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1. PAT VAN PE

Lia c6 tdm quan trong séng con do6i véi doi séng cua hon mét nia
dan s6 thé gidi. Trong ba thap ky gin day, thanh tuu néi bat trong
néng nghiép Trung Quéc 14 st dung rong rai lia lai F1 trong san xuét.
Lua lai da dat nang suit cao hon lda thudng 20% trong nhiéu nam
trén pham vi toan quéc. Chi véi 7% dién tich trong trot so véi toan thé
gidi, Trung Quéc da san xuat du luong thuc nubi séng 22% nhén loai [7].

Viét Nam bét ddu nghién ctu lda lai ti nhitng nam 1980. Nhiing
nam gan day, nudc ta da nhap mot s6 t6 hop laa lai cia Trung Quéc.
Trung tdm nghién ctu laa lai cia Viét Nam va mét s6 Vién, Trudng
Dai hoc dang dam trach viéc tao ra cac t6 hop lia lai ctia Viét Nam c6
nhiing tinh trang qui dé ngay cang dap tng dude nhu cau tiéu dung
trong nude va xuat khau.

Muén dat duge nhiing tinh trang mong muén nhu ning suit, tinh
chéng chiu, kha nang thich nghi, chat lugng sdn ph4m va nhan to hinh
thai c6 lién quan, thi viéc chon b6 me cho chuong trinh lai cé vai trd
quyét dinh su thanh céng trong chon, tao con lai sau nay. C6 thé néi
tinh da dang di truyén 1a mot trong cic yéu t6 quan trong dé tao ra
con lai ¢6 uu thé lai cao.

Trong linh vuc di truyén va chon gidng thuc vat, phan tich hé
1sozym dugc col nhu mot bién phap cuc ky hitu hidu. Day 1a phuong
phap da duge ap dung thanh cong dé tao ra cac con lai ¢6 uu thé lai
mot cach dé dang. P4 c6 nhidu cong trinh trong va ngoai nuée st dung
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mot s8 hé isozym dé phan tich tinh da hinh va nhan biét con lai & thuc
vat. Nhiéu tac gia da céng bo két qua vé cac van dé cé lién quan nhu
nghién cu hé isozym esteraza va peroxidaza ctia mot s6 dong ndi phoi
va cAc cap lai ¢ ngd [5), nghién ctu tinh da hinh phd isozym EST ctaa
mét s& dong laa [1, 4, 8], xac dinh con lai khoai tay tit cac thé dung hop
té& bao tran [6], phan loai sa chanh bing isozym [3]. Trong nhiing ndm
gan day, viéc phan tich su da hinh phd isozym da dudc ting dung réng
rai cho nghién cttu da dang di truyén cta thuc vat. Tinh da dang di
truyén c6 vai tro rat quan trong. Trén thé gibi c6 téi 50% s6 loai thuc
vat biéu hién tinh da hinh 16n. Viée st dung thuc vat hoang dai va tinh
da hinh cta ching nhu 14 mét ngudn gen qui dé cai tao gidng cay trong
dang 1a muc tiéu hang didu cia nén néng nghiép bén viing [9].

Ngay nay véi su hd trg ctia cac chi thi phan ti, ngudi ta c6 thé xac
dinh dude nhanh chéng miic d6 tuong déng di truyén ¢ mic d6 quin
thé, nhém loai, tham chi ca thé, xac dinh con lai v.v... Tuy nhién,
khéng phai phong thi nghiém nao cling ¢6 day di may méc va hoa chat
dé nghién cttu § muc d6 phan ti. Viée st dung hé isoenzym dé xac dinh
céac cap bd me trudc khi dem lai va dé xac dinh con lai vira dé st dung,
dd tén kém va c6 d6 chinh xic cao da va dang dude dng dung rdng rai.
Vi 1y do trén ching téi da lua chon dé tai nghién cdu: Xac dinh cac
dong lda lai bing mot s6 hé isoenzyme.

2. NGUYEN LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Nguyén liéu

Cac dong lia b, me va cac t6 hop lua lai duge Trung tAm nghién
cttu lda lai, Vién Khoa hoc Ky thuat Nong nghiép Viét Nam cung cép.
2.1.1. Cdc dong lua duogc dung lam dong me

+ BOA : Nguén géc Trung Qudc.

+ 25A :  Goc IR 58025A (IRRI).

+ II32A: Ngudn goc Trung Quéc (CMS).

+ CL64S
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2.1.2. Cdc dong lia duge dung lam dong bo’

+ 68-2 : Ngudn gbe Trung Quadc.

+ AYT-77 Dong thuan chon tit con lai hai dong PEIAI x C70.

+ PM-3 : Dong thuin ctia Trung tdm nghién ctu laa lai, Vién

Khoa hoc Ky thuat Néng nghiép Viét Nam.
+ Q5 : Nguén goc Trung Qudc.

+ MK-63: Minkhoi 63, Trung Quéc.

+ Son Thanh.

2.1.3. So dé6 cdc phép lai

Th tu 9 'y Té hop lai
1 BOA 68-2 BOA/68-2
2 BOA AYT-77 BOA/AYT-77
3 25A PM-3 25A/PM-3
4 25A QS 25A/Q5 = HYT-83
5 11 32A MK-63 Nhi wu- 63
6 CL64S Son Thanh CL64S/Sonthanh =HYT-84

2.2. Phuong phap nghién ctiu

St dung phuong phap nghién ctu cia S.D. Tanksley va T. J.

Orton (1983) va W.J. Zimmerman (1989) c6 cai tién.

2.2.1. B6'tri thi nghiém

Ngam cac hat théc da duge chon cdn than vao nude 4m trong vong
48 gig. Tiép theo u hat trong céc hop long trén td gidy loc thAm nude.
Sau 2 ngay u nhu vay hat ndy mam va chon cac hat 3@ nhd mam cho
vao trong cac khay nhua da c6 mét 16p dat vudn day khoang 2 cm dudc
tuéi nude. Tiép theo x€p cac khay nhuya da 6 hat théc ndy mam duéi
gian dén cua phong trong e¢ay. Anh séng c6 cudng d 6000 lux. Méi
ngay cady ma dudc chiéu sang 12 gis. D6 4m 80-90%. Khi cay cao
khodng 10 cm, tic la sau 10 ngay tudi thi ca than va 1a dude dung cho

viéc nghién ciiu isozym esteraza.
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2.2.2. Chuén bi mdu

Sau khi cdt ca cAy ma, ria sach, thdm khé, cdn 300 mg cho vao
¢61 st nghién véi 300 pl dém nghién trong diéu kién lanh. Sau khi tao
thanh dich déng nhat, cho dich vao 6ng Eppendorf, dem ly tAm 14000
rpm 6 4°C trong 15 phut. Lay dich trong phia trén dé chay dién di.

2.2.3. Chudn bi gel polyacrylamid

St dung gel polyacrylamid hai 16p cho viéc nghién ctu. Gel ¢6
thanh phan c6 6 % polyacrylamid va gel tach 1a 12 %. Gel duc trudce
khi dién di. Dé gel tring hdp hoan toan thi cho mau vao chay dién di.

2.2.4. Phuong phdp dién di

TIEN HANH DIEN DI TREN MAY DIEN DI PUNG CUA HANG
BIORAD. KICH THUGC BAN GEL 10 X 10 CM.

Dung dich dém chay dién di: pH = 8,3.

Tris-bazg, Glycin, nude cdt 1000 ml.

Cho vao mbi giéng 30 1l mau (da c6 Bromophenol). Cho dém chay
ngap ban gel. Dién di trong 2 gid, dién thé 120 Vol, dong 60 mA. Sau
khi dién di 1ay gel ra khoi khuén va nhuém.

2.2.5. Phuong phdp nhuém esteraza

St dung dung dich co chit a-naphthylacetat, B-naphthylacetat
trong dung dich dém pH = 6,45. Thudéc nhudém Fast Garnet, Fast blue
RR hoa tan trong axétén trudc khi cho vao dung dich cd chat.

Cho dung dich thudec nhuém vao ban gel, 4 trong té1. Sau khi cac

biang xudt hién thi d6 dich nhuém di. Riéta nude cit nhiéu lan, ¢é dinh
bing axetic trong metanol.

3. KET QUA VA THAO LUAN

Khi phén tich phé isozym esteraza (EST) ctia sau t6 hop lia lai
khac nhau va cac dong lia bd me bang dién di trén gel polyacylamid
hai 18p trong cung diéu kién, nhuém mau phat hién hoat déng ctua
enzym bang phan {ing mau giita hén hgp hai co chat - naphthylaxetat
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va - naphthylaxetat véi thuéc nhuém Fast garnet va Fast blue RR salt
chiing t6i da thu dugc nhiing két qua sau trinh bay va thao luan dudi day:

3.1. EST cha cac dong laa BOA (Q), AYT-77 (&) va t8
hgp lai BOA/AYT-77

Hinh 1 cho thay phé dién di EST cta dong lia BOA ( Q) c6 ba bang
dam tuong duong Rf = 0,41: Rf=0,44 va Rf=0,49. § dong AYT-77 (C')
cling ¢6 ba bang dam tuong duong Rf = 0,38 ; Rf = 0,44 va Rf = 0,49.
Nhu vay ca hai dong lia nay déu c6 ba bang rat dam. Ca 2 dong déu
¢6 hai bang gidng nhau la Rf= 0,44 va Rf= 0,49. Nhung moéi dong lua
lai 6 mot bang dac trung riéng 1a bang Rf= 0,41 (d61 véi dong BOA)
va bang Rf= 0,38 (d61 v6i dong AYT-77).

Phé isozym cta t6 hgp lai BOA/AYT-77 c¢6 bén bang manh hon.
Ngoai hai bing chung ctia b6 va me déu c6 1a bang Rf= 0,44 va Rf= 0,49,
d con lai con c6 thém moét bang dac trung riéng cia me 1a bing Rf= 0,41
va 1 bing dic trung riéng clia bd 1a Rf= 0,38. Phé dién di isozym cua con
lai hau nhu la su cdng lai ciia phé dién di bd me. Diéu nay tuong tu
nhu két luan ctia mot s6 nghién cdu trude day cua Tansley va Orton
(1983), Zimmerman (1989) va Nguyén Van Mui (1999).

0,41 | —— | | — | 0,38
....... 0,44
0,49
Hinh 1. Phé isozym EST
cia cac dong lua BOA (),
Q Q,. d BOA/AYT-77 (' = con lai),
AYT-77 )
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3.2. EST ctia cac dong laa 25A (), Q5 (3) va to hop lai HYT-83

Qua phén tich phé isozym 6 hinh hai ta thay dong 25A (@) c6 bon
bang véi Rf= 0,39; Rf= 0,41; Rf = 0,45 va Rf = 0,49. O dong Q5 () ta
thay ¢6 ba bang 1a Rf= 0,41; Rf= 0,45 va Rf = 0,49 nhung khéng cé
bang Rf = 0,39. 6 t8 hop lai HYT-83 ta ciing thiy c¢6 4 bang, trong d6
c6 3 bang chung cua b6 me 13 Rf= 0,41; Rf = 0,45 va Rf = 0,49. Ngoai
ra HYT-83 ctang c6 bang dac trung riéng cia me la Rf = 0,39.

0,39

................... —
0,45
0,49

Hinh 2. Phé isozym EST cta

ac dong laa 25A ( Q ), HYT-
9 g\ d cac

83 (P= con lai), Q5 (F)

3.3. EST ctia cac dong laa 1132A (@) , MK-63 (G va to
hop lai Nhi vu- 63

Hinh 3 cho thay phé dién di isozym EST ctia dong lia II32A (@)
c6 bon biang dam tucng duong Rf = 0,50; Rf = 0,56; Rf = 0,60 va Rf =
0,69. 6 dong MK-63 (") cling c¢6 bon bang 1a Rf = 0,46; Rf = 0,50; Rf =
0,56 va Rf = 0,60. Trong d6 bing Rf = 0,46 md hon céc bang khac. Nhu vay
hai dong bd va me ¢6 ba bang chung 1a Rf = 0,50; Rf = 0,56 va Rf = 0,60.

Mbi dong b hodc me lai c6 mot bang dic trung riéng. Phé isozym
EST cta td hop lai Nhi uu- 63 c6 4 bang. Trong dé cé 3 biang chung cia
bé me la biang Rf= 0,50; Rf = 0,56 va Rf = 0,60. Ngoai ra, Nhi uu- 63
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cling cho thay c6 bang clia me la Rf = 0,69. Bang dac riéng cla bo 1a
Rf = 0,46 khéng th4y xuit hién & con lai.

0,50
0,56
0,60

0,69

),51

0,60

Hinh 4. Phé isozym EST ctia cac déng

?

g

c'

- 10,46

0,56

- 10,69

laa BOA ( Q), BOA/68-2 (J), 68-2 (F")
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Hinh 3. Phé isozym EST cua
cac dong lua II32A ( Q ), Nhi
wu-63 (¢'= con lai), MK-63 @

3.4. EST cua cac dong
lua BOA ( Q ), 68-2
(F) va té hop lai
BOA/68-2

Phé isozym EST caa
dong BOA ( Q@ ) ¢6 3 bang 1a
Rf=0,51; Rf = 0,56; Rf = 0,60
(Hinh 4). Phé isozym EST cta
dong 68-2 (&) c¢6 4 bang.
Ngoai 3 bang c6 Rf gidng véi
dong BOA La Rf=0,51; 0,56
va 0,60 thi dong 68-2 con c¢b
moét bang dac trung riéng la
Rf= 0,69. Phé isozym EST
cia t6 hgp lai BOA/68-2 ciing
¢b 4 bang. Ngoai 3 bang chung
clia ca bd va me, t6 hop lai con
¢6 ca bang riéng cua bd.



3.5. EST ctia cac dong laa 25A (Q), PM3 (J) va td hop lai
25A/PM3

T Hinh 5 ta thay phé isozym EST ctia dong 25A (Q) ¢6 bén bing
1a Rf = 0,45; Rf = 0,51; Rf = 0,54 va Rf = 0,59. Phén tich phé isozym
EST ctia dong PM3 (") thiy c6 nam bing. Ngoai bén biang chung véi
dong me con c6 thém 1 bang riéng 14 Rf = 0,66. O t8 hap lai 25A/PM3
ta ciing thdy c6 nambing. Ngoai 4 bang chung ctia bd va me ra, td hop
lai con c6 thém mét bing riéng cia bd Rf = 0,66.

Quan sat d6 dam nhat cta cic bang ta thay ca 4 bang ciia me déu
md. O dong bd c6 hai biang dam 1a Rf = 0,45 va Rf = 0,54. Bing Rf =
0,59 cua dong bé ciing md, trong khi d6 bang Rf = 0,59 ctia con lai lai
rat dam. Phé isozym cuaa t3 hop lai 25A/PM3 vita ¢6 nhiing bang chung
ctia b6 me, vita ¢6 bang riéng clia bd nhung dd dam nhat cta cac bing
lai khéac han so véi bé me. '

0,45

................... 0’51
0,54

0,59
0,66

Hinh 5. Phé isozym EST cua cac

9 97' d dong lua 25A (Q), 25A/PM3 (),

PM3 (i)

3.6. EST cta cac dong laa CL64S (9 ), Son Thanh (J)
va t6 hop lai CL64S/Son Thanh (HYT-84)

Qua Hinh 6, ta thay phé dién di EST cta dong CL64-S c6 ba bang
v6i Rf =0,44; Rf = 0,56 va Rf = 0,60. Dong Son Thanh c6 bén bang véi

97



Rf=0,51; Rf =0,56 ; Rf = 0,60 va Rf = 0,69. Nhu vay hai dong lda dung
lam b6 va me nay c6 2 bang chung la Rf = 0,56 va Rf = 0,60.

Dong CL64S ?) k() mét bang riéng 1a Rf = 0,44; Dong Son Thanh
(9) ciing c6 hai bang riéng véi Rf = 0,561 va Rf = 0,69. Phé dién di EST
cia td hdp lai CL64S/Son Thanh (HYT-84) ¢6 nim bang. Ngoai hai
bang chung ctia b& va me c6 Rf = 0,56 va Rf= 0,60, té hop lai con ¢ ca
bang dac trung riéng ciia me 1a Rf= 0,44 va hai bing dic trung riéng
cua bo 1a Rf = 0,51 va Rf=0,69.

Nhu vay trong truong hgp nay con lai da nhan dudce cac bang “lai”
tit b6 me. Dua vao phd isozym EST. ching t6i da c6 thé két luan dude
HYT-84 14 con lai thuc su gitta CL64S va Son Thanbh.

0,44

—————— | — 0,51

0,56
0,60

Hinh 6. Phé isozym EST cta cac

9 Qw d déng laa CL64S (Q), HYT-84 (),

va Son Thanh ()

2.5. KET LUAN

Qua phan tich phé isozym EST clia cac dong lda bd, me va con lai;
Qua phén tich 8 lugng cac bang, tin s6 Rf, d6 dam nhat cta cac bang

k&t hop véi kiéu hinh caa cdy ma khi gieo trong, ching téi rit ra cac
két luan sau:
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1. Té hop lai BOA/AYT-77 14 con lai thuc su gifia dong lda BOA ( Q) va
dong AYT-77 @ .

2. Té hop lai HYT-83 1a con lai thuc su gitta dong lia 25A ( §) va
dong Q5 (_Ol ).

3. T6 hop lai Nhi wu -63 1a con lai thuc su gitta dong lta I132A ( Q) va
dong MK-63 (J).

4. Té hgp lai BOA/68-2 1a con lai thuc su giita dong lua BOA (Q) va
dong 68-2 (J).

5. T6 hop lai 25A/PM3 14 con lai thuc su gitia dong lda 25A (@) va
dong PM3 (Q).

6. T6 hop lai CL64S/Son Thanh (HYT-84) 14 con lai thuc su giiia
dong lda CL64S ( Q) va dong Son Thanh (i).

7. C6 thé st dung hé isozym EST nhu 12 m6t nhén t6 “chia khoa” dé
xac dinh con lai ¢ lia, cling nhu nghién ctiu tinh da dang di truy-
én cua cac dong lia b me trude khi tién hanh cac phép lai.
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