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	54

	Hình 3.8. Khả năng tái sinh cây từ mô sẹo sau khi xử lý thổi khô………………..
	55

	Hình 3.9. Biểu đồ biểu diễn tỷ lệ thiệt hại do hạn gây ra sau 3, 5, 7 ngày hạn…..
	57

	Hình 3.10. Đồ thị biểu diễn khả năng chịu hạn của các dòng chọn lọc thế hệ R4..
	59

	Hình 3.11. Kết quả điện di kiểm tra ADN tổng số của dòng R4.05………………
	61

	Hình 3.12. Kết quả PCR nhân gen GA2ox1 với cặp mồi EX2-3-F và EX2-3-R…
	62

	Hình 3.13. Sơ đồ vector pBT đƣợc cải biến từ vector pUC18……………………
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MỞ ĐẦU

1. Đặt vấn đề

Cây lúa (Oryza sativa L.) là cây lƣơng thực ngắn ngày thuộc họ hoà thảo có giá trị kinh tế, giá trị dinh dƣỡng khá cao và giữ vai trò quan trọng trong cơ cấu cây trồng của nƣớc ta hiện nay. Thống kê năm 1998 cho thấy, cả nƣớc có 7362400 ha đất trồng lúa và sản lƣợng thóc đạt 29,14 triệu tấn, bình quân năng suất đạt 35,58 tạ/ha [18].

Tuy nhiên, cây lúa chịu ảnh hƣởng lớn của chế độ nƣớc, điều kiện nhiệt độ và nhiều yếu tố bất lợi khác của môi trƣờng (mặn, phèn…). Trong những yếu tố bất lợi, hạn hán đƣợc xem là nhân tố chính làm giảm năng suất lúa. Ở Việt Nam hàng năm diện tích lúa nƣớc bị khô hạn lên tới 0,4 triệu ha [17]. Trong 130 triệu ha đất trồng lúa trên thế giới thì có tới 26 triệu ha đất bị hạn nặng gây ảnh hƣởng đến năng suất [3]. Để nâng cao và ổn định sản lƣợng lúa trong điều kiện khô hạn nhằm làm giảm thiểu thiệt hại do hạn hán gây ra bằng việc xác định và chọn tạo ra những giống lúa có khả năng chịu hạn đã trở thành một trong những vấn đề cấp thiết hiện nay.

Để tạo đƣợc giống lúa có năng suất cao, phẩm chất tốt thích nghi với các vùng sinh thái nông nghiệp khác nhau và đa dạng nguồn gen, nhiều nghiên cứu đã đƣợc thực hiện để cải thiện giống thông qua phƣơng pháp chọn dòng biến dị soma. Chọn dòng tế bào thực vật là một hƣớng mới cho cải tạo giống cây trồng, khắc phục những hạn chế của phƣơng pháp truyền thống. Kỹ thuật nuôi cấy in vitro tạo ra những biến đổi về kiểu gen và kiểu hình, vì vậy có thể chọn lọc đƣợc các dòng tế bào khác nhau về đặc điểm sinh lý, sinh hóa… theo định hƣớng của ngƣời thực nghiệm. Phƣơng pháp này cho phép thu đƣợc những dòng và giống có khả năng chống chịu cao với các điều kiện bất lợi của môi trƣờng 
Sự ra đời và phát triển các kỹ thuật sinh học phân tử nhƣ PCR, RT-PCR, RFLP, SSR, các kỹ thuật tách dòng và đọc trình tự gen... đã và đang đƣợc ứng dụng trong phân tích genom ở thực vật. Các kỹ thuật sinh học phân tử hiện đại giúp các nhà nghiên cứu chọn giống phân tích và đánh giá bộ gen của thực vật một cách
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nhanh chóng, xác định sự thay đổi của các dòng chọn lọc ở mức độ phân tử; tách dòng và chuyển các gen có giá trị kinh tế để nâng cao chất lƣợng và khả năng chống chịu với điều kiện bất lợi [12]. Các kỹ thuật sinh học phân tử hiện đại đã trở thành công cụ đắc lực trong lĩnh vực chọn giống cây trồng góp phần vào sự phát triển bền vững nền nông nghiệp, đảm bảo nhu cầu lƣơng thực và chất lƣợng thực phẩm cho con ngƣời.

Xuất phát từ những cơ sở trên, chúng tôi đã chọn đề tài nghiên cứu: “Đánh

giá một số dòng lúa chọn lọc thế hệ R3, R4 có nguồn gốc từ mô sẹo chịu mất

nước”.

2. Mục tiêu nghiên cứu

· Chọn đƣợc một số dòng lúa triển vọng có nguồn gốc từ mô sẹo chịu mất nƣớc để giới thiệu khảo nghiệm giống.

· Phân lập và giải trình tự gen liên quan đến tính trạng chiều cao cây của một trong các dòng chọn lọc.

3. Nội dung nghiên cứu

3.1. Phân tích một số đặc điểm nông học của các dòng có nguồn gốc từ mô sẹo chịu mất nƣớc ở thế hệ R3, R4.

3.2. Đánh giá chất lƣợng hạt thông qua phân tích một số chỉ tiêu hoá sinh: protein, đƣờng tan, lipit, điện di protein, thành phần và hàm lƣợng axit amin.

3.3. Đánh giá khả năng chịu hạn của các dòng chọn lọc thế hệ R4 ở mức độ mô sẹo và giai đoạn cây mạ.

3.4. Phân lập và giải trình tự gen liên quan đến chiều cao cây của một trong các dòng chọn lọc triển vọng.
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Chƣơng 1

TỔNG QUAN TÀI LIỆU

1.1. GIỚI THIỆU VỀ CÂY LÖA

1.1.1. Nguồn gốc và phân loại

Lúa trồng (Oryza sativa L.) là cây trồng có từ lâu đời và gắn liền với quá trình phát triển của xã hội loài ngƣời, nhất là vùng châu Á. Lúa trồng hiện nay có nguồn gốc từ lúa dại (Oryza fatua, Oryza off Cinalis, Oryza minuta) do quá trình chọn lọc tự nhiên và chọn lọc nhân tạo lâu dài tạo nên [22].

Lúa thuộc ngành thực vật có hoa (Angios permes), lớp một lá mầm (Mono Cotyledones), bộ hoà thảo có hoa (Poales), họ hoà thảo (Proaceae) trƣớc đây gọi là họ Graminae). Lúa trồng thuộc chi Oryza, chi Oryza có 23 loài phân bố rộng khắp thế giới. Loài Orazy sativa L. đƣợc trồng phổ biến ở khắp các nƣớc trên thế giới và phần lớn tập trung ở châu Á. Loài Oryza gluberrima S. đƣợc trồng một diện tích nhỏ ở một số nƣớc thuộc châu Phi [22].

Loài Oryza sativa L. đƣợc chia làm ba loài phụ:

· Loài phụ Japonica phân bố ở những nơi có vĩ độ cao (bắc Trung Quốc, Nhật Bản, Triều Tiên), có những đặc điểm nhƣ chịu rét cao, nhƣng ít chịu sâu bệnh.

· Loài phụ Indica đƣợc trồng ở các nƣớc nhiệt đới và cận nhiệt đới (Việt Nam, Ấn Độ, Mianma, Philippin). Loài phụ Indica có đặc điểm: hạt dài, thân cao, mềm, dễ đổ, chịu sâu bệnh khá, năng suất thấp, mẫn cảm với chu kỳ ánh sáng.

· Loài phụ Javanica có hình thái trung gian. Hạt dài nhƣng dày và rộng hơn

hạt của Indica, chỉ đƣợc trồng ở một vài nơi thuộc Indonesia [22]; [41].

1.1.2. Đặc điểm nông sinh học của cây lúa

Lúa là cây thân thảo sinh sống hàng năm. Thời gian sinh trƣởng của các giống dài ngắn khác nhau và nằm trong khoảng 60 - 250 ngày tuỳ theo giống ngắn ngày hay dài ngày, vụ lúa chiêm hay mùa, cấy sớm hay muộn. Chu kỳ sinh trƣởng, phát triển của cây lúa bắt đầu từ hạt và cây lúa cũng kết thúc một chu kỳ của nó khi tạo ra hạt mới. Quá trình sinh trƣởng và phát triển của cây lúa có thể đƣợc chia làm

Số hóa bởi Trung tâm Học liệu – Đại học Thái Nguyên


12

hai giai đoạn: Giai đoạn sinh trƣởng đƣợc tính từ thời kì mạ đến đẻ nhánh; Giai đoạn sinh thực tính từ thời kì làm đốt đến hạt chín.

Các nhân tố sinh thái (nhiệt độ, ánh sáng, nƣớc, đất…) thƣờng xuyên ảnh hƣởng đến sinh trƣởng và phát triển của cây lúa, trong đó nhiệt độ có tác dụng quyết định. Ở mỗi giai đoạn sinh trƣởng, cây lúa yêu cầu nhiệt độ khác nhau, nhiệt độ thích hợp nhất là 280C - 320C, ngừng sinh trƣởng khi nhiệt độ dƣới 130C. Nhiệt độ tối thích cho nảy mầm là 200C - 350C, ra rễ là 250C - 280C, vƣơn lá là 310C [1]. Ánh sáng tác động tới cây lúa thông qua cƣờng độ chiếu sáng và thời gian chiếu sáng. Quang hợp của lúa nƣớc tiến hành thuận lợi ở 250–400 cal/cm2/ngày [8]. Cƣờng độ ánh sáng trong ngày ảnh hƣởng đến quá trình ra hoa, kết quả ở lúa. Dựa vào phản ứng quang chu kỳ ngƣời ta chia cây lúa làm 3 loại: loại phản ứng với ánh sáng ngày dài, yêu cầu thời gian chiếu sáng trên 13 giờ/ngày; loại phản ứng với ánh sáng ngày ngắn, yêu cầu thời gian chiếu sáng dƣới 13 giờ/ngày; loại phản ứng trung tính có thể ra hoa trong bất cứ điều kiện ngày ngắn hay ngày dài [3].

Lúa yêu cầu nhiều nƣớc hơn các cây trồng khác, để tạo ra 1g chất khô cây lúa cần 628g nƣớc. Lƣợng nƣớc cần thiết cho cây lúa trung bình 6 – 7mm/ngày trong mùa mƣa, 8 – 9mm/ngày trong mùa khô. Đất trồng lúa tốt nhất là đất thịt, trung tính đến sét, có hàm lƣợng N, P, K tổng số cao; pH = 4,5 – 7,0, độ mặn nhỏ hơn 0,5% tổng số muối tan [3]; [8].

1.1.3. Giá trị kinh tế

Trong cơ cấu sản xuất lƣơng thực của thế giới, lúa gạo chiếm 26,5%. Sản lƣợng lúa đã vƣợt lên đứng thứ nhất trong các cây lƣơng thực với tổng sản lƣợng là 650 triệu tấn/năm. Trong gạo có đầy đủ các thành phần dinh dƣỡng nhƣ tinh bột (62,5%), protein (7-10%), lipit (1-3%), xenlulozơ (10,9%), nƣớc 11%...[11]. Ngoài ra, gạo còn chứa một số chất khoáng và các vitamin nhóm B, các axit amin thiết yếu nhƣ lyzin, triptophan và threonin…Chất lƣợng gạo thay đổi theo thành phần axit amin, điều này phụ thuộc vào từng giống. Do thành phần các chất dinh dƣỡng tƣơng đối ổn định và cân đối nên lúa gạo đã đƣợc sử dụng rộng rãi trong nhiều lĩnh vực. Ngoài ra, lúa gạo còn đƣợc sử dụng làm nguyên liệu cho công nghiệp thực phẩm, y
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học… Lƣợng vitamin B trong cám gạo có tác dụng chữa bệnh phù nề, tiêu hoá kém. Vỏ trấu dùng trong công nghiệp sản xuất vật liệu, phân bón. Rơm, rạ, cám làm thức ăn cho gia súc, trồng nấm…[8]. Ngày 31/10/2003 cơ quan nông lƣơng Liên Hợp Quốc (FAO) đã ra tuyên bố năm 2004 là năm quốc tế về lúa gạo với khẩu hiệu “Cây lúa là cuộc sống”.

1.1.4. Tình hình sản xuất lúa trên thế giới và ở Việt Nam

Cây lúa đƣợc gieo trồng từ 300 vĩ Bắc đến 400 vĩ Nam gồm 150 nƣớc trồng lúa. Theo thống kê của FAO (1997), khoảng 92% diện tích trồng lúa tập trung ở châu Á; 3,6% ở châu Phi; 3,1% ở Nam Mỹ; 5% còn lại ở Bắc Mỹ, Anh, Australia với diện tích khoảng 147 triệu ha, sản lƣợng 564,58 triệu tấn (1997) [16]. Diện tích trồng lúa có xu hƣớng giảm nhƣng sản lƣợng lại tăng đáng kể. Năm 1980 năng suất lúa của thế giới là 28,35 tạ/ha/vụ, tới năm 1997 đã đạt gần 40 tạ/ha/vụ và sản lƣợng lúa gạo sản xuất ở châu Á chiếm 91% so với tổng sản lƣợng lúa trên thế giới [8].

Việt Nam là một trong 10 nƣớc sản xuất lúa gạo lớn nhất trên thế giới. Năm 1980, diện tích trồng lúa là 5,6 triệu ha, sản lƣợng 23,5 triệu tấn. Đến năm 1997, diện tích trồng lúa là 7091,2 nghìn ha, năng suất lúa đạt 39 tạ/ha cho tổng sản lƣợng là 27,6 triệu tấn. Năm 2005, mặc dù có những diễn biến bất lợi về thời tiết tới 40% diện tích lúa ở đồng bằng sông Cửu Long bị hạn nặng song tổng sản lƣợng lúa trên cả nƣớc vẫn đạt 36 triệu tấn. Từ chỗ hàng năm phải nhập 0,8 triệu tấn lƣơng thực quy ra gạo, đến nay nƣớc ta không những đã tự túc đƣợc lƣơng thực mà còn xuất khẩu gạo nhiều thứ 2 trên thế giới (3,8 – 4,0 triệu tấn/năm).

1.2. HẠN VÀ CƠ CHẾ CHỊU HẠN

1.2.1. Khái niệm về hạn

Hạn là hiện tƣợng thƣờng xuyên xảy ra trong tự nhiên dẫn đến tình trạng thiếu nƣớc, đặc biệt đối với thực vật . Hạn đối với thực vật là khái niệm dùng để chỉ sƣ̣ thiếu nƣớc do môi trƣờng gây nên trong suốt cả quá trình hay trong tƣ̀ng giai đoạn, làm ảnh hƣởng đến sinh trƣởng và phát triển của cây . Nhƣ̃ng cây trồng có khả năng duy trìsƣ̣ phát triển và cho năng suất tƣơng đối ổn định trong điều kiện khô

Số hóa bởi Trung tâm Học liệu – Đại học Thái Nguyên

14

hạn đƣợc gọi là cây chịu hạn và khả năng của thực vật có thể giảm thiểu mức độ tổn thƣơng do thiếu hụt nƣớc gây ra gọi là tính chịu hạn.

Mƣ́c độ khô hạn do môi trƣờng gây nên ảnh hƣởng trƣ̣c tiếp đến sƣ̣ phát triển của cây, nhẹ thì làm giảm năng suất , nặng thìcó thể dẫn đến tình trạng huỷ hoại cây cối và mùa màng.

1.2.2. Tác hại của hạn đối với cây lúa

Nƣớc là yếu tố giới hạn đối với cây trồng , là sản phẩm quan trọng khởi đầu , trung gian và cuối cùng của các quá trình chuyển hoá sinh hoá , là môi trƣờng để các phản ứng trao đổi chất xảy ra [19]. Thiếu nƣớc là một trong những nguyên nhân chính làm giảm năng suất cây trồng.

Đối với cây lúa thiếu hụt nƣớc nhẹ ảnh hƣởng đến sự đẻ nhánh, ra hoa, kết quả, đến năng suất và chất lƣợng hạt gạo. Thiếu hụt nƣớc nặng hơn gây nên những biến đổi trong hệ keo nguyên sinh chất, làm bất hoạt các enzym, ức chế hô hấp và quang hợp. Sự mất nƣớc của tế bào và mô làm phá vỡ cân bằng nƣớc trong cây, gây ảnh hƣởng đến các hoạt động sinh lý: quang hợp bị giảm sút, hô hấp chống đỡ cao nhƣng hiệu quả năng lƣợng thấp chủ yếu dƣới dạng nhiệt, tăng hoạt tính enzym thuỷ phân, enzym tổng hợp yếu, hệ keo nguyên sinh bị già nhanh và thoái hoá, ức chế tổng hợp lục lạp, phá huỷ cấu trúc tylacoit, axit nucleic, protein bị phân giải, tích luỹ NH3 gây độc cho tế bào. Quá trình hút khoáng bị ngừng trệ, sinh trƣởng, phát triển của cây bị giảm sút [8]. Khi bị khô kiệt nƣớc, nguyên sinh chất bị đứt vỡ cơ học dẫn đến tế bào, mô bị thƣơng tổn và chết [18].

1.2.3. Cơ sở sinh lý, sinh hoá và phân tử của tính chịu hạn ở cây lúa

1.2.3.1. Cơ sở sinh lý của tính chịu hạn

· Tính chịu hạn của cây

Hạn là tác động của môi trƣờng xung quanh đủ để gây mất nƣớc ở thực vật . Hiện tƣợng mất nƣớc của cây có thể là tác động sơ cấp do sƣ̣ thiếu nƣớ c ở đất, hoặc là tác động thứ cấp đƣợc gây nên bởi nhiệt độ thấp , cao, tác động của muối NaCl và nhiều yếu tố môi trƣờng khác.
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Cây chống lại khô hạn bằng cách giƣ̃ không để mất nƣớc thông qua nhƣ̃ng biến đổi về hình thái, hoặc chịu khô hạn đó là khả năng chống chịu hạn.

Có hai cơ chế bảo vệ thực vật tồn tại trên môi trƣờng thiếu nƣớc . Đó là cơ chế tránh mất nƣớc và cơ chế chịu mất nƣớc . Cơ chế tránh mất nƣớc phụ thuộc vào khả năng thích nghi đặc biệt về cấu trúc và hình thái của rễ và chồi nhằm giảm thiểu tối đa sƣ̣ mất nƣớc hoặc tƣ̣ điều chỉnh áp suất thẩm thấu nội bào thông qua tích luỹ các chất hoà tan , các protein và axit amin , ví dụ nhƣ prolin , mannitol, fructose, glycin betaine, ion K+, các enzym phân huỷ gốc tự do… nhằm duy trì lƣợng nƣớc tối thiểu trong tế bào . Cơ chế chịu mất nƣớc liên quan đến nhƣ̃ng thay đổi sinh hoá trong tế bào nhằm sinh tổng hợp ra các chất bả o vệ hoặc nhanh chóng bù lại sƣ̣ thiếu hụt nƣớc.

· Vai trò của bộ rễ

· lúa các tính trạng rễ đƣợc xem là những tính trạng hình thái quan trọng trong việc đánh giá khả năng chịu hạn . Khả năng thu nhận nƣớc chủ yếu phụ thuộc

vào chức năng của bộ rễ . Các kết quả nghiên cứu vai trò bộ rễ cho thấy , nhƣ̃ng giống lúa có bộ rễ khoẻ , dài và mập sẽ giúp cho cây hút đƣợc nƣớc ở những tầng

đất sâu và sẽ cho năng suất ổn định trong điều kiện
khó khăn về nƣớc
[38]. Để

chống lại sƣ̣ thiếu hụt nƣớc trong tế bào bắt buộc cây lúa phải có nhƣ̃ng cơ chế đặc biệt đáp ƣ́ng đƣợc nhu cầu nƣớc khi cây bịhạn . Khi bịhạn thìnƣớc thƣờng đƣợc giƣ̃ ở tầng đất sâu và nhƣ vậ y cần phải có nhƣ̃ng giống lúa có bộ rễ đủ khoẻ để lấy nƣớc.

Nghiên cƣ́u về hình thái bộ rễ lúa cho thấy , hình thái của bộ rễ lúa rất đa dạng. Trong khi các giống lúa nƣơng có bộ rễ khoẻ , to và có khả năng xuyên sâu ,

thì các giống lúa nƣớc có bộ rễ lan rộng (nhiều rễ phụ) và có nhiều mô thông khí . Trong số các tính trạng của bộ rễ đƣợc nghiên cƣ́u thìtính trạng tổng chiều dài rễ có mối liên quan chặt chẽ đến tính chịu hạn ở lúa cạn [18].

Sƣ̣ phát triển của các nhánh rễ phụ hoặc sƣ̣ gia tăng chiều dài bộ rễ ảnh hƣởng nhiều đến khả năng đẻ nhánh của lúa trong điều kiện khô hạn . Khả năng thu
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nhận nƣớc và cung cấp đủ nƣớc thông qua rễ tới các bộ ph ận của cây trong điều kiện khó khăn về nƣớc đƣợc coi là chỉtiêu quan trọng để đánh giá tính chịu hạn[38].

Theo Hanson và CS (1990), trong chọn tạo giống lúa cạn theo hƣớng tăng cƣờng tính chịu hạn thìmục tiêu tăng cƣờng kí ch thƣớc và khả năng xuyên sâu của bộ rễ là chủ đạo [35]. Tuy nhiên cơ chế cơ học của quá trình phát triển và khả năng xuyên sâu của bộ rễ vẫn chƣa đƣợc nghiên cƣ́u đầy đủ.

· Khả năng điều chỉnh áp suất thẩm thấu (ASTT)

ASTT có mối liên quan trực tiếp đến khả năng cạnh tranh nƣớc của rễ cây đối với đất. Trong điều kiện khô hạn, ASTT tăng lên giúp cho tế bào rễ thu nhận đƣợc những phân tử nƣớc ít ỏi còn trong đất. Bằng cơ chế nhƣ vậy, thực vật có thể vƣợt qua đƣợc tình trạng hạn cục bộ. Đối với những giống lúa nƣớc tính chịu hạn cục bộ có một ý nghĩa quan trọng cho những vùng chƣa chủ động đƣợc tƣới tiêu. Có nhiều nghiên cứu về cơ chế sinh hoá của tính chịu hạn đã đề cập đến vai trò của axit abscisic (ABA) và prolin, các gen tham gia vào việc bảo quản phôi ở trạng thái ngủ của hạt... Nhóm gen đƣợc quan tâm nhiều nhất là LEA (late embryogenic abundant) đã tạo ra hàng loạt protein trong giai đoạn muộn của quá trình hình thành phôi, trong đó ngƣời ta chú ý nhiều đến vai trò của các protein đƣợc điều khiển bởi các gen thuộc nhóm dehydrin (DHN) có khả năng bảo vệ tế bào chất khi bị mất nƣớc.

Khi tế bào bị mất nƣớc dần dần các chất hoà tan sẽ đƣợc tích luỹ trong tế bào chất nhằm chống lại việc giảm tiềm năng nƣớc và tăng khả năng giữ nƣớc của nguyên sinh chất. Các chất hoà tan có liên quan bao gồm: Các loại đƣờng, các axit hữu cơ, các loại axit amin, các loại rƣợu đa chức hay các ion (chủ yếu là ion K+). Hầu hết các loại chất tan hữu cơ có tác dụng điều chỉnh ASTT đƣợc sinh ra ngay trong quá trình đồng hoá và trao đổi chất.

* Hiệu quả sử dụng nước

Về mặt nông học hiệu quả sử dụng nƣớc đƣợc thể hiện qua tỷ lệ giữa năng suất cây trồng và lƣợng nƣớc mà cây đã sử dụng. Về phƣơng diện sinh lý đó là tỷ lệ giữa khả năng đồng hoá cácbon và sự thoát hơi nƣớc. Theo Nguyen và Blum (1997)
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hiệu quả sử dụng nƣớc ở cây trồng phụ thuộc vào cơ chế điều khiển việc đóng mở khí khổng một cách hợp lý và nhƣ vậy sẽ làm tăng quá trình đồng hoá cácbon trong điều kiện khó khăn về nƣớc [47]. Quá trình đóng mở khí khổng ở lúa diễn ra rất mạnh dƣới tác dụng bất lợi của môi trƣờng và liên quan tới hàng loạt các chất điều hoà thẩm thấu trong quá trình quang hợp, hô hấp, trao đổi ion [28].

1.2.3.2. Cơ sở sinh hoá của tính chịu hạn

Thành phần hoá sinh hạt nhƣ protein tan, đƣờng tan… không chỉ là cơ sở để đánh giá chất lƣợng hạt mà còn thể hiện khả năng chống chịu của cây trồng [3]; [13]; [18]; [20].

Protein thƣ̣c vật là nguồn cung cấp đạm dễ tiêu cho con ngƣời . Protein gạo tốt hơn tất cả các loại ngũ cốc khác . Protein gạo chiếm phần lớn các axit amin chính và tất cả các loại axit amin không thay thế . Chất lƣợng protein gạo thay đổi theo thành

phần axit amin , đặc biệt là axit amin giới hạn nhƣ lyzin , threonin và điều này phụ thuộc hoàn toàn vào giống . Nhƣ̃ng nghiên cƣ́u về thành phần axit amin trong gạo đều cho thấy , ở lúa gạo có đủ các axit amin không thay thế tuy tỷ lệ có khác nhau .

Hàm lƣợng protein trong gạo không những phản ánh chấ t lƣợng giống mà còn liên quan đến khả năng chống chịu của cây trồng.

Ở thực vật , đƣờng tập trung nhiều ở thành tế bào thƣ̣c vật  , mô nâng đỡ, mô

dƣ̣ trƣ̃. Thƣ̣c vật có khả năng sƣ̉ dụng năng lƣợng ánh sáng mặt trời để tổng
hợp

đƣờng tƣ̀ CO 2 và H2O. Đƣờng có nhiều vai trò quan trọng trong cơ thể sống nhƣ : cung cấp năng lƣợng cho cơ thể , cấu trúc và tạo hình , bảo vệ góp phần tƣơng tác đăc hiệu cho tế bào… . Theo nhiều tác giả thìhàm lƣợng đƣờ ng tan trong cây liên

quan trƣ̣c tiếp đến khả năng chống chịu của cây trồng
. Đƣờng tan là một trong

nhƣ̃ng chất tham gia điều chỉnh ASTT trong tế bào . Sƣ̣ gia tăng hàm lƣợng đƣờng tan làm tăng khả năng chịu hạn ở cây trồng [18].

Đánh giá khả năng chịu hạn của một số dòng lúa tái sinh tƣ̀ mô sẹo chịu mất nƣớc thông qua hàm lƣợng prolin , tác giả Đinh Thị Phòng đã cho thấy , khi bịxƣ̉ lý hạn bằng sorbitol (70g/l) hàm lƣợng prolin của các dòng chọn lọc tăng lên vƣợt xa
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so với đối chƣ́ng , khả năng gia tăng hàm lƣơng prolin liên quan với khả năng chịu hạn [18].

1.2.3.3. Cơ chế phân tử của tính chịu hạn

Nghiên cứu về cơ chế phân tử liên quan đến tính chống chịu ngƣời ta đi sâu vào hai hƣớng chính: khả năng bảo vệ tế bào khỏi tác động của điều kiện cực đoan và khả năng điều chỉnh áp suất thẩm thấu thông qua nghiên cứu các chất và các gen liên quan.

HSP chiếm khoảng 1% protein tổng số trong lá và có ở hầu hết các loài thực vật nhƣ: lúa mỳ, hành, tỏi, đậu trắng…Trong các điều kiện cực đoan của môi trƣờng nhƣ: hạn, muối… làm xuất hiện các HSP. Các HSP đƣợc xuất hiện cả trong các quá trình sinh trƣởng bình thƣờng của cây, các giai đoạn biệt hoá mô và trong thời kỳ sinh sản. Dựa vào khối lƣợng phân tử Clarke và Critchley (1992), đã phân loại HSP

· thực vật làm 6 nhóm nhƣ sau: HSP110, HSP90, HSP70, HSP60, HSP8,5 trong đó nhiều đại diện môi giới phân tử (HSP70, HSP60), một số sHSP. HSP8,5 (Ubiquitin) không phải là MGPT nhƣng có vai trò bảo vệ tế bào, chúng có hoạt tính protease và thực hiện chức năng phân giải các protein không có hoạt tính enzym, ngăn chặn các

protein này gây độc cho tế bào [44].

Phần lớn các chất MGPT (còn gọi là chaperonin) có hoạt tính ATPase [29]. Chức năng chính của MGPT ở thực vật là tham gia tạo cấu trúc không gian đúng cho protein mới tổng hợp, ngăn chặn sự kết tụ protein.

Các nhóm HSP90, HSP100 và các sHSP từ 16 - 30kDa đều có tính bảo thủ cao và có hoạt tính ATPase. Một số đại diện đƣợc tìm thấy trong tế bào bình thƣờng, nhƣng phần lớn chúng đƣợc sinh ra khi gặp điều kiện ngoại cảnh bất lợi nhƣ: hạn, lạnh, nóng…Chức năng chính của chúng là ngăn chặn sự co cụm của protein và tái hoạt hoá các protein biến tính [44].

Mức độ phiên mã của LEA đƣợc điều khiển bởi axit absisic (ABA) và độ mất nƣớc của tế bào. Nhiều gen LEA đã đƣợc nghiên cứu, phân lập, xác định chức năng. Chúng thay thế vị trí nƣớc trong tế bào và thực hiện các chức năng khác nhƣ:
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cô lập ion, bảo vệ protein màng tế bào, phân huỷ protein biến tính, điều chỉnh áp

suất thẩm thấu.

1.3. ỨNG DỤNG KỸ THUẬT NUÔI CẤY MÔ TẾ BÀO THỰC VẬT TRONG

CHỌN DÕNG TẾ BÀO

1.3.1. Cơ sở khoa học của chọn dòng tế bào thực vật

Cơ sở khoa học đầu tiên của chọn dòng tế bào thực vật là tính toàn năng của tế bào thực vật. Mỗi một tế bào bất kỳ lấy từ cơ thể thực vật đều có khả năng tiềm tàng để phát triển thành một cá thể hoàn chỉnh. Điều này đã đƣợc các nhà khoa học chứng minh qua nhiều thí nghiệm nuôi cấy mô và tế bào thực vật.

Cơ sở thứ hai là mô hoặc quần thể tế bào nuôi cấy bao gồm một số lƣợng lớn các tế bào không đồng nhất. Vì thế, quần thể tế bào nuôi cấy có thể xem nhƣ quần thể thực vật mà ở đó cũng diễn ra những thay đổi về kiểu gen, kiểu hình và tuổi. Khi những tế bào đƣợc tái sinh thành cây sẽ thể hiện thay đổi đó ở mức độ cơ thể. Thậm chí có những quần thể tế bào phát triển từ một tế bào ban đầu nhƣng trong suốt quá trình sinh trƣởng và phát triển tế bào đến khi thành một cơ thể hoàn chỉnh có thể diễn ra nhiều thay đổi di truyền do ảnh hƣởng của các yếu tố môi trƣờng nuôi cấy, đặc biệt là các chất điều hoà sinh trƣởng. Tế bào nuôi cấy in vitro có tỉ lệ biến dị di truyền lớn (10-5-10-8) vì thế có thể chọn đƣợc các cá thể đột biến nhanh hơn và có hiệu quả hơn so với các phƣơng pháp chọn giống thông thƣờng khác áp dụng trên cây nguyên vẹn. Kỹ thuật nuôi cấy mô và tế bào còn cho phép làm giảm đáng kể thời gian cần thiết để chọn đƣợc những tính trạng mong muốn [2]; [3]; [21]; [24].

1.3.2. Hệ thống nuôi cấy sử dụng trong chọn dòng tế bào soma

Những hệ thống nuôi cấy đã đƣợc sử dụng trong chọn dòng tế bào soma:

Nuôi cấy mô sẹo: Mô sẹo là khối mô thực vật gồm những tế bào chƣa phân hoá, có khả năng phân chia liên tục và có tính biến động di truyền cao. Trong nuôi cấy in vitro, mô sẹo tạo ra bằng cách nuôi cấy các cơ quan của thực vật (lá, hoa, quả, thân…) trong môi trƣờng và điều kiện nuôi cấy thích hợp. Mô sẹo có thể đƣợc duy trì trên môi trƣờng nuôi cấy bằng cách cấy chuyển định kỳ, song việc cấy chuyển nhiều lần có ảnh hƣởng không tốt đến khả năng tái sinh cây và làm tăng tính
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biến động di truyền của mô. Những cây tái sinh từ mô sẹo với những biến đổi di truyền phong phú có ý nghĩa quan trọng trong việc tạo ra nguồn nguyên liệu ban đầu cho quá trình chọn giống. Nhiều tác giả đã thu đƣợc những giống cây trồng mới bằng con đƣờng nuôi cấy mô sẹo [2]; [3]; [18]; [42]; [48].

Nuôi cấy tế bào huyền phù: Nuôi cấy tế bào huyền phù là kỹ thuật nuôi cấy tế bào đơn hoặc cụm nhỏ tế bào trong môi trƣờng lỏng. Các tế bào này cũng đƣợc tạo ra từ mô sạo có nguồn gốc khác nhau. Việc thu đƣợc cây tái sinh từ nuôi cấy huyền phù tế bào đã đƣợc công bố ở một số đối tƣợng nhƣ: lúa, thuốc lá [31].

Nuôi cấy tế bào trần: Sử dụng tế bào trần riêng rẽ cho phép loại bỏ mối tƣơng tác với các tế bào bên cạnh và những thay đổi di truyền có điều kiện biểu hiện rõ ràng hơn [3]; [24].

1.3.3. Các phƣơng pháp chọn dòng tế bào

· Chọn dòng trực tiếp
Thông qua ƣu thế về sinh trƣởng hay sự khác biệt thấy đƣợc màu sắc có thể chọn đƣợc dòng tế bào từ quần thể tế bào. Điều kiện chọn lọc ở đây là các chất chọn lọc chứa nồng độ khác nhau gây tác động trực tiếp lên sinh trƣởng của tế bào. Những tế bào có khả năng phân chia trong điều kiện nồng độ chất chọn lọc tăng dần đƣợc sàng lọc dần qua các lần cấy chuyển. Hoặc có thể đƣa cả quần thể tế bào vào điều kiện môi trƣờng ức chế sinh trƣởng hoàn toàn để chọn ra những tế bào sống sót. Phƣơng pháp chọn trực tiếp thƣờng đƣợc ứng dụng để chọn dòng chống chịu và những dòng cho sản phẩm thứ cấp cao.

· Chọn dòng gián tiếp
Trong trƣờng hợp này, đặc điểm của dòng đƣợc chọn là kết quả biểu hiện khuyết tật của tế bào. Thí dụ điển hình là chọn thiếu enzym nitroreductase (NR). Trên môi trƣờng chứa ClO3 những tế bào có NR sử dụng ClO3 nhƣ NO3 và khử thành clorit. Clorit tác dụng nhƣ một độc tố cho nên chỉ những tế bào không có NR mới sống sót.

· Chọn dòng tổng thể
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Các tế bào dị dƣỡng thực vật thƣờng đƣợc chọn bằng phƣơng thức xử lý đột biến và nuôi trên môi trƣờng có chứa yếu tố dinh dƣỡng cần thiết có khi lại chính là yếu tố gây đột biến. Ví dụ: đột biến lặn chịu đƣợc S-2-aminoethyl cystein xuất hiện sau khi xử lý đột biến phôi nuôi cấy.

Các tính trạng xuất hiện trong chọn lọc các dòng mang biến dị soma không phải bao giờ cũng là đột biến. Vì vậy cần đƣợc kiểm tra cả mức độ di truyền và mức độ phân tử qua các thế hệ. Những thay đổi tính trạng do đột biến là những tính trạng di truyền cho thế hệ sau bằng sinh sản hữu tính. Đột biến ADN nhân sẽ phân li theo định luật Mendel sau khi lai, còn đột biến ADN cơ quan tử nhƣ lục lạp và ti thể là di truyền theo dòng mẹ [3]; [18]; [21]; [24]; [42].

1.3.4. Thành tựu nuôi cấy mô tế bào trong chọn dòng chống chịu ngoại cảnh bất lợi.

Kỹ thuật nuôi cấy mô và tế bào thực vật hiện đang đƣợc rất nhiều phòng thí nghiệm trên thế giới sử dụng nhƣ một phƣơng pháp sinh học hiện đại về công nghệ tế bào và công nghệ gen ở thực vật. Sự phát triển kỹ thuật nuôi cấy mô và tế bào nhanh chóng trở thành công cụ hữu hiệu trong nhiều lĩnh vực của công tác cải tạo giống cây trồng, đƣa nghề trồng trọt vào thế kỷ của công nghệ hiện đại [2]. Trong lĩnh vực nghiên cứu khả năng chống chịu của cây trồng với những điều kiện bất lợi của môi trƣờng nhƣ: mặn, hạn, chua, nhiệt độ… bằng việc sử dụng phƣơng pháp nuôi cấy mô và tế bào thực vật, đã đạt đƣợc những thành công nhất định.

Trong chọn dòng chịu mặn, bằng kỹ thuật nuôi cấy mô và tế bào đã tạo đƣợc nhiều dòng chịu mặn của các loài: Nicotiana tabacum, Cicer arietum, Ipomoea batatas L, Oryza sativa L… Ở Việt Nam, Nguyễn Hoàng Lộc và cộng sự (1992), đã tiến hành chọn lọc các dòng thuốc lá có khả năng chịu mặn và thu đƣợc những kết quả đáng kể [13]. Nguyễn Tƣờng Vân và cộng sự (1994), cũng thu đƣợc kết quả tƣơng tự với kết quả nghiên cứu của Nguyễn Hoàng Lộc, khi nghiên cứu khả năng chịu mặn của các giống lúa khác nhau [25].

Chọn dòng chịu độc tố, bằng kỹ thuật nuôi cấy mô và tế bào có nhiều nghiên cứu chọn dòng kháng độc tố nhôm đƣợc tiến hành trên nhiều đối tƣợng: cà chua, cà
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rốt, thuốc lá, lúa… Những nghiên cứu chỉ ra rằng tính kháng nhôm là tính trạng trội và đƣợc di truyền qua thế hệ sau [26]; [42].

Chọn dòng chịu hạn và nhiệt độ, bằng kỹ thuật nuôi cấy mô và tế bào có nhiều nghiên cứu thành công tạo ra các dòng cây chịu hạn và chịu nhiệt độ đã đƣợc công bố và ứng dụng trong sản xuất. Theo nghiên cứu của các tác giả thì tính chịu hạn và chịu nhiệt đều liên quan đến việc tổng hợp hàng loạt protein mới [20]; [42].

· Việt Nam thông qua công nghệ tế bào thực vật Đinh Thị phòng và công sự (2001) đã tạo đƣợc 3 dòng lúa DR1, DR2, và DR3 đƣợc đánh giá là có khả năng chịu hạn. Trong đó DR2 đƣợc chính thức công nhận là giống quốc gia và đang mở rộng sản xuất ở những vùng khó khăn về nƣớc và đất bạc màu ở Việt Nam, Lào và Senegan [18].

1.3.5. Đánh giá các chỉ tiêu sinh lý, hoá sinh và sinh học phân tử các dòng đƣợc hình thành qua nuôi cấy mô tế bào

Có nhiều nghiên cứu đƣợc công bố về đặc điểm sinh lý, hoá sinh của các dòng chọn lọc đƣợc hình thành qua nuôi cấy mô và tế bào thực vật liên quan đến tính chống chịu với điều kiện bất lợi của môi trƣờng. Qua đánh giá chỉ tiêu sinh lý, hoá sinh của các biến dị soma đã thu đƣợc những kết quả bƣớc đầu làm cơ sở cho việc chọn lọc các dòng biến dị theo hƣớng nghiên cứu. Đinh Thị Phòng (2001), khi đánh giá các chỉ tiêu sinh lý, hoá sinh của các dòng biến dị soma có khả năng chịu hạn đã cho thấy các dòng chọn lọc có các chỉ tiêu phản ánh khả năng chịu hạn cao hơn so với các giống gốc ban đầu [18]; [36]; [40].

Hiện nay với sự phát triển của nhiều kỹ thuật sinh học phân tử hiện đại nhƣ: PCR, RT-PCR, RFLP, kỹ thuật tách dòng và giải trình tự gen… đang đƣợc áp dụng có hiệu quả vào việc tìm hiểu bản chất di truyền của các dòng chọn lọc đƣợc hình thành bằng nuôi cấy mô tế bào. Các nghiên cứu cho thấy bản chất di truyền của các dòng chọn lọc là có sự khác nhau và khác so với giống gốc, đồng thời khẳng định sự ổn định trong ADN genom.

Với việc sử dụng kỹ thuật RAPD để đánh giá đặc điểm di truyền của các dòng chọn lọc có khả năng chịu hạn. Đinh Thị Phòng (2001) đã cho thấy sự sai khác về bản chất di truyền của các dòng chọn lọc so với giống gốc và khẳng định
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dòng chọn lọc có bản chất di truyền ổn định trong ADN genom [18]. Bằng kỹ thuật tách dòng và giải trình tự gen của các dòng chọn lọc tác giả Lê Xuân Đắc (2007), đã so sánh có sự sai khác về trình tự nucleotit của dòng chọn lọc từ nuôi cấy mô kết hợp gây đột biến so với giống gốc [7]. Chowdari (1998), đã tìm thấy sự sai khác ADN trong genom của các dòng lúa chọn lọc tính chống chịu với một số loại sâu bệnh và năng suất cao từ các tế bào soma bằng kỹ thuật SSR [30].

1.4. MỘT SỐ NGHIÊN CỨU VỀ GEN ỨC CHẾ SINH TỔNG HỢP GIBBERELLIN Ở CÂY LÖA

Gibberellin (GA) là phytohoocmon tồn tại ở trong các bộ phận của cây, hiện nay ngƣời ta đã phát hiện đƣợc 136 loại gibberellin, trong đó có GA3 (axit gibberelic) có hoạt tính mạnh nhất. Tất cả các GA đều có cùng một vòng gibban cơ bản, còn điểm khác nhau nhỏ giữa chúng chủ yếu là vị trí của nhóm –OH trong phân tử [37].

Gibberellin đƣợc tổng hợp trong các cơ quan đang sinh trƣởng nhƣ hạt nảy mầm, là non, quả non… trong đó sự tổng hợp mạnh nhất là ở tế bào lục lạp. GA đƣợc tổng hợp từ mevalonat qua hàng loạt các phản ứng dẫn đến các hợp chất trung gian quan trọng là kaurent cơ sở của tất cả GA trong cây. Vai trò sinh lý của GA đã đƣợc nghiên cứu trên nhiều đối tƣợng. GA kích thích sự nảy mầm của hạt và củ, kích thích sự ra hoa và phân hoá giới tính, làm tăng kích thƣớc quả và tạo quả không hạt. Hiệu quả sinh lý rõ rệt nhất của GA là kích thích mạnh mẽ sự sinh trƣởng kéo dài của thân, sự vƣơn dài của lóng cây họ lúa do kích thích đặc trƣng của GA lên pha giãn tế bào theo chiều dọc [39]; [45]; [51].

Tính trạng thấp cây là một trong những tính trạng có giá trị và quan trọng nhất trong chọn tạo giống cây trồng, các giống cây trồng thấp cây có khả năng tăng cƣờng tính chống đổ, tăng hiệu quả sử dụng phân bón, giúp ổn định năng suất cây trồng. Đã có nhiều giống lúa đột biến thấp cây đã đƣợc chọn tạo, có một số giống thấp cây do sự thiếu hụt hoạt động của GA.

Những nghiên cứu gần đây cho thấy quá trình tổng hợp và điều hoà hoạt động của GA do gen quy định. Các nghiên cứu về trao đổi chất và di truyền của GA
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đã khẳng định rằng các đột biến lùn của một số thực vật nhƣ ngô, đậu Hà lan (chiều cao cây chỉ khoảng 20% chiều cao cây bình thƣờng) là các đột biến gen đơn giản, dẫn đến sự thiếu hụt các enzym trên con đƣờng tổng hợp GA mà cây không thể hình thành đƣợc GA. Với những đột biến này thì việc bổ sung GA ngoại sinh sẽ làm cho cây sinh trƣởng bình thƣờng [50]; [51].

Theo thông báo của Goodman (1995) thì gen GA2 ở cây A. thaliana nằm trên nhiễm sắc thể số 1 và có chiều dài là 2506 base, khi GA2 bị đột biến thì thiếu sự tổng hợp của chất trung gian ent-kaurent B dẫn đến làm thay đổi hoạt động của enzym để chuyển từ Copalyl pyrophosphate sang ent-kaurene ở giai đoạn đầu của quá trình sinh tổng hợp GA. Nghiên cứu gần đây đã thành công trong việc tách dòng gen, thiết kế và chuyển gen ức chế hoạt động của GA2-oxidase (AtGA2-ox) ở cây A. thalinia, cây đƣợc chuyển gen AtGA2-ox có chiều cao cây thấp hơn hẳn so với đối chứng [54].

Hiện nay có nhiều công bố đã nghiên cứu đã tách dòng đƣợc một số gen liên quan đến điều khiển quá trình sinh tổng hợp GA ở lúa. Nhiều nghiên cứu cho thấy, lúa có gen nửa lùn Sd-1 nằm trên nhiễm săc thể số 1, Sd-1 là gen đơn lặn làm giảm chiều cao cây lúa và đã tách dòng đƣợc và chuyển vào cây lúa để tăng khả năng chống đổ, nâng cao năng suất [51]; [53].

Các nhà khoa học Nhật bản cũng đã lập đƣợc bản đồ và tách dòng đƣợc một số họ các gen điều khiển quá trình sinh tổng hợp GA ở cây lúa. Họ các gen OsGA20ox1, OsGA20ox2, OsGA20ox3, OsGAox4, trong đó gen OsGA20ox1 định vị trên NST số 3, gen OsGA20ox2 định vị trên NST số 1 và là phần chính của gen Sd-1, gen OsGA20ox3 định vị trên NST số 7 còn gen OsGA20ox4 trên NST số 5. Đặc biệt họ các gen OsGA2ox (OsGA2ox1-4) cũng đã đƣợc nghiên cứu rất kỹ, gen OsGA2ox1 đã tách dòng đƣợc và chuyển thành công vào cây [49]; [50]; [51].

Gen OsGA2ox1 trên ngân hàng gen Quốc tế (Genbank) có mã số là OSJNBa0017J22.4 thuộc nhiễm sắc thể số 5 (mã số đăng ký trình tự nucleotit thuộc NST số 5 là AC119288), chiều dài gen OsGA2ox1 là 5876 nucleotit từ vị trí 28748 đến 34623, trong đó đoạn gen chức năng bao gồm 3 exon tại các vị trí: exon1 có
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443 nucleotit (28748…29190), exon2 có 427 nucleotit (33401…33827) và exon3 có 279 nucleotit (34345…34623). Nhƣ vậy chiều dài của đoạn gen cấu trúc OsGAox1 là 1149 nucleotit và mã hoá cho 382 axit amin [49].

Theo công bố của Sakamoto & CS., (2004), gene OsGAox1 đã đƣợc tách dòng thành công ở cây lúa. Gen OsGAox1 mã hoá cho enzym GA2-oxidase1, enzym GA2-oxidase1 là một enzym quan trọng trong quá trình điều khiển sinh trƣởng của thực vật bằng cách làm giảm hoạt tính sinh học của Gas.

Ở thực vật enzym GA2ox tham gia vào quá trình oxi hoá GA20 và GA9 (dạng hoạt động mạnh) thành GA29 và GA51 (dạng không hoạt động), oxi hoá GA1 và GA4 (dạng hoạt động mạnh) thành GA8 và GA34 (dạng không hoạt động).

Gen OsGA2ox1 đã đƣợc tách dòng và chuyển gen thành công vào cây lúa, kết quả cho thấy cây lúa đƣợc chuyển gen OsGAox1 có chiều cao cây thấp hơn cây đối chứng 20cm [49]; [50]; [51].
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Chƣơng 2

NGUYÊN LIỆU VÀ PHƢƠNG PHÁP

2.1. Nguyên liệu, hoá chất, thiết bị và địa điểm nghiên cứu

2.1.1. Nguyên liệu

Hạt của các dòng chọn lọc có nguồn gốc từ mô sẹo chịu mất nƣớc của giống Khang Dân (KD), giống CR203 và giống U17 đƣợc sử dụng làm nguyên liệu nghiên cứu (bảng 2.1).

Bảng 2.1. Hạt các dòng chọn lọc thế hệ R2 và giống gốc

	STT
	Dòng chọn lọc
	Nguồn gốc

	
	
	

	1
	R2.04; R2.05; R2.06; R2.07
	Khang dân

	
	
	

	2
	R2.11
	CR203

	
	
	

	3
	R2.16
	U17

	
	
	


2.1.2. Hoá chất và thiết bị

· Hoá chất
Các hoá chất đƣợc sử dụng trong nghiên cứu có nguồn gốc từ Anh, Đức, Trung Quốc: 2,4D (Axit Dichlorphenoxyacetic), -NAA (Axit Naphthylacetic), kinetin, ethanol, gelatin, axit sunfosalysilic, toluen, thuốc thử foling, SDS (Sodium Dodecyl Sulphat), Taq polymerase (Perkin-Elmer), CTAB, Tris, EDTA, buffer PCR, MgCl2, dNTPs, agarose, thạch agar …

· Thiết bị
Cân điện tử Santorius (Đức), tủ sấy Carbolite (Anh), máy quang phổ Uvis Cintra 40, máy li tâm lạnh Hettich (Đức), máy đo quang phổ Diod Array Spectrophotometer (Mỹ), máy ly tâm AvantiTM30, máy PCR-Thermal Cycler PTC 100, nồi hấp cao áp Tomy, pipet man các loại (Gilson), máy đo pH (Metter Toledo), tủ lạnh sâu (Sanyo, Nhật bản), box cấy ...

Số hóa bởi Trung tâm Học liệu – Đại học Thái Nguyên


27

2.1.3. Địa điểm nghiên cứu

· Các thí nghiệm đồng ruộng đƣợc tiến hành ở vụ mùa năm 2008 và vụ chiêm năm 2009 tại xã Đồng Bẩm - huyện Đồng Hỷ – tỉnh Thái Nguyên.

· Các thí nghiệm về nuôi cấy in vitro, phân tích sinh lý và hoá sinh đƣợc tiến hành tại phòng Công nghệ tế bào, phòng thí nghiệm Di truyền, khoa Sinh - KTNN, trƣờng Đại học Sƣ phạm Thái Nguyên.

· Phân tích sinh học phân tử đƣợc tiến hành tại phòng Sinh học hiện đại,

khoa Sinh – KTNN, Trƣờng ĐHSP Thái Nguyên và Phòng thí nghiệm trọng điểm công nghệ gen, Viện Công nghệ Sinh học.

2.2. Phƣơng pháp nghiên cứu

Quy trình tiến hành thí nghiệm đƣợc thực hiện theo sơ đồ sau:

[image: image15.jpg]Trdng ngoti dbng rubrg
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Hạt của các dòng chọn

lọc ở thế hệ R2
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2.2.1. Phƣơng pháp trồng và theo dõi ngoài đồng ruộng

Thí nghiệm đồng ruộng đƣợc tiến hành tại xã Đồng Bẩm, huyện Đồng Hỷ, tỉnh Thái Nguyên. Các dòng ở thế hệ R3, R4 và giống đối chứng đƣợc trồng riêng và chăm sóc trong cùng một điều kiện. Theo dõi sự phát triển của các dòng chọn lọc và giống đối chứng qua các giai đoạn phát triển trong một vụ gieo trồng thông qua các chỉ tiêu nông học: chiều cao cây, số bông/khóm, chiều dài bông, số hạt chắc/bông, kích thƣớc hạt, khối lƣợng 1000 hạt, thời gian sinh trƣởng. Các chỉ tiêu đƣợc đánh giá theo chuẩn IRRI [10].

2.2.2. Phƣơng pháp hoá sinh

· Định lƣợng lipit tổng số: Lipit tổng số đƣợc chiết bằng ete dầu hoả (petroleum ether). Hàm lƣợng lipit đƣợc tính bằng hiệu số của khối lƣợng mẫu trƣớc và sau khi chiết và đƣợc tính bằng % khối lƣợng khô.
· Định lƣợng protein: Định lƣợng protein theo phƣơng pháp của Lowry đƣợc mô tả trong tài liệu của Phạm Thị Trân Châu, 1998 [4]. Dịch chiết chứa protein hoà
tan đƣợc sử dụng để xác định hàm lƣợng protein. Dùng albumin huyết thanh bò để xây dựng đồ thị đƣờng chuẩn, đo quang phổ hấp thụ ở bƣớc sóng 750nm với thuốc thử Foling. Hàm lƣợng protein tan đƣợc tính theo công thức.

	
	X % =
	A  HSPL
	x 100%
	(2.1)

	
	
	m
	
	

	
	
	
	
	

	Trong đó
	X: hàm lƣợng protein (% khối lƣợng khô)


m: khối lƣợng mẫu (mg)

· Định lƣợng hàm lƣợng đƣờng
Hàm lƣợng đƣờng trong hạt tiềm sinh đƣợc xác định theo phƣơng pháp vi phân tích, mô tả trong tài liệu của Phạm Thị Trân Châu và CS [4].

· Nguyên tắc: Trong môi trƣờng kiềm, đƣờng khử ferixianua kali thành kali ferixianua với sự có mặt của gelatin, kali ferixianua kết hợp với sắt sunfat tạo thành phức chất màu xanh bền.
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· Cân 0,5g mẫu nghiền trong 4 ml nƣớc cất, ly tâm 12000v/p trong 15phút. Dịch ly tâm thu đƣợc sang ống nghiệm khác bảo quản.

· Lấy 1ml dịch chiết + 1ml K3Fe(CN)6, khuấy đều, đun cách thuỷ sôi 15phút (vừa đun vừa khuấy đều). Để nguội thêm 2ml dung dịch sắt axit sunphat, khuấy đều định mức lên 10ml.

· Đo trên máy quang phổ với bƣớc sóng 590nm.

· Tính kết quả :

	
	
	a x b x HSPL

	
	X =
	
	x 100%(2.2)

	
	
	
	

	
	
	m

	Trong đó
	X: hàm lƣợng đƣờng tan (%)

	
	a: nồng độ thu đƣợc khi đo trên máy (mg/ml)


b: Số ml dịch chiết

m: khối lƣợng mẫu (mg)

· Điện di protein tổng số
Điện di protein: Protein đƣợc chiết từ bột gạo trong dịch đệm Tris-HCl 62,5 mM, pH = 6,8 chứa SDS 2% và β-Mecaptoethano l5%. Ủ 1giờ ở 40oC. Lắc 1giờ 30 phút, sau đó li tâm 10000 vòng/phút trong vòng 20 phút. Lấy dịch trong chạy điện di hoặc bảo quản ở 4oC. Sử dụng phƣơng pháp điện di trên gel polyacrylamid trong đệm Tris – Glicin – SDS. Nhuộm gel bằng CBB 0,25% (Coomassie Brilliant Blue) trong 3 giờ ở 37oC theo phƣơng pháp của Leemmli (1997) [43].

· Xác định hàm lƣợng axit amin
Xác định hàm lƣợng axit amin trên máy phân tích axit amin tự động HP - Amino Quant Seriese II của hãng Hewlett Packard. Sử dụng OPA (ortho – phthalaldehyde) tạo dẫn xuất đối với axit amin bậc 1 và FMOC (9-fluoreryl methyl chloroformate) đối với các axit amin bậc II [5]. Hàm lƣợng từng loại axit amin đƣợc tính theo đơn vị gam axit amin/100gam khối lƣợng khô và gam axit amin/100 gam protein.
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2.2.3. Phƣơng pháp nuôi cấy in vitro

2.2.3.1. Tạo mô sẹo từ hạt lúa

· Khử trùng hạt: Hạt lúa chín đƣợc bóc bỏ vỏ trấu, lắc nhẹ trong cồn 70% 1phút, 25 phút trong nƣớc gia ven 60%, rửa sạch bằng nƣớc cất vô trùng 3 - 5 lần, thấm khô hạt trên đĩa petri có trải giấy lọc vô trùng.
· Tạo mô sẹo: Hạt gạo đã khử trùng đƣợc cấy vào bình tam giác chứa môi trƣờng MS cơ bản [34], bổ sung 2,4-D 2mg/l, saccharose 3%, agar 0,9%, pH=5,8.
Mỗi bình cấy khoảng 18 hạt, nuôi một tuần trong tối, 2 tuần dƣới ánh sáng đèn trong phòng nuôi cấy với cƣờng độ 2000 lux, thời gian chiếu sáng 10/24 giờ, nhiệt độ phòng nuôi 250C ± 10C. Đánh giá tỷ lệ tạo mô sẹo sau 3 tuần nuôi cấy theo công thức:

	
	Số hạt tạo mô sẹo

	% tạo mô sẹo =
	
	x 100%   (2.3)

	
	
	

	
	Tổng số hạt


2.2.3.2. Phương pháp xử lý thổi khô mô sẹo

Mô sẹo sau 3 tuần nuôi đƣợc cắt thành những miếng mô nhỏ có kích thƣớc 3mm x 3mm. Đặt những miếng mô sẹo lên đĩa petri có lót giấy lọc vô trùng và thổi khô mô sẹo bằng luồng không khí vô trùng của buồng cấy ở các ngƣỡng thời gian khác nhau. Xác định độ mất nƣớc của mô sẹo sau 2, 4, 6, 8 giờ xử lý. Độ mất nƣớc của mô sau khi xử lý thổi khô đƣợc tính theo công thức:

	W % 
	Wf
	Wd
	100%
	(2.4)

	
	
	
	
	

	L
	Wf
	

	
	
	


Trong đó
Wf: Trọng lƣợng mô tƣơi (mg)

WL: Độ mất nƣớc  (%)

Wd: Trọng lƣợng mô sau thổi khô (mg)

2.2.3.3. Tái sinh cây

Mô sẹo sau xử lý mất nƣớc đƣợc cấy lên môi trƣờng tái sinh. Mật độ cấy 18 mô/bình. Nuôi dƣới ánh sáng đèn trong phòng nuôi cấy với cƣờng độ 2000 lux, thời
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gian chiếu sáng 10/24 giờ, nhiệt độ phòng nuôi 250C ± 10C. Khả năng sống sót của mô sẹo đƣợc đánh giá sau 4 tuần nuôi phục hồi.

	Sv(%) 
	N sv
	100%(2.5)

	
	
	

	
	Nt

	Trong đó:Sv: Tỷ lệ mô sống sót
	(%)
	

	Nsv: Số mô sống sót
	
	

	Nt: Tổng số mô xử lý
	
	


Khả năng tái sinh cây đƣợc đánh giá sau 6 tuần nuôi theo công thức:

	Rc(%) 
	Nr
	
	100%
	(2.6)

	
	
	
	
	

	
	Nsv
	

	Trong đó:Rc: Khả năng tái sinh
	(%)
	

	Nsv: Số mô sống sót
	
	
	

	Nr: Số mô tái sinh cây
	
	
	



2.2.4. Đánh giá nhanh khả năng chịu hạn ở giai đoạn cây mạ

Phƣơng pháp đánh giá nhanh khả năng chịu hạn ở giai đoạn cây mạ đƣợc xác định theo Lê Trần Bình và CS (1998) [3].

Chuẩn bị: Cát vàng đãi sạch, phơi khô sàng và loại bỏ những hạt to, cho vào bát nhựa. Hạt thóc ngâm trong nƣớc 3 sôi 2 lạnh trong 24 giờ. Gieo các mầm lúa của các dòng chọn lọc và giống gốc vào các bát, mỗi bát gieo khoảng 30 hạt. Thí nghiệm đƣợc lặp lại 3 lần trong điều kiện và chế độ chăm sóc nhƣ nhau. Trong 3 ngày đầu tƣới nƣớc cho đủ độ ẩm, các ngày sau tƣới dung dịch MS pha loãng 10 lần. Tới khi mạ đƣợc 3 lá tiến hành gây hạn nhân tạo và đánh giá khả năng chịu hạn của các giống và các dòng chọn lọc bằng cách xác định tỷ lệ thiệt hại và chỉ số hạn tƣơng đối.

· Xác định tỷ lệ cây sống sót (%)
Số cây sống

Tỷ lệ cây sống sót =
x 100%
(2.7)
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Tổng số cây xử lý

· Xác định khả năng giữ nước qua các giai đoạn xử lý bởi hạn theo công thức
W =
Wft
x 100%
(2.8)
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Wfc

Trong đó:
W(%): Khả năng giữ nƣớc của cây sau khi xử lý bởi hạn

Wft(g): khối lƣợng tƣơi của cây sau khi xử lý bởi hạn (g)

Wfc(g): Khối lƣợng tƣơi của cây không xử lý (g)

· Xác định tỷ lệ thiệt hại do hạn gây ra được tính theo công thức
	A =
	Σ (N0b)

	
	x 100%   (2.9)
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NC

Trong đó:
A: Tỷ lệ thiệt hạn do hạn gây ra (%)

b: trị số thiệt hại của mỗi cấp

C: trị số thiệt hại của cấp cao nhất

No: số cây của mỗi cấp thiệt hại

N: tổng số cây xử lý

Các trị số: Số cây chết: trị số 3; Số cây héo: trị số 1; Số cây không

bị ảnh hƣởng: trị số 0.

 Xác định chỉ số chịu hạn tương đối theo công thức

	S n
	
	1
	sin  ( ab  bc  cd  de  ...  ja)
	(2.10)

	
	
	2
	
	

	
	
	
	
	


Trong đó



Sn: chỉ số chịu hạn tƣơng đối của các giống, các dòng chọn lọc

: góc tạo bởi 2 trục mang trị số gần nhau và tính bằng 360/x

a: % cây không héo sau 3 ngày hạn

b: % cây phục hồi sau 3 ngày hạn

c: % cây không héo sau 5 ngày hạn

d: % cây phục hồi sau 5 ngày hạn

e: % cây không héo sau 7 ngày hạn

f: % cây phục hồi sau 7 ngày hạn

g: % tỷ số khối lƣợng khô của rễ/thân lá trƣớc khi gây hạn (%KLK)

h: % tỷ số khối lƣợng khô của rễ/thân lá sau hạn 3 ngày (%KLK)

i: % tỷ số khối lƣợng khô của rễ/thân lá sau hạn 5 ngày (%KLK)

j: % tỷ số khối lƣợng khô của rễ/thân lá sau hạn 7 ngày (%KLK)
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2.2.5. Phƣơng pháp sinh học phân tử

2.2.5.1. Tách chiết ADN tổng số từ lá lúa

· Kỹ thuật thu và bảo quản lá
Hạt lúa chín đƣợc bóc vỏ trấu, chọn những hạt sạch cho vào lọ thuỷ tinh có nút nhám và khử trùng theo trình tự sau: khử trùng trong cồn 700 thời gian 1 phút, trong nƣớc javen chứa 1% NaClO thời gian từ 15-20 phút (lắc đều), sau đó rửa sạch bằng nƣớc cất vô trùng 4 – 5 lần. Đặt lên đĩa Petri, có lót giấy thấm vô trùng, để hạt khô.

Hạt gạo đã khử trùng đƣợc cấy lên môi trƣờng MS cơ bản (Murashige and Skoog, 1962 [46]), bổ sung sucrose 1% + agar 0,8%, pH=5,8. Mật độ cấy 10-15 hạt/bình, nuôi cấy ở cƣờng độ chiếu sáng 2000lux, thời gian 10/24 giờ, nhiệt độ 250C. Sau 2 tuần, cắt thu lấy lá dùng ngay hoặc bảo quản ở tủ lạnh sâu -200C.

· Tách ADN tổng số
Quy trình tách ADN tổng số từ lá lúa đƣợc cải tiến dựa theo phƣơng pháp tách ADN của Foolad & CS., (1995) [33] có cải tiến. Dung dịch ADN tổng số đƣợc kiểm tra bằng điện di trên gel agarose 0,8% và bằng phƣơng pháp quang phổ hấp thụ ở bƣớc sóng 260nm và 280nm.

· Phƣơng pháp xác định hàm lƣợng và độ sạch của ADN
Điện di trên gel agarose

· Pha agarose 0,8% trong TBE 0,5X, đun nóng, để nguội khoảng 600C đổ vào khuôn gel 30ml có cài lƣợc.
· Sau 30 phút tháo lƣợc ra, đổ đệm chạy điện di TBE 0,5X ngập bảng gel 1mm.

· Lấy 2μl ADN mẫu + 3μl dye trộn đều.

· Chạy điện di: 80V, 30 phút.

· Nhuộm gel: nhuộm gel bằng Ethidium bromide 0,5μg/ml trong 10 phút, rửa sạch bằng nƣớc.

· Soi gel trên đèn UV và chụp ảnh.

Đo bằng quang phổ hấp thụ
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· Xác định hàm lƣợng và độ tinh sạch của ADN trên máy quang phổ ở bƣớc sóng

260nm/280nm.

· Cho 995μl nƣớc cất và 5μl ADN mẫu vào cuvet (hệ số pha loãng 200 lần), lắc đều đặt vào máy đo.

Hàm lƣợng và độ sạch ADN đƣợc tính theo công thức:

Độ sạch ADN = OD 260/OD280

Trong đó:
HSPL: hệ số pha loãng

OD260: chỉ số đo đƣợc ở bƣớc sóng 260nm

50: hằng số

OD280: chỉ số đo đƣợc ở bƣớc sóng 280nm.

Nếu tỷ lệ OD260/OD280 = 1,8 – 2,0 thì mẫu ADN đƣợc coi là đủ tiêu chuẩn về độ sạch.

2.2.5.2. Tách dòng và đọc trình tự gen GA2ox1

Nhân gen GA2ox1 bằng PCR từ ADN genome lúa

Dựa vào thông tin của trình tự gen GA2ox1 đƣợc công bố trong trong tài liệu của Lê Xuân Đắc [7] có mã số trên ngân hàng gen (Genbank) OSJNBa0017J22.4, sử dụng cặp mồi EX2-3-F và EX2-3-R để nhân đoạn gen GA2ox1 trên dòng chọn lọc R4.05.

Khuếch đại gen GA2ox1 bằng PCR

Chu kỳ nhiệt nhân gen GA2ox1 theo các bƣớc sau: 940-3 phút; 940-50 giây, 530-50 giây, 720-50 giây lặp lại 25 chu kỳ; 720-10 phút và lƣu giữ ở 40C (Sambrook & Russell, 2001) [52].

Phương pháp làm sạch sản phẩm PCR

· Điện di sản phẩm PCR trên gel agarose 1% và cắt lấy băng quan tâm

· Bổ sung đệm hoà tan (QG) theo tỉ lệ: Vmẫu : VQG = 1 : 3 (1μl tƣơng ứng 1mg mẫu).

· Ủ ở 500  trong 15 phút, 3 phút trộn nhẹ một lần, sau khi gel tan hết ủ thêm 5 phút

cho gel tan hoàn toàn.
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· Chuyển hỗn hợp dung dịch lên cột gel Qiaquick spin colum, ly tâm 13000v/p

trong 1 phút, loại bỏ dịch chảy qua cột.

· Bổ sung 500μl dung dịch QG, ly tâm 13000v/p trong 1 phút. Loại bỏ dịch chảy qua cột.

· Thêm 700μl đệm rửa (PE) vào cột, để ở nhiệt độ phòng trong 5 phút.

· Ly tâm 13000v/p trong 1 phút, loại dịch chảy qua cột, ly tâm bổ sung 1 phút để loại hết PE.

· Hoà tan ADN trong 30μl–50μl H2O khử ion, khử trùng đã đƣợc làm ấm 500C để ở nhiệt độ phòng 1 phút sau đó ly tâm 13000v/p trong 1 phút.

· Sản phẩm PCR làm sạch từ thôi gen đƣợc gắn vào vector tách dòng pBT sử dụng bộ kit pGEM – T System.

· Thành phần phản ứng gắn gen vào vector tách dòng: ADN, Ligation buffer 10X,

vector pBT, T4 ligase.

· Hỗn hợp đƣợc ủ ở 220C trong 2 giờ, sau đó đƣợc biến nạp vào tế bào khả biến

· Tế bào khả biến lấy từ tủ -850C đƣợc để trong đá 15-30 phút. Sau đó, bổ sung 20μl

vector tái tổ hợp vào ống đựng tế bào khả biến sau đó trộn nhẹ nhàng bằng đầu pipet. Hỗn hợp đƣợc ủ 40C trong 30 phút, rồi ủ ở 420C chính xác 1 phút và sau đó ủ 40C trong đá 5 phút.

· Bổ sung 300μl môi trƣờng LB lỏng, hỗn hợp đƣợc nuôi ở 370C, lắc 200v/p trong 1giờ. Sử dụng que cấy trải, trải 150μl - 550μl dịch khuẩn lên đĩa môi trƣờng LB đặc có chứa 100mg/l ampicillin, X-gal 0,004‰, IPTG 100μM, ủ đĩa ở 370C trong 16

giờ.

Chọn dòng bằng PCR trực tiếp từ khuẩn lạc

Sau khi biến nạp vector tái tổ hợp vào tế bào khả biến E.coli, chọn lọc trên môi trƣờng thạch có chứa 100mg/l ampicillin, X-gal 0,004‰, IPTG 100μM, ủ đĩa ở 370C trong 16 giờ sẽ thu đƣợc các khuẩn lạc xanh trắng. Chọn 10 khuẩn lạc trắng của mỗi mẫu để tiến hành phản ứng colony-PCR với cặp mồi pUC18-F1/pUC18-
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R1(có trình tự bắt cặp mồi trên vector và cách nhau khoảng 0,2kb). Thành phần phản ứng colony-PCR tƣơng tự nhƣ trong phản ứng PCR chỉ khác cặp mồi sử dụng và mẫu ADN thay bằng khuẩn lạc. Điện di sản phẩm colony-PCR trên gel agarose 1% để chọn ra các khuẩn lạc chứa plasmit nhƣ mong muốn. Đồng thời, nuôi những khuẩn lạc này trong 3 ml môi trƣờng LB lỏng có bổ sung ampicillin 100mg/l nhằm mục đích tách plasmit.

Tách Plasmit

· Tách plasmit đƣợc sử dụng đệm chiết TELT: 0,5M Tris-HCl pH=7,5; 0,5M EDTA pH=8,0; 1M LiCl; Trion X-100.

· Thành phần dung dịch lysozym: lysozym; 0,5M Tris-HCl pH=7,5; 0,5M EDTA pH=8,0.

Quy trình:

· Chọn 3 khuẩn lạc trắng riêng rẽ, nuôi trên môi trƣờng LB lỏng có bổ sung 50mg/l ampicillin qua đêm ở 370C.

· Lấy 2ml dịch khuẩn đã nuôi qua đêm cho vào ống eppendorf 2ml, ly tâm 10000v/p trong 7 phút, loại dịch.

· Bổ sung 200μl TELT, 10μl lysozym, khuấy tan để khuẩn tan hết.

· Để nhiệt độ phòng trong 5 phút, ủ ở 950 trong 3 phút, ủ 40C trong 5 phút, ly tâm 13000v/p trong 15 phút.

· Hút  dịch  nổi  sang  ống  eppendorf  1,5ml,  bổ  sung  một  lƣợng  tƣơng  đƣơng

isopropanol, ly tâm 13000v/p trong 15 phút.

· Loại dịch nổi, rửa tủa 2 lần bằng cồn 70%.

· Làm khô plasmit bằng máy Speed Vac.

· Hoà tan Plasmit trong 40 ml nƣớc cất khử ion khử trùng.

· Bổ sung 0,1μl RNase, ủ ở 370C trong 2 giờ.

· Tinh sạch plasmit để đọc trình tự.

· Bổ sung PB theo tỉ lệ Vmẫu : VPB = 1 : 5, mix nhẹ.

· Cho hỗn hợp dung dịch vào cột tinh sạch, li tâm 13000v/p trong 1 phút.
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· Loại dịch, ly tâm bổ sung 1 phút để loại sạch đệm rửa. Cho cột tinh sạch vào ống

eppendorf 1,5ml.

· Bổ sung 30μl nƣớc khử ion khử trùng, để nhiệt độ phòng 1-2phút, ly tâm 13000v/p trong 1 phút.

Phương pháp xác định trình tự nucleotit

Trình tự gen GA2ox1 đƣợc xác định trên máy đọc tự động ABI PRISM® 3100 Avant Genetic Analyzer sử dụng bộ kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing, dựa trên nguyên tắc của phƣơng pháp Sanger có sử dụng các dideoxiribonucleotit. Kết quả đọc trình tự gen đƣợc xử lý bằng phần mềm DNAstar và BioEdit.

Phương pháp xử lý trình tự gen thu được

Việc so sánh và xử lý trình tự gen GA2ox1 đƣợc tiến hành theo trình tự sau:

· So sánh trình tự gen đƣợc đọc từ hai đầu xuôi và đầu ngƣợc để xác định trình tự đầy đủ và đúng của gen.

· BLAST trình tự đầy đủ của gen với các trình tự gen trong NCBI để xác định gen đƣợc tách dòng là của GA2ox1.

· Giải mã trình tự nucleotit sang trình tự axit amin theo một khung đọc mở.

· Lập bảng hệ số đồng dạng so sánh mức độ tƣơng đồng di truyền của các trình tự nucleotit của các dòng gen thu đƣợc với nhau và với trình tự gen đã đƣợc công bố trong Ngân hàng gen quốc tế (Genbank).

2.2.6. Phƣơng pháp xử lý kết quả và tính toán số liệu

Phân tích các tính trạng số lƣợng theo phƣơng pháp thống kê sinh học. Mỗi công thức thí nghiệm và đối chứng lấy ngẫu nhiên 30 cây. Các giá trị thống kê nhƣ trị số trung bình mẫu ( X ), phƣơng sai (2), độ lệch (), sai số trung bình mẫu (s x ), hệ số biến động (Cv%), hệ số tƣơng quan (R)... đƣợc xử lý trên máy vi tính bằng chƣơng trình excel, theo Nguyễn Hải Tuất và Ngô Kim Khôi (1996) [23].
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Chƣơng 3

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

3.1. Đặc điểm nông học các dòng lúa chọn lọc ở thế hệ R3, R4 và giống gốc có nguồn gốc từ mô sẹo chịu mất nƣớc

3.1.1. Đặc điểm nông học các dòng lúa chọn lọc ở thvà giống gốc

Các dòng chọn lọc và giống gốc sau khi đƣợc gieo trên khay đƣợc đƣa ra ngoài ruộng đều có khả năng sinh trƣởng phát triển bình thƣờng (hình 3.1). Sau thời gian tiến hành theo dõi, đánh giá các chỉ tiêu nông học trong vụ mùa 2008, kết quả đƣợc trình bày ở bảng 3.1.
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Hình 3.1. Các dòng chọn lọc và giống gốc thế hệ R3 (vụ mùa 2008)

· Chiều cao cây

Chiều cao cây đƣợc đo từ mặt ruộng đến đầu bông. Tính trạng về chiều cao

cây của các dòng chọn lọc và đối chứng đƣợc sắp xếp theo thứ tự: R3.04 > KD >

R3.06 > R3.05 > R3.07; U17 > R3.16; R3.11 > CR203. Kết quả cho thấy, dòng

R3.04 có nguồn gốc từ KD có chiều cao tăng so với đối chứng 8,53cm, các dòng
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R3.05, R3.06, R3.07 có chiều cao giảm so với đối chứng từ 1,63cm - 1,92cm. Dòng

R3.11 có nguồn gốc từ CR203 có chiều cao tăng hơn so với giống gốc 0,54cm. Dòng R3.16 có chiều cao giảm so với giống gốc là 16,9cm. Trong số 6 dòng theo dõi thì có 3/6 dòng (chiếm 50%) có hệ số biến động (Cv%) nhỏ hơn so với đối chứng. Dòng R3.11 đƣợc chọn lọc từ giống CR203 có hệ số biến động cao nhất là 4,81%, các dòng còn lại dao động từ 2,64% - 4,30%.
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Hình 3.2. Các dòng R3.04, R3.05 và Khang dân (vụ mùa 2008)

· Chiều dài bông

Chiều dài bông thay đổi tùy theo từng dòng và nguồn gốc của mỗi dòng. Chiều dài bông của cả 4 dòng có nguồn gốc từ giống KD đều lớn hơn so với giống gốc. Dòng R3.06 có chiều dài bông là 24,0cm tăng 0,68cm so với đối chứng (23,33cm). Dòng R3.11 có nguồn gốc từ giống CR203 có chiều dài bông 23,56cm tăng 0,49cm so với giống gốc (23,07cm). Dòng R3.16 của giống U17 có chiều dài bông 23,18cm giảm 1,12cm so với đối chứng (24,3cm). Chiều dài bông của 3/6 dòng R3 (chiếm 50%) có hệ số biến động nhỏ hơn so với đối chứng. Giống KD gốc có hệ số biến động là 5,97%, các dòng chọn lọc có nguồn gốc từ giống này hệ số biến động dao động từ 4,06% (dòng R3.06) đến 6,73% (dòng R3.05). Điều này chứng tỏ đã có sự ổn định nhanh tính trạng chiều dài bông của các dòng chọn lọc ở thế hệ R3.
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· Kích thƣớc hạt

Kích thƣớc và hình dạng hạt liên quan trực tiếp đến năng suất lúa, từ kết quả thu đƣợc cho thấy kích thƣớc hạt lúa là một tính trạng tƣơng đối ổn định. Chiều dài hạt của các dòng dao động trong khoảng 7,74mm – 8,92mm, đƣợc sắp xếp theo thứ tự: R3.05 > R3.04 > R3.07 > R3.06 > KD; CR203 > R3.11; R3.16 > U17. Các dòng có nguồn gốc từ KD có chiều dài hạt tăng hơn so với đối chứng, dòng R3.04 tăng 0,41mm, dòng R3.05 tăng 0,68mm. Chiều dài hạt của dòng R3.11 có nguồn gốc từ CR203 thấp hơn so với đối chứng 0,40mm. Chiều dài hạt của dòng R3.16 có nguồn gốc từ U17 tăng so với đối chứng 0,41mm. Hệ số biến động về chiều dài hạt dao động trong khoảng 0,54% – 3,20%.

Chiều rộng hạt của các dòng chọn lọc và giống gốc dao động từ 0,63mm – 3,02mm. Các dòng có nguồn gốc từ KD đều có chiều rộng hạt tăng so với đối chứng, dòng R3.04 tăng 0,39mm so với đối chứng. Dòng R3.11 và R3.16 có chiều rộng hạt giảm so với đối chứng là 0,06mm và 0,08mm. Hệ số biến động chiều rộng hạt của các dòng chọn lọc dao động 1,58% (R3.11) – 4,5% (R3.04). Trong số 6 dòng chọn lọc có 4/6 dòng thuộc giống KD có hệ số biến động nhỏ hơn đối chứng. Các dòng thuộc giống CR203 và U17 có hệ số biến động lớn hơn đối chứng.

· Thời gian sinh trƣởng

Thời gian sinh trƣởng đƣợc tính từ khi mạ đƣợc cấy cho đến khi thu hoạch. Dòng R3.04 và R3.05 có thời gian sinh trƣởng là 99 ngày kéo dài hơn so với đối chứng 3 ngày, Dòng R3.06, R3.07 có thời gian sinh trƣởng bằng đối chứng là 96 ngày. Dòng R3.11 có nguồn gốc từ giống CR203 có thời gian sinh trƣởng 98 ngày giảm 2 ngày so với đối chứng (100 ngày). Dòng R3.16 có nguồn gốc từ giống U17 có sự thay đổi rất lớn về thời gian sinh trƣởng, thời gian sinh trƣởng là 101 ngày giảm 25 ngày so với đối chứng (126 ngày) .

· Số nhánh hữu hiệu/khóm

Số nhánh hữu hiệu/khóm biểu thị cho khả năng đẻ nhánh tập trung trong thời gian ngắn của giống. Kết quả ở bảng 3.1 cho thấy, so với các chỉ tiêu khác thì số nhánh hữu hiệu/khóm của các dòng R3 là một tính trạng có hệ số biến động tƣơng
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đối cao. Các dòng chọn lọc và giống gốc có Cv(%) dao động từ 16,04% đến 24,47%. Khả năng đẻ nhánh có ích của các dòng R3 dao động từ 5,4 nhánh/khóm đến 10,07 nhánh/khóm. Dòng R3.05 có nguồn gốc từ giống KD có số nhánh hữu hiệu/khóm cao nhất là 7,17 nhánh/khóm tăng so với đối chứng (6,67 nhánh/khóm), dòng R3.04 có nguồn gốc từ giống KD có số nhánh hữu hiệu/khóm thấp nhất là 5,4 nhánh/khóm giảm so với đối chứng (6,67 nhánh/khóm), Dòng R3.11 có nguồn gốc từ giống CR203 có số nhánh hữu hiệu/khóm là 6,93 nhánh/khóm giảm so với đối chứng (7,63 nhánh/khóm). Dòng R3.16 có nguồn gốc từ giống U17 có số nhánh hữu hiệu/khóm 10,07 nhánh/khóm tăng so với giống gốc (9,77 nhánh/khóm).

· Số hạt chắc/bông

Số hạt chắc/bông liên quan đến chiều dài bông và sự sắp xếp hạt/bông của các dòng. Trong các dòng có nguồn gốc từ giống KD, dòng R3.05 có số hạt chắc/bông cao nhất là 170,23 hạt/bông tăng so với đối chứng (166,70 hạt/bông), Dòng R3.07 có số hạt chắc/bông thấp nhất là 159,63 hạt/bông giảm so với đối chứng (166,70 hạt/bông). Dòng R3.11 có nguồn gốc từ giống CR203 có số hạt chắc/bông là 149,7 hạt/bông tăng 4,73 hạt/bông so với đối chứng (144,97 hạt/bông). Dòng R3.16 của giống U17 có số hạt chắc/bông là 141,13 hạt/bông giảm 7,24 hạt/bông so với đối chứng (148,37 hạt/bông). Hệ số biến động về số hạt chắc/bông của các dòng chọn lọc và giống gốc dao động từ 9,89% - 19,52%.

· Khối lƣợng 1000 hạt

Các dòng có nguồn gốc từ giống KD khối lƣợng 1000 hạt dao động từ 18,61g đến 24,47g. Dòng R3.04 có khối lƣợng 1000 hạt cao nhất là 24,47g tăng 5,71g so với đối chứng (18,76g). Dòng R3.06 có khối lƣợng 1000 hạt thấp nhất là 18,61g giảm 0,15g so với đối chứng (18,76g). Dòng R3.11 có khối lƣợng 1000 là 19,15g giảm 5,33g so với đối chứng (24,48g). Dòng R3.16 có khối lƣợng 1000 là 23,54g giảm 2,20g so với đối chứng (25,74g). Hệ số biến động về khối lƣợng 1000 hạt của các dòng chọn lọc và giống gốc dao động từ 0,43% - 1,75%.

· Năng suất khóm đƣợc tính bằng tích của 3 đại lƣợng: số nhánh hữu hiệu/khóm, số hạt chắc/bông và khối lƣợng 1000 hạt. Kết quả ở bảng 3.1 cho thấy
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những dòng có các chỉ số trên cao thì sẽ có năng suất khóm cao. Dòng R3.05 có nguồn gốc từ giống KD có năng suất khóm cao nhất là 1314,19g/m2 tăng 386,26g/m2 so với đối chứng (927,93g/m2). Dòng R3.07 có nguồn gốc từ giống KD có năng suất khóm thấp nhất là 893,77g/m2 giảm 34,16g/m2 so với đối chứng (927,93g/m2). Dòng R3.11 có nguồn gốc từ CR203 có năng suất đạt 884,49g/m2 giảm 320,97g/m2 so với đối chứng (1205.46g/m2). Dòng R3.16 có nguồn gốc từ U17 có năng suất đạt 1488,48g/m2 giảm 171,3g/m2 so với đối chứng(1659,78g/m2).

3.1.2. Đặc điểm nông học của các dòng chọn lọc ở thế hệ R4 và giống gốc

Tiếp tục theo dõi đặc điểm nông học của các dòng chọn lọc ở thế hệ R4, kết quả đƣợc trình bày ở bảng 3.3.

Bảng 3.2. Đặc điểm nông học dòng R4.04, R4.05 và KD (n = 30, α = 0,05)

	Chỉ tiêu theo dõi
	
	
	
	KD
	
	
	
	R4.04
	
	
	
	R4.05
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	X  s
	
	
	Cv%
	
	X  s
	
	
	Cv%
	
	X  s
	
	
	Cv%

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	x
	
	
	
	
	x
	
	
	
	
	x
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	Chiều cao cây (cm)
	95,85
	 0,42
	4,55
	103,58 ± 0,52
	3,12
	93,46 ± 0,58
	4,20

	
	
	
	
	
	
	
	

	Chiều dài bông (cm)
	23,39
	 0,28
	5,76
	24,54 ± 0,26
	4,30
	24,82 ± 0,32
	5,44

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Số nhánh hữu
	7,12
	 0,25
	16,45
	6,24 ± 0,25
	15,25
	7,25 ± 0,29
	14,82

	hiệu/khóm
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	Số hạt chắc/bông
	158,50
	 4,24
	10,25
	168,17 ± 3,92
	13,67
	172,87 ± 3,12
	12,65

	
	
	
	
	
	
	
	

	Khối lƣợng 1000 hạt
	18,65
	 0,05
	0,43
	24,68  0,09
	0,65
	24,47  0.08
	0,85

	
	
	
	
	
	
	
	

	Chiều dài hạt (mm)
	7,73
	 0,04
	5,47
	8,41±0,09
	4,24
	8,41 ± 0,06
	6,35

	
	
	
	
	
	
	
	

	Chiều rộng hạt (mm)
	2,67
	 0,03
	6,45
	2,92±0,03
	4,60
	2,41 ± 0,03
	2,28
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Bảng 3.1. Đặc điểm nông học và mức độ biến dị của các dòng lúa thế hệ R3 (n = 30, α = 0,05)

	Các
	Thời
	Chiều cao cây (cm)
	Chiều dài bông (cm)
	Chiều dài hạt (mm)
	
	Chiều rộng hạt
	
	Số nhánh hữu
	Số hạt chắc/bông
	Khối lƣợng 1000
	Năng

	
	gian ST
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	(mm)
	
	
	hiệu/khóm
	
	
	
	
	
	
	
	
	hạt
	
	suất

	dòng/giống
	(ngày)
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	X ± s
	
	
	Cv(%)
	
	X ± s
	
	
	Cv(%)
	
	X ± s
	
	
	Cv(%)
	
	X ± s
	
	
	Cv(%)
	
	X ± s
	
	
	Cv(%)
	
	X ± s
	
	
	Cv(%)
	
	X ± s
	
	
	Cv(%)
	(g/m2)

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	x
	
	
	
	
	x
	
	
	
	
	x
	
	
	
	
	x
	
	
	
	
	x
	
	
	
	
	x
	
	
	
	
	x
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	KD(gốc)
	96
	96,25±0,67
	3,82
	23,33±0,25
	5,97
	7,74±0,05
	1,40
	2,63±0,08
	6,70
	6,67±0,21
	17,32
	166,70±3,01
	9,89
	18,76±0,05
	0,43
	927,93

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	R3.04
	99
	104,78±0,59
	3,08
	23,77±0,18
	4,13
	8,15±0,06
	1,53
	3,02±0,06
	4,50
	5,40±0,19
	19,21
	163,37±5,17
	17,32
	24,47±0,19
	1,31
	960,62

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	R3.05
	99
	94,60±0,75
	4,34
	23,66±0,29
	6,73
	8,42±0,12
	3,11
	2,83±0,03
	2,08
	7,17±0,21
	16,42
	170,23±4,02
	12,92
	24,21±0,11
	0,82
	1314,19

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	R3.06
	96
	94,62±0,46
	2,67
	24,01±0,18
	4,06
	7,91±0,02
	0,54
	2,72±0,02
	2,03
	6,93±0,22
	17,33
	160,57±3,22
	10,98
	18,61±0,07
	0,62
	921,78

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	R3.07
	96
	94,33±0,74
	4,30
	23,34±0,22
	5,20
	8,13±0,06
	1,67
	2,81±0,03
	2,12
	6,57±0,20
	20,27
	159,63±3,36
	11,53
	19,16±0,11
	1,02
	893,77

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	CR(gốc)
	100
	95,72±0,89
	5,08
	23,07±0,22
	5,51
	8,44±0,12
	3,20
	2,92±0,01
	0,56
	7,63±0,23
	16,67
	144,97±3,40
	12,64
	24,48±0,20
	1,41
	1205,46

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	R3.11
	98
	96,26±0,85
	4,81
	23,56±0,19
	4,49
	8,04±0,03
	0,91
	2,86±0,02
	1,58
	6,93±0,20
	16,04
	149,70±4,76
	17,47
	19,15±0,07
	0,64
	884,49

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	U17(gốc)
	126
	116,52±0,61
	2,86
	24,30±0,29
	6,56
	8,51±0,08
	2,20
	3,02±0,03
	2,43
	9,77±0,44
	24,45
	148,37±4,31
	15,92
	25,74±0,04
	0,27
	1660,78

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	R3.16
	101
	99,62±0,71
	3,89
	23,18±0,30
	6,98
	8,92±0,03
	0,76
	2,94±0,03
	2,38
	10,07±0,30
	16,28
	141,13±5,03
	19,52
	23,54±0,24
	1,75
	1488,48

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


(R3.04; R3.05; R3.06; R3.07: các dòng có nguồn gốc từ giống KD; R3.11: dòng có nguồn gốc từ giống CR203;

R3.16 dòng có nguồn gốc từ giống U17).
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Các số liệu ở bảng 3.2 cho thấy, ở thế hệ R4 các dòng chọn lọc R4.04 và R4.05 có nhiều đặc điểm nông học nổi trội so với giống gốc. Tính trạng chiều cao cây của dòng R4.05 thấp hơn so với giống gốc (93,46cm so với 95,85cm); dòng R4.04 có chiều cao cây cao hơn so với đối chứng. Các chỉ số về chiều dài bông, số nhánh hữu hiệu/khóm, số hạt chắc/bông, khối lƣợng 1000 hạt, chiều dài và chiều rộng hạt của dòng chọn lọc R4.04 và R4.05 đều cao hơn giống gốc (KD). Khi so sánh các chỉ tiêu chiều cao cây, chiều dài bông, số nhánh hữu hiệu/khóm của dòng chọn lọc R4.04 và R4.05 so với giống gốc KD thì hệ số biến động (Cv%) của các dòng chọn lọc thấp hơn so với giống gốc KD. Các dòng chọn lọc đã ổn định nhanh chóng qua các thế hệ.

Nhƣ vậy qua đánh giá bƣớc đầu về đặc điểm nông học của các dòng chọn lọc và giống gốc ở thế hệ R3 và R4, dòng chọn lọc R4.05 là có nhiều đặc điểm nổi bật hơn cả so với giống gốc.

· Nhận xét đặc điểm nông học của các dòng chọn lọc ở thế hệ R3 và R4 và giống gốc

· Theo dõi đặc điểm nông học của các dòng chọn lọc thế hệ R3, có dòng R3.04 và dòng R3.05 có nguồn gốc từ giống KD có nhiều đặc điểm nổi trội, thời gian sinh trƣởng ngắn, chiều dài bông tăng hơn với đối chứng, hạt dài, số nhánh hữu hiệu/khóm, số hạt chắc trên bông, khối lƣợng 1000 hạt và năng suất cao hơn so với đối chứng và các dòng khác. Nhƣ vậy, theo hƣớng chọn những dòng có năng suất cao, thời gian sinh trƣởng ngắn, đẻ nhánh tốt, hệ số biến động thấp hơn so với đối chứng, chúng tôi sử dụng hạt R4 của dòng R3.04, R3.05 và giống gốc để đánh giá ở thế hệ tiếp theo.
· So sánh đặc điểm nông học của dòng R3.11 với giống gốc CR203 về các chỉ tiêu (số nhánh hữu hiệu/khóm thấp, số hạt chắc trên bông cao, khối lƣợng 1000 hạt cao và năng suất) cho thấy dòng R3.11 không có đặc điểm nổi bật so với giống gốc. Dòng R3.16 có nguồn gốc từ U17 có chiều cao cây thấp hơn so với đối chứng, tuy nhiên số hạt chắc trên bông, khối lƣợng 1000 hạt và năng suất thấp hơn 10,32% so với đối chứng, do thời gian sinh trƣởng của giống gốc kéo dài không thuận lợi
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trong quá trình chăm sóc và làm thí nghiệm nên chúng tôi không sử dụng để đánh giá các chỉ tiêu tiếp theo.

· Thế hệ R4 các dòng chọn lọc R4.04 và R4.05 có nhiều đặc điểm nông học nổi trội so với giống gốc. Tính trạng chiều cao cây của dòng R4.05 thấp hơn so với giống gốc (93,46cm so với 95,85cm); dòng R4.04 có chiều cao cây cao hơn so với đối chứng. Khi so sánh các chỉ tiêu chiều cao cây, chiều dài bông, số nhánh hữu hiệu/khóm của dòng chọn lọc R4.04 và R4.05 so với giống gốc KD thì hệ số biến động (Cv%) của các dòng chọn lọc thấp hơn so với giống gốc KD. Điều này chứng tỏ các dòng chọn lọc đã ổn định nhanh chóng qua các thế hệ R3 và R4.

3.2. Phân tích hoá sinh các dòng chọn lọc

3.2.1. Hàm lƣợng protein, lipit và đƣờng tan trong hạt các dòng chọn lọc

Để đánh giá chất lƣợng hạt của các dòng chọn lọc so với giống gốc, chúng tôi tiến hành phân tích hàm lƣợng protein, lipit và đƣờng tan trong hạt. Kết quả đƣợc trình bày ở bảng 3.3.

Bảng 3.3. Hàm lƣợng protein, lipit và đƣờng tan trong hạt của

các dòng chọn lọc và giống gốc

(Đơn vị: % khối lượng khô)

	
	
	
	Hàm lƣợng protein
	Hàm lƣợng đƣờng tan
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	TT
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	ĐC
	
	
	x
	
	ĐC

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	1
	KD
	8,23 ± 0,41
	100,00
	1,74 ± 0,06
	100,00
	1,79 ± 0,02
	100,00

	
	
	
	
	
	
	
	

	2
	R4.04
	8,60 ± 0,53
	104,50
	1,87 ± 0,04
	107,07
	1,91 ± 0,16
	106,99

	
	
	
	
	
	
	
	

	3
	R4.05
	9,10 ± 0,28
	110,58
	1,98 ± 0,08
	113,58
	1,81 ± 0,12
	101,19

	
	
	
	
	
	
	
	

	4
	R4.06
	8,38 ± 0,44
	101,88
	1,78 ± 0,05
	101,91
	1,97 ± 0,19
	110,06

	
	
	
	
	
	
	
	

	5
	R4.07
	8,31 ± 0,46
	100,99
	1,78 ± 0,06
	101,91
	2,15 ± 0,23
	120,44

	
	
	
	
	
	
	
	

	6
	CR203
	8,52 ± 0,41
	100,00
	1,84 ± 0,08
	100,00
	2,33 ± 0,15
	100,00

	
	
	
	
	
	
	
	

	7
	R4.11
	8,91 ± 0,56
	104,60
	1,86 ± 0,09
	101,27
	2,46 ± 0,18
	105,80
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Bảng 3.3 cho thấy, hàm lƣợng protein hạt của các dòng chọn lọc và giống gốc dao động từ 8,23% đến 9,10%. Tất cả các dòng chọn lọc đều có hàm lƣợng
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protein cao hơn so với giống gốc từ 0,99% đến 10,58%. Dòng R4.05 có hàm lƣợng protein cao nhất, đạt 9,10% (tăng so với giống gốc 10,58%), dòng R4.04 đạt 8,60% (tăng so với giống gốc 4,50%), dòng R4.06 đạt 8,38% có hàm lƣơng protein tăng thấp nhất (tăng 1,88% so với giống gốc). Nhƣ vậy, các dòng chọn lọc có nguồn gốc từ mô sẹo chịu mất nƣớc đã có những thay đổi so với giống gốc về hàm lƣợng protein.

Hàm lƣợng đƣờng tan tăng hơn so với các giống gốc từ 1,27% đến 13,58%, cao nhất là dòng R4.05 đạt 1,98% (tăng 13,58% so với giống gốc), tiếp đến là dòng R4.04 đạt 1,87% (tăng so với giống gốc 7,07%), dòng R4.11 tăng so với giống gốc thấp nhất 1,27%.

Hàm lƣợng lipit của các dòng chọn lọc và giống gốc dao động 1,79% đến 2,46% khối lƣợng khô. Tất cả các dòng chọn lọc đều có hàm lƣợng lipit cao hơn đối chứng. Dòng R4.11 có hàm lƣợng lipit đạt cao nhất 2,46%, dòng R4.07 lại có hàm lƣợng lipit tăng vƣợt so với đối chứng 20,44%, dòng R4.05 có hàm lƣợng lipit tăng thấp nhất (1,19% so với giống gốc).

Qua việc theo dõi đặc điểm nông học, hàm lƣợng protein, lipit, đƣờng tan trong hạt chúng tôi chọn 3 dòng R4.04, R4.05 và R4.11 để tiếp tục đánh giá sâu hơn về một số chỉ tiêu hoá sinh.

3.2.2. Đánh giá phổ điện di protein dự trữ hạt

Để đánh giá thành phần protein dự trữ trong hạt các dòng chọn lọc và giống gốc, chúng tôi tiến hành phân tích phổ điện di protein dự trữ, kết quả thu đƣợc ở hình 3.3.
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Hình 3.3. Hình ảnh điện di protein dự trữ trong hạt dòng chọn lọc và giống gốc (M- Thang protein chuẩn; 1- R4.04; 2- R4.05; 3- KD gốc; 4- R4.11; 5- CR203 gốc)

Kết quả cho thấy, các dòng chọn lọc và giống gốc đều không có sự sai khác về số lƣợng và vị trí các băng điện di. Tuy nhiên, một số băng điện di của các dòng chọn lọc đã có sự sai khác về độ đậm nhạt so với giống gốc.

Điều này chứng tỏ, thành phần protein dự trữ trong hạt của các dòng chọn lọc so với giống gốc không có sự sai khác, nhƣng đã có sự thay đổi về hàm lƣợng. Kết quả này đã cho thấy xử lý thổi khô và chọn lọc mô sẹo sống sót đã chọn đƣợc những dòng cây mang đặc điểm hoá sinh khác nhau. Điều này phù hợp với kết quả phân tích hàm lƣợng axit amin liên kết trong hạt.

Kết quả phân tích phổ điện di của một số dòng chọn lọc có nguồn gốc từ mô sẹo chịu mất nƣớc của chúng tôi phù hợp với kết quả nghiên cứu của một số tác giả khác trên các đối tƣợng khác nhau [15]. Phân tích các dòng thuốc lá chọn lọc có tính chịu muối và mất nƣớc Nguyễn Hoàng Lộc (1992) đã nhận thấy, có khá nhiều loại protein có những thay đổi về hàm lƣợng nhƣ tăng hoặc giảm [14]. Nguyễn Thị Tâm (2004), khi phân tích phổ điện di của các dòng lúa chọn lọc chịu nhiệt cho thấy thành phần protein dự trữ không thay đổi, song hàm lƣợng một số loại protein có sự thay đổi so với giống gốc [20].
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3.2.3. Hàm lƣợng axit amin liên kết trong hạt

Thành phần axit amin là chỉ tiêu quan trọng đánh giá chất lƣợng protein hạt. Kết quả phân tích thành phần và hàm lƣợng các loại axit amin của 3 dòng chọn lọc thế hệ R4 và giống gốc trên máy HPAmino Quant Series II, đƣợc thể hiện ở bảng 3.4; 3.5.

Bảng 3.4. Hàm lƣợng các axit amin liên kết trong hạt của một số dòng chọn lọc thế hệ R4 và giống gốc

(Đơn vị: g/100g chất khô)

	STT
	Axit amin
	KD
	R4.04
	R4.05
	CR203
	R4.11

	
	
	
	
	
	
	

	1
	Axit aspartic
	0,78
	0,78
	0,85
	0,77
	0,81

	
	
	
	
	
	
	

	2
	Axit Glutamic
	1,44
	1,50
	1,62
	1,45
	1,59

	
	
	
	
	
	
	

	3
	Serin
	0,36
	0,38
	0,41
	0,37
	0,37

	
	
	
	
	
	
	

	4
	Histidin
	0,20
	0,20
	0,21
	0,19
	0,18

	
	
	
	
	
	
	

	5
	Glycin
	0,35
	0,35
	0,37
	0,34
	0,35

	
	
	
	
	
	
	

	6
	Threonin
	0,30
	0,31
	0,32
	0,30
	0,30

	
	
	
	
	
	
	

	7
	Alanin
	0,49
	0,50
	0,55
	0,49
	0,53

	
	
	
	
	
	
	

	8
	Arginin
	0,64
	0,66
	0,70
	0,64
	0,69

	
	
	
	
	
	
	

	9
	Tyrozin
	0,27
	0,29
	0,32
	0,29
	0,29

	
	
	
	
	
	
	

	10
	Cystein + Cystin
	0,23
	0,25
	0,25
	0,23
	0,26

	
	
	
	
	
	
	

	11
	Valin
	0,53
	0,55
	0,60
	0,51
	0,53

	
	
	
	
	
	
	

	12
	Methionin
	0,04
	0,04
	0,05
	0,04
	0,07

	
	
	
	
	
	
	

	13
	Phenylalanin
	0,47
	0,48
	0,53
	0,47
	0,49

	
	
	
	
	
	
	

	14
	Isolơxin
	0,33
	0,33
	0,36
	0,32
	0,33

	
	
	
	
	
	
	

	15
	Lơxin
	0,65
	0,67
	0,74
	0,65
	0,68

	
	
	
	
	
	
	

	16
	Lyzin
	0,28
	0,29
	0,30
	0,26
	0,28

	
	
	
	
	
	
	

	17
	Prolin
	0,42
	0,35
	0,47
	0,39
	0,43

	
	
	
	
	
	
	

	
	Tổng số
	7,78
	7,93
	8,65
	7,71
	8,18
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Bảng 3.5. Hàm lƣợng các axít amin liên kết trong protein hạt của các dòng chọn

lọc thế hệ R4 và giống gốc

(Đơn vị: g axit amin/100g protein)

	STT
	Axit amin
	KD
	R4.04
	R4.05
	CR203
	R4.11

	
	
	
	
	
	
	

	1
	Axit aspartic
	9,48
	9,07
	9,34
	9,04
	9,09

	
	
	
	
	
	
	

	2
	Axit Glutamic
	17,50
	17,44
	17,80
	17,02
	17,85

	
	
	
	
	
	
	

	3
	Serin
	4,37
	4,42
	4,51
	4,34
	4,15

	
	
	
	
	
	
	

	4
	Histidin
	2,43
	2,33
	2,31
	2,23
	2,02

	
	
	
	
	
	
	

	5
	Glycin
	4,25
	4,07
	4,07
	3,99
	3,93

	
	
	
	
	
	
	

	6
	Threonin
	3,65
	3,60
	3,52
	3,52
	3,37

	
	
	
	
	
	
	

	7
	Alanin
	5,95
	5,81
	6,04
	5,75
	5,95

	
	
	
	
	
	
	

	8
	Arginin
	7,78
	7,67
	7,69
	7,51
	7,74

	
	
	
	
	
	
	

	9
	Tyrozin
	3,28
	3,37
	3,52
	3,40
	3,25

	
	
	
	
	
	
	

	10
	Cystein + Cystin
	2,79
	2,91
	2,75
	2,70
	2,92

	
	
	
	
	
	
	

	11
	Valin
	6,44
	6,40
	6,59
	5,99
	5,95

	
	
	
	
	
	
	

	12
	Methionin
	0,49
	0,47
	0,55
	0,47
	0,79

	
	
	
	
	
	
	

	13
	Phenylalanin
	5,71
	5,58
	5,82
	5,52
	5,50

	
	
	
	
	
	
	

	14
	Isolơxin
	4,01
	3,84
	3,96
	3,76
	3,70

	
	
	
	
	
	
	

	15
	Lơxin
	7,90
	7,79
	8,13
	7,63
	7,63

	
	
	
	
	
	
	

	16
	Lyzin
	3,40
	3,37
	3,30
	3,05
	3,14

	
	
	
	
	
	
	

	17
	Prolin
	5,10
	4,07
	5,16
	4,58
	4,83

	
	
	
	
	
	
	


Kết quả phân tích hàm lƣợng axit amin trong hạt của các dòng chọn lọc và giống gốc đều xác định đƣợc 17 loại axit amin. Trong đó, các dòng chọn lọc đều có hàm hàm lƣợng axit amin tổng số cao hơn giống gốc từ 1,93% đến 11,18%. Cao nhất là dòng R4.05 hàm lƣợng axit amin tổng số đạt 8,65% (tăng so với đối chứng 11,18%), tiếp đến là dòng R4.11 đạt 8,18%, dòng R4.04 đạt 7,93%. Bảng 3.4 cho thấy, trong 17 loại axit amin thu đƣợc thì axit glutamic chiếm tỉ lệ cao nhất (17,02 - 17,85g/100g protein), có nhiều nhất ở dòng R4.11. Các loại axit amin nhƣ axit
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aspartic, arginin, lơxin có khá nhiều trong các dòng chọn lọc và giống gốc (7,51 – 9,48g/100g protein); metionin, cystein + cystin, histidin chỉ chiếm lƣợng nhỏ (0,47-2,92g/100g protein).

Phân tích mối tƣơng quan giữa hàm lƣợng protein và axit amin tổng số trong hạt của các dòng chọn lọc và giống gốc chúng tôi nhận thấy giữa hàm lƣợng protein và axit amin tổng số có mối tƣơng quan thuận chặt chẽ, với hệ số tƣơng quan R = 0,90. Trong số các dòng chọn lọc, dòng R4.05 có hàm lƣợng protein và axit amin đạt cao nhất.

Chất lƣợng protein phụ thuộc vào thành phần axit amin trong protein. Trong gạo các dòng chọn lọc và giống gốc có đủ các loại axit amin không thay thế (threonin, valin, methionin, phenylalanin, isolơxin, lơxin, lyzin) thiếu triptophan vì loại axit amin này bị phân huỷ bởi HCl. So sánh thành phần các axit amin giữa các dòng chọn lọc và giống gốc so với tiêu chuẩn của FAO [ 32], đƣợc thể hiện ở hình 3.4.

Hàm lƣợng các loại axit amin không thay thế threonin, valin, phenylalanin, lơxin ở các dòng chọn lọc và giống gốc so với tài liệu của FAO đã công bố chiếm tỉ lệ cao hơn. Một số axit amin không thay thế methionin, isolơxin, lyzin ở các dòng chọn lọc có tỉ lệ thấp hơn so với tiêu chuẩn của FAO [32].
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Hình 3.4. Biểu đồ so sánh hàm lƣợng 7 loại axit amin không thay thế trong hạt các dòng chọn lọc, giống gốc và của FAO
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· Nhận xét về chất lƣợng gạo của các dòng chọn lọc và giống gốc

· Hàm lƣợng protein, đƣờng tan và lipit của hầu hết các dòng chọn lọc có xu

hƣớng tăng cao hơn so với giống gốc. Tất cả các dòng chọn lọc đều có hàm lƣợng protein cao hơn so với giống gốc từ 0,99% đến 10,58%. Dòng R4.05 có hàm lƣợng protein cao nhất, đạt 9,10% (tăng so với giống gốc 10,58%). Hàm lƣợng đƣờng tan các dòng chọn lọc tăng hơn so với các giống gốc từ 1,27% đến 13,58%, cao nhất là dòng R4.05 đạt 1,98% (tăng 13,58% so với giống gốc).

· Các dòng chọn lọc và giống gốc không có sự sai khác về thành phần protein dự trữ, nhƣng hàm lƣợng một số loại protein có sự thay đổi so với giống

gốc.

· Phân tích thành phần axit amin trong protein dự trữ của hạt đã xác định đƣợc sự có mặt của 17 loại axit amin với hàm lƣợng khác nhau, bao gồm có các axit amin không thay thế nhƣ threonin, valin, methionin, phenylalanin, isolơxin, lơxin,

lyzin. Hàm lƣợng các axit amin tổng số trong hạt các dòng chọn lọc cao hơn so với giống gốc từ 1,93% đến 11,18%, cao nhất là dòng R4.05 hàm lƣợng axit amin tổng số đạt 8,65% (tăng so với đối chứng 11,18%).

3.3. Đánh giá khả năng chịu hạn của các dòng chọn lọc ở thế hệ R4

3.3.1. Đánh giá khả năng chịu hạn của các dòng chọn lọc ở mức độ mô sẹo

3.3.1.1. Thăm dò khả năng tạo mô sẹo và tái sinh cây

Để đánh giá khả năng thích ƣ́ng của các giống nghiên cƣ́u trong hệ thống nuôi cấy in vitro, chúng tôi đã tiến hành thăm dò khả năng tạo mô sẹo và tái sinh cây của các dòng chọn lọc và giống gốc. Kết quả đƣợc thể hiện qua bảng 3.6.

Kết quả ở bảng 3.6 cho thấy, các dòng chọn lọc và giống gốc đều có khả năng tạo mô sẹo sau 3 tuần và tái sinh cây sau 6 tuần. Tuy nhiên tỷ lệ tạo mô sẹo và tái sinh cây của các dòng chọn lọc và giống gốc là khác nhau .

Tỉ lệ tạo mô sẹo của các dòng chọn lọc và giống gốc dao động từ 84,66% đến 90,43%, tỉ lệ tạo mô sẹo dao động từ 27,03% đến 35,48%. Dòng R4.05 có tỉ lệ tạo mô sẹo cao nhất (90,03%), giống CR203 có tỉ lệ tạo mô sẹo thấp nhất (84,66%). Dòng R4.05 có tỉ lệ tái sinh cao nhất (35,48%), giống KD có tỉ lệ tạo tái sinh thấp
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nhất (21,43%). Nhƣ vậy tất cả các dòng chọn lọc và giống gốc đều đáp ƣ́ng cho các nghiên cƣ́u tiếp theo liên quan đến nuôi cấy in vitro.

Bảng 3.6. Thăm dò khả năng tạo mô sẹo và tái sinh cây của

các dòng chọn lọc và giống gốc

	TT
	Dòng chọn lọc và
	Tỷ lệ tạo mô sẹo
	Tỷ lệ tái sinh cây

	
	giống gốc
	(%)
	(%)

	
	
	
	

	
	
	
	

	1
	KD gốc
	89,88
	21,43

	2
	R4.04
	89,37
	29,41

	3
	R4.05
	88,76
	35,48

	4
	R4.06
	88,48
	27,03

	5
	R4.07
	90,43
	33,33

	6
	CR203 gốc
	84,66
	28,57

	7
	R4.11
	90,19
	31,03
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Hình 3.5. Khả năng tạo mô sẹo và tái sinh cây của các dòng chọn lọc và giống gốc
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3.3.1.2. Mức độ mất nước của mô sẹo các dòng chọn lọc và giống gốc

Để đánh giá khả năng chịu hạ n của các các dòng chọn lọc và giống gốc ở mƣ́c độ mô sẹo chúng tôi tiến hành xác định các chỉtiêu về mƣ́c độ mất nƣớc , khả năng chịu mất nƣớc và tái sinh cây của mô sẹo các dòng chọn lọc và giống gốc sau xƣ̉ lý thổi khô bằng luồng khí vô trùng của box cấy .

Sau khi xử lý thổi khô mô sẹo ở các ngƣỡng thời gian 0, 2, 4, 6, 8 giờ liên tục bằng luồng khí vô trùng của box cấy, theo dõi mức độ mất nƣớc của mô sẹo của các giống lúa nghiên cứu chúng tôi thu đƣợc kết quả ở hình 3.6.

Kết quả cho thấy, độ mất nƣớc của mô sẹo tăng theo thời gian xƣ̉ lý thổi khô ở tất cả các dòng chọn lọc và giống gốc . Sau 2 giờ thổi khô lƣợng nƣớc của các dòng chọn lọc và các giống gốc đều giảm nhanh chóng (52,42% - 65,05%), dòng R4.05 có độ mất nƣớc nhỏ nhất (52,42%), giống KD có độ mất nƣớc cao nhất (65,05%). Sau 4 giờ thổi khô lƣợng nƣớc vẫn tiếp tục giảm ở các dòng chọn lọc và giống gốc từ 72,71% đến 80,24%. Sau 6 đến 8 giờ thổi khô tốc độ mất nƣớc giảm và đạt đến độ tối đa. Sau 8 giờ thổi khô , dòng R 4.05 có độ mất nƣớc nhỏ nhất (77,28%), tiếp đến là dòng R4.04 (79,34%), dòng R3.11 là (79,55%), giống CR203 độ mất nƣớc cao nhất (82,56%). Kết quả chúng tôi thu đƣợc cũng tƣơng tƣ̣ nhƣ kết quả của các tác giả khi chọn dòng tế bào chịu thổi khô ở thuốc lá [14], ở lúa [18].
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Hình 3.6. Tốc độ mất nƣớc của mô sẹo các dòng chọn lọc và giống gốc

sau xử lý thổi khô
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3.3.1.3. Khả năng chịu mất nước của mô sẹo

Khả năng chịu mất nƣớc của mô sẹo đƣợc đánh giá thôn g qua tỷ lệ sống sót của mô sẹo sau thời gian nuôi phục hồi 3 tuần. Theo dõi khả năng phục hồi của mô sẹo sau khi xử lý thổi khô đƣợc cấy trên môi trƣờng tái sinh cây chúng tôi thấy , sau 2-3 ngày nuôi phục hồi những mô sống só t đã hút nƣớc và sinh trƣởng bình thƣờng . Nhƣ̃ng mô sống sót có màu trắng ngà, sau 3 tuần kích thƣớc khối mô sẹo đã lớn hơn so với khối mô lúc đầu đem xƣ̉ lý . Nhƣ̃ng mô bịchết có màu đen hoặc màu trắng , kích thƣớc không thay đổi. Những tế bào có khả năng chịu mất nƣớc trong điều kiện thiếu nƣớc cực đoan là những tế bào có khả năng chống chịu tốt 18. Tỷ lệ sống sót của mô sẹo sau xử lý thổi khô là một trong những chỉ tiêu để đánh giá khả năng chịu hạn của các giống. Tỷ lệ sống sót của mô sẹo các giống đƣợc thể hiện ở hình 3.7.
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Hình 3.7. Khả năng sống sót của mô sẹo sau khi xử lý thổi khô

Kết quả ở hình 3.7 cho thấy, tỷ lệ sống sót của mô sẹo tỷ lệ nghịch với th ời gian xƣ̉ lý thổi khô . Thời gian xƣ̉ lý thổi khô càng dài tỷ lệ sống sót của mô sẹo càng giảm . Sau 2 giờ thổi khô dòng R4.05 có nguồn gốc từ giống KD tỉ lệ sống sót là 92,86%, đến 6 giờ là 13,33%. Ngƣợc lại, giống KD lại có khả năng sống sót của mô sẹo thấp hơn qua các ngƣỡng xử lý 2, 4, 6, 8 giờ thổi khô là 68,75%, 31,25%, 6,67%, 2,22%. Riêng dòng R4.04 có tỷ lệ sống sót ở ngƣỡng 8 giờ cao nhất (5,88%). Sau 8 giờ thổi khô dòng R4.11 có tỉ lệ sống sót là 4,17%, trong khi đó giống đối chứng CR203 lại không có mô sẹo nào sống sót. Những nghiên cứu ở lúa,
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thuốc lá cho thấy tỷ lệ sống sót của tế bào sau khi bị xử lý bởi các điều kiện cực đoan là một chỉ tiêu đánh giá sức chịu đựng của tế bào, làm cơ sở cho việc xác định ngƣỡng chọn dòng tế bào chống chịu [3]; [18]; [20].

3.3.1.4. Khả năng tái sinh cây từ mô sẹo sau khi xử lý mất nước

Khả năng tái sinh cây sau 6 tuần nuôi của các mô sẹo sống sót sau khi xƣ̉ lý mất nƣớc đƣợc trình bày ở hình 3.8.

Kết quả trên cho thấy, trên môi trƣờng phục hồi và tái sinh mô sẹo sống sót sau 2, 4, 6, giờ thổi khô hầu hết các dòng chọn lọc đều có khả năng tái sinh cây cao hơn so với giống gốc sau 6 tuần nuôi cấy . Sau 8 giờ thổi khô các dòng chọn lọc và giống gốc đều không có khả năng tái sinh. Dòng R4.05 có nguồn gốc từ giống KD có tỉ lệ tái sinh cao nhất ở các ngƣỡng thời gian xử lí thổi khô. Ở ngƣỡng 2 giờ thổi khô dòng R4.05 có tỉ lệ tái sinh cao nhất (42,86%), tiếp đến dòng R4.04 (34,63%), giống đối chứng KD có tỉ lệ tái sinh là 18,75%. Dòng R4.11 có tỉ lệ tái sinh là 33,33% cao hơn so với đối chứng (25,81%). Ở ngƣỡng 6 giờ thổi khô giống KD không có tỉ lệ tái sinh, dòng R4.05 có tỉ lệ tái sinh là 6,67% tiếp đến là dòng R4.04 (5,71%), dòng R4.11 (4,00%).
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Hình 3.8. Khả năng tái sinh cây tƣ̀ mô sẹo sau khi xƣ̉ lý thổi khô

· Nhận xét về khả năng chịu hạn ở mƣ́c độ mô sẹo

· Các dòng chọn lọc và giống gốc đều có khả năng tạo mô sẹo tƣ̀ hạt và tái sinh cây đáp ƣ́ng cho nghiên cƣ́u tiếp liên quan đến nuôi cấy in vitro.
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- Mô sẹo của dòng chọn lọc và giống gốc đều bịmất nƣ ớc nhanh khi xử lý thổi khô ở ngƣỡng thời gian 2, 4 giờ.

· Khả năng chịu mất nƣớc của các dòng chọn lọc ở các ngƣỡng thời gian xử lý thổi khô đều cao hơn so với giống gốc.

· Mô sẹo của các giống sau xƣ̉ lý thổi khô đều còn giƣ̃ đƣợc khả năng tái sinh cây. Dòng R4.05 có nguồn gốc từ giống KD có tỉ lệ tái sinh cao nhất ở các ngƣỡng thời gian xử lí thổi khô.

3.3.2. Đánh giá khả năng chịu hạn của các dòng chọn lọc dƣới tác động của hạn nhân tạo ở giai đoạn cây mạ

3.3.2.1. Tỷ lệ thiệt hại của các dòng chọn lọc và giống gốc dưới tác động của hạn nhân tạo

Tỷ lệ thiệt hại của các dòng chọn lọc và giống gốc đƣợc xác định trên cơ sở theo dõi số cây héo, cây chết sau 3, 5, 7 ngày hạn, kết quả đƣợc trình bày ở bảng 3.7 và hình 3.9.

Bảng 3.7. Tỷ lệ thiệt hại ở giai đoạn cây mạ trong điều kiện gây hạn nhân tạo (%)

	Tên dòng/giống
	Hạn 3 ngày
	Hạn 5 ngày
	Hạn 7 ngày

	
	
	
	

	KD
	2,84
	15,04
	39,37

	R4.04
	2,65
	13,20
	34,51

	
	
	
	

	R4.05
	2,26
	10,83
	32,94

	R4.06
	3,26
	13,27
	37,57

	R4.07
	2,94
	12,96
	37,32

	CR203
	2,67
	14,25
	35,19

	
	
	
	

	R4.11
	2,94
	12,21
	31,07


Bảng 3.7 cho thấy, sau 3, 5, 7 ngày gây hạn tất cả các dòng chọn lọc và giống gốc đều chịu ảnh hƣởng của hạn, tỷ lệ thiệt hại do hạn gây ra tăng theo thời gian gây hạn. Sau 3 ngày gây hạn, lá non bắt đầu có hiện tƣợng quăn lại, còn thân và rễ không ảnh hƣởng gì. Sau 5 ngày hạn, mức độ ảnh hƣởng đó tăng lên rõ rệt.

Số hóa bởi Trung tâm Học liệu – Đại học Thái Nguyên


57

Đặc biệt sau 7 ngày, tất cả các dòng chọn lọc và giống gốc đều bị héo lá và số lƣợng cây bị chết cũng tăng lên cao.

Sau 3 ngày gây hạn dòng R4.06 có nguồn gốc từ giống KD có tỷ lệ thiệt hại cao nhất là 3,26% tăng 0,42% so với giống gốc (2,84%). Dòng R4.05 có nguồn gốc từ giống KD có tỷ lệ thiệt hại thấp nhất sau 3, 5, 7 ngày gây hạn tăng từ 2,26% - 32,94%. Sau 3 ngày gây hạn dòng R4.11 có nguồn gốc từ CR203 có tỷ lệ thiệt hại là 2,94% tăng 0,27% so với đối chứng (2,67%). Sau hạn 5 ngày, dòng R4.05 có tỷ lệ thiệt hại thấp nhất là 10,83% thấp hơn 4,21% so với đối chứng (15,04%). Dòng R4.11 có nguồn gốc từ CR203 sau 5 ngày gây hạn tỷ lệ thiệt hại là 12,21% giảm 2,21% so với đối chứng (14,25%). Sau 7 ngày gây hạn, dòng R4.05 có tỷ lệ thiệt hại thấp nhất là 32,94% giảm 6,43% so với đối chứng(39,37%). Sau 7 ngày gây hạn dòng R4.04 có tỷ lệ thiệt hại là 34,51% giảm 4,86% so với đối chứng (39,37%). Sau 7 ngày gây hạn tỷ lệ thiệt hại của dòng R4.11 có nguồn gốc từ CR203 là 31,07% giảm 4,12% so với đối chứng (35,19%).
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Hình 3.9. Biểu đồ biểu diễn tỷ lệ thiệt hại do hạn gây ra sau 3, 5, 7 ngày hạn Biểu đồ biểu diễn tỷ lệ thiệt hại do hạn chứng tỏ tỷ lệ thiệt hại do hạn tăng

dần theo thời gian gây hạn. Tỷ lệ thiệt hại là chỉ số biểu hiện độ mất nƣớc của cây trong thời gian gây hạn, do đó chỉ số này càng cao thì độ mất nƣớc của các dòng chọn lọc càng lớn và ngƣợc lại. Do vậy các dòng có tỷ lệ thiệt hại cao thì khả năng
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chịu hạn của cây kém. Sau 7 ngày gây hạn thì tỷ lệ thiệt hại thấp nhất là dòng R4.05 (32,94%), tiếp đến là dòng R4.04 (34,51%) có nguồn gốc từ KD. Dòng có tỷ lệ thiệt hại cao nhất sau 7 ngày gây hạn là R4.06 (37,57%).

3.3.2.2. Chỉ số chịu hạn tương đối

Tính chống chịu của cây trồng nói chung và khả năng chịu hạn nói riêng là tính trạng đa gen. Vì vậy, chúng tôi tiến hành phân tích các chỉ tiêu khác nhau, nhƣ tỷ lệ cây không héo, tỷ lệ cây hồi phục, tỷ lệ khối lƣợng khô của rễ/thân lá trƣớc và sau khi xử lý hạn ở các ngƣỡng hạn 3, 5, 7 ngày. Kết quả đƣợc trình bày ở bảng 3.8 và hình 3.10.

Bảng 3.8. Chỉ số chịu hạn của các dòng chọn lọc thế hệ R4

	Tên mẫu
	KD
	R4.04
	R4.05
	R4.06
	R4.07
	CR203
	R4.11

	chỉ số
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	%CKH sau
	91,49
	90,21
	93,22
	90,21
	91,18
	91,10
	91,18

	3 ngày hạn
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	%HP sau 3
	97,30
	100,00
	100,00
	94,44
	91,11
	95,00
	98,00

	ngày hạn
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	%CKH sau
	76,88
	78,49
	82,10
	78,35
	76,67
	75,29
	81,11

	5 ngày hạn
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	%HP sau 5
	80,95
	90,00
	93,33
	88,89
	86,67
	83,00
	87,77

	ngày hạn
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	%CKH sau
	26,58
	28,05
	33,63
	29,44
	29,32
	30,02
	35,60

	7 ngày hạn
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	%HP sau 7
	43,40
	45,78
	47,36
	46,39
	44,59
	45,99
	52,38

	ngày hạn
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	T trƣớc gây
	83,33
	85,11
	84,44
	80,00
	82,50
	71,15
	77,55

	hạn hạn
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	T sau 3 ngày
	46,67
	77,78
	70,64
	72,65
	60,78
	56,14
	62,50

	hạn
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	T sau 5 ngày
	65,83
	88,37
	71,62
	78,75
	69,12
	59,52
	66,18

	hạn
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	T sau 7 ngày
	88,46
	122,86
	113,33
	106,06
	95,31
	93,94
	108,33

	hạn
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	Chỉ số
	7682,12
	10285,02
	9697,60
	9148,95
	8223,66
	7724,96
	9004,75

	CHTĐ Sn
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Từ kết quả ở bảng 3.8 chúng tôi tính toán đƣợc chỉ số chịu hạn tƣơng đối của các dòng chọn lọc và giống gốc ở giai đoạn cây mạ. Những dòng có chỉ số chịu hạn tƣơng đối càng lớn thì có khả năng chịu hạn càng cao và ngƣợc lại. Dòng R4.04 có nguồn gốc từ KD có khả năng chịu hạn tốt nhất với chỉ số Sn là 10285,02; tiếp đến là R4.05 có chỉ số là Sn là 9697,60; dòng R4.07 có khả năng chịu hạn kém nhất so với các dòng chọn lọc của KD (Sn = 8223,66) nhƣng vẫn cao hơn so với giống gốc KD (Sn = 7682,12). Dòng R4.11 có nguồn gốc từ CR203 với chỉ số Sn là 9004,75 có khả năng chịu hạn tốt hơn so với đối chứng (Sn = 7724,96).

Khả năng chịu hạn của các dòng và giống gốc còn đƣợc biểu diễn bằng đồ thị hình rada 10 chiều liên quan đến các tính trạng nghiên cứu ở các ngƣỡng thời gian xử lý khác nhau sau 3 ngày, 5 ngày, 7 ngày gây hạn. Hình 3.10 biểu diễn khả năng chịu hạn của các dòng chọn lọc và giống gốc cho thấy, giống R4.04 có khả năng chịu hạn tốt nhất (có diện tích hình rada lớn nhất). Dòng kém chịu hạn nhất là R4.07 (diện tích hình rada nhỏ nhất). Nhìn chung các dòng có khả năng chịu hạn cao hơn so với giống gốc KD và CR203 (diện tích hình rada của giống KD nhỏ nhất).
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Hình 3.10. Đồ thị biểu diễn khả năng chịu hạn của các dòng lúa chọn lọc thế hệ R4 (CKH: Cây không héo; HP: Hồi phục)
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· Nhận xét về khả năng chịu hạn của các dòng lúa chọn lọc và giống gốc ở giai đoạn cây mạ

· Các dòng chọn lọc và giống gốc có phản ứng khác nhau đối với hạn, biểu hiện ở tỷ lệ thiệt hại do hạn gây ra và chỉ số chịu hạn tƣơng đối ở giai đoạn cây non. Tỷ lệ thiệt hại của các dòng chọn lọc và giống gốc tăng dần theo thời gian xử lý hạn. Những dòng có tỉ lệ thiệt hại thấp thì chỉ số chịu hạn tƣơng đối cao và ngƣợc lại. Dòng chọn lọc R4.04 có chỉ số chịu hạn tƣơng đối cao nhất 10285,02, tiếp đến là dòng R4.05 có chỉ số chịu hạn 9697,60.

· Có sự phù hợp về kết quả đánh giá khả năng chịu hạn ở mức độ mô sẹo với kết quả đánh giá khả năng chịu hạn ở giai đoạn mạ 3 lá. Trong số các dòng chọn lọc có dòng R4.05 là có những đặc điểm trội hơn cả (thấp cây, năng suất cao, chất lƣợng gạo và khả năng chịu hạn tốt). Dựa vào các vấn đề đã nghiên cứu chúng tôi chọn ra dòng R4.05 để nghiên cứu sâu hơn nữa ở mức độ phân tử (phân lập và giải trình tự gen liên quan đến tính trạng thấp cây).

3.4. Phân lập và giải trình tự gen GA2ox1 ức chế sinh tổng hợp gibberellin

Qua nghiên cứu về đặc điểm nông học, hoá sinh và khả năng chịu hạn của các dòng lúa chọn lọc so với giống gốc ở thể hệ R3, R4 chúng tôi đã chọn ra dòng R4.05 có những đặc điểm nổi bật hơn cả (thời gian sinh trƣởng ngắn, chiều dài bông tăng, số nhánh hữu hiệu/khóm, số hạt chắc trên bông, khối lƣợng 1000 hạt và năng suất cao hơn so với đối chứng và các dòng khác), đặc biệt là dòng chọn lọc R4.05 có chiều cao cây thấp (93cm – 94cm) để tiến hành phân lập và giải trình tự gen liên quan đến tính trạng thấp cây.

Gen OsGA2ox1 điều khiển quá trình sinh tổng hợp gibberellin ở cây lúa, đây là gen liên quan đến tính trạng chiều cao cây. Trong nghiên cứu này chúng tôi tiến hành phản ứng PCR trên mẫu ADN đƣợc tách chiết từ dòng chọn lọc R4.05.

3.4.1. Kết quả tách chiết ADN tổng số của dòng chọn lọc R4.05

Kết quả kiểm tra chất lƣợng và xác định nồng độ ADN cho thấy mẫu ADN thu đƣợc có chất lƣợng tốt. Quan sát sản phẩm điện di trên gel agarose cho thấy ADN tập trung một băng chính, không bị đứt gãy (hình 3.11). Đo OD 260nm và
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280nm, chúng tôi đã xác định đƣợc hàm lƣợng ADN trong dung dịch là 371,7ng/ml và tỉ lệ OD260/OD280 là 1,86.


Hình 3.11. Kết quả điện di kiểm tra ADN tổng số của dòng R4.05

Nhƣ vậy, kết quả tách chiết ADN từ lá lúa đã thu đƣợc mẫu ADN sạch và có trọng lƣợng phân tử lớn, đủ tiêu chuẩn để tiến hành các phản ứng tiếp theo.

3.4.2. Nhân gen GA2ox1 bằng kỹ thuật PCR

Dựa vào tài liệu nghiên cứu của tác giả Lê Xuân Đắc [7], chúng tôi đã sử dụng mồi đặc hiệu để nhân và phát hiện gen GA2ox1, chiều dài gen OsGA2ox1 trên NST số 5 là 5876 nucleotit từ vị trí 28748 đến 34623, trong đó đoạn gen chức năng bao gồm 3 exon tại các vị trí: exon1 có 443 nucleotit (28748…29190), exon2 có 427 nucleotit (33401…33827) và exon3 có 279 nucleotit (34345…34623). Nhƣ vậy chiếu dài của đoạn gen cấu trúc OsGAox1 là 1149 nucleotit và mã hoá cho 382 axit amin (Sakamoto & CS., 2001) [49].

Cặp mồi đặc hiệu nhân gen ký hiệu là EX2-3-F và  EX2-3-R [7] có trình tự:

Mồi xuôi:
EX2-3-F 5’CTCACTCTGTTGCAGTGCTATTG3’

Mồi ngƣợc:
EX2-3-R 5’CTATGCTTTTCCCTCACTGGCN3’

Nhiệt độ gắn mồi là 530C, kích thƣớc đoạn gen cần nhân ƣớc tính 1238nucleotit.

Chiều dài gen OsGA2ox1 là tƣơng đối lớn (5876 nucleotit), kết quả bƣớc đầu chúng tôi chỉ thành công nhân đoạn gen có chứa exon2 và exon3 khi sử dụng cặp mồi EX2-3-F và EX2-3-R.
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Hình 3.12. Kết quả PCR nhân gen GA2ox1 với cặp mồi EX2-3-F và EX2-3-R 1. Thang ADN chuẩn; 2. Dòng R4.05

Kết quả điện di sản phẩm PCR nhân đoạn gen GA2ox1 trên hình 3.12 cho thấy, ở mẫu nghiên cứu xuất hiện phân đoạn ADN đặc hiệu có kích thƣớc ƣớc tính khoảng 1,24kb, hàm lƣợng của sản phẩm đủ lớn để sử dụng cho việc tách dòng gen.

3.4.3. Biến nạp vector tái tổ hợp vào tế bào khả biến và chọn dòng plasmit tái tổ hợp mang gen GA2ox1

Sau khi tiến hành phản ứng PCR và chạy điện di trên gel agarose 1% để xác định băng có kích thƣớc khoảng 1,24kb, băng này đƣợc cắt và làm sạch ADN từ bản gel để thu sản phẩm ADN sạch. ADN có chứa đoạn gen GA2ox1 đƣợc gắn vào vector tách dòng pBT sử dụng bộ kit pGEM-T System (hình 3.13). Đây là vector cải biến từ vector pUC-18 đƣợc thiết kế tại Viện Công nghệ sinh học (Phan Trọng Hoàng & CS., 2005) [9].


Hình 3.13. Sơ đồ vector pBT đƣợc cải biến từ vector pUC18

Trộn lẫn vector pBT với sản phẩm PCR dƣới tác dụng của enzym T4 ligase, vector tái tổ hợp đƣợc tạo thành.
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Vector tái tổ hợp đƣợc biến nạp vào tế bào khả biến E.coli DH5α bằng phƣơng pháp sốc nhiệt. Sản phẩm biến nạp đƣợc nuôi phục hồi trong môi trƣờng LB đặc có bổ sung 100mg/l ampicillin (Ap) và X-gal 0,004‰, IPTG 100μM. Trên môi trƣờng chọn lọc này, các khuẩn lạc có chứa vector tái tổ hợp sẽ có màu trắng và các khuẩn lạc không chứa vector tái tổ hợp sẽ có màu xanh (hình 3.14).


Hình 3.14. Kết quả biến nạp vector tái tổ hợp và tế bào khả biến E.coli DH5α Những khuẩn lạc xanh xuất hiện là do vector pBT lac-operon hoạt động bình

thƣờng, không có đoạn gen lạ nào chèn vào, khi có chất cảm ứng của IPTG sẽ tổng hợp enzym  -galactosidase, enzym này sẽ chuyển hoá cơ chất X-gal thành hợp chất có màu xanh. Còn những khuẩn lạc trắng có thể là do nhận đƣợc plasmit mang lac operon không hoạt động. Chính vì vậy, khi có chất cảm ứng IPTG thì gen không tổng hợp enzym  -galactosidase và không xảy ra sự chuyển hoá X-gal. Lac operon bị bất hoạt là do đoạn ADN ngoại lai xen vào giữa promoter của operon gen lacZ. Chính vì vậy lac operon không thể điều khiển gen cấu trúc phiên mã, nên không có sự dịch mã thành enzym đƣợc. Các khuẩn lạc trắng mang plasmit tái tổ hợp đƣợc chọn bằng phƣơng pháp colony-PCR để phục vụ cho bƣớc tiếp theo.

Chúng tôi chọn 3 khuẩn lạc trắng riêng rẽ để tiến hành phản ứng colony-PCR với cặp mồi pUC18, xác định khuẩn lạc có plasmit mang đoạn gen GA2ox1. Vì 2 mồi này nằm trên vector tách dòng có chiều dài 200bp, nên nếu khuẩn lạc có plasmit mang đoạn gen GA2ox1, thì sản phẩm PCR sẽ cho một băng có kích thƣớc khoảng 1,4kb. Sản phẩm colony-PCR đƣợc điện di kiểm tra trên gel agarose 0,8% (hình 3.15).
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Hình 3.15. Kết quả điện di sản phẩm colony-PCR

M. Thang ADN chuẩn 1kb; 1-3. Dòng R4.05

Kết quả điện di sản phẩm colony-PCR trên hình 3.15 cho thấy, sản phẩm colony-PCR của các khuẩn lạc đều cho kết quả dƣơng tính, các mẫu đều có một băng duy nhất kích thƣớc khoảng 1,4kb. Nhƣ vậy, kết quả bƣớc đầu đã chọn đƣợc dòng plasmit mang gen GA2ox1 tái tổ hợp. Các dòng mang plasmit có gen GA2ox1 đƣợc nhân lên để tách plasmit.

3.4.4. Tách chiết plasmit tái tổ hợp

Nuôi khuẩn lạc trắng đã chọn bằng colony-PCR mang gen GA2ox1 (có băng có kích thƣớc khoảng 1,4kb) trong 3ml môi trƣờng LB lỏng rồi tách phục vụ cho việc xác định trình tự. Tế bào đƣợc thu bằng cách ly tâm, rồi hoà tan trong TELT, lysozym đƣợc bổ sung nhằm phá vỡ màng tế bào vi khuẩn. Bổ sung izopropanol làm kết tủa ADN, protein. Làm sạch ADN bằng cồn 80%. Sau đó ủ với ARNase trong 2 giờ để loại hết ARN. Cuối cùng, plasmit tiếp tục đƣợc tinh sạch để đọc trình tự nucleotit. Plasmit tinh sạch đƣợc điện di kiểm tra trên gel agrarose 0,8%.

Kết quả điện di trên hình 3.16 cho thấy, các mẫu ADN plasmit tinh sạch đều có các băng rõ nét, đảm bảo chất lƣợng và số lƣợng để tiến hành đọc trình tự nucleotit của đoạn GA2ox1.
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Hình 3.16. Kết quả điện di plasmit tinh sạch chứa đoạn gen GA2ox1

Để khẳng định lại các plasmit cần tìm có gắn đoạn gen sản phẩm PCR hay không, chúng tôi đã chọn ADN plasmit đã tinh sạch của mẫu thí nghiệm để tiến hành cắt bằng enzym giới hạn BamHI ở 370C trong 2 giờ. Vị trí của enzym này trong vector là nằm ở hai đầu đoạn gắn. Theo lý thuyết, nếu phản ứng cắt enzym xảy ra thành công thì sẽ thu đƣợc 2 phân đoạn ADN có kích thƣớc khoảng 2700bp là của vector pBT và phần còn lại của gen GA2ox1 khoảng 1240bp.

Kết quả phân tích bằng enzym giới hạn cho thấy plasmit pBT tái tổ hợp mang đoạn ADN đã xen đƣợc vào, với kích thƣớc phân tử tƣơng đƣơng với sản phẩm PCR (hình 3.17).

Hình 3.17 cho thấy, sau khi phản ứng cắt bằng enzym giới hạn BamHI xảy ra và điện di trên gel agarose 0,8%, mẫu nghiên cứu có 2 băng, băng trên có kích thƣớc khoảng 2,7kb tƣơng ứng với kích thƣớc của vector, và băng dƣới có kích thƣớc khoảng 1,24kb tƣơng đƣơng với kích thƣớc của đoạn gen GA2ox1. Nhƣ vậy, đoạn gen GA2ox1 đã đƣợc tách dòng và đủ điều kiện để tiến hành đọc trình tự.


Hình 3.17. Kết quả điện di sản phẩm cắt plasmit tái tổ hợp bằng enzym BamHI 1. Thang ADN chuẩn; 2. Dòng R4.05
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3.4.5. Kết quả đọc trình tự nucleotit đoạn gen GA2ox1

Tiến hành xác định trình tự nucleotit của gen GA2ox1 ở mẫu nghiên cứu dòng R4.05 trên máy xác định trình tự tự động theo cả chiều xuôi và chiều ngƣợc. Kết quả xác định trình tự đƣợc xử lý bằng phần mềm DNAstar và BioEdit.

Kết quả phân tích trình tự gen ở dòng R4.05, đoạn gen GA2ox1 tách dòng đƣợc có kích thƣớc đúng so với dự tính (hình 3.18). So sánh trình tự này với dữ liệu có trong NCBI, cho thấy đây chính là trình tự gen mã hoá cho enzym GA2-oxidase của GA2ox1. Đoạn gen tách dòng đƣợc có chiều dài 1238 nucleotit, chứa exon2 và exon3 với tổng số 706 nucleotit, mã hoá cho 234 axit amin, số nucleotit thuộc intron là 532. Nhƣ vậy, nghiên cứu này đã bƣớc đầu thành công trong việc tách dòng và xác định trình tự gen GA2ox1 ở dòng R4.05.

3.4.6. So sánh trình tự nucleotit của gen GA2ox1 giữa dòng R4.05 với các giống đã công bố

Dựa vào kết quả giải trình tự của R4.05 chúng tôi so sánh với trình tự gen của các giống Tám xoan Hải Hậu và TĐB06 đã đƣợc công bố trên Genbank. Hai trình tự gen GA2ox1 đã đăng ký bản quyền trên ngân hàng gen thế giới với mã số là EF164903 (của giống TĐB06) và EF164904 (của giống Tám xoan) [7]. Kết quả cho thấy có 11 vị trí sai khác giữa các giống lúa (bảng 3.19).

Bảng 3. 9. Thống kê các nucleotit sai khác giữa dòng R4.05 với các giống đã công bố trên Genbank

	
	STT
	Vị trí
	Tám xoan Hải Hậu
	TĐB06
	R405
	

	
	1
	418
	T
	C
	C
	

	
	2
	426
	C
	T
	T
	

	
	3
	519
	A
	A
	T
	

	
	4
	713
	A
	G
	G
	

	
	5
	803
	G
	A
	A
	

	
	6
	893
	A
	G
	G
	

	
	7
	922
	C
	C
	T
	

	
	8
	1032
	A
	G
	A
	

	
	9
	1198
	T
	A
	A
	

	
	10
	1215
	C
	A
	A
	

	
	11
	1217
	C
	G
	T
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Giữa 3 giống so sánh trình tự nucleotit cho thấy có sự tƣơng đồng cao (99,3% - 99,7%), sự sai khác ở 11 vị trí. Trong đó TĐB06 và R4.05 có độ tƣơng đồng là 99,7%, khác nhau ở 4 vị trí ( 519, 922, 1032 và 1217). Giữa Tám xoan Hải hậu và R4.05 tƣơng đồng là 99,3% và khác nhau ở 10 vị trí (418, 426, 519, 713, 803, 893, 922, 1198, 1215 và 1217) (bảng 3.9, 3.10, hình 3.18).

Bảng 3.10. So sánh mức độ tƣơng đồng đoạn gen GA2ox1 của dòng R4.05 với các giống đã công bố trên Genbank

	
	
	Giống
	
	Tám xoan Hải
	
	
	TĐB06
	
	R4.05
	

	
	
	
	
	Hậu
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	Tám xoan Hải Hậu
	
	100
	
	
	
	99,2
	
	99,3
	

	
	
	TĐB06
	
	
	
	
	
	100
	
	99,7
	

	
	
	R4.05
	
	
	
	
	
	
	
	100
	

	10
	20
	30
	40
	50
	
	60
	70
	80
	90
	100

	....||........
	|....|....|....
	|....
	|||............
	|....|....
	|....
	|....|....|....
	||........
	|....|....
	|

	Tam xoan
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


CTCACTCTGTTGCAGTGCTATTGTGAATGAGTACATTGAAGCCATGAAGAAGCTCGCATGTGAGATCCTGGACCTGTTAGGAGAGGGGCTAGGTCTCAAG TDB06

....................................................................................................

R405.

....................................................................................................

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| Tam xoan

GACCCCAGATACTTCAGCAAGCTTACCACAAACGCTGACAGTGACTGCCTCCTGAGGATCAACCACTACCCTCCATCATGCAACATTCACAAACTTGACC TDB06

....................................................................................................

R405.

....................................................................................................

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| Tam xoan

ATGATGACCAATGCAATATCAAGAGCCTTGTTAGCACCAAGGCTAGCAATGGTGGGAATCTGATGGCAGGTGGGCGCATTGGGTTCGGCGAGCACTCTGA TDB06

....................................................................................................

R405.

....................................................................................................

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Tam xoan

CCCGCAGATCCTTAGCTTGCTCCGAGCAAACGATGTGGAAGGGCTACAGGTGTTTGTGCCGGACCACGAGGGCAAGGAGATGTGGGTTCAGGTGCCATCG TDB06

....................................................................................................

R405.

....................................................................................................

	
	410
	
	420
	
	430
	
	440
	
	450
	
	460
	
	470
	
	480
	
	490
	
	500

	....|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|

	Tam xoan
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	GACCCATCGGCCATTTTTGTCAATGCTGGTGATGTCCTCCAGGTAGTCACAGTAAATGACTAGAGCAAAAAAAAACAGCATTACATATATCAGAATAAGG

	TDB06
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	........
	.........
	C......
	.
	T............
	.....................................
	.............
	..........
	..

	R405.
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	........
	.........
	C......
	.
	T............
	.....................................
	.............
	..........
	..

	
	510
	
	520
	
	530
	
	540
	
	550
	
	560
	
	570
	
	580
	
	590
	
	600

	....|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|

	Tam xoan
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	



TTTACTATTATCAAAAGAAATTATTTCATAGATTATAAAAGGACCGCAAAGAAATTATTTCATAGATTATAAAAGGACCGCATTGACTATCATATGATTT
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TDB06

....................................................................................................

R405.

..................T.................................................................................

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| Tam xoan

ACAAATTATGTGGCTTTCTTCCAGTTATTCATAAAAAATGTTTCTTTGCTCACTGCAAAACACACAGGAAAGTAATATATATTTAATCATTTGATTCATA TDB06

....................................................................................................

R405.

....................................................................................................

	
	710
	
	720
	
	730
	
	740
	
	750
	
	760
	
	770
	
	780
	
	790
	
	800

	....|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|

	Tam xoan
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	AGGCTGCAGCACTACTGAACAATGTTTCTTTTGTCAAAAAAAATGCAACACTGATATGTTTGTTATTTTCAGACTCAAATTCATTGTATTGCTGCAATTC

	TDB06
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	........
	.....
	G..........
	....
	............................................................
	....
	........

	R405.
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	........
	.....
	G..........
	....
	............................................................
	....
	........

	
	810
	
	820
	
	830
	
	840
	
	850
	
	860
	
	870
	
	880
	
	890
	
	900

	....|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|

	Tam xoan
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	TTGCCAGCTGACAAAAAAATCTCTTTCTATCCTGCAACTACCGCTGTTTTACTCAACTTAAAAAAACAAATCACTAAAACATGATGCTGTAAACCTGGAC

	TDB06
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	..A.....
	...........
	.........
	..........
	..................................................
	....
	G.....
	..

	R405.
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	..A.....
	...........
	.........
	..........
	..................................................
	....
	G.....
	..

	
	910
	
	920
	
	930
	
	940
	
	950
	
	960
	
	970
	
	980
	
	990
	
	1000

	....|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|



Tam xoan

ATAGTTTTGCATTCCTGACATTCTTCGGCTTATCCTTTCTTTGGCCTTTATTTCTTCAGGCTCTGACAAATGGGAGGCTGATAAGTATCCGGCACAGGGT TDB06

.....................C..............................................................................

R405.

....................................................................................................

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Tam xoan


AATTGCAACCGCCTGCAGGCCAAGGCTGTCCACAATATACTTCGCATCACCACCCCTGCATGCACGAATCTCGGCACTCCCAGAGACAATCACAGCCAGC TDB06

...............................G....................................................................

R405.

....................................................................................................

1110



1120



1130



1140



1150



1160



1170



1180



1190



1200

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|


Tam xoan

AGCCCACGCCGATACCGATCATTCACCTGGGCTGAGTACAAGACGACAATGTACTCACTCCGCCTGAGCCACAGCCGCCTAGAACTCTTCAAAATTGTCG

TDB06

.................................................................................................A..

R405.

.................................................................................................A..

1210



1220



1230

....|....|....|....|....|....|....|...


Tam xoan ATGATGACAGCGACCACGCCAGTGAGGGAAAAGCATAG

TDB06



..............A.G.....................

R405.



..............A.T.....................

Hình 3.18. Trình tự nucleotit đoạn gen GA2ox1 tách dòng đƣợc của dòng R4.05 so

với các giống đã công bố trên Genbank

Tam xoan: Trình tự của giống tám xoan Hải Hậu trên Genbank

TDB06: Trình tự của giống TĐB06 trên Genbank

R4.05: Trình tự của dòng R4.05

Số hóa bởi Trung tâm Học liệu – Đại học Thái Nguyên


69

3.4.7. So sánh trình tự axit amin giữa dòng R4.05 với các giống đã công bố

Sử dụng trình tự đoạn gen GA2ox1 đã tách dòng đƣợc sau khi loại bỏ phần intron, ghép các phần exon đã thu đƣợc đoạn gen cấu trúc của gen GA2ox1 có tổng số 706 nucleotit. Sử dụng phần mềm BioEdit dịch mã giả thuyết đoạn gen này sang protein, kết quả thu đƣợc 234 axit amin (hình 3.19).

Khi so sánh, tổng hợp các vị trí axit amin sai khác về trình tự axit amin của dòng R4.05 so với giống Tám xoan và TĐB06, kết quả đƣợc trình bày trong bảng 3.11. Kết quả so sánh trình tự axit amin giữa giống Tám xoan Hải Hậu và dòng R4.05 cho thấy, có 3 vị trí sai khác nhau (137, 222, 228). Khi so sánh giữa giống TĐB06 với R4.05 có 2 vị trí sai khác (167 và 128).

Nhƣ vậy, khi so sánh với giống Tám xoan Hải Hậu ta thấy, trình tự nucleotit của gen GA2ox1 của dòng R4.05 có sự sai khác nhiều hơn so với giống TĐB06 (10 vị trí – 4 vị trí). Tƣơng tự nhƣ vậy, trình tự axit amin của dòng R4.05 có 4 vị trí sai khác so với giống Tám xoan Hải Hậu, so với giống TĐB06 có 2 vị trí sai khác. Có thể sự sai khác trình tự nucleotit dẫn đến thay đổi một số axit amin làm cho enzym GA2-oxidase-1 kém hoạt động hoặc bất hoạt gây nên kìm hãm quá trình sinh tổng hợp giberelin. Đây có thể là một trong những nguyên nhân tạo ra giống lúa thấp cây. Giống lúa TĐB06 có chiều cao cây 90cm - 110cm, Tám xoan Hải Hậu có chiều cao 150cm [7], Dòng R4.05 có chiều cao 93cm - 95cm.

Bảng 3.11. So sánh sự sai khác về axit amin ở một số vị tri giữa dòng R3.05 với các giống đã công bố trên Genbank

	STT
	Giống
	Tám xoan
	TĐB06
	R4.05

	
	Vị trí
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	1
	137
	A
	V
	V

	
	
	
	
	

	2
	167
	T
	A
	T

	
	
	
	
	

	3
	222
	V
	D
	D

	
	
	
	
	

	4
	228
	H
	K
	N
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	10
	
	
	20
	
	
	30
	
	40
	
	50
	
	60
	
	
	
	70
	
	80
	
	

	
	
	
	
	
	
	....|
	....
	|....
	|....
	|....
	|
	....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	

	Tam xoan
	
	
	
	
	
	
	GCTATTGTGAATGAGTACATTGAAGCCATGAAGAAGCTCGCATGTGAGATCCTGGACCTGTTAGGAGAGGGGCTAGGTCTCAAG

	
	
	
	
	
	
	
	
	A  I  V  N  E  Y  I  E  A  M  K  K  L  A  C  E  I  L  D  L  L  G  E  G  L  G  L  K
	

	TDB06
	
	
	
	
	
	
	.
	....
	......
	..
	............
	........
	.....
	.....
	....................
	....................
	..

	
	
	
	
	
	
	
	
	A  I  V  N  E  Y  I  E  A  M  K  K  L  A  C  E  I  L  D  L  L  G  E  G  L  G  L  K
	

	R405.
	
	
	
	
	
	.....................................................................................

	
	
	
	
	
	
	
	
	A  I  V  N  E  Y  I  E  A  M  K  K  L  A  C  E  I  L  D  L  L  G  E  G  L  G  L  K
	

	
	
	90
	
	
	100
	
	
	110
	
	120
	
	
	130
	
	140
	
	150
	
	160
	
	
	
	170
	
	180
	

	
	|....
	|....
	|....
	|
	....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	

	Tam xoan
	GACCCCAGATACTTCAGCAAGCTTACCACAAACGCTGACAGTGACTGCCTCCTGAGGATCAACCACTACCCTCCATCATGCAACATTCACAAACTTGACC

	
	D  P  R  Y  F  S  K  L  T  T  N  A  D  S  D  C  L  L  R  I  N  H  Y  P  P  S  C  N  I  H  K  L  D
	

	TDB06
	.......
	.......
	..
	....
	........
	............
	.............
	.....
	....................
	....................
	..

	
	D  P  R  Y  F  S  K  L  T  T  N  A  D  S  D  C  L  L  R  I  N  H  Y  P  P  S  C  N  I  H  K  L  D
	

	R405.
	....................................................................................................

	
	D  P  R  Y  F  S  K  L  T  T  N  A  D  S  D  C  L  L  R  I  N  H  Y  P  P  S  C  N  I  H  K  L  D
	

	
	
	190
	
	
	
	200
	
	210
	
	220
	
	
	230
	
	240
	
	250
	
	260
	
	
	
	270
	
	280
	
	

	
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	

	Tam xoan
	ATGATGACCAATGCAATATCAAGAGCCTTGTTAGCACCAAGGCTAGCAATGGTGGGAATCTGATGGCAGGTGGGCGCATTGGGTTCGGCGAGCACTCTGA

	
	H  D  D  Q  C  N  I  K  S  L  V  S  T  K  A  S  N  G  G  N  L  M  A  G  G  R  I  G  F  G  E  H  S  D

	TDB06
	....
	...
	.......
	..
	....
	....................
	.............
	.....
	....................
	.....
	...............
	..

	
	H  D  D  Q  C  N  I  K  S  L  V  S  T  K  A  S  N  G  G  N  L  M  A  G  G  R  I  G  F  G  E  H  S  D

	R405.
	....................................................................................................

	
	H  D  D  Q  C  N  I  K  S  L  V  S  T  K  A  S  N  G  G  N  L  M  A  G  G  R  I  G  F  G  E  H  S  D

	
	
	290
	
	
	
	300
	
	310
	
	320
	
	
	330
	
	340
	
	350
	
	360
	
	
	
	370
	
	380
	

	
	|....
	|....
	|....
	|
	....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	|....
	

	Tam xoan
	CCCGCAGATCCTTAGCTTGCTCCGAGCAAACGATGTGGAAGGGCTACAGGTGTTTGTGCCGGACCACGAGGGCAAGGAGATGTGGGTTCAGGTGCCATCG

	
	P  Q  I  L  S  L  L  R  A  N  D  V  E  G  L  Q  V  F  V  P  D  H  E  G  K  E  M  W  V  Q  V  P  S

	TDB06
	....
	...
	.......
	..
	....
	....................
	........
	..........
	....................
	....................
	..

	
	P  Q  I  L  S  L  L  R  A  N  D  V  E  G  L  Q  V  F  V  P  D  H  E  G  K  E  M  W  V  Q  V  P  S

	R405.
	....................................................................................................
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Hình 3.19. Trình tự nucleotit đoạn gen GA2ox1 và trình tự axit amin tƣơng ứng

của dòng R4.05 so với các giống đã công bố trên Genbank

Tam xoan: Trình tự của giống tám xoan Hải Hậu trên Genbank

TDB06: Trình tự của giống TĐB06 trên Genbank

R405: Trình tự của dòng R4.05
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· Nhận xét kết quả tách dòng gen GA2ox1 ở dòng R4.05

· Đã tách dòng và đọc trình tự gen GA2ox1 của dòng R4.05 dài 1238 nucleotit. So sánh với trình tự gen của giống Tám xoan Hải Hậu trên Genbank cho thấy, ở đoạn gen này có 10 vị trí sai khác (418, 426, 519, 713, 803, 893, 922, 1198, 1215 và 1217), mức độ tƣơng đồng là 99,3%. So sánh với giống TĐB06 trên Genbank có 4 vị trí sai khác (519, 922, 1032 và 1217), mức độ tƣơng đồng 99,7%.

· Đoạn mã hoá của gen GA2ox1 có tổng số 706 nucleotit, tƣơng ứng với 234

axit amin. So sánh trình tự axit amin giữa giống Tám xoan Hải Hậu và dòng R4.05 cho thấy, giữa 2 giống có 3 vị trí sai khác nhau (137, 222, 228), so sánh giữa giống TĐB06 với dòng R4.05 có 2 vị trí sai khác (167 và 128).
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KẾT LUẬN VÀ ĐỀ NGHỊ

KẾT LUẬN

1. Đánh giá đặc điểm nông học của các dòng chọn lọc và giống gốc ở thế hệ R3 và R4, các dòng chọn lọc có nhiều đặc điểm nổi bật hơn so với giống gốc (chiều cao cây cao, chiều dài bông, số nhánh hữu hiệu/khóm, khối lƣợng 1000 hạt...). Mức độ biến động của nhiều tính trạng nông học có sự ổn định trong thế hệ R3, R4 cho phép rút ngắn thời gian chọn lọc.

2. Hàm lƣợng protein, đƣờng tan và lipit của hầu hết các dòng chọn lọc có xu hƣớng

tăng cao hơn so với giống gốc. Các dòng chọn lọc và giống gốc không có sự sai khác về thành phần protein dự trữ, nhƣng hàm lƣợng một số loại protein có sự thay đổi so với giống gốc. Hàm lƣợng các axit amin tổng số trong hạt các dòng chọn lọc cao hơn so với giống gốc từ 1,93% đến 11,18%.

3. Đánh giá khả năng chịu hạn của các dòng chọn lọc ở mức độ mô sẹo cho thấy

phần lớn các dòng chọn lọc đã có sự gia tăng khả năng chịu hạn. Đặc biệt là các dòng R4.04, R4.05 có nguồn gốc từ giống KD.

4. Các dòng chọn lọc và giống gốc có phản ứng khác nhau đối với hạn, tỷ lệ thiệt hại của các dòng chọn lọc và giống gốc tăng dần theo thời gian xử lý hạn. Dòng R4.04 và R4.05 có chỉ số chịu hạn tƣơng đối cao nhất 10285,02 và 9697,605.

5. Đã tách dòng và xác định đƣợc trình tự đoạn gen GA2ox1 có kích thƣớc 1238 nucleotit ở dòng chọn lọc R4.05. Đoạn gen cấu trúc này có kích thƣớc 706

nucleotit mã hoá cho 234 axit amin.

6. Xác định đƣợc 11 vị trí sai khác của đoạn gen GA2ox1 ở dòng R4.05 so với giống Tám xoan Hải Hậu và giống TĐB06 đã đƣợc công bố trên Genbank. Trong số 234 axit amin đƣợc mã hoá từ gen GA2ox1 thì xác định 4 vị trí sai khác so với Tám xoan Hải Hậu và giống TĐB06.

7. Từ các dòng chọn lọc qua 4 thế hệ đã chọn đƣợc 2 dòng nổi bật R4.04 và R4.05 với đặc điểm năng suất cao, hàm lƣợng protein, đƣờng tan, axit amin liên kết trong hạt cao, khả năng chịu hạn cao hơn so với giống gốc.
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ĐỀ NGHỊ

1. Tiếp tục theo dõi dòng chọn lọc R4.04 và R4.05 ở các thế hệ tiếp theo để đƣa vào khảo nghiệm.

2. Tiếp tục nghiên cứu về gen GA2ox1 nhằm tìm hiểu về vai trò của GA2ox1 và khả năng ứng dụng trong công tác tạo giống cây trồng.
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8. Trần Kim Đổng, Nguyễn Quang Phổ, Lê Thị Hoa (1991) Giáo trình sinh lý cây trồng, Nxb Đại học và giáo dục chuyên nghiệp, Hà Nội

9. Phan Trọng Hoàng, Nông Văn Hải, Lê Trần Bình, Chu Hoàng Hà (2005), “Sử dung enzym XcmI để thiết kế vector pBT phục vụ tách dòng và đọc trình tự gen”, Tạp chí Công nghệ Sinh học 3(4): tr.459-463.
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