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CỦA TỔ HỢP LÚA OM3673/TLR434//OM3673
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TÓM TẮT
Nghiên cứu được thực hiện nhằm xác định các dòng lúa mang gen không bạc bụng qua ứng dụng chỉ thị phân tử 

và phân tích bản đồ di truyền của các cá thể trong quần thể bằng phần mềm GGT (Graphical genotyping) để phục vụ 
cho công tác chọn tạo giống. Kết quả nghiên cứu cho thấy các chỉ thị phân tử biểu hiện đa hình rõ ràng, liên kết với 
đặc tính không bạc bụng đã được ghi nhận trên quần thể lai hồi giao OM3673/TLR434//OM3673. Hai chỉ thị Indel 
5 và RM21938 cho kết quả tương đồng giữa kiểu gen bạc bụng và không bạc bụng với tỷ lệ 57% trên quần thể BC1F2 
và 66% trên quần thể BC2F2. Bốn dòng mang vùng gen không bạc bụng trên nhiễm sắc thể số 7, đồng hợp theo bộ 
gen của bố là: BC2F3-14-1, BC2F3-30-10, BC2F3-50-80 và BC2F3-80-20-3 đã được chọn lọc. Các dòng này sẽ tiếp 
tục được đánh giá kiểu gen nhờ giải trình tự và phát triển thành giống triển vọng đưa vào sản xuất trong tương lai.

Từ khóa: Cây lúa, bạc bụng, chỉ thị phân tử, đa hình
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Study on technical measures for Nep xoan rice variety
in Kien �uy district, Hai Phong province

Nguyen �i Bich �uy,Tran �i �u Hoai,  
Nguyen �i Hien, Le �i Loan, Nguyen �anh Tuan 

Abstract
Nep xoan is a local glutinous specialty rice variety in Kien �uy, Hai Phong. �is variety has high yield and good 
quality. �is rice variety is still used in local production but there is no standard cultivation procedures leading to 
unstable productivity, quality and low economic e�ciency. �erefore, technical measures including transplanting 
density, fertilizer dose and sowing time were studied. Experiments were arranged in a completely ramdonmized 
block design (RCBD) with 3 replications in two Summer - Autunm seasons of 2018 and 2019 in Tan Xuan commune, 
Kien �uy district, Hai Phong city. �e results showed that the highest real yield reached 5.46 - 6.27 tons/ha when 
transplanting with density of 16 plants/m2 and 5.17 - 6.00 tons/ha when sowing date on 11 - 14/6, and 5.15 - 6.00 
tons/ha when applying fertilizer dose of 40 - 60 kg N/ha, respectively.
Keywords: Rice, Nep xoan rice variety, technical measures, transplanting density, fertilizer dose

Ngày nhận bài: 04/02/2021
Ngày phản biện: 15/02/2021

Người phản biện: TS. Phan �ị �anh
Ngày duyệt đăng: 26/02/2021



23

Tạp chí Khoa học và Công nghệ Nông nghiệp Việt Nam - Số 02(123)/2021

I. ĐẶT VẤN ĐỀ
Chất lượng hạt gạo do nhiều yếu tố quyết định: 

giống, môi trường, kỹ thuật canh tác, công nghệ chế 
biến... Trong đó, giống là yếu tố cơ bản quyết định 
chất lượng hạt gạo. Trong các đặc tính phẩm chất, 
bạc bụng là một trong những yếu tố chính xác định 
chất lượng và giá trị hạt gạo, được các nhà chọn 
giống cũng như người tiêu dùng quan tâm (Guo và 
ctv., 2011; Peng và ctv., 2014). Bạc bụng tạo vết đục 
trong phôi nhũ của hạt. Đối với gạo tẻ, tỉ lệ bạc bụng 
cao sẽ ảnh hưởng đến tỉ lệ gãy của hạt cao. Hơn nữa, 
dạng nội nhũ của hạt gạo là một trong số các yếu tố 
có vai trò quan trọng trong việc xuất khẩu lúa gạo. 
Hiện nay, việc sản xuất lúa ở Việt Nam đang phải 
đương đầu với nhiều thách thức như việc thay đổi 
khí hậu toàn cầu, nước biển dâng, xâm nhập mặn 
cộng với diện tích đất nông nghiệp giảm, thiếu nước 
trong mùa khô. Bên cạnh đó, độ bạc bụng tăng theo 
xu hướng ấm lên của trái đất, hàm lượng amylose 
cao, giá trị độ bền gel thuộc nhóm cứng cơm là 
thách thức lớn cho nhà chọn giống (Nguyễn �ị 
Lang và Bùi Chí Bửu, 2011). Gen bạc bụng được quy 
định bởi đa gen và liên kết trên nhiễm sắc thể số 7 
được nghiên cứu với hai chỉ thị phân tử Indel 5 và 
RM21938 (Zhou và ctv., 2009). Nghiên cứu này ứng 
dụng chỉ thị phân tử để đánh giá gen không bạc bụng 
trên tổ hợp lai hồi giao OM3673/TLR434//OM3673 
và chọn lọc các con lai thông qua ứng dụng GGT.

II. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

2.1. Vật liệu nghiên cứu
Quần thể lai hồi giao BC1F2, BC2F2 và BC2F3 

của tổ hợp OM3673/TLR434//OM3673. 
Chỉ thị phân tử: Indel 5, RM21938, RM51, 

RM180, RM261, RM248, RM6326, RM3635, 
RM3753, RM1362, RM20782, RM5436, RM5752, 
RM1335 (trình tự mồi ngược và mồi xuôi trên 
website trang http://www.gramene.org/). 

Trình tự mồi của Indel 5 như sau:
Indel 5 F: 5’ … CAGCTATGTGTAGCTTCG…3’
Indel 5 R: 5’ … GTGCTCATTGGGCGGTTT …3’

2.2. Phương pháp nghiên cứu
- Ly trích ADN theo phương pháp của Nguyễn 

�ị Lang (2002).
- Phân tích đa hình bằng kỹ thuật SSR: Mẫu ADN 

được chọn phân tích PCR-SSR theo phương pháp 
của Nguyễn �ị Lang (2002). PCR xong sẽ điện di 
sản phẩm trên bản gel agarose 3%.

- Lập bản đồ đánh giá sự di truyền các cá thể của 
quần thể con lai bằng phần mềm GGT 2.0 (Milne 
và ctv., 2010). Phương pháp lập bản đồ bằng phần 
mềm GGT thông qua các bước như sau: (1) Lập �le 
dữ liệu trên Excel: mã hóa gen của quần thể với A, 
B là kiểu gen đồng hợp tử của cây bố mẹ; H là kiểu 
gen dị hợp tử; U là kiểu gen chưa được xác định; 
(2) Nhập dữ liệu vào cửa sổ GGT: chuyển đổi dữ liệu 
Excel sang dữ liệu GGT; (3) Xử lý số liệu trong GGT; 
(4) Đăng xuất kết quả.

- Tỷ lệ phần trăm bạc bụng được đánh giá theo 
tiêu chuẩn của IRRI (2013) với các cấp độ: cấp 0 
(không bạc bụng), cấp 1 (vết đục ít hơn 10% trong 
hạt gạo), cấp 5 (vết đục 11% - 20%) và cấp 9 (vết đục 
nhiều hơn 20%). 

2.3. �ời gian và địa điểm nghiên cứu 
- �ời gian nghiên cứu: Năm 2016 - 2017.
- Địa điểm nghiên cứu: �í nghiệm được thực 

hiện tại phòng Phân tích di truyền phân tử, nhà lưới 
và ngoài đồng ruộng của Viện Lúa Đồng bằng sông 
Cửu Long và phòng thí nghiệm Công ty Công nghệ 
Sinh học PCR, Viện Nghiên cứu Nông nghiệp Công 
nghệ cao Đồng bằng sông Cửu Long. 

III. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

3.1. Kết quả chọn tạo quần thể hồi giao BC1F2 của 
tổ hợp OM3673/TLR434//OM3673

Ứng dụng chỉ thị phân tử trong đánh giá gen 
không bạc bụng trên quần thể lai hồi giao OM3673/
TLR434//OM3673. Một trăm (100) cá thể BC1F2 
khỏe mạnh được lựa chọn để đánh giá kiểu gen quy 
định tính trạng bạc bụng với hai chỉ thị phân tử 
Indel 5 và RM21938 (Zhou và ctv., 2009). Các cây 
có kiểu gen đồng hợp trội sẽ được lựa chọn cho các 
nghiên cứu tiếp theo. Trên gel agrarose 3%, vị trí 
băng thể hiện cá thể mang gen đích là ở kích thước 
200 bp đối với chỉ thị Indel 5 và 220 bp đối với chỉ thị 
RM21938 (Hình 1 và Hình 2).

Các dòng BC1F2 của tổ hợp OM3673/TLR434//
OM3673 được đánh giá kiểu gen liên quan tính 
trạng bạc bụng với chỉ thị phân tử Indel 5. Sản phẩm 
PCR với chỉ thị Indel 5 cho kết quả đa hình với hai 
kích thước 190 bp (không mang gen đích) và 200 bp 
(mang gen đích) (Hình 1). Trong đó, các cá thể mang 
gen mục tiêu đồng hợp bao gồm cá thể số 4, 12, 19, 
27, 34, 36, 44, 58, 82, 90 và 96 (chiếm 11%). Các cá 
thể mang gen thể dị hợp gồm 31 cá thể và còn lại là 
các cây không mang gen mục tiêu. 
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Hình 1. Kết quả điện di sản phẩm PCR các cá thể của quần thể OM3673/TLR434//OM3673
 ở thế hệ BC1F2 với chỉ thị Indel 5

Ghi chú: M: thang chuẩn (1 Kb+); 1-100: các cá thể BC1F2. 

Hình 2. Kết quả điện di sản phẩm PCR các cá thể của quần thể OM3673/TLR434//OM3673 
ở thế hệ BC1F2 với chỉ thị RM21938 

Ghi chú: M: thang chuẩn (1 Kb+); 1 - 100: các cá thể BC1F2. 
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Sản phẩm PCR với chỉ thị RM21938 cũng cho kết 
quả đa hình với hai vị trí băng đa hình là 210 bp 
(không mang gen đích) và 220 bp (mang gen đích) 
(Hình 2). Các cá thể được dự đoán mang gen mục 
tiêu đồng hợp chiếm 12%, bao gồm cá thể số 4, 12, 
15, 22, 27, 36, 39, 40, 55, 58, 90 và 96. Trong khi đó, 
các cá thể mang gen dị hợp chiếm 17%, còn lại là các 
cá thể không mang gen (72%).

Qua phân tích kiểu gen các cá thể của quần thể 
BC1F2 với hai chỉ thị Indel 5 và RM21938, những cá 
thể đồng thời mang băng ADN của cả hai chỉ thị đạt 
khoảng 57%. Các cá thể được đánh giá là mang gen 

mục tiêu đồng hợp (AA) bao gồm cá thể số 4, 12, 27, 
36, 58, 90 và 96. Bảy (7) cá thể này được chọn lựa, 
đánh dấu và cho lai hồi giao với cây mẹ (OM3673) 
để tạo quần thể BC2 cho các nghiên cứu tiếp theo.

3.2. Kết quả chọn tạo quần thể hồi giao BC2F2 của 
tổ hợp OM3673/TLR434//OM3673

Từ 7 cây được chọn ở thế hệ BC1F2 lai tạo quần 
thể BC2F1 được 156 cá thể. Các cá thể này được cho 
tự thụ đến thế hệ BC2F2, bao gồm 434 cá thể cây. Ở 
thế hệ BC2F2, đánh giá kiểu gen liên quan đến tính 
trạng bạc bụng được thực hiện với 100 cá thể cây 
khỏe mạnh được lựa chọn (Hình 3 và Hình 4).

Hình 3. Kết quả điện di sản phẩm PCR các cá thể của quần thể OM3673/TLR434//OM3673 
ở thế hệ BC2F2 với chỉ thị Indel 5 

Ghi chú: M: thang chuẩn (1 Kb+); 1 - 100: các cá thể BC2F2.

Đối với chỉ thị Indel 5, kết quả sản phẩm PCR 
được thể hiện trên hình 3. Các cá thể mang gen mục 
tiêu đồng hợp (vị trí băng hình ở 200 bp) chiếm 13%, 
bao gồm các cá thể số 10, 14, 22, 30, 50, 60, 62, 64, 
66, 68, 80, 97 và 100. Trong khi đó, cá thể dị hợp gen 
đích chiếm 11%, còn lại các cá thể khác không biểu 
hiện mang gen đích.

Đối với chỉ thị RM21938, sản phẩm PCR biểu 
hiện đa hình với băng 210 bp và 220 bp (Hình 4). 
Trong đó, vị trí băng tương ứng mang gen mục tiêu 
là 220 bp (vị trí của KDML105, TLR434). Các cá thể 
mang gen đích đồng hợp bao gồm cá thể số 2, 14, 
30, 50, 57, 59, 60, 61, 63, 65, 67, 79, 80, 89, 95 và 96 
(chiếm 16%). Bảy (7) cá thể mang gen dị hợp và các 
cá thể khác biểu hiện không mang gen mục tiêu. 
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Hình 4. Kết quả điện di sản phẩm PCR các cá thể của quần thể OM3673/TLR434//OM3673 
ở thế hệ BC2F2 với chỉ thị RM21938 

Ghi chú: M: thang chuẩn (1 Kb+); 1 - 100: các cá thể BC2F2.

Phân tích kiểu gen các cá thể của quần thể BC2F2 
với hai chỉ thị phân tử Indel 5 và RM21938, những cá 
thể đồng thời mang băng ADN của cả hai chỉ thị đạt 
khoảng 66%. Các cá thể mang gen đồng hợp (AA) 
được chọn lọc qua phân tích kiểu gen là cá thể 14, 
30, 50, 60 và 80. Các dòng này được sử dụng trong 
các nghiên cứu tiếp theo, các dòng khác mang gen 
đích nhưng không đồng nhất giữa hai chỉ thị hoặc 
mang gen dị hợp được lưu trữ lại. 

Năm (5) dòng (14, 30, 50, 60 và 80) được đánh 
dấu, thu hoạch và phân tích cấp độ bạc bụng, với hai 
đối chứng là OM3673 và TLR434. Kết quả đánh giá 
cho thấy đa số các dòng có tỷ lệ bạc bụng thấp, trong 
đó, 4 dòng có tỷ lệ bạc bụng trung bình rất thấp là 
dòng BC2F2-30 (cấp 1,81), BC2F2-80 (cấp 1,93), 
BC2F2-50 (cấp 2,39) và BC2F2-14 (cấp 2,51). Riêng 
dòng BC2F2-60, hạt bạc bụng cấp 9 cao (30%), dòng 
này sẽ không được chọn để tiếp tục phát triển giống 
ít bạc bụng.

3.2. Chọn lọc các cá thể BC2F3 của quần thể lai 
hồi giao OM3673/TLR434//OM3673 thông qua 
bản đồ GGT

Tám mươi sáu (86) dòng BC2F3 tổ hợp lai OM 
3673/TLR434//OM3673 được đánh giá kiểu gen với 
14 chỉ thị phân tử Indel 5, RM21938, RM51, RM180, 
RM261, RM248, RM6326, RM3635, RM3753, 
RM1362, RM20782, RM5436, RM5752, RM1335. 
Kích thước các alen khi phân tích sản phẩm PCR 
của các chỉ thị phân tử được ghi nhận để lập bản đồ 
di truyền các cá thể trên phần mềm GGT.

Bản đồ GGT của quần thể BC2F3 tổ hợp lai OM 
3673/TLR434//OM3673 được thành lập để kiểm 
tra các alen thể hiện đồng hợp trội, đồng hợp lặn, 
dị hợp ở tất cả các con lai trong một quần thể, cho 
phép chọn lọc các cá thể quy tụ những gen mong 
muốn một cách có hiệu quả nhất. Trên bản đồ này, 
các gen quy định tính trạng hạt gạo ít bạc bụng được 
đánh dấu bởi 14 chỉ thị phân tử trên nhiễm sắc thể 
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số 7 với độ dài/độ bao phủ 125 cM. Các cá thể con 
lai được lựa chọn phải mang gen đồng hợp trội trên 
vùng di truyền này. Qua bản đồ GGT ở hình 5, ba (3) 
cá thể (BC2F3-14-1; BC2F3-30-10 và BC2F3-50-80) 

có 100% các vùng gen trùng hợp với bố (TLR434); 
1 cá thể (BC2F3-80-20-3) có khoảng 93% vùng gen 
trùng với bố (mang gen mục tiêu). Bốn (4) dòng này 
được chọn để tiếp tục chọn lọc dòng thuần.

Hình 5. Bản đồ di truyền các cá thể của quần thể BC2F3 của tổ hợp OM3673/TLR434//OM3673
 trên nhiễm sắc thể số 7 (phân tích bằng phần mềm GGT)

Ghi chú: Màu xanh dương: kiểu gen theo cây bố (TLR434), màu đỏ: kiểu gen theo cây mẹ 
(OM3673), màu xám: kiểu gen dị hợp tử, khung màu xanh lá cây: đánh dấu các cá thể được lựa 
chọn, 1 - 86: các cá thể của quần thể lai hồi giao OM3673/TLR434//OM3673.

IV. KẾT LUẬN VÀ ĐỀ NGHỊ
4.1. Kết luận

Hai chỉ thị Indel 5 và RM21938 được đánh 
giá trên quần thể lai hồi giao OM3673/TLR434//
OM3673 cho kết quả tương đồng giữa kiểu gen bạc 
bụng và không bạc bụng với tỷ lệ 57% trên quần thể 
BC1F2 và 66% trên quần thể BC2F2. 

Qua ứng dụng chỉ thị phân tử và phân tích bản 
đồ di truyền cá thể bằng phần mềm GGT chọn lọc 
được 4 dòng mang vùng gen không bạc bụng trên 
nhiễm sắc thể số 7, đồng hợp theo bộ gen của bố 
(TLR434): BC2F3-14-1; BC2F3-30-10, BC2F3-50-80
và BC2F3-80-20-3.
4.2. Đề nghị

Các dòng này sẽ tiếp tục được đánh giá kiểu gen 
nhờ giải trình tự. Phương pháp này sẽ giúp kết quả 

chọn dòng chính xác hơn. Từ đó, những dòng được 
chọn sẽ phát triển thành giống triển vọng đưa vào 
sản xuất trong tương lai. 
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Application of molecular marker to select unchalking rice grains 
from backcross OM3673/TLR434//OM3673 population

Truong Anh Phuong, Pham �i Kim Vang, Nguyen �ị Lang, Nguyen �i Ngoc An
Abstract
�e current study aimed to identify the unchalking genes-carrying rice lines via using molecular markers and GGT-
map analysis for breeding program. �e results showed that the utilized markers clearly revealed polymorphisms, 
and linked with the unchalking characteristics in the backcross populations of OM3673/TLR434//OM3673. Two 
molecular markers Indel 5 and RM21938 showed the similarity between the chalking and unchalking genotypes at 
a ratio of 45% on BC1F2 population and 70% on BC1F2 population, respectively. �e study also selected four lines 
carrying unchalking genes on the locus in chromosome 7, these lines are homozygous according to the genome 
of parents (TLR434), those lines are BC2F3-14-1; BC2F3-30-10, BC2F3-50-80 and BC2F3-80-20-3. In conclusion, 
these rice lines will be used for the further study on the genotyping assessment based on genotyping by sequencing 
(GBS) for the development of new unchalking rice varieties in the future.
Keywords: Rice, chalkiness, molecular markers, polymorphism
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PHÂN TÍCH ĐA DẠNG DI TRUYỀN NHÓM Bacillus subtilis 
BẰNG PHƯƠNG PHÁP GIẢI TRÌNH TỰ ĐOẠN PROTEIN NGÓN TAY KẼM

(ZINC FINGER PROTEIN) VÀ KỸ THUẬT PCR DÙNG MỒI THIẾT KẾ 
TRÊN CÁC CHUỖI LẶP (REP-PCR)

Bùi �ị �anh Tịnh1, Lê Lưu Phương Hạnh1,  
Nguyễn Hoàng Chi Mai2, Trần Ngọc Phương Linh3,  

Lê Văn Hậu1, Nguyễn Đăng Quân1, Ngô Huỳnh Phương �ảo1

TÓM TẮT
Đa dạng di truyền của 49 chủng thuộc nhóm Bacillus subtilis phân lập ở An Giang và Cần �ơ được khảo sát bằng 

phương pháp giải trình tự đoạn gen Zinc �nger và phương pháp PCR dùng mồi thiết kế trên các chuỗi lặp (Repetitive 
element sequence-based  PCR, rep-PCR). Cây phát sinh loài dựa trên trình tự đoạn gen Zinc �nger cho thấy 
49 chủng thuộc nhóm B. subilis được chia thành 02 nhóm chính (I và II) và tương đồng cao với các  loài B. velezensis 
và B. amyloliquefaciens, B. siamensis, B. subtilis, B. tequilensis. Riêng chủng B1008 hoàn toàn tách biệt với các chủng 
khác và chỉ tương đồng 91,7% với chủng B. velezensis WLYS23. Trong khi đó, cây phân nhóm dựa trên rep-PCR với 
mồi BOX-A1R cho thấy 49 chủng này được chia làm 2 nhóm chính (A và B). Nhóm A phân thành các nhóm phụ 
(A1, A2) có kết quả giải trình tự tương đồng với các loài B. velezensis và B. amyloliquefaciens, B. siamensis, B. subtilis. 
Nhóm B (gồm 4 chủng) có kết quả giải trình tự thuộc 4 loài khác nhau và chủng B1008 nằm tách biệt với các chủng 
khác. Từ những kết quả trên cho thấy, phương pháp giải trình tự đoạn gen Zinc �nger và phương pháp rep-PCR có 
sự tương đồng trong việc phân nhóm các chủng thuộc nhóm B. subtilis. Đây là những công cụ hữu ích để đánh giá 
mối quan hệ di truyền cũng như góp phần định danh các chủng Bacillus spp.

Từ khóa: Bacillus subitilis, đa dạng di truyền, rep-PCR, protein ngón tay kẽm, cây phân loài


