuyệt đối ở 1050C, nghiền mịn, cân 0,05 g bột mẫu cho vào ống eppendorf 2 ml, thêm 1,5 ml dung dịch
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đệm chiết, lắc đều trong 10 phút, bảo quản mẫu ở 40C trong 24 giờ. Sau đó mang đi li tâm 12000 vòng/phút ở 40C trong 20 phút, thu lấy dịch. Lặp lại quy trình nhƣ trên 3 lần nhƣng lần thứ hai chỉ cần để lạnh trong 8 - 10 giờ, lần ba là 6 - 8 giờ. Sau khi chiết bằng dung dịch đệm phosphate citrate (pH = 10), tiếp tục tiến hành chiết bằng dung dịch NaCl 1M và nƣớc cất. Dịch chiết chứa protein hoà tan đem xác định hàm lƣợng cùng protein chuẩn là albumin huyết thanh bò theo phƣơng pháp quang phổ hấp thụ bƣớc sóng 750 nm với thuốc thử Foling. Đơn vị tính hàm lƣợng protein là phần trăm khối lƣợng khô.

Hàm lƣợng protein đƣợc xác định dựa trên đồ thị chuẩn định lƣợng protein theo phƣơng pháp Lowry (hình 2.2). Cách tính hàm lƣợng protein:

%Pr  a.H *100%

g

Trong đó:
a: số đo trên máy quang phổ

H : hệ số pha loãng

G : số mg mẫu phân tích

2.2.2. Phương pháp sinh học phân tử

2.2.2.1. Phương pháp tách chiết DNA tổng số

Quy trình tách chiết và làm sạch DNA tổng số theo Gawel và Jarret

(1991) [38] nhƣ sau:

(1) Lấy 200 mg lá non nghiền trong nitơ lỏng thành bột mịn.

(2) Bổ sung 0,8 ml đệm rửa (Tris HCl 1M, EDTA 0,5M, pH=8, Sobitol 2M,

NaH2PO4 0,4 %, H2O), li tâm 15 phút tốc độ 12000 vòng /phút, loại bỏ dịch nổi.

(3)Thêm 700 μl đệm tách (Tris HCl 1M, pH=8, NaCl 5M, EDTA 0,5M, CTAB 4%, H2O), trộn nhẹ. Ủ 650C ít nhất 1 giờ, 5 phút lắc đều 1 lần, lấy ra để ở nhiệt độ phòng 5 phút.
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(4) Thêm 600 μl chloroform : isoamyl (24:1), trộn đều 20 phút.

(5) Li tâm 13000 vòng/phút trong 10 phút.

(6) Hút 500 μl dịch trong sang ống 1,5 ml, bỏ tủa.

(7) Thêm 500 μl isoprropanol, trộn nhẹ đặt lên đá chờ có tủa trắng.

(8) Li tâm 13000 vòng /phút trong 5 phút, bỏ dịch, úp xuống giấy cho khô.

(9) Bổ sung 300 μl cồn 70% búng nhẹ.

(10) Li tâm 13000 vòng/phút, 5 phút, loại bỏ cồn.

(11) Làm khô DNA trong box bật quạt.

(12) Hoà tan DNA trong H2O khử ion.

2.2.2.2. Phương pháp xác định hàm lượng và độ tinh sạch DNA tổng số Chúng tôi tiến hành định lƣợng và kiểm tra độ tinh sạch của DNA tách

chiết đƣợc bằng 2 phƣơng pháp.

· Phương pháp quang phổ hấp thụ
Nguyên tắc: Dựa vào sự hấp thụ mạnh ánh sáng tử ngoại ở bƣớc sóng

260 nm của các base purin và pyrimidin. Giá trị mật độ quang ở bƣớc sóng

260 nm (A260) của các mẫu cho phép xác định hàm lƣợng acid nucleic trong mẫu dựa vào mối tƣơng quan: một đơn vị A260 tƣơng ứng với nồng

độ 50 ng/µl cho dung dịch chứa DNA sợi đôi.

Hàm lƣợng DNA (ng/µl) = A260 x 50 x hệ số pha loãng

Để kiểm tra độ tinh sạch của mẫu DNA tách chiết đƣợc, chúng tôi tiến hành đo thêm giá trị mật độ quang ở bƣớc sóng 280 nm (A280). Độ tinh sạch đƣợc thể hiện ở tỷ số A260/A280. Một dung dịch acid nucleic đƣợc coi là sạch khi tỷ số A260/A280 dao động trong khoảng 1,8 - 2,0.

* Phương pháp điện di DNA tổng số trên gel agarose

Điện di kiểm tra DNA tổng số của mẫu thí nghiệm trên gel agarose 0,8% (0,8 g agarose trong 100 ml dung dịch TAE 1X). Sản phẩm điện di
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đƣợc nhuộm bằng dung dịch ethydium bromide, soi và chụp ảnh dƣới ánh sáng cực tím. Dựa vào hình ảnh điện di có thể đánh giá nồng độ và độ tinh sạch của DNA trong mẫu thí nghiệm đã tách chiết.

2.2.2.3. Phương pháp RAPD

Phản ứng RAPD đƣợc tiến hành với các mồi ngẫu nhiên theo phƣơng pháp của Foolad và cs (1990) [36]. Sử dụng 10 mồi ngẫu nhiên đƣợc tổng hợp bởi hãng Invitrogen, mỗi mồi dài 10 nucleotide, thông tin về trình tự các mồi sử dụng đƣợc trình bày trong bảng 2.3.

Bảng 2.3. Trình tự nucleotide của 10 mồi sử dụng trong nghiên cứu

	Tên mồi
	Trình tự mồi
	Tên mồi
	Trình tự mồi

	
	
	
	

	OPH09
	5’ TGTAGCTGGG 3’
	OPO12
	5’ CAGTGCTGTG 3’

	
	
	
	

	OPH03
	5’ AGACGTCCAC 3’
	OPP08
	5’ACATCGCCCA3’

	
	
	
	

	OPG06
	5’ CTGAGACGGA 3’
	OPG13
	5’CTGCTGGGAC 3’

	
	
	
	

	OPB10
	5CTGCTGGGAC’3’
	UBC400
	5’GCCCTGATAT3’

	
	
	
	

	UBC326
	5’ GTCCTGGTAG 3’
	UBC776
	5’CTTCCCTCCT3’
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Phản ứng RAPD đƣợc thực hiện trong 20 µl dung dịch và sản phẩm RAPD đƣợc điện di trên gel agarose 1,8%, nhuộm ethidium bromide và chụp ảnh.

Thành phần và chu trình nhiệt phản ứng RAPD đƣợc trình bày trong bảng 2.4 và 2.5.

Bảng 2.4. Thành phần phản ứng RAPD
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	STT
	Thành phần
	Thể tích (µl)

	
	
	

	1
	Nƣớc cất khử ion khử trùng
	11,7

	
	
	

	2
	Dung dịch đệm 10X
	2,0

	
	
	

	3
	MgCl2 (2,5mM)
	2,0

	
	
	

	4
	dNTPs (2,5 mM)
	1,2

	
	
	

	5
	Primer (10 pM/µl)
	1,6

	
	
	

	6
	Taq-polymerase (5U/1µl)
	0,5

	
	
	

	7
	DNA mẫu (10 ng)
	1,0

	
	
	

	
	Tổng
	20

	
	
	


Phản ứng PCR- RAPD thực hiện trong máy PCR- Thermal Cycler PTC 100 theo chu kỳ nhiệt đƣợc trình bày ở bảng 2.5 nhƣ sau:

Bảng 2.5. Chu trình nhiệt của phản ứng RAPD

	Bƣớc
	Phản ứng
	Nhiệt độ (0C)
	Thời gian
	Chu kỳ

	
	
	
	
	

	1
	Biến tính
	94
	3 phút
	1

	
	
	
	
	

	2
	Biến tính
	92
	30 giây
	

	
	
	
	
	

	3
	Gắn mồi
	36
	45 giây
	45

	
	
	
	
	

	4
	Kéo dài chuỗi
	72
	1 phút
	

	
	
	
	
	

	5
	Hoàn tất kéo dài
	72
	10 phút
	1

	
	
	
	
	

	6
	Kết thúc phản ứng
	4
	∞
	

	
	
	
	
	


2.2.2.4. Phân tích số liệu RAPD
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Dựa vào hình ảnh điện di sản phẩm RAPD, sự xuất hiện các băng điện di đƣợc ƣớc lƣợng kích thƣớc và thống kê các băng điện di với từng mồi ở từng mẫu nghiên cứu. Sự xuất hiện hay không xuất hiện các băng điện di đƣợc tập hợp để phân tích số liệu theo nguyên tắc: Số 1- xuất hiện phân đoạn DNA và số 0 - không xuất hiện phân đoạn DNA. Các số liệu này đƣợc xử lý trên máy tính theo phần mềm NTSYS pc version 2.0 (USA, 1998) để xác định quan hệ di truyền của các giống ngô ở mức độ phân tử.

2.2.3. Phương pháp xử lý kết quả và số liệu

Mỗi thí nghiệm đƣợc nhắc lại 3 lần. Sử dụng toán thống kê để xác định trị số thống kê nhƣ trung bình mẫu ( x ), phƣơng sai (2), độ lệch chuẩn (), và sai số trung bình mẫu ( S x ), với n ≤ 30, α = 0,05. Các số liệu đƣợc xử lý trên máy vi tính bằng phần mềm Microsoft Excel [27].
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CHƢƠNG 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

3.1. ĐẶC ĐIỂM HÌNH THÁI, HOÁ SINH HẠT CỦA CÁC GIỐNG

NGÔ NGHIÊN CỨU

Nhằm đánh giá chất lƣợng hạt của các giống ngô nghiên cứu, chúng tôi đã tiến hành phân tích đặc điểm hình thái, khối lƣợng hạt, xác định hàm lƣợng protein, lipid trong hạt của các giống ngô nghiên cứu.

3.1.1. Đặc điểm hình thái và khối lượng 100 hạt của 10 giống ngô

Hình thái và khối lƣợng hạt là những đặc tính quan trọng trong chọn giống ngô vì nó liên quan đến chất lƣợng và năng suất. Kết quả nghiên cứu hình thái và khối lƣợng 100 hạt đƣợc trình bày ở bảng 3.1 và hình 2.1.

Bảng 3.1. Đặc điểm hình thái và khối lƣợng hạt của 10 giống ngô

	STT
	Giống
	Hình thái hạt
	Màu vỏ hạt
	Khối lƣợng
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	100 hạt (g)

	
	
	
	
	

	1
	LVN 9
	Bán răng ngựa
	Vàng nhạt
	30,05 ± 0,02

	
	
	
	
	

	2
	LVN 10
	Dạng hạt bán đá
	Vàng cam
	30,18 ± 0,02

	
	
	
	
	

	3
	LVN 45
	Hạt sâu cay
	Vàng cam
	34,56 ± 0,01

	
	
	
	
	

	4
	LVN 61
	Hạt răng ngựa
	Vàng
	29,99 ± 0,02

	
	
	
	
	

	5
	LVN 66
	Bán răng ngựa
	Vàng cam
	31,86 ± 0,01

	
	
	
	
	

	6
	LVN 092
	Dạng hạt bán đá
	Vàng cam
	24,72 ± 0,01

	
	
	
	
	

	7
	LVN 99
	Hạt dạng bán đá
	Vàng cam
	24,47 ± 0,02

	
	
	
	
	

	8
	LVN 145
	Bán răng ngựa
	Vàng cam
	30,36 ± 0,01

	
	
	
	
	

	9
	LVN 885
	Hạt sâu cay
	Vàng
	26,16 ± 0,01

	
	
	
	
	

	10
	C 919
	Bán răng ngựa
	Vàng cam
	29,17 ± 0,03

	
	
	
	
	


Khối lƣợng hạt: Khối lƣợng 100 hạt của 10 giống ngô dao động trong khoảng 24,47 g đến 34,56 g, cao nhất là giống LVN 45, thấp nhất là giống LVN 99. Thứ tự các giống ngô từ cao xuống thấp xếp theo khối lƣợng 100 hạt là: LVN45 > LVN66 > LVN145 > LVN10 > LVN9 > LVN61 > C919 > LVN885 > LVN092 > LVN99.

Tính trạng khối lƣợng hạt phụ thuộc vào kiểu gene từng giống. Tuy nhiên, khối lƣợng 100 hạt có thể bị thay đổi nếu chịu tác động xấu của môi trƣờng ở những giai đoạn nhất định.

Hình dạng hạt: Trong 10 giống ngô có  5 giống (LVN 9, LVN 61,

LVN 66, LVN 145 và C 919) có dạng hạt bán răng ngựa , 3 giống (LVN 10,

LVN



092 và LVN 99) dạng hạt bán đá và chỉ có
2 giống (LVN 45 và LVN
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885) có hình thái hạt sâu cay. Hình dạng hạt ngô cũng là một chỉ tiêu để phân loại các giống ngô thành các loài phụ.

Màu sắc hạt: hạt ngô có thể có nhiều màu sắc khác nhau nhƣ: trắng, vàng cam, da cam, đỏ…tuỳ từng giống nhƣng các giống ngô lai chúng tôi chọn nghiên cứu trên đều có màu vàng cam. Tuy nhiên, chƣa có một nghiên cứu nào khẳng định mối tƣơng quan giữa màu sắc hạt và chất lƣợng hạt.

Tính trạng màu sắc hạt do kiểu gene quy định, ít chịu ảnh hƣởng của môi trƣờng. Màu sắc hạt ngô cũng là một chỉ tiêu quan trọng để phân loại các thƣ́ trong loài phụ.

3.1.2. Hàm lượng protein, lipid của 10 giống ngô nghiên cứu

Để đánh giá chất lƣợng hạt của 10 giống ngô nghiên cứu, chúng tôi xác định hàm lƣợng protein, lipid trong hạt của các giống ngô, kết quả phân tích đƣợc thể hiện trong bảng 3.2.
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Bảng 3.2. Hàm lƣợng protein, lipid trong hạt của 10 giống ngô

	STT
	Giống
	Protein (%)
	Lipid (%)

	
	
	
	

	1
	LVN 9
	8,53 ± 0,01
	4,67 ± 0,03

	
	
	
	

	2
	LVN 10
	10,27 ± 0,02
	4,67 ± 0,02

	
	
	
	

	3
	LVN 45
	7,60 ± 0,01
	5,00 ± 0,01

	
	
	
	

	4
	LVN 61
	14,67 ± 0,01
	3,67 ± 0,02

	
	
	
	

	5
	LVN 66
	9,60 ± 0,01
	3,33 ± 0,02

	
	
	
	

	6
	LVN 092
	8,40 ± 0,02
	4,00 ± 0,01

	
	
	
	

	7
	LVN 99
	12,27 ± 0,01
	4,67 ± 0,01

	
	
	
	

	8
	LVN 145
	8,80 ± 0,01
	3,33 ± 0,01

	
	
	
	

	9
	LVN 885
	10,27 ± 0,01
	3,00 ± 0,01

	
	
	
	

	10
	C 919
	10,93 ± 0,01
	4,33 ± 0,02
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Bảng 3.2 cho thấy, hàm lƣợng protein của 10 giống ngô dao động trong khoảng 7,6 - 14,67 %. Giống LVN 61 có hàm lƣợng protein cao nhất (14,67%), còn giống LVN 45 có hàm lƣợng protein thấp nhất (7,60%). Thứ tự các giống ngô từ cao xuống thấp xếp theo hàm lƣợng protein là: LVN 61 > LVN 99 > C 919 > LVN 885 > LVN 10 > LVN 66 > LVN 145 > LVN 9 > LVN 092 > LVN 45.

Hàm lƣợng protein mà chúng tôi nghiên cứu theo phƣơng pháp của

Lowry cao hơn so với Trần ThịNgọc Diệp (2009) xác định hàm lƣợng protein

của 14 giống ngô địa phƣơn g nằm trong khoảng 7,09 % - 12,25 % theo phƣơng pháp Kendal và xấp xỉ hàm lƣợng protein tan của 8 giống ngô nếp đã đƣợc Ngô Việt Anh (2005) xác định dao động trong khoảng10,5 % - 14,11%.
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Kết quả phân tích hàm lƣợng lipid của các giống ngô cho thấy, hàm lƣợng lipid trong hạt dao động trong khoảng 3,00 - 5,00 %. Giống LVN 45 có hàm lƣợng lipid cao nhất (5,00 %), còn giống LVN 885 có hàm lƣợng lipid thấp nhất (3,00%). Thứ tự các giống ngô từ cao xuống thấp xếp theo hàm lƣợng lipid là: LVN 45 > LVN 99 > LVN 10 > LVN 9 > C 919 > LVN 092 > LVN 61 > LVN 145 > LVN 66 > LVN 885.

Theo Trần ThịNgọc Diệp (2009), hàm lƣợng lipid trong hạt ngô tƣơng đối cao dao động trong khoảng 3,75-5,15% [6]. Nhƣ vậy hàm lƣợng lipid mà chúng tôi xác định theo phƣơng pháp soxhlet có thấp hơn so với tác giả Trần Thị Ngọc Diệp nghiên cứu

Hàm lƣợng lipid của ngô cao hơn ở đậu xanh nhƣng thấp hơn so với đậu tƣơng và lạc. Lipid trong hạt đậu tƣơng chiếm khoảng 19 – 25 %, ở đậu xanh chiếm khoảng 1,3 %, ở lạc chiếm khoảng 49 %. Hàm lƣợng lipid liên quan đến bảo quản hạt giống, những giống có hàm lƣợng lipid cao sẽ khó bảo quản. Lipid trong hạt ngô chứa khoảng 50 % acid linoleic, đây là acid béo quan trọng cần thiết cho ngƣời và động vật vì động vật không tự tổng hợp đƣợc acid này.

3.2. PHÂN TÍCH TÍNH ĐA HÌNH DNA BẰNG KỸ THUẬT RAPD

Công nghệ sinh học có nhiều đóng góp giá trị trong sản xuất nông nghiệp đặc biệt trong lĩnh vực chọn giống cây trồng với việc sử dụng các kỹ thuật sinh học phân tử với mục đích phân tích quan hệ di truyền và đánh giá hệ gene của thực vật thì RAPD là một kỹ thuật khá thuận lợi và có hiệu quả. Trong nghiên cứu này, chúng tôi trình bày kết quả ứng dụng RAPD vào việc phân tích đa hình DNA của 10 giống ngô.

3.2.1. Kết quả tách chiết DNA tổng số từ lá non của ngô
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Điều quan tâm hàng đầu của kỹ thuật tách chiết acid nucleic là thu nhận các phân tử ở trạng thái nguyên vẹn không bị phân huỷ bởi các tác nhân cơ học hoặc bị đứt gãy, đó là điều kiện đầu tiên quyết định cho sự thành công của quá trình nghiên cứu. Kết quả đƣợc thể hiện ở hình 3.1.
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Hình 3.1. Hình ảnh điện di DNA tổng số của 10 giống ngô (1: LVN 9, 2: LVN 10, 3: LVN 45, 4: LVN 61, 5: LVN 66, 6: LVN 092, 7: LVN 99, 8: LVN 145, 9: LVN 885, 10: C 919)

Để xác định chính xác hơn nồng độ và độ tinh sạch của dung dịch DNA tách chiết chúng tôi tiến hành đo nồng độ DNA

DNA hấp thụ cực đại ở bƣớc sóng 260 nm, protein hấp thụ cực đại ở bƣớc sóng 280 nm, tỷ số OD260 nm/ OD280 nm thể hiện độ tinh sạch của DNA. Tỷ số OD260 nm/ OD280 nm có giá trị 1,8 – 2 thì DNA đƣợc coi là tinh sạch.

Từ kết quả đo OD ở bƣớc sóng 260 nm và 280 nm tính đƣợc tỷ số OD260 nm/ OD280 nm, dựa vào cách tính nồng độ nhƣ đã trình bày ở phần phƣơng pháp nghiên cứu và xác định đƣợc nồng độ DNA của các mẫu tách chiết. Kết quả đƣợc thể hiện trong bảng 3.3.
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Từ kết quả điện di và số liệu đo quang phổ hấp phụ của DNA cho thấy DNA tổng số tách chiết đƣợc có độ tinh sạch và nguyên vẹn cao, hoàn toàn đáp ứng cho phản ứng RAPD tiếp theo.
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Bảng 3.3. Kết quả đo độ hấp thụ bƣớc sóng 260 nm, 280 nm và nồng độ DNA tổng số của 10 giống ngô nghiên cứu

	STT
	Mẫu
	A 260
	A 280
	A260/
	Nồng độ DNA

	
	
	(nm)
	(nm)
	A280
	ng/µl

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	1
	LVN 9
	0,017
	0,009
	1,89
	85

	
	
	
	
	
	

	2
	LVN 10
	0,035
	0,019
	1,84
	175

	
	
	
	
	
	

	3
	LVN 45
	0,013
	0,007
	1,86
	65

	
	
	
	
	
	

	4
	LVN 61
	0,015
	0,008
	1,88
	75

	
	
	
	
	
	

	5
	LVN 66
	0,023
	0,012
	1,92
	115

	
	
	
	
	
	

	6
	LVN 092
	0,029
	0,015
	1,93
	145

	
	
	
	
	
	

	7
	LVN 99
	0,025
	0,013
	1,92
	125

	
	
	
	
	
	

	8
	LVN 145
	0,025
	0,014
	1,79
	125

	
	
	
	
	
	

	9
	LVN 885
	0,019
	0,01
	1,9
	95

	
	
	
	
	
	

	10
	C 919
	0,014
	0,007
	2,00
	70

	
	
	
	
	
	


3.2.2. Kết quả nghiên cứu đa hình DNA bằng kỹ thuật RAPD

Sau khi tách chiết DNA tổng số, chúng tôi pha loãng DNA về nồng độ 10ng/μl và tiến hành các phản ứng RAPD với 10 mồi ngẫu nhiên.

Đánh giá tính đa hình thông qua giá trị PIC (giá trị PIC càng lớn thì tính đa hình của mồi đó càng cao), khoảng cách di truyền đƣợc xác định thông qua hệ số tƣơng đồng và biểu đồ hình cây.
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Trong đề tài này, chúng tôi sử dụng 10 mồi ngẫu nhiên (OPG06, OPO12, OPP08, OPH03, UBC400, UBC776, OPB10, OPG13, OPH09, UBC326) để phân tích mối quan hệ di truyền của 10 giống ngô nghiên cứu.

Sản phẩm RAPD với các mồi khác nhau đƣợc điện di trên gel agarose 1,8% để phân tích tính đa hình DNA của 10 giống ngô nghiên cứu. Các phân đoạn DNA thu đƣợc sau khi điện di đƣợc chúng tôi thống kê, nếu xuất hiện băng DNA thì kí hiệu 1, nếu không xuất hiện thì kí hiệu là 0. Dữ liệu đƣợc xử lí bằng phần mềm NTSYS pc version 2.0 để xác định mức độ đa hình di truyền của 10 giống ngô nghiên cứu. Những phân đoạn mà có ở giống này nhƣng không có ở giống khác gọi là phân đoạn đa hình. Dựa vào mức độ đa hình của các phân đoạn này chúng ta có thể đánh giá mức độ khác nhau và giống nhau giữa các mẫu nghiên cứu.

Điện di sản phẩm RAPD với 10 mồi nghiên cứu ở 10 giống ngô kết quả cho thấy, số lƣợng các phân đoạn DNA đƣợc nhân bản với mỗi cặp mồi dao động từ 17 đến 47 phân đoạn. Kích thƣớc các phân đoạn DNA đƣợc nhân bản trong khoảng từ 0,3 kb đến 1,7 kb.

Tổng số phân đoạn DNA nhân bản sử dụng 10 mồi RAPD phân tích 10 giống ngô là 307 phân đoạn. Kết quả thể hiện trên bảng 3.4.

Từ bảng 3.4 cho thấy, trong số 10 mồi phân tích, thì mồi OPP 08 cho số phân đoạn DNA đƣợc nhân bản là nhiều nhất (47 phân đoạn DNA) với kích thƣớc quan sát từ 0,38 kb-1,19 kb và số phân đoạn đƣợc nhân bản ít nhất là ở mồi OPG06 (17 phân đoạn DNA) với kích thƣớc quan sát từ 0,35 kb-1 kb.

Đối với từng giống thì số phân đoạn đƣợc nhân bản có sự khác nhau. Tổng số phân đoạn DNA đƣợc nhân bản của 10 giống ngô dao động từ 23 phân đoạn đến 39 phân đoạn.
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Từ phân tích bảng 3.4 cho thấy, giống có tổng số phân đoạn DNA đƣợc nhân bản với 10 mồi nhiều nhất là giống LVN 9 (39 phân đoạn), và giống có tổng số phân đoạn DNA đƣợc nhân bản với 10 mồi ít nhất là giống LVN 99 (23 phân đoạn).
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Bảng 3.4. Tổng số phân đoạn DNA sản phẩm RAPD với 10 mồi ngẫu nhiên

	Mồi
	OPG
	OPO
	OPP
	OPH
	UBC
	UBC
	OPB
	OPG
	OPH
	UBC
	Tổng

	Giống
	06
	12
	08
	03
	400
	776
	10
	13
	09
	326
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	LVN9
	2
	4
	6
	2
	5
	4
	5
	3
	5
	3
	39

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	LVN10
	3
	3
	6
	2
	5
	6
	4
	3
	2
	3
	37

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	LVN45
	2
	3
	7
	1
	5
	5
	3
	2
	2
	4
	34

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	LVN61
	1
	3
	6
	2
	3
	5
	2
	2
	3
	4
	31

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	LVN66
	2
	2
	2
	1
	5
	5
	2
	2
	2
	3
	26

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	LVN092
	1
	2
	2
	2
	1
	5
	2
	2
	3
	4
	24

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	LVN99
	1
	2
	5
	3
	4
	2
	2
	2
	2
	0
	23

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	LVN145
	1
	2
	1
	3
	1
	4
	3
	2
	3
	4
	24

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	LVN885
	2
	2
	6
	3
	4
	5
	4
	3
	4
	4
	37

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	C919
	2
	2
	6
	1
	5
	3
	5
	2
	2
	4
	32

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Tổng
	17
	25
	47
	20
	38
	44
	32
	23
	28
	33
	307
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Tính đa hình thể hiện ở sự xuất hiện hay không xuất hiện của các phân đoạn khi so sánh giữa các giống ngô với nhau trong cùng 1 mồi. Điều này đƣợc tổng kết và thể hiện qua tỷ lệ phân đoạn đa hình ở mỗi mồi nghiên cứu. Kết quả tổng hợp trên bảng 3.5.

Qua phân tích bảng 3.5 nhận thấy, tổng số phân đoạn DNA của 10 giống ngô khi phân tích 10 mồi ngẫu nhiên là 51 phân đoạn, trong đó có 43 phân đoạn cho tính đa hình (chiếm 84,31%) và không đa hình là 8 phân đoạn (chiếm 15,69%). Kích thƣớc các phân đoạn DNA đƣợc nhân bản trong khoảng từ 0,3 kb đến 1,7 kb. Số lƣợng các phân đoạn tƣơng ứng với mỗi mồi nằm trong khoảng 3 đến 8 phân đoạn, trong đó mồi nhân bản đƣợc ít phân
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đoạn DNA nhất là mồi OPG13 và OPH03 (3 phân đoạn), và mồi nhân đƣợc nhiều phân đoạn DNA nhất là mồi OPP08 (8 phân đoạn).

Bảng 3.5. Tỷ lệ phân đoạn đa hình khi sử dụng 10 mồi RAPD

	
	Số phân đoạn
	Số phân đoạn
	Số phân đoạn
	Tỷ lệ phân

	Mồi
	
	
	
	đoạn đa

	
	DNA
	đa hình
	đơn hình
	

	
	
	
	
	hình (%)

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	OPG06
	5
	5
	0
	100

	
	
	
	
	

	OPO12
	4
	3
	1
	75

	
	
	
	
	

	OPP08
	8
	8
	0
	100

	
	
	
	
	

	OPH03
	3
	2
	1
	66.67

	
	
	
	
	

	UBC400
	5
	5
	0
	100

	
	
	
	
	

	UBC776
	7
	6
	1
	85.71

	
	
	
	
	

	OPB10
	6
	4
	2
	66.67

	
	
	
	
	

	OPG13
	3
	1
	2
	33.33

	
	
	
	
	

	OPH09
	6
	5
	1
	83.33

	
	
	
	
	

	UBC326
	4
	4
	0
	100

	
	
	
	
	

	Tổng
	51
	43
	8
	84.31

	
	
	
	
	


Bảng 3.5 cũng cho thấy, cả 10 mồi đều biểu hiện tính đa hình. Tuy nhiên, mức độ đa hình giữa các mồi là khác nhau. Mức độ đa hình của 10 mồi nghiên cứu dao động từ 33,3% đến 100%. Mồi biểu hiện tính đa hình thấp nhất đó là mồi OPG13 (33,3%), mồi biểu hiện tính đa hình cao nhất là các
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mồi OPG06, OPP08, UBC400, UBC326 (100%), sau đó là mồi UBC776 với tỷ lệ đa hình chiếm 85,71%.

Giá trị PIC (Polymophism Information Content) đƣợc sử dụng khi phân tích thông tin đa hình. Giá trị PIC không chỉ liên quan tới tỷ lệ phân đoạn DNA đa hình mà còn liên quan trực tiếp với số lƣợng cá thể cùng xuất hiện phân đoạn đa hình lớn hay nhỏ.

n

PIC  1   fi 2

i1

Trong đó, fi là tần số của alen thứ i

Bảng 3.6. Thông tin tính đa hình (PIC) của 10 giống ngô

	STT
	Tên mồi
	PIC
	STT
	Tên mồi
	PIC

	
	
	
	
	
	

	1
	OPG06
	0.822
	6
	UBC776
	0.491

	
	
	
	
	
	

	2
	OPO12
	0.498
	7
	OPB10
	0.59

	
	
	
	
	
	

	3
	OPP08
	0.584
	8
	OPG13
	0.303

	
	
	
	
	
	

	4
	OPH03
	0.5
	9
	OPH09
	0.687

	
	
	
	
	
	

	5
	UBC400
	0.408
	10
	UBC326
	0.33

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	


Tính đa hình của các mồi RAPD còn đƣợc đánh giá thông qua giá trị PIC, giá trị PIC càng lớn thì sự đa hình càng cao và ngƣợc lại. Từ bảng 3.6 cho thấy, giá trị PIC dao động từ 0,303 (mồi OPG13) đến 0,822 (mồi OPG06), trong đó, có 5/10 mồi RAPD (OPG06, OPP08, OPH03, OPB10, OPH09) cho kết quả đa hình cao, với giá trị PIC > 0,5. Tuy nhiên, sự đa hình

của các mồi không tỷ lệ thuận với số lƣợng các phân đoạn DNA đƣợc nhân 50
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bản. Chẳng hạn, đối với mồi OPG06 có 5 phân đoạn DNA đƣợc nhân bản nhƣng lại có giá trị PIC cao nhất (0,822), trong khi đó mồi OPP08 có 8 phân đoạn DNA đƣợc nhân bản nhƣng giá trị PIC lại thấp hơn (0,584).

Kết quả điện di kiểm tra phản ứng RAPD trên gel agarose 1,8% của 10 mồi đƣợc chúng tôi phân tích chi tiết thông qua các ảnh điện di đƣợc trình bày dƣới đây:

* Mồi OPG06
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Hình 3.2. Hình ảnh điện di sản phẩm RAPD sử dụng mồi OPG06 (M: Marker 1kb, 1 - 10: các mẫu theo thứ tự tại bảng 2.1).

Bảng 3.7. Số phân đoạn DNA đƣợc nhân bản khi sử dụng mồi OPG06

[image: image20.jpg]



Giống

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Kích thƣớc
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	1 kb
	0
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	0,9 kb
	0
	0
	0
	0
	1
	1
	1
	0
	1
	0

	0,7 kb
	1
	0
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	0,6 kb
	1
	1
	1
	1
	1
	0
	0
	1
	1
	1

	
	
	
	
	51
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	0,35 kb
	0
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	1

	Tổng
	2
	3
	2
	1
	2
	1
	1
	1
	2
	2


(1: LVN 9, 2: LVN 10, 3: LVN 45, 4: LVN 61, 5: LVN 66, 6: LVN 092,

7: LVN 99, 8: LVN 145, 9: LVN 885, 10: C 919)

Tƣ̀ hình 3.2 cho thấy, kết quả diện di sản phẩm RAPD của 10 giống ngô nghiên cứu sử dụng mồi OPG06 thu đƣợc các phân đoạn DNA đƣợc nhân bản ngẫu nhiên dao động trong khoảng 1 đến 3 phân đoạn. Các phân đoạn xuất hiện ở 5 vị trí kích thƣớc khác nhau trên ảnh điện di. Kích thƣớc các phân đoạn dao động 0,35 - 1,0 kb.

Trong đó giống LVN 10 có số phân đoạn là 3, giống LVN 9, LVN 45, LVN 66, C 919 có 2 phân đoạn, còn giống LVN 61, LVN 092, LVN 99 và LVN 145 chỉ có 1 phân đoạn đƣợc nhân bản. Tại kích thƣớc 0,35 kb xuất hiện phân đoạn DNA ở 2 giống LVN 10 và C 919. Ở kích thƣớc 0,6 kb chỉ có 2 giống không xuất hiên phân đoạn DNA là giống LVN 092 và LVN 99. Phân đoạn DNA chỉxuất hiện ở giống LVN 9 và LVN 45 tại kích thƣớc 0,7 kb, các giống còn lại không xuất hiện . Tại kích thƣớc 0,9 kb có 4 giống LVN 66, LVN 092, LVN 99, LVN 885 xuất hiện phân đoạn DNA. Kích thƣớc 1 kb chỉ có duy nhất một giống xuất hiện phân đoạn DNA đó là giống LVN 10. Với mồi OPG 06 tổng số có 17 phân đoạn đƣợc nhân bản ở 10 giống ngô và thể hiện sự sai khác trong cấu trúc DNA giữa các giống ngô tại 5 vị trí 1,0 kb, 0,9 kb, 0,7 kb, 0,6 kb và 0,35 kb.

Nhƣ vậy , mồi OPG 06 có 5 kích thƣớc đều thể hiện tính đa hình và không xuất hiện đơn hình.
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* MỒI OPO12
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Hình 3.3. Hình ảnh điện di sản phẩm RAPD sử dụng mồi OPO12 (M: Marker 1kb, 1 - 10: các mẫu theo thứ tự tại bảng 2.1).

Bảng 3.8. Số phân đoạn DNA đƣợc nhân bản khi sử dụng mồi OPO12

	Giống
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	1
	2
	3
	4
	
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Kích thƣớc
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	1 kb
	1
	1
	0
	0
	
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	0,9 kb
	1
	1
	1
	1
	
	1
	1
	1
	1
	1
	0

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	0,63 kb
	1
	0
	1
	1
	
	0
	0
	0
	0
	0
	1
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	0,5 kb
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Tổng
	4
	3
	3
	3
	2
	2
	2
	2
	2
	2

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


(1: LVN 9, 2: LVN 10, 3: LVN 45, 4: LVN 61, 5: LVN 66, 6: LVN 092,

7: LVN 99, 8: LVN 145, 9: LVN 885, 10: C 919)

Kết quả điện di sản phẩm RAPD với mồi OPO12 đƣợc thể hiện ở hình 3.3. cho thấy, đã có từ 1 - 4 phân đoạn DNA đƣợc nhân bản. Các phân đoạn này có chiều dài ƣớc tính từ 0,5 – 1,0 kb. Giống xuất hiện nhiều phân đoạn DNA nhất là giống LVN 9 (4 phân đoạn).

Trong tổng số 25 phân đoạn thu đƣợc tất cả đều là phân đoạn đa hình . Tại vị trí marker khoảng 0,5 kb tất cả các giống đều xuất hiện phân đoạn DNA. Kích thƣớc 0,63 kb có 4 giống LVN 9, LVN 45, LVN 61 và C 919 xuất hiện phân đoạn DNA đƣợc nhân bản ngẫu nhiên , các giống còn lại đều không xuất hiện. Ở kích thƣớc 0,9 kb tất cả các giống đều xuất hiện phân đoạn DNA trƣ̀ giống C 919. Kích thƣớc 1 kb chỉ có 2 giống LVN 9 và LVN 10 xuất hiện băng DNA, 8 giống còn lại không xuất hiện.

* MỒI OPP08 VÀ OPH03

Mồi OPP08
Mồi OPH03
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Hình 3.4. Hình ảnh điện di sản phẩm RAPD của mồi OPP08 và mồi OPH03 (M: Marker 1kb, 1 - 10: các mẫu theo thứ tự tại bảng 2.1).

· MỒI OPP08
Kết quả điện di sản phẩm RAPD với mồi OPP08 đƣợc thể hiện ở hình 3.4 cho thấy, đã có từ 1 - 8 phân đoạn DNA đƣợc nhân bản. Các phân đoạn này có chiều dài ƣớc tính từ 0,38 - 1,19 kb. Giống xuất hiện nhiều phân đoạn DNA nhất là giống LVN 45 (7 phân đoạn). Giống LVN 145 có số phân đoạn DNA ít nhất (1 phân đoạn).

Bảng 3.9. Số phân đoạn DNA đƣợc nhân bản khi sử dụng mồi OPP08

	Giống
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	
	7
	8
	9
	10

	Kích thƣớc
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	1,19kb
	1
	1
	1
	1
	0
	1
	
	1
	0
	1
	1

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	1,0kb
	1
	1
	1
	1
	0
	1
	
	1
	1
	1
	1

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	0,88kb
	1
	1
	1
	1
	0
	0
	
	1
	0
	1
	0

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	0,75kb
	1
	1
	1
	1
	1
	0
	
	1
	0
	1
	1

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	0,66kb
	0
	1
	1
	0
	0
	0
	
	0
	0
	0
	0

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	0,53kb
	1
	1
	1
	1
	1
	0
	
	1
	0
	1
	1
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	0,43kb
	1
	0
	1
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	1

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	0,38kb
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	1
	1

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Tổng
	6
	6
	7
	6
	2
	2
	5
	1
	6
	6

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


(1: LVN 9, 2: LVN 10, 3: LVN 45, 4: LVN 61, 5: LVN 66, 6: LVN 092,

7: LVN 99, 8: LVN 145, 9: LVN 885, 10: C 919)

Với mồi OPP08 có 8 phân đoạn biểu hiện tính đa hình tƣơng ứng với kích thƣớc 1,19 kb, 1,0 kb, 0,88 kb, 0,75 kb, 0,66 kb, 0,53 kb, 0,43 kb và 0,38 kb. Ở kích thƣớc 1,19 kb chỉ có 2 giống LVN 66 và LVN 145 không xuất hiện phân đoạn DNA, còn lại các giống đều xuất hiện phân đoạn DNA. Ở vị trí 1,0 kb chỉ có 1 giống LVN 66 không xuất hiện phân đoạn DNA. Ở vị trí 0,88 kb có 6 giống LVN 9, LVN 10, LVN 45, LVN 61, LVN 99 và LVN 885 xuất hiện phân đoạn DNA. Ở vị trí 0,75 kb chỉ có 2 giống không xuất hiện số phân đoạn DNA trong tổng số 10 giống ngô nghiên cứu, đó là các giống LVN 092 và LVN 145. Hai giống xuất hiện số phân đoạn DNA ở vị trí 0,66 kb là LVN 10, LVN 45. Ở vị trí 0,53 kb chỉ có 2 giống không xuất hiện phân đoạn DNA là LVN 092, LVN 145. Ở vị trí 0,43 kb có 4 giống LVN 9, LVN 45, LVN 61 và C 919 xuất hiện phân đoạn DNA, còn lại các giống không xuất hiện phân đoạn DNA. Tại vị trí thấp nhất 0,38 kb có 2 giống LVN 885 và C 919 xuất hiện số phân đoạn DNA còn các giống khác không xuất hiện phân đoạn này. Nhƣ vậy, với mồi OPP08 tất cả các các phân đoạn DNA đều thể hiện tính đa hình.

· MỒI OPH03

Bảng 3.10. Số phân đoạn DNA đƣợc nhân bản khi sử dụng mồi OPH03
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	Giống
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Kích thƣớc
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	0,9 kb
	0
	0
	0
	1
	0
	1
	1
	1
	1
	0

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	0,73 kb
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1

	0,6 kb
	1
	1
	0
	0
	0
	0
	1
	1
	1
	0

	Tổng
	2
	2
	1
	2
	1
	2
	3
	3
	3
	1
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(1: LVN 9, 2: LVN 10, 3: LVN 45, 4: LVN 61, 5: LVN 66, 6: LVN 092,

7: LVN 99, 8: LVN 145, 9: LVN 885, 10: C 919)

Với kết quả thể hiện trong hình3.4 và bảng 3.10 ta thấy, sản phẩm nhân lên với mồi OPH03 tạo ra 20 phân đoạn DNA với kích thƣớc dao động 0,6tƣ̀ – 0,9 kb và số phân đoạn dao động tƣ̀1 – 3 phân đoạn. Trong đó, ở kích thƣớc 0,6 kb có 5 giống LVN 9, LVN 10, LVN 99, LVN 145, LVN 885 xuất hiện phân đoạn DNA và các giống còn lại không xuất hiên phân đoạn DNA.Ở kích thƣớc0,73 kb tất cả các giống đều xuất hiện phân đoạn DNAnhƣ vậy ở kích thƣớc này thể hiện tính đơn hình.Ởvị trí kích thƣớc0,9 kb có 5 giống xuất hiện phân đoạn DNA làLVN 61, LVN 092, LVN 99, LVN 145, LVN 885.

· MỒI UBC400 VÀ MỒI UBC776

Mồi UBC400
Mồi UBC776
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Hình 3.5. Hình ảnh điện di sản phẩm RAPD sử dụng mồi UBC
400 và mồi

UBC776

(M: Marker 1kb, 1 - 10: các mẫu theo thứ tự tại bảng 2.1).

- Mồi UBC400

Bảng 3.11. Số phân đoạn DNA đƣợc nhân bản khi sử dụng mồi UBC400

	Giống
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Kích thƣớc
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	1,42 kb
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	0
	1
	1

	1,13 kb
	1
	1
	1
	0
	1
	0
	1
	0
	1
	1

	0,96 kb
	1
	1
	1
	0
	1
	0
	1
	0
	1
	1

	0,68 kb
	1
	1
	1
	1
	1
	0
	1
	1
	1
	1

	0,56 kb
	1
	1
	1
	1
	1
	0
	0
	0
	0
	1

	Tổng
	5
	5
	5
	3
	5
	1
	4
	1
	4
	5



(1: LVN 9, 2: LVN 10, 3: LVN 45, 4: LVN 61, 5: LVN 66, 6: LVN 092,

7: LVN 99, 8: LVN 145, 9: LVN 885, 10: C 919)

Kết quả điện di sản phẩm RAPD của 10 giống ngô sử dụng mồi UBC400 đƣợc thể hiện ở hình 3.5. Sản phẩm đƣợc nhân lên có kích thƣớc từ 0,56 -
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1,42 kb với 5 phân đoạn DNA xuất hiện, tƣơng ứng với tổng số 38 phân đoạn DNA đƣợc nhân bản trên tổng 10 giống ngô nghiên cứu. Cả 5 phân đoạn đều thể hiện tính đa hình.

Cụ thể ở kích thƣớc khoảng 1,42 kb chỉ có 1 giống LVN 145 không xuất hiện phân đoạn DNA nhân bản, 9 giống còn lại đều xuất hiện. Ở kích thƣớc 1,13 kb có 3 giống không xuất hiện phân đoạn DNA đƣợc nhân bản là LVN61, LVN 092 và LVN 145, các giống còn lại đều xuất hiện. Tại vị trí kích thƣớc 0,68 kb chỉ có duy nhất 1 giống xuât hiên phân đoạn DNA là giống LVN 092, còn lại các giống không xuất hiện. Ở vị trí 0,56 kb có 6 giống xuất hiện số phân đoạn DNA là LVN 9, LVN 10, LVN 45, LVN 61, LVN 66 và C 919, các giống còn lại không xuất hiện.

Nhƣ vậy, mồi UBC400 khuếch đại đƣợc 5 phân đoạn và đều thể hiện tính đa hình.

· Mồi UBC776

Bảng 3.12. Số phân đoạn DNA đƣợc nhân bản khi sử dụng mồi UBC776


Giống

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Kích thƣớc
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	1,6 kb
	0
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	1,42 kb
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	0
	1
	1
	1

	1,13 kb
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	0
	1
	1
	0

	0,93 kb
	0
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1

	0,68 kb
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1

	0,56 kb
	1
	1
	1
	1
	0
	1
	0
	0
	0
	0

	0,5 kb
	0
	0
	0
	0
	1
	0
	0
	0
	1
	0

	Tổng
	4
	6
	5
	5
	5
	5
	2
	4
	5
	3


(1: LVN 9, 2: LVN 10, 3: LVN 45, 4: LVN 61, 5: LVN 66, 6: LVN 092,

7: LVN 99, 8: LVN 145, 9: LVN 885, 10: C 919)
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Tƣ̀ hình 3.5 ta thấy, kết quả diện di sản phẩm RAPD của 10 giống ngô nghiên cứu với mồi UBC776 thu đƣợc các phân đoạn DNA đƣợc nhân bản ngẫu nhiên dao động trong khoảng 2 đến 6 phân đoạn. Các phân đoạn xuất hiện ở 7 vị trí khác nhau trên ảnh điện di. Kích thƣớc các phân đoạn dao động 0,5 - 1,6 kb.

Tại kích thƣớc 1,6 kb chỉ có 1 giống duy nhất xuất hiện phân đoạn DNA là LVN 10, 9 giống còn lại đều không xuất hiện. Ở kích thƣớc 1,42 kb có 1 giống LVN 99 là không xuất hiện phân đoạn DNA, 9 giống còn lại đều xuất hiện phân đoạn DNA đƣợc nhân bản. Ở kích thƣớc 1,13 kb có 2 giống không xuất hiện phân đoạn DNA đƣợc nhân bản là LVN 99 và C 919. Ở kích thƣớc 0,93 kb có 1 giống LVN 9 không xuất hiện phân đoạn DNA, các giống còn lại đều xuất hiện . Tại kích thƣớc 0,68 kb các giống đều xuất hiện phân đoạn DNA đƣợc nhân bản. Ở kích thƣớc 0,56 kb có 5 giống LVN 9, LVN 10, LVN 45, LVN 61 và LVN 092 xuất hiện phân đoạn DNA đƣợc nhân bản, các giống còn lại không xuất hiện . Tại kích thƣớc 0,5 kb chỉ có 2 giống xuất hiện phân đoạn DNA là LVN 66 và LVN 885, các giống còn lại đều không xuất hiên . Nhƣ vậy, mồi UBC776 có 6 kích thƣớc, trong đó 5 kích thƣớc thể hiện tính đa hình và một kích thƣớc đơn hình .Nhƣ vậy, với mồi UBC776 tổng số có 44 phân đoạn đƣợc nhân bản ở 10 giống ngô và thể hiện sự sai khác trong cấu trúc DNA giữa các giống ngô tại 7 vị trí 1,6 kb, 1,42 kb, 1,13 kb, 0,93 kb, 0,68 kb, 0,56 kb và 0,5 kb.
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* MỒI OPP10 VÀ MỒI OPG13


Hình 3.6. Hình ảnh điện disản phẩm RAPD sử dụng mồi OPB10 và mồi OPG13 (M: Marker 1kb, 1 - 10: các mẫu theo thứ tự tại bảng 2.1).

· MỒI OPB10

Bảng 3.13. Số phân đoạn DNA đƣợc nhân bản khi điện di sản phẩm RAPD của 10 giống ngô nghiên cƣ́u sử dụng mồi OPB10

	Giống
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Kích thƣớc
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	1,13 kb
	1
	1
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	1
	1

	1,0 kb
	0
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	1

	0,81 kb
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1

	0,68 kb
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	1
	1
	1

	0,5 kb
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	0,44 kb
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1

	Tổng
	5
	4
	3
	2
	2
	2
	2
	3
	4
	5



(1: LVN 9, 2: LVN 10, 3: LVN 45, 4: LVN 61, 5: LVN 66, 6: LVN 092, 61
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7: LVN 99, 8: LVN 145, 9: LVN 885, 10: C 919)

Kết quả điện di sản phẩm RAPD của mồi OPB10 ở hình 3.6 cho thấy, trong phạm vi vùng phân tích từ 0,44 - 1,13 kb có 6 phân đoạn DNA đƣợc nhân bản. Cụ thể ở kích thƣớc khoảng 1,13 kb có 5 giống LVN 9, LVN 10, LVN 45, LVN 885 và C 919 nhân đƣợc phân đoạn DNA. Ở kích thƣớc khoảng 1,0 kb chỉ có 2 giống LVN 10 và C 919 xuất hiện phân đoạn DNA. Và

· kích thƣớc 0,81 kb tất cả các giống nhân đƣợc phân đoạn DNA. Ở vị trí 0,68 kb có 4 giống LVN 9, LVN 145, LVN 885 và C 919 xuất hiện phân đoạn DNA đƣợc nhân bản. Ở kích thƣớc 0,5 kb có duy nhất 1 giống LVN 9 nhân đƣợc phân đoạn DNA, 9 giống còn lại không thấy xuất hiện. Tại vị trí thấp nhất 0,44 kb tất cả các giống nhân đƣợc phân đoạn DNA.

· MỒI OPG13

Bảng 3.14. Số phân đoạn DNA đƣợc nhân bản khi sử dụng mồi OPG13

	Giống
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Kích thƣớc
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	0,68 kb
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1

	0,38 kb
	1
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	1
	0

	0,3 kb
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1

	Tổng
	3
	3
	2
	2
	2
	2
	2
	2
	3
	2

	(1: LVN 9, 2: LVN 10, 3: LVN 45, 4: LVN 61, 5: LVN 66, 6: LVN 092,
	



7: LVN 99, 8: LVN 145, 9: LVN 885, 10: C 919)

Kết quả điện di sản phẩm RAPD của 10 giống ngô sử dụng mồi OPG13 đƣợc thể hiện ở hình 3.6. Kết quả cho thấy kích thƣớc các phân đoạn có chiều
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dài ƣớc tính khoảng 0,3 kb đến 0,68 kb. Trong đó giống LVN 9, LVN 10 và LVN 885 có số phân đoạn là 3, các giống còn lại có 2 phân đoạn.

Tính đa hình đƣợc thể hiện ở sự xuất hiện hay không xuất hiện các phân đoạn DNA đƣợc nhân bản ngẫu nhiên khi so sánh giữa các giống với nhau. Tại vị trí 0,68 kb và 0,3 kb các giống đều có đoạn DNA đƣợc nhân bản. Tại kích thƣớc 0,38 kb chỉ có 3 giống LVN 9, LVN 10 và LVN 885 xuất hiện phân đoạn DNA, các giống còn lại đều không xuất hiện phân đoạn.

Nhƣ vậy, với mồi OPG13 số phân đoạn DNA đƣợc nhân bản ở 10 giống ngô, nó thể hiện sự sai khác trong cấu trúc DNA giữa các giống ngô tại 3 vị trí 0,68 kb, 0,38 kb và 0,3 kb.

* MỒI OPH09


Hình 3.7. Hình ảnh điện di sảnphẩm RAPD sử dụng mồi OPH09.

(M: Marker 1kb, 1 - 10: các mẫu theo thứ tự tại bảng 2.1).

Bảng 3.15. Số phân đoạn DNA đƣợc nhân bản khi sử dụng mồi OPH09


Giống

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Kích thƣớc
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	1,7 kb
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	1,42 kb
	1
	0
	0
	0
	0
	1
	1
	1
	1
	0

	1,25 kb
	1
	0
	1
	1
	1
	1
	0
	0
	1
	1
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	1,08 kb
	0
	1
	0
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	0,79 kb
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1

	0,66 kb
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	1
	1
	0

	Tổng
	5
	2
	2
	3
	2
	3
	2
	3
	4
	2


(1: LVN 9, 2: LVN 10, 3: LVN 45, 4: LVN 61, 5: LVN 66, 6: LVN 092,

7: LVN 99, 8: LVN 145, 9: LVN 885, 10: C 919)

Phân tích điện di sản phẩm RAPD của
10 giống ngô nghiên cƣ́u

với mồi OPH
09  hình  3.7 cho thấy , xuất hiện tƣ̀
2 đến  5 phân đoạn

DNA đƣợc nhân bản ngẫu nhiên
. Các phân đoạn có kích thƣớc ƣớc

tính khoảng
0,66 đến 1,7 kb. Tại kích thƣớc
0,66 kb có 3 giống LVN

9, LVN 145 và LVN
885 xuất hiện phân đoạn DNA các giống còn lại

không xuất hiện
. Ở kích thƣớc
0,79 kb đều thể hiện tính đơn hình
. Tại

kích thƣớc
1,08 kb chỉcó LVN
10 và LVN
61 xuất hiện phân đoạn

DNA. Ở kích thƣớc
1,25 kb tất cả các giống đều có phân đoạn DNA

xuất hiện trƣ̀ giống LVN
10, LVN 99, LVN 145 và ở kích thƣớc
1,42

kb có  5 giống xuất hiện phân đoạn DNA là LVN
9, LVN  092 , LVN

	99, LVN 145 , LVN 885 . Với kích thƣớc
	1,7 kb chỉ có duy nhất LVN  9

	là xuất hiện phân đoạn DNA đƣợc nhân bản ngẫu nhiên
	.

	Nhƣ vậy , với mồi OPH 09 xuất hiện phân đoạn DNA ở   6 kích thƣớc

	trong đó có  5 kích thƣớc
	(0,66 kb, 1,08 kb, 1,25 kb, 1,42 kb và 1,7 kb)

	thể hiện tính đa hình và
	chỉ có kích thƣớc
	0,79 kb không thể hiện tính

	đa hình .
	
	
	

	*MỒI UBC326
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Hình 3.8. Hình ảnh điện di sản phẩm RAPD sử dụng mồi UBC326

(M: Marker 1kb, 1 - 10: các mẫu theo thứ tự tại bảng 2.1).

Bảng 3.16. Số phân đoạn DNA đƣợc nhân bản khi sử dụng mồi UBC326

	Giống
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Kích thƣớc
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	0,8 kb
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	0
	1
	1
	1

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	0,62 kb
	0
	0
	1
	1
	0
	0
	0
	1
	1
	1

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	0,5 kb
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	0
	1
	1
	1

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	0,43 kb
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	0
	1
	1
	1

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Tổng
	3
	3
	4
	4
	3
	4
	0
	4
	4
	4

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	



(1: LVN 9, 2: LVN 10, 3: LVN 45, 4: LVN 61, 5: LVN 66, 6: LVN 092,

7: LVN 99, 8: LVN 145, 9: LVN 885, 10: C 919)

Từ kết quả điện di sản phẩm RAPD khi sử dụng mồi UBC326 (hình 3.8) cho ta thấy, các phân đoạn DNA đƣợc nhân lên có kích thƣớc trong khoảng 0,43 – 0,8 kb. Với mồi UBC326, tại các kích thƣớc 0,43 kb, 0,5 kb và 0,8 kb tất cả các giống đều xuất hiện phân đoạn DNA trừ giống LVN 99 là không xuất hiện. Ở kích thƣớc 0,62 kb có 5 giống LVN 9, LVN 10, LVN 66, LVN
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092, LVN 99 là không có phân đo ạn DNA xuất hiện , các giống còn lại đều xuất hiện.

Nhƣ vậy , với mồi UBC 326 xuất hiện phân đoạn DNA ở 4 kích thƣớc 0,43 kb, 0,5 kb, 0,62 kb và 0,8 kb và cả 4 phân đoạn đều thể hiện tính đa hình.

3.2.3. Các phân đoạn DNA đặc trưng của các giống ngô nghiên cứu

Dựa vào kết quả phân tích RAPD, khi sử dụng 10 mồi ngẫu nhiên để nghiên cứu xác định quan hệ di truyền của 10 giống ngô, chúng tôi nhận thấy: 2 giống LVN 9 và LVN 10 xuất hiện các băng DNA đƣợc nhân bản đặc trƣng mà các giống khác không có. Kết quả đƣợc thể hiện trong bảng 3.17.

Bảng 3.17. Chỉ thị RAPD đặc trƣng của các giống ngô nghiên cứu

	Giống
	OPG06
	UBC776
	OPB10
	OPH09

	Kích thƣớc
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	LVN 9
	-
	-
	0,5 kb
	1,7 kb

	
	
	
	
	

	LVN 10
	1,0 kb
	1,6 kb
	-
	-

	
	
	
	
	



Bảng 3.17 cho thấy, giống LVN 9 xuất hiện 2 băng DNA đặc trƣng khi sử dụng mồi OPB10 và OPH09 với kích thƣớc lần lƣợt là 0,5 kb và 1,7 kb. Khi sử dụng mồi OPB10 chỉ có giống LVN 9 xuất hiện băng DNA với kích thƣớc 0,5 kb, các giống còn lại không xuất hiện, còn khi sử dụng mồi OPH09 chỉ xuất hiện băng DNA với kích thƣớc 1,7 kb ở giống LVN 9, các giống còn lại không xuất hiện băng.

Đối với giống LVN 10 xuất hiện 2 băng DNA đặc trƣng khi sử dụng mồi OPH06 và UBC776 với kích thƣớc lần lƣợt là 1,0 kb và 1,6 kb. Khi sử dụng mồi OPH06 chỉ có giống LVN 10 xuất hiện băng DNA với kích thƣớc 1,0 kb,
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các giống còn lại không xuất hiện, còn khi sử dụng mồi UBC776 chỉ xuất hiện băng với kích thƣớc 1,6 kb ở giống LVN 10, các giống còn lại không xuất hiện băng DNA tại kích thƣớc này.

Nhƣ vậy, khi sử dụng 10 mồi ngẫu nhiên trong phản ứng RAPD để nhân bản các phân đoạn DNA từ hệ gene của 10 giống ngô nghiên cứu đã xác định đƣợc 4 chị thị phân tử RAPD đặc trƣng với 4 mồi ngẫu nhiên (OPG06, UBC776, OPB10, OPH09) ở 2 giống ngô ( LVN 9, LVN 10). Các phân đoạn DNA đặc trƣng này cần đƣợc tiếp tục nghiên cứu và xác định trình tự để tìm hiểu mối liên quan giữa chỉ thị phân tử và các tính trạng của 2 giống này.

3.2.4. Mối quan hệ di truyền giữa các giống ngô dựa trên phân tích RAPD

Dƣ̣a trên sƣ̣ xuất hiện hay không xuấ t hiện các phân đoạn DNA của các giống khi điện di sản phẩm RAPD, chúng tôi xác định hệ số đa dạng di truyền của các giống ngô ở mức độ phân tử.

Hệ số đa dạng di truyền cho biết mối tƣơng quan về mặt di truyền giữa các mẫu phân tích. Hệ số di truyền càng gần về 0 thì mức độ tƣơng đồng di truyền giữa các mẫu càng thấp và ngƣợc lại, càng tiến về 1 thì mức độ tƣơng đồng di truyền càng cao. Số liệu thu đƣợc từ kết quả RAPD đƣợc đƣa vào xử lý bằng phần mềm NTSYSpc version 2.0 (Applied Biostatistics Inc ., USA., 1998) để tính hệ số tƣơng đồng di truyền và xây dựng biểu đồ quan hệ di truyền giữa các giống ngô . Kết quả phân tích đƣợc thể hiện ở bảng 3.18 và hình 3.9

Bảng 3.18. Bảng hệ số tƣơng đồng di truyền của 10 giống ngô nghiên cứu

	Giống
	LVN
	LVN
	LVN
	LVN
	LVN
	LVN
	LVN
	LVN
	LVN
	C919

	
	9
	10
	45
	61
	66
	092
	99
	145
	885
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	LVN9
	1,00
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	LVN10
	0,69
	1,00
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	LVN45
	0,78
	0,75
	1,00
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	LVN61
	0,69
	0,69
	0,86
	1,00
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	LVN66
	0,63
	0,67
	0,76
	0,75
	1,00
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	LVN092
	0,57
	0,57
	0,67
	0,76
	0,75
	1,00
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	LVN99
	0,57
	0,61
	0,63
	0,65
	0,71
	0,73
	1,00
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	LVN145
	0,59
	0,55
	0,61
	0,71
	0,69
	0,78
	0,67
	1,00
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	LVN885
	0,73
	0,65
	0,71
	0,69
	0,75
	0,69
	0,73
	0,75
	1,00
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	C919
	0,67
	0,67
	0,80
	0,75
	0,73
	0,59
	0,59
	0,61
	0,71
	1,00

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


Kết quả phân tích bảng 3.18 cho thấy, hệ số tƣơng đồng di truyền của 10 giống ngô nghiên cứu dao động từ 0,55 - 0,86. Trong đó, hai giống LVN 45 và LVN 61 có hệ số tƣơng đồng lớn nhất là 0,86, còn hai giống LVN 10 và LVN 145 có hệ số tƣơng đồng nhỏ nhất là 0,55.

Sau khi xác định hệ số đồng dạng di truyền, chúng tôi đã xây dựng sơ đồ hình cây (hình 3.9) để chỉ ra sự sai khác di truyền của các giống ngô nghiên cứu. Sơ đồ hình cây cho thấy, 10 giống ngô đƣợc chia làm hai nhóm chính:
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P

II

Nhóm

I

P

I

Nhóm

II

Hệ Số Tương Đồng

Hình 3.9. Sơ đồ quan hệ di truyền của 10 giống ngô nghiên cứu

Nhóm I: Gồm 7 giống ngô LVN 9, LVN 10, LVN 45, LVN 61, LVN 66, LVN 885, C 919 và chia thành 2 nhóm phụ (P1 và P II).

· Nhóm phụ 1 (PI): Gồm 1 giống LVN 10, giống này có hệ số di truyền sai khác với các giống ở nhánh phụ II 31,5% (1 - 0,685).

· Nhóm phụ 2 (PII): Gồm 6 giống còn lại là LVN 9, LVN 45, LVN 61, LVN 66, LVN 885 và C 919 và đƣợc chia thành 2 cụm

· cụm 1: Gồm 2 giống LVN 9 và LVN 885, 2 giống này có hệ số tƣơng đồng di truyền là 0,723 và có hệ số di truyền sai khác với cụm II là 30% (1 - 0.7 ).
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· cụm 2: Gồm 4 giống LVN 45, LVN 61, LVN 66 và C 919, trong đó giống LVN 66 có hệ số di truyền sai khác với 3 giống LVN 45, LVN 61, C 919 là

25,9% (1 - 0,741). Ba giống LVN 45, LVN 61, C 919 hệ số sai khác giữa chúng là 22,9% (1 - 0,771). Giống nhau hơn cả là LVN 45 và LVN 61 hệ số sai khác giữa chúng là 14% (1 - 0,86).

Nhóm II: Gồm 3 giống LVN 092, LVN 99 và LVN 145 hệ số tƣơng đồng di truyền giữa chúng là 30,4% ( 1- 0,696). Trong đó 2 giống LVN 092 và LVN 145 có hệ số sai khác với LVN 99 là 21,6% (1- 0,784)

Qua việc phân tích biểu đồ quan hệ di truyền cho thấy mức độ sai khác di truyền của 10 giống ngô là 35%.

KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ
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1. KẾT LUẬN

1.1. Khối lƣợng 100 hạt của 10 giống ngô dao động trong khoảng 24,47 g đến 34,56 g, cao nhất là giống LVN 45, thấp nhất là giống LVN 99. Hàm lƣợng protein của 10 giống ngô dao động trong khoảng 7,6 - 14,67 %. Hàm hàm lƣợng lipid trong hạt dao động trong khoảng 3,00 - 5,00 %.

1.2. Bằng kỹ thuật RAPD với việc sử dụng 10 mồi ngẫu nhiên đã nhận đƣợc 307 phân đoạn DNA đƣợc nhân bản ngẫu nhiên từ hệ gene của 10 giống ngô. Trong 10 mồi ngẫu nhiên sử dụng có cả 10 mồi biểu hiện tính đa hình.

1.3. Hệ số tƣơng đồng di truyền của 10 giống ngô nghiên cứu dao động từ 0,55 - 0,86. Trong đó hai giống LVN 45 và LVN 61 có hệ số tƣơng đồng lớn nhất là 0,86, còn hai giống LVN 10 và LVN 145 có hệ số tƣơng đồng nhỏ nhất là 0,55. Trong 10 giống ngô nghiên cứu chia thành 2 nhóm chính, hệ số tƣơng đồng di truyền giữa 2 nhóm là 65% (tức sai khác 35%).

2. KIẾN NGHỊ

2.1. Sử dụng thêm nhiều mồi RAPD để đánh giá quan hệ di truyền của các giống ngô trên để kết quả tin cậy hơn.

2.2. Sử dụng kết hợp các loại chỉ thị phân tử nhƣ RFLP, AFLP, SSR,… để phân tích đa dạng di truyền của các giống ngô để có kết luận tốt nhất về mối quan hệ di truyền giữa các giống nghiên cứu, điều đó sẽ giúp cho việc chọn giống trở nên dễ dàng và hiệu quả hơn.
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HỘI ĐỒNG NGHIỆM THU XÁC NHẬN
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MỞ ĐẦU
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	RFLP
	Restriction Fragment Length Polymorphism (Phân tích chiều dài

	
	các phân đoạn DNA cắt hạn chế)

	
	

	SSR
	Simple Sequence Repeats (Trình tự lặp lại đơn giản)

	
	

	TE
	Tris – EDTA

	
	

	TAE
	Tris – Acetate – EDTA

	
	

	Tris
	Trioxymetylaminometan

	
	

	QTL
	Quantitative Trait loci (Bản đồ các locus tính trạng số lƣợng)
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	55

	
	
	

	3.14
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	46

	
	
	

	3.3
	Hình ảnh điện di sản phẩm RAPD sử dụng mồi OPO12……….
	48

	
	
	

	3.4
	Hình ảnh điện di sản phẩm RAPD sử dụng mồi OPP08 và mồi
	49

	
	OPH03………………………………………………………….
	

	
	
	

	
	
	

	3.5
	Hình ảnh điện di sản phẩm RAPD sử dụng mồi UBC400 và mồi
	52

	
	UBC776………………………………………………………
	

	
	
	

	
	
	

	3.6
	Hình ảnh điện di sản phẩm RAPD sử dụng mồi OPB10 và mồi
	55

	
	OPG13…………………………………………………………
	

	
	
	

	
	
	

	3.7
	Hình ảnh điện di sản phẩm RAPD sử dụng mồi OPH09………..
	57

	
	
	

	3.8
	Hình ảnh điện di sản phẩm RAPD sử ngdụ mồi UBC236………
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