Tap chi Khoa hoc va Phét trién 2010: Tap 8, s6 5: 792 - 800  TRUONG BAI HOC NONG NGHIEP HA NOI

NG DUNG MARKER PHAN Tif TRONG CHON TAO NGUGN VAT LIEU
KHANG BENH BAC LA 0 LUA

Application of Molecular Marker for Screening
Bacterial Leaf Bright Resistance Genes in Rice

Vo6 Thi Minh Tuyén"?, Pham Ngoc Lwong?, Vii Vin Liét’

'Nghién civu sinh Truwong Pai hoc Néng nghiép Ha Néi,
Vién Di truyén Néng nghiép
Vién Nghién ciru liia, Truong Pai hoc Nong nghiép Ha Noi
bia chi email tac gia lién h¢: tuyenvim@yahoo.com

TOM TAT

Bénh bac la 1a mot trong nhirng bénh hai nguy hiém nhéat déi v&i cay lua. Cac nha chon giéng da
str dung cac gen khang bénh & lGa, dic biét trong linh vwee chon gibng ndong nghiép. Trong nhirng
thap nién vira qua rat nhiéu gibng khang da dwoc tao ra va dwa vao san xuat, song nhirng giéng nay
tén tai khéng dwegc lau vi nhiéu ly do, mét trong nhirng ly do chinh la tinh khang khéng bén virng va
nhanh chéng bi pha v& sau vai nam. Dé tao dwoc cac gidng cé tinh khang bén virng rat can thiét phai
dwa vai gen khang bénh bac la hiéu qua vao genome dich. Nghién clru nay da str dung chi thi phan to
lien két gen khang xa5 va Xa21 dé chon ra cac ca thé lai mang gen khang trong quén thé lai BC3F1
cua t6 hop lai Hwong c6m/ IRBB57. Két qua da chon dwoc 2 ca thé lai mang don gen khang xa5, Xa21
va 1 ca thé lai mang ca 2 gen khang xa5 va Xa21. 3 ca thé lai mang gen da thé hién kha niang khang
bénh rat tot véi 3 chiing gay bénh bac la siv dung dé lay nhiém nhan tao trong thi nghiém. Nhw vay
chon giéng nh& chi thj phan tir, khi phéi hop v&i chon gidng truyén théng, té ra rat hiéu qua, tiét kiém
cong strc va rat ngan dang ké thoi gian tao giéng.

T khoa: Gen khang bénh bac 1a, marker phan tir, vi khudn gay bénh bac la.

SUMMARY

Bacterial blight (BB) caused by Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) is one of the most
destructive diseases of rice (Oryza sativa L.) throughout the world. Breeders have exploited disease-
resistance genes in rice for nearly a century. In the past decade, many resistant varieties have been
released into production, but their longevity was rather short. The main reason is that their resistance
to diseases was unstable/temporal and quickly broken down after few years. Thus, the introgression
of one or more efficiently resistant genes into high quality rice varieties will be useful to enhance
resistance and durability to BB disease. In this study, molecular markers was used to linked to xa5
and Xa21 to select the plant carrying resistance genes in BC3F1 population of MT508-1/ IRBB57. Two
plants carrying single gene (xa5 or Xa21), one plant with two genes (xa5 and Xa21) were selected.
These plants showed very good resistance to three bacterial leaf blight races in the greenhouse. The
result indicated that Marker Assisted Breeding dramatically enhances the effectiveness of selection in
breeding and significantly shortens the breeding period.

Key words: Bacterial leaf blight resistance, marker - assisted selection, Xanthomonas oryzae pv.
oryzae.

1. DAT VAN DE khuén giy bénh bac 14 (Xanthomonas oryzea
Bénh bac 14 14 mot trong nhiing bénh hai  pv. Oryzea) rat da dang vé chung gay hai.
chinh ctia cdy lda (By Hafeez va cs., 2007). Vi Thanh phin ching va ciu tric quin thé rat
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Cac nghién ctu trén cting xac dinh cac
gen khang xa5, Xa va Xa2l khang hiéu qua
v6i phén 16n cac chtung vi khuén bac 14 caa
Viét Nam (Bui Trong Thuy va cs., 2004; Bui
Trong Thuy, 2009; Shanchez va cs., 2000;
Perez va cs., 2008). Néu cac gen nay dudc
chuyén vao giéng lda thuan ctia Viét Nam c6
ning sudt cao, chat lugng gao kha nhung bi
nhiém bénh bac 14 thi rat c6 y nghia trong
thuc tién san xuat.

Cho dén nay, viéc st dung cac gidng lda
khang bénh bac 14 trong canh tac la mot
phuong phap tich cuc, c6 nhiéu uu thé va
hiéu qua (By Hafeez va cs., 2007). Tuy
nhién, trong nhiéu nim qua rat nhiéu giong
khang da dugc tao ra va dua vao san xuét,
song nhiing gidng nay ton tai khong dudge lau
vi nhiéu 1y do, mot trong nhiing 1y do chinh
la tinh khang khoéng bén viing va nhanh
chéng bi pha vé do sy bién dong di truyén
cla quan thé cac chung vi khuédn bac 1a. Dé
tao dudc cac giong cé tinh khang bén viing
rat can thiét phai dua vai gen khang bénh
bac 14 hiéu qua vao genome dich, trong dé cé
su phéi hgp gitia chon giong truyén thong véi
ky thuat chi thi phan ti (Huang va cs., 1997;
Zhang va cs., 2006).

Phuong phap tao giéng khang bénh
truyén thong thuc hién dua gen lén, hodc du
nhap cung mét ldc vai gen mong mudn vao
mot dong lda uu viét thudng géip rat nhiéu
khé khin hodc d6i khi khong thé thuc hién
dugc (Mohan va cs., 1997). Phuong phap
dung chi thi phan t& (MAS) c6 thé phat hién
gian tiép cac gen khang théng qua céc chi thi

phan ti lién két véi gen dé ngay tir thé hé
con lai tht nhét va c6 thé xac dinh ci thé
can chon loc ngay ti rat sém (Bui Chi Biu
va cs., 2004; Nguyén Thi Lang va cs., 2008).
Bdi vay ting dung marker phén ti trong chon
tao ngudn vat liéu khang bénh bac 14 & lia sé
rat hiéu qua, quy tu dugc mot sd gen dong
thoi vao moét dong lia uu td, tiét kiém coéng
stic va rat ngin dang ké thoi gian tao giong.
D3 c6 nhiéu gidng lia duge quy tu tit 2
gen khang bénh bac 14 tré 1én. Deng Qi-ming
va cs. (2006) da st dung chi thi phan ti
pTA248 va MP12 dé dua 2 gen khang Xa21
va Xa4 vao giong lda Mianhui725. Cac nha
khoa hoc Philippin ciing d& chuyén dugc 3
gen khang Xa4, Xa7, Xa21 vao dong lda bat
duc duc phan ting véi nhiét do TGMS1. Cac tac
gia da st dung cac chi thi phan ti M5 cho Xa7,
Xa21 cho Xa21 (Perez va cs., 2008). Chi thi
RG556, RG207 ciing da duge cac nha khoa hoc
stt dung dé dua gen lan xa5 vao cic giong lda
mdéi (Sanchez va cs., 2000; Anjali va cs., 2004).
Muc dich ctia nghién ctu nay nham tao
ngudn vat liéu mang gen khang bac 14, su
dung dé lam vat liéu khdi dau phuc vu cho
nghién c@tu va chon tao gidng lia cho ning
suét, chat lugng va kha nang chéng chiu t6t.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP
NGHIEN cUU

2.1. Vat liéu

Dong lda MT508-1 va giong lia huong
c6m dugc dung trong nghién ctiu 1a dong lia
thudc dang siéu cao san cé trién vong (ning
suét thuc thu dat 10 tdn/ha, ty 1é hat chic
dat 94 - 95%), nhung bi nhiém bénh bac 14 tu
diém 5 dén 7. Bén canh d6, nghién ciiu con
st dung 12 ca thé lai BC3F1 (con lai gitia
dong MT508-1 va dong lua IRBB57) va cac
dong cho gen (donor) dda quy tu gen khang
bac 14 cia IRRI 1a IRB57 (chiia 3 gen khang:
Xa4 + xab + Xa21), IRBB5 (chiia gen khang
xab) va IRBB21 (chta gen khang Xa21). Day
1a cac dong vat liéu duge cung cap bdi Vién
Lda quéc t&€ IRRI. Cac dong chtia gen trén
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+ Cac chi thi phan tu lién két véi gen
khang bac 14.

+ Céc chtng bac 14 dudc st dung:

321: phan lap trén giéng Khang dan,
thu 6 Thi tran Goi - Vu Ban - Nam Dinh

352: phan lap trén giong Khang dan,
thu & Tién Du - Béc Ninh

399: phan lap trén giéng P6, thu 6 Tan
Huong - Ninh Giang - Hai Duong.

Day 1a 3 chiing bac 14 ¢6 doc tinh manh
nhat nghién cttu nay thu dugdc sau khi tién

hanh lam thi nghiém lay nhiém 15 ching
bac 14 (dugc thu thap va phin lap) véi cac
dong chtia gen khang (thu thap dugce tu Vién
Lia quéc t& IRRI).

2.2. Phuong phap nghién cttu

St dung phuong phap lai tré lai
(backcross) dé chuyén gen khang bac 1a tur
dong IRBB57 vao dong MT508-1, cong thtc
lai: MT508-1 x IRBB57. Chon cay lai tu
quén thé BC1F1 va quan thé BC2F1 bang ky
thuat chi thi phan t va lay nhiém bénh
nhan tao.

Bang 1. M6i dugc st dung phan tich PCR

Mbi Trinh tw DNA

Ngudn tham khao Lién két gen Nhiém sic thé

RM 17749 F: ACGCACATCACAACCTCACTGC

Cornell map RFLP 2001 (Oryza

. . . xab5 5

(SSR) R: TCTCTTGCCACACACCTTACATCC  sativa x Oryza longistaminata)
(SSR) R: CATGCATCACCGAATGAGTC sativa x Oryza longistaminata)
pTA248  F:AGACGCGGAAGGGTGGTTCCCGGA Chenvacs., 2000

Chunwongse va cs.,1993; Xa21 11
(STS) R: AGACCGGTAATCGAAAGATGAAA  yyjliam, 1996 band 900bp
prXa21  F:ATAGCAACTGATTGCTTGG

Chen et al, 2000 Xa21 11
(STS) R: CGATCGGTATAACAGCAAAAC

Bang 2. Thanh phan phan tng PCR

STT Thanh phan Thé tich (ul)

1 Nwéc cét khir tring 55
2 PCR buffer 10x 1,5
3 dNTPs (2,0mM) 1,2
4 MgCl, (25mM) 1,2
5 Mbi xudi (Primer forward) 1,2
6 Mbi ngwoc (Primer back) 1,2
7 Tag-polymerase 5 Units 0,2
8 ADN nguyén ban 3

9 Téng thé tich 15
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Bang 3. Ché€ do nhiét ciia phan itng PCR

Giai doan Nhiét d6 (°C) Thoi gian Téac dong S4 chu ky
I 94 5 phat Bién tinh 1
94 1 phut Bién tinh
Il 55 1 phut Gén mbi 30
72 2 phut Téng hop
n 72 7 phat Téng hop 1
\ 4 Bao quan

Tién hanh kiém tra gen khang bénh bac
la trong vat liéu bing chi thi phan td: ADN
14 lda dugc tach chiét theo phuong phap
CTAB c6 cai tién trén co s6 phuong phap
Shaghai - Maroof (1984). C4c dong bd me va
cac ca thé lai duge thu miu 14 & giai doan
muon (khi cAy da dé nhanh va c6 nhiéu 14)
dé dadm bao cady séng phuc vu cho céac thi
nghiém khéc. Cac mau 14 thu chia lam 2 géi
riéng, mot goi dé tach chiét ngay (bao quan &
-20°C, g6i thii 2 duge bdo quan & -70°C dé du
trit d& phong can tach lai. Nong d6 AND
dude doc bing may nanodrop. Kiém tra chit
lugng AND trén gel agrose 1%. PCR
(Polymerase Chain Reaction) dugc tién hanh
theo phuong phap ctua Karl Mullis va cs.
(1985). Phan tng PCR dugc thuc hién trén
may Amp-PCR system 9700. Trinh tu 14y
héa chat va thanh phan ctia méi phan tng
dugc thé hién trong bang 2.

Phuong phéap lay bénh bing cit dau la
caa IRRI vao bubi sdng c6 suong, danh gia
theo thang diém do chiéu dai vét bénh caa
Satoru. Taura (Nhat Ban).

S6 liéu dudce xt 1y bang cac phuong phap
thong ké sinh hoc.

3. KET QUA NGHIEN CUU VA THAO
LUAN

3.1. Khao sat vat liéu st dung lam b6 me

Khéo sat va danh gia ¢ mtic do phan tu
clia cac dong lda st dung lam bd, me va cac
t6 hop lai cAn phai c6 dudc ADN cuaa cac ca
thé b&, me va con lai BC3F1 (theo cip lai va
t6 hop lai) véi chat lugng tét, khong bi giy.
Panh gia san phdm DNA tach chiét tit cac
mau 14 khi dién di trén gel agrose 1% thu
dudc két qua dién di (Hinh 1).

Két qua thu dugc cho thay, ADN cua tat
ca cac mau giong da dugc tach chiét tir lane 1
dén lane 17 c6 d6 tinh sach cao, khéng bi
gly, c6 thé st dung cho nghién ctu tiép theo.

3.1.1. Khdo sdt da hinh b6 me theo chi thi
lién két gen xa5

Gen xa5 dudc khdo sat cic chi thi phan
t SSR véi 2 cap moéi: RM 17749, RM 6320 1a
nhiing cip mdi dac hiéu dé phat hién gen
xa5 (theo Ban d6 Cornell, 2001). San pham
DNA cua cac mau giéng dude dién di trén gel
Agarose 3%. Két qua dién di cho thay, cap
moéi RM6320 cho da hinh cta b6, me, ddi
chiing va cac dong chudn khang rd nét
(Hinh 2), cap mdi con lai RM 17749 khéng
cho da hinh. Theo Bert Collard va David
Mackill (2009), diéu kién dé chon giéng phan
td (MAS) thanh cong cdn quan tam la ky
thuat don gidn, do tin cdy, mic dd da hinh,
s6 lugng va chat luong DNA. Do vay, nghién
ctiu nay khong st dung cip moi khéng da
hinh cho nghién ctiu tié€p theo.

Hinh 1. Kiém tra chat lugng ADN tach chiét dugc trén gel Agarose 1%
Ghi chii: Cac mdu tir 1—17g5m: IR24, MT508-1,IRBBS5, IRBB21, IRBB57, MT57.1, MT57.2, ...... MT57.12
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IR24 IR24C IRBBES

IRBB57 MT508-1 H.CO

Bang chi thi gen xa5

RM6320

Hinh 2. SAn phaAm PCR véi cap méi RM 6320 trén gel Agarose 3%

IR24

IR24C LTHOM Xa1

IRBB57 MT508-1 H.COM

Hinh 8. San pham PCR véi cip méi pTA248 trén gel Agarose 3%

Quan sat anh thu dugc ta thay: Khi
dung cap méi chi thi RM 6320 chi thu dugc 1
vach biang AND cta cac dong NILs mang
don gen khang IRBB5 va dong mang da gen
khang IRBB57 (chta 3 gen khang: Xa4, xab,
Xa21) & vi tri trung nhau, lane 3 va lane 4.
Bing AND cua cac dong lda can chuyén gen
khang bac 14: MT508-1 va Huong com khong
trung véi vi tri badng AND cua cac dong NILs
mang gen khang. Diéu dé cé6 nghia la gitia
cac dong/gidng nay véi cac dong NILs c6 da
hinh theo chi thi RM6320.

Nhu vay c6 thé st dung chi thi RM 6320
dé nhan biét va chon loc ca thé mang gen
xab khi tién hanh lai qui tu (Pyramiding)
gen nay tit cac dong ding gen (NILs) la
IRBB5, IRBB57 vao cac gidng lia MT 508-1
va giéng lia Huong cém.
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3.1.2. Khdo sdt b6 me theo chi thi phan ti
lién két gen Xa2l
St dung chi thi phan ti dugc tao lap
béi cap mbdi pTA248 va pr.Xa2l. San phidm
dién di trén gel cho thay, pTA248 cho da
hinh va nhan biét gen Xa21 r6 rang déng
thoi ciing nhan biét gen nay trong dong
IRBB57 (lane 5), cic gidng thi nghiém khac
c6 bang AND 4 vi tri trung nhau va khoéng
trung v6i biang ADN chi thi gen Xa2l.
Trong hai cip mébi st dung chi c6 mbi
pTA248 cho da hinh ADN véi giong MT508-1
va giong Huong com. Mdi pr.Xa21 khong cho
da hinh gifia bat ky cip dong/gidng lda nao
(Hinh 3). Nhu vay cac giong MT508-1 va
gidng Huong c¢6m c6 thé st dung lam vat lidu
nhan gen tit cac dong IRBB21, IRBB57 dé
cai tién tinh khang bénh.
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IR24 IRBBS I[RBBS7 MTS081 MTS7-1 MTS72 MIS73 MT§74 MIS7S MIS7-6 MIST-7 MTST-8 MTS79 MTS7-10 MTS7-11 MTS7-12

Bang chi thi gen xa$

sk e e e e

Béang khong mang gen

Hinh 4. San phadm PCR véi cap mdi RM 6320 trén gel Agarose 3%

Trén co s6 két qua st dung marker nhan
biét gen xa5 va Xa2l nhu trén, nghién ctiu
da xac dinh st dung céac chi thi phan ti duge
thiét k& bdi cac cap mdi RM6320 dé phat
hién c4 thé lai mang gen xa5 va cip mdi
pTA248 dé phat hién ca thé lai mang gen
Xa21 trong quin thé con lai sau khi lai quy
tu gen khang vao giong lda MT508-1 va
gibng lda Huong Com.

3.2. Kiém tra va nhan dién gen & ca thé
con lai
3.2.1. Stz dung cdp méi RM 6320 dé xdc dinh
cd thé lai mang gen xa5 trong qudn
thé BC3F1 (6 hop lai MT508-1 x IRBB57)
Chi thi dudc tao lap bdi cap mdi RM 6320
cho thdy, bing AND cta 2 dong NILs mang
gen khang xa5 (IRBB5 va IRBB57) trung
nhau, lane 2 va lane 3 va triing v6i bang AND
cia 2 ci thé lai MT.57-5 (lane 9), MT.57-6
(ane 10). Chtng t6 2 ca thé lai nay cing
mang gen khang xa5 (trang thai déng hgp ti).
Bing AND ctia dong lda IR24, MT508-1
va céc ca thé lai con lai trung nhau va khong
trung v6i bang AND cta cac dong NILs
mang gen khang. Diéu nay chiing td cac
dong lda nay va cac ca thé lai con lai khong
mang gen khang xa5.
3.2.2. St dung cdp méi pTA248 dé xdc dinh
cd thé lai mang gen Xa2l trong quan
thé BC3F1 (t6 hop lai MT508-1 x
IRBB57)

Xac dinh gen Xa21 trong cac cé thé cla
quan thé BC3F1 bang cip mdi pTA248 thu
duge san pham dién di (Hinh 5).

Gen Xa21 duge nhan biét bing cip mdi
pTA248 cho thdy trong s6 12 ca thé BC3F1
chi c6 2 ca thé MT.57-3 (lane 8) va MT.57-5
(lane 10) 1a mang chi thi nhan biét gen gidng
nhu dong ddng gen NILs mang don gen
Xa21 (trén hinh la Xa21) va dong mang da
gen khang trong d6 c6 gen Xa21 (IRBB57).
Nhu vay, hai ca thé nay c6 mang gen Xa21.
Tuy nhién theo k&t qua cho thdy, hai ca thé
nay ciing mang béng ADN giong nhu
MT508-1. Vay c6 thé két luan 2 ca thé nay
mang gen § trang théai di hop ti. Cac ca thé
khéc khong thay xuét hién bing chi thi cua
gen Xa2l.

3.3. Danh gia kha nang khang bénh cua
cac ca thé lai BC3F1 (t6 hgp lai
MT508-1 x IRBB57) qua lay nhiém
bénh nhan tao
St dung phucng phép 1ay bénh bang cit

dau 1a caa IRRI vao budi sang c6 suong va

danh gia tinh khang, nhiém cta cac dong lia
thi nghiém theo phucng phap do chiéu dai
vét bénh cua Satoru. Taura (Nhat Ban).

Phan tich danh gia tinh chéng chiu cua céc

cé thé BC3 F1 nhu trinh bay & bang 4.
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IR24 IR24C Xa21 BB57 MT508 MT.57-1 -2

-3

-4 -5

-6 -7

-y e

Bing khong mang gen

Hinh 5. San pham PCR véi cip méi pTA248 trén gel Agarose 3%

Bang 4. K&t qua lay nhiém danh gia cac ca thé con lai BC3F1
(t6 hop lai MT508 -1 x IRBB57)

Chiéu dai vét bénh, phan (rng clia cac dong lGa véi cac Isolate khac nhau

STT Tén dong 321 352 399
Chiéu dai Phan tng Chiéu dai Phan tng Chiéu dai Phan trng
1 MT508-1 19,5+ 2,1 HS 19,8+ 1,8 HS 13,7+15 S
2 IRBB57 22+1,2 HR 1,5+0,7 HR 05+0,3 HR
3 IRBB5 45+1,8 R 27+16 HR 0,7+23 HR
4  MT.571 20,3+24 HS 17,8+ 1,1 S 9,4+22 MR
5  MT.57-2 17,4 + 3,1 S 18,9422 HS 11,5428 MR
6  MT.57-3 78+1,8 R 54+1,1 R 45409 R
7  MT.57-4 17,3+1,9 S 19,9+1,8 HS 9,3+1,1 MR
8  MT.57-5 3,8+3,0 HR 3,1+0,8 HR 25+05 HR
9  MT.57-6 6,2+0,8 R 4,9 +0,6 R 3,804 HR
10  MT.57-7 14,1+ 1,1 S 12,2405 S 15,7 + 0,1 S
11 MT.57-8 13,1+ 2,1 S 14,3+26 S 17,5+0,9 S
12 MT.57-9 16,5+26 S 19,7+25 HS 11,5+1,6 MR
13 MT.57-10 124+1,0 S 125+1,0 S 126+1,3 S
14 MT.57-11 18,3+24 HS 19,7+2,8 HS 12,2+ 1,4 S
15 MT.57-12 17,4 + 3,1 S 18,9422 HS 11,5428 MR
16 IRBB21 56+25 R 3,3+27 HR 3,1£2,1 HR
17 IR24 (B/C nhiém) 16,4 +1,3 S 18,5+ 1,8 HS S

138+1,2
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Hinh 6. Phan {ing ctia cac ca thé lai chita gen khang qua lay nhiém nhan tao
(Isolate 399)

Ba ca thé lai la MT.57-3, MT.57-5,
MT.57-6 khang t6t (HR) véi cd 3 ching bac
14, tuong duong véi 2 gibng c6 mang gen
khang IRBB5 (mang gen xa5) va IRBB21
(mang gen Xa21). Ca thé lai MT.57-5 biéu
hién khang bénh bac 14 cao (HR) véi ca ba
chiung bac 1a. Nhu két luan 6 thi nghiém
trén, ca thé MT.57-5 mang ca 2 gen khang
xa5 (déng hop ti), Xa21 (di hop ti) do dé ca
thé lai nay khang bénh bac 14 cao hon so véi
2 c4 thé mang don gen khang 1a MT.57-3 va
MT.57-6. Cac ca thé lai con lai do khong
mang gen khang nén bi nhiém bénh bac 14
néng hon hoéc tuong duong dong me MT508-
1 ban dau va dong d6i chiing nhiém IR24.

Quan sat anh ta thdy, cic ca thé lai
BC3F1, chtia gen khang phan ting rat tot véi
chtng bac 14 14y nhiém, dic biét 1a ca thé
MT.57-5 (Hinh 6).

4. KET LUAN

- St dung phuong phap lai truyén thong
ké&t hgp véi phuong phap MAS c6 hiéu qua
dé chon loc cac ca thé lai mang mot hay
nhiéu gen khang bénh bac 14 ngay tu giai
doan rat sém khi lai quy tu gen khang vao
gidng lda MT508-1 va Huong Com.

- Chi thi phan ti SSR vé6i ciap moi RM
6320, nhan biét gen Xa5 va cip moi pTA248
nhan biét Xa21 c6 thé st dung trong chon
giong lda khang bénh bac 14 dua trén
marker phan tit (MAS), véi cac quan thé lai
MT508-1 va Huong c6m véi cac dong cho gen
IRBB5, IRBB21 va IRBB57.

- Trong quan thé BC3F1 cua té hop lai
gitta MT508-1 va IRBB57 da xac dinh dugc 2
cé thé lai mang gen khang xa5 & trang thai
dong hop tit (MT.57-5, MT.57-6) va 2 cac thé
lai mang gen khang Xa21 & trang thai di hgp
td (MT.57-3, MT.57-5). C4 thé lai MT.57-5
mang 2 gen khang xa5 (6 trang thai dong
hop tt), Xa21 (trang thai di hop ti). Day 1a
vat liéu quy cho chon giéng lda ning suét
cao, chat lugng va khang bénh bac 1a
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TÓM TẮT


Bệnh bạc lá là một trong những bệnh hại nguy hiểm nhất đối với cây lúa. Các nhà chọn giống đã sử dụng các gen kháng bệnh ở lúa, đặc biệt trong lĩnh vực chọn giống nông nghiệp. Trong những thập niên vừa qua rất nhiều giống kháng đã được tạo ra và đưa vào sản xuất, song những giống này tồn tại không được lâu vì nhiều lý do, một trong những lý do chính là tính kháng không bền vững và nhanh chóng bị phá vỡ sau vài năm. Để tạo được các giống có tính kháng bền vững rất cần thiết phải đưa vài gen kháng bệnh bạc lá hiệu quả vào genome đích. Nghiên cứu này đã sử dụng chỉ thị phân tử liên kết gen kháng xa5 và Xa21 để chọn ra các cá thể lai mang gen kháng trong quần thể lai BC3F1 của tổ hợp lai Hương cốm/ IRBB57. Kết quả đã chọn được 2 cá thể lai mang đơn gen kháng xa5, Xa21 và 1 cá thể lai mang cả 2 gen kháng xa5 và Xa21. 3 cá thể lai mang gen đã thể hiện khả năng kháng bệnh rất tốt với 3 chủng gây bệnh bạc lá sử dụng để lây nhiễm nhân tạo trong thí nghiệm. Như vậy chọn giống nhờ chỉ thị phân tử, khi phối hợp với chọn giống truyền thống, tỏ ra rất hiệu quả, tiết kiệm công sức và rút ngắn đáng kể thời gian tạo giống. 

Từ khoá: Gen kháng bệnh bạc lá, marker phân tử, vi khuẩn gây bệnh bạc lá. 


SUMMARY

Bacterial blight (BB) caused by Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) is one of the most destructive diseases of rice (Oryza  sativa L.) throughout the world. Breeders have exploited disease-resistance genes in rice for nearly a century. In the past decade, many resistant varieties have been released into production, but their longevity was rather short. The main reason is that their resistance to diseases was unstable/temporal and quickly broken down after few years. Thus, the introgression of one or more efficiently resistant genes into high quality rice varieties will be useful to enhance resistance and durability to BB disease. In this study, molecular markers was used to linked to xa5 and Xa21 to select the plant carrying resistance genes in BC3F1 population of MT508-1/ IRBB57. Two plants carrying single gene (xa5 or Xa21), one plant with two genes (xa5 and Xa21) were selected. These plants showed very good resistance to three bacterial leaf blight races in the greenhouse. The result indicated that Marker Assisted Breeding dramatically enhances the effectiveness of selection in breeding and significantly shortens the breeding period. 


Key words: Bacterial leaf blight resistance, marker - assisted selection, Xanthomonas oryzae pv. oryzae.
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1. §ÆT VÊN §Ò


BÖnh b¹c l¸ lµ mét trong nh÷ng bÖnh h¹i chÝnh cña c©y lóa (By Hafeez vµ cs.,  2007). Vi khuÈn g©y bÖnh b¹c l¸ (Xanthomonas oryzea pv. Oryzea) rÊt ®a d¹ng vÒ chñng g©y h¹i. Thµnh phÇn chñng vµ cÊu tróc quÈn thÓ rÊt kh¸c nhau ë mçi vïng sinh th¸i vµ mïa vô trong n¨m. NhËt B¶n ph¸t hiÖn thÊy cã 12 chñng, ë Philippin cã 6 chñng, Ên §é cã 9 chñng (Huang vµ cs., 1997; Loida vµ cs., 2008). ë ViÖt Nam, bÖnh g©y h¹i phæ biÕn t¹i c¸c vïng trång lóa ë miÒn B¾c vµ miÒn Trung ViÖt Nam. Theo kÕt qu¶ nghiªn cøu vµ c«ng bè cña nhiÒu t¸c gi¶ cã kho¶ng 15 - 16 chñng, vi khuÈn b¹c l¸ ®· ®­îc thu thËp, ph©n lËp vµ nghiªn cøu (Bïi Träng Thñy, 2009; Phan H÷u T«n vµ cs., 2004). 


 C¸c nghiªn cøu trªn còng x¸c ®Þnh c¸c gen kh¸ng xa5, Xa vµ  Xa21 kh¸ng hiÖu qu¶ víi phÇn lín c¸c chñng vi khuÈn b¹c l¸ cña ViÖt Nam (Bïi Träng Thñy vµ cs., 2004; Bïi Träng Thñy, 2009; Shanchez vµ cs., 2000; Perez vµ cs., 2008). NÕu c¸c gen nµy ®­îc chuyÓn vµo gièng lóa thuÇn cña ViÖt Nam cã n¨ng suÊt cao, chÊt l­îng g¹o kh¸ nh­ng bÞ nhiÔm bÖnh b¹c l¸ th× rÊt cã ý nghÜa trong thùc tiÔn s¶n xuÊt.


Cho ®Õn nay, viÖc sö dông c¸c gièng lóa kh¸ng bÖnh b¹c l¸ trong canh t¸c lµ mét ph­¬ng ph¸p tÝch cùc, cã nhiÒu ­u thÕ vµ hiÖu qu¶ (By Hafeez vµ cs., 2007). Tuy nhiªn, trong nhiÒu n¨m qua rÊt nhiÒu gièng kh¸ng ®· ®­îc t¹o ra vµ ®­a vµo s¶n xuÊt, song nh÷ng gièng nµy tån t¹i kh«ng ®­îc l©u v× nhiÒu lý do, mét trong nh÷ng lý do chÝnh lµ tÝnh kh¸ng kh«ng bÒn v÷ng vµ nhanh chãng bÞ ph¸ vì do sù biÕn ®éng di truyÒn cña quÇn thÓ c¸c chñng vi khuÈn b¹c l¸. §Ó t¹o ®­îc c¸c gièng cã tÝnh kh¸ng bÒn v÷ng rÊt cÇn thiÕt ph¶i ®­a vµi gen kh¸ng bÖnh b¹c l¸ hiÖu qu¶ vµo genome ®Ých, trong ®ã cã sù phèi hîp gi÷a chän gièng truyÒn thèng víi kü thuËt chØ thÞ ph©n tö (Huang vµ cs., 1997; Zhang vµ cs., 2006). 


Ph­¬ng ph¸p t¹o gièng kh¸ng bÖnh truyÒn thèng thùc hiÖn ®­a gen lÆn, hoÆc du nhËp cïng mét lóc vµi gen mong muèn vµo mét dßng lóa ­u viÖt th­êng gÆp rÊt nhiÒu khã kh¨n hoÆc ®«i khi kh«ng thÓ thùc hiÖn ®­îc (Mohan vµ cs., 1997). Ph­¬ng ph¸p dïng chØ thÞ ph©n tö (MAS) cã thÓ ph¸t hiÖn gi¸n tiÕp c¸c gen kh¸ng th«ng qua c¸c chØ thÞ ph©n tö liªn kÕt víi gen ®ã ngay tõ thÕ hÖ con lai thø nhÊt vµ cã thÓ x¸c ®Þnh c¸ thÓ cÇn chän läc ngay tõ rÊt sím (Bïi ChÝ Böu vµ cs., 2004; NguyÔn ThÞ Lang vµ cs., 2008). Bëi vËy øng dông marker ph©n tö trong chän t¹o nguån vËt liÖu kh¸ng bÖnh b¹c l¸ ë lóa sÏ rÊt hiÖu qu¶, quy tô ®­îc mét sè gen ®ång thêi vµo mét dßng lóa ­u tó, tiÕt kiÖm c«ng søc vµ rót ng¾n ®¸ng kÓ thêi gian t¹o gièng.


§· cã nhiÒu gièng lóa ®­îc quy tô tõ 2 gen kh¸ng bÖnh b¹c l¸ trë lªn. Deng Qi-ming vµ cs. (2006) ®· sö dông chØ thÞ ph©n tö pTA248 vµ MP12 ®Ó ®­a 2 gen kh¸ng Xa21 vµ Xa4 vµo gièng lóa Mianhui725. C¸c nhµ khoa häc Philippin còng ®· chuyÓn ®­îc 3 gen kh¸ng Xa4, Xa7, Xa21 vµo dßng lóa bÊt dôc ®ùc ph¶n øng víi nhiÖt ®é TGMS1. C¸c t¸c gi¶ ®· sö dông c¸c chØ thÞ ph©n tö M5 cho Xa7, Xa21 cho Xa21 (Perez vµ cs., 2008). ChØ thÞ RG556, RG207 còng ®· ®­îc c¸c nhµ khoa häc sö dông ®Ó ®­a gen lÆn xa5 vµo c¸c gièng lóa míi (Sanchez vµ cs., 2000; Anjali vµ cs., 2004). 


Môc ®Ých cña nghiªn cøu nµy nh»m t¹o nguån vËt liÖu mang gen kh¸ng b¹c l¸, sö dông ®Ó lµm vËt liÖu khëi ®Çu phôc vô cho nghiªn cøu vµ chän t¹o gièng lóa cho n¨ng suÊt, chÊt l­îng vµ kh¶ n¨ng chèng chÞu tèt.

2. VËT LIÖU Vµ PH¦¥NG PH¸P 
      NGHI£N CøU 


2.1. VËt liÖu  


Dßng lóa MT508-1 vµ gièng lóa h­¬ng cèm ®­îc dïng trong nghiªn cøu lµ dßng lóa thuéc d¹ng siªu cao s¶n cã triÓn väng (n¨ng suÊt thùc thu ®¹t 10 tÊn/ha, tû lÖ h¹t ch¾c ®¹t 94 - 95%), nh­ng bÞ nhiÔm bÖnh b¹c l¸ tõ ®iÓm 5 ®Õn 7. Bªn c¹nh ®ã, nghiªn cøu cßn sö dông 12 c¸ thÓ lai BC3F1 (con lai gi÷a dßng MT508-1 vµ dßng lóa IRBB57) vµ c¸c dßng cho gen (donor) ®· quy tô gen kh¸ng b¹c l¸ cña IRRI lµ IRB57 (chøa 3 gen kh¸ng: Xa4 + xa5 + Xa21), IRBB5 (chøa gen kh¸ng xa5) vµ IRBB21 (chøa gen kh¸ng Xa21). §©y lµ c¸c dßng vËt liÖu ®­îc cung cÊp bëi ViÖn Lóa quèc tÕ IRRI. C¸c dßng chøa gen trªn kh¸ng tèt víi c¸c chñng b¹c l¸ sö dông trong thÝ nghiÖm ®Ó l©y nhiÔm. 


+ C¸c chØ thÞ ph©n tö liªn kÕt víi gen kh¸ng b¹c l¸.


+ C¸c chñng b¹c l¸ ®­îc sö dông:


321: ph©n lËp trªn gièng Khang d©n, thu ë Thi trÊn Gèi - Vô B¶n - Nam §Þnh


352: ph©n lËp trªn gièng Khang d©n, thu ë Tiªn Du - B¾c Ninh


399: ph©n lËp trªn gièng P6, thu ë T©n H­¬ng - Ninh Giang - H¶i D­¬ng.


§©y lµ 3 chñng b¹c l¸ cã ®éc tÝnh m¹nh nhÊt nghiªn cøu nµy thu ®­îc sau khi tiÕn hµnh lµm thÝ nghiÖm l©y nhiÔm 15 chñng b¹c l¸ (®­îc thu thËp vµ ph©n lËp) víi c¸c dßng chøa gen kh¸ng (thu thËp ®­îc tõ ViÖn Lóa quèc tÕ IRRI).


2.2. Ph­¬ng ph¸p nghiªn cøu


Sö dông ph­¬ng ph¸p lai trë l¹i (backcross) ®Ó chuyÓn gen kh¸ng b¹c l¸ tõ dßng IRBB57 vµo dßng MT508-1, c«ng thøc lai: MT508-1 ( IRBB57. Chän c©y lai tõ quÇn thÓ BC1F1 vµ quÇn thÓ BC2F1 b»ng kü thuËt chØ thÞ ph©n tö vµ l©y nhiÔm bÖnh nh©n t¹o.

B¶ng 1. Måi ®­îc sö dông ph©n tÝch PCR


		Mồi

		Trình tự DNA

		Nguồn tham khảo

		Liên kết gen

		Nhiễm sắc thể



		RM 17749


(SSR)

		F: ACGCACATCACAACCTCACTGC


R: TCTCTTGCCACACACCTTACATCC

		Cornell map RFLP 2001 (Oryza sativa x Oryza longistaminata)

		xa5

		5



		RM 6320


(SSR)

		F: GAGCTGGACCTCCTCGACAC


R: CATGCATCACCGAATGAGTC

		Cornell map RFLP 2001 (Oryza sativa x Oryza longistaminata)

		xa5

		5



		pTA248


(STS)

		F:AGACGCGGAAGGGTGGTTCCCGGA


R: AGACCGGTAATCGAAAGATGAAA

		Chen và cs., 2000
Chunwongse và cs.,1993; William, 1996  band 900bp

		Xa21

		11



		pr.Xa21


(STS)

		F: ATAGCAACTGATTGCTTGG


R: CGATCGGTATAACAGCAAAAC

		Chen et al, 2000

		Xa21

		11





B¶ng 2. Thµnh phÇn ph¶n øng PCR


		STT

		Thành phần

		Thể tích ((l)



		1

		Nước cất khử trùng

		5,5



		2

		PCR buffer 10x

		1,5



		3

		dNTPs (2,0mM)

		1,2



		4

		MgCl2 (25mM)

		1,2



		5

		Mồi xuôi (Primer forward)

		1,2



		6

		Mồi ngược (Primer back)

		1,2



		7

		Taq-polymerase 5 Units

		0,2



		8

		ADN nguyên bản

		3



		9

		Tổng thể tích

		15





B¶ng 3. ChÕ ®é nhiÖt cña ph¶n øng PCR


		Giai đoạn

		Nhiệt độ (0C)

		Thời gian

		Tác động

		Số chu kỳ



		I

		94

		5 phút

		Biến tính

		1



		II

		94

		1 phút

		Biến tính

		30



		

		55

		1 phút

		Gắn mồi

		



		

		72

		2 phút

		Tổng hợp

		



		III

		72

		7 phút

		Tổng hợp

		1



		IV

		4

		

		Bảo quản

		





TiÕn hµnh kiÓm tra gen kh¸ng bÖnh b¹c l¸ trong vËt liÖu b»ng chØ thÞ ph©n tö: ADN l¸ lóa ®­îc t¸ch chiÕt theo ph­¬ng ph¸p CTAB cã c¶i tiÕn trªn c¬ së ph­¬ng ph¸p Shaghai - Maroof (1984). C¸c dßng bè mÑ vµ c¸c c¸ thÓ lai ®­îc thu mÉu l¸ ë giai ®o¹n muén (khi c©y ®· ®Î nh¸nh vµ cã nhiÒu l¸) ®Ó ®¶m b¶o c©y sèng phôc vô cho c¸c thÝ nghiÖm kh¸c. C¸c mÉu l¸ thu chia lµm 2 gãi riªng, mét gãi ®Ó t¸ch chiÕt ngay (b¶o qu¶n ë -200C, gãi thø 2 ®­îc b¶o qu¶n ë -700C ®Ó dù tr÷ ®Ò phßng cÇn t¸ch l¹i. Nång ®é AND ®­îc ®äc b»ng m¸y nanodrop. KiÓm tra chÊt l­îng AND trªn gel agrose 1%. PCR (Polymerase Chain Reaction) ®­îc tiÕn hµnh theo ph­¬ng ph¸p cña Karl Mullis vµ cs. (1985). Ph¶n øng PCR ®­îc thùc hiÖn trªn m¸y Amp-PCR system 9700. Tr×nh tù lÊy hãa chÊt vµ thµnh phÇn cña mçi ph¶n øng ®­îc thÓ hiÖn trong b¶ng 2.


Ph­¬ng ph¸p l©y bÖnh b»ng c¾t ®Çu l¸ cña IRRI vµo buæi s¸ng cã s­¬ng, ®¸nh gi¸ theo thang ®iÓm ®o chiÒu dµi vÕt bÖnh cña Satoru. Taura (NhËt B¶n).


Sè liÖu ®­îc xö lý b»ng c¸c ph­¬ng ph¸p thèng kª sinh häc.


3. KÕT QU¶ NGHI£N CøU Vµ TH¶O
    LUËN

3.1. Kh¶o s¸t vËt liÖu sö dông lµm bè mÑ


Kh¶o s¸t vµ ®¸nh gi¸ ë møc ®é ph©n tö cña c¸c dßng lóa sö dông lµm bè, mÑ vµ c¸c tæ hîp lai cÇn ph¶i cã ®­îc ADN cña c¸c c¸ thÓ bè, mÑ vµ con lai BC3F1 (theo cÆp lai vµ tæ hîp lai) víi chÊt l­îng tèt, kh«ng bÞ gÉy. §¸nh gi¸ s¶n phÈm DNA t¸ch chiÕt tõ c¸c mÉu l¸ khi ®iÖn di trªn gel agrose 1% thu ®­îc kÕt qu¶ ®iÖn di (H×nh 1). 


KÕt qu¶ thu ®­îc cho thÊy, ADN cña tÊt c¶ c¸c mÉu gièng ®· ®­îc t¸ch chiÕt tõ lane 1 ®Õn lane 17 cã ®é tinh s¹ch cao, kh«ng bÞ gÉy, cã thÓ sö dông cho nghiªn cøu tiÕp theo.


3.1.1. Kh¶o s¸t ®a h×nh bè mÑ theo chØ thÞ
           liªn kÕt gen xa5


Gen xa5 ®­îc kh¶o s¸t c¸c chØ thÞ ph©n tö SSR víi 2 cÆp måi: RM 17749, RM 6320 lµ nh÷ng cÆp måi ®Æc hiÖu ®Ó ph¸t hiÖn gen xa5 (theo B¶n ®å Cornell, 2001). S¶n phÈm DNA cña c¸c mÉu gièng ®­îc ®iÖn di trªn gel Agarose 3%. KÕt qu¶ ®iÖn di cho thÊy, cÆp måi RM6320 cho ®a h×nh cña bè, mÑ, ®èi chøng vµ c¸c dßng chuÈn kh¸ng râ nÐt (H×nh 2), cÆp måi cßn l¹i RM 17749 kh«ng cho ®a h×nh. Theo Bert Collard vµ David Mackill (2009), ®iÒu kiÖn ®Ó chän gièng ph©n tö (MAS) thµnh c«ng cÇn quan t©m lµ kü thuËt ®¬n gi¶n, ®é tin cËy, møc ®é ®a h×nh, sè l­îng vµ chÊt l­îng DNA. Do vËy,  nghiªn cøu nµy kh«ng sö dông cÆp måi kh«ng ®a h×nh cho nghiªn cøu tiÕp theo.


[image: image1.emf]

H×nh 1. KiÓm tra chÊt l­îng ADN t¸ch chiÕt ®­îc trªn gel Agarose 1%


Ghi chú: Các mẫu từ 1-17 gồm: IR24, MT508-1,IRBB5, IRBB21, IRBB57, MT57.1, MT57.2, …... MT57.12 
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H×nh 2. S¶n phÈm PCR víi cÆp måi RM 6320 trªn gel Agarose 3%
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H×nh 3. S¶n phÈm PCR víi cÆp måi pTA248 trªn gel Agarose 3%

Quan s¸t ¶nh thu ®­îc ta thÊy: Khi dïng cÆp måi chØ thÞ RM 6320 chØ thu ®­îc 1 v¹ch b¨ng AND cña c¸c dßng NILs mang ®¬n gen kh¸ng IRBB5 vµ dßng mang ®a gen kh¸ng IRBB57 (chøa 3 gen kh¸ng: Xa4, xa5, Xa21) ë vÞ trÝ trïng nhau, lane 3 vµ lane 4. B¨ng AND cña c¸c dßng lóa cÇn chuyÓn gen kh¸ng b¹c l¸: MT508-1 vµ H­¬ng cèm kh«ng trïng víi vÞ trÝ b¨ng AND cña c¸c dßng NILs mang gen kh¸ng. §iÒu ®ã cã nghÜa lµ gi÷a c¸c dßng/gièng nµy víi c¸c dßng NILs cã ®a h×nh theo chØ thÞ RM6320. 


Nh­ vËy cã thÓ sö dông chØ thÞ RM 6320 ®Ó nhËn biÕt vµ chän läc c¸ thÓ mang gen xa5 khi tiÕn hµnh lai qui tô (Pyramiding) gen nµy tõ c¸c dßng ®¼ng gen (NILs) lµ IRBB5, IRBB57 vµo c¸c gièng lóa MT 508-1 vµ gièng lóa H­¬ng cèm. 


3.1.2. Kh¶o s¸t bè mÑ theo chØ thÞ ph©n tö
           liªn kÕt gen Xa21


Sö dông chØ thÞ ph©n tö ®­îc t¹o lËp bëi cÆp måi pTA248 vµ pr.Xa21. S¶n phÈm ®iÖn di trªn gel cho thÊy, pTA248 cho ®a h×nh vµ nhËn biÕt gen Xa21 râ rµng ®ång thêi còng nhËn biÕt gen nµy trong dßng IRBB57 (lane 5), c¸c gièng thÝ nghiÖm kh¸c cã b¨ng AND ë vÞ trÝ trïng nhau vµ kh«ng trïng víi b¨ng ADN chØ thÞ gen Xa21. Trong hai cÆp måi sö dông chØ cã måi pTA248 cho ®a h×nh ADN víi gièng MT508-1 vµ gièng H­¬ng cèm. Måi pr.Xa21 kh«ng cho ®a h×nh gi÷a bÊt kú cÆp dßng/gièng lóa nµo (H×nh 3). Nh­ vËy c¸c gièng MT508-1 vµ gièng H­¬ng cèm cã thÓ sö dông lµm vËt liÖu nhËn gen tõ c¸c dßng IRBB21, IRBB57 ®Ó c¶i tiÕn tÝnh kh¸ng bÖnh.
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H×nh 4. S¶n phÈm PCR víi cÆp måi RM 6320 trªn gel Agarose 3%

Trªn c¬ së kÕt qu¶ sö dông marker nhËn biÕt gen xa5 vµ Xa21 nh­ trªn, nghiªn cøu ®· x¸c ®Þnh sö dông c¸c chØ thÞ ph©n tö ®­îc thiÕt kÕ bëi c¸c cÆp måi RM6320 ®Ó ph¸t hiÖn c¸ thÓ lai mang gen xa5 vµ cÆp måi pTA248 ®Ó ph¸t hiÖn c¸ thÓ lai mang gen Xa21 trong quÇn thÓ con lai sau khi lai quy tô gen kh¸ng vµo gièng lóa MT508-1 vµ gièng lóa H­¬ng Cèm.


3.2. KiÓm tra vµ nhËn diÖn gen  ë c¸ thÓ
       con lai  


3.2.1. Sö dông cÆp måi RM 6320 ®Ó x¸c ®Þnh 
          c¸ thÓ lai mang gen xa5 trong quÇn
          thÓ BC3F1 (tæ hîp lai MT508-1 x IRBB57)

ChØ thÞ ®­îc t¹o lËp bëi cÆp måi RM 6320 cho thÊy, b¨ng AND cña 2 dßng NILs mang gen kh¸ng xa5 (IRBB5 vµ IRBB57) trïng nhau, lane 2 vµ lane 3 vµ trïng víi b¨ng AND cña 2 c¸ thÓ lai MT.57-5 (lane 9), MT.57-6 (lane 10). Chøng tá 2 c¸ thÓ lai nµy còng mang gen kh¸ng xa5 (tr¹ng th¸i ®ång hîp tö).


B¨ng AND cña dßng lóa IR24, MT508-1 vµ c¸c c¸ thÓ lai cßn l¹i trïng nhau vµ kh«ng trïng víi b¨ng AND cña c¸c dßng NILs mang gen kh¸ng. §iÒu nµy chøng tá c¸c dßng lóa nµy vµ c¸c c¸ thÓ lai cßn l¹i kh«ng mang gen kh¸ng xa5. 


3.2.2. Sö dông cÆp måi pTA248 ®Ó x¸c ®Þnh
          c¸ thÓ lai mang gen Xa21 trong quÇn
          thÓ BC3F1 (tæ hîp lai MT508-1 (
          IRBB57)


X¸c ®Þnh gen Xa21 trong c¸c c¸ thÓ cña quÇn thÓ BC3F1 b»ng cÆp måi pTA248 thu ®­îc s¶n phÈm ®iÖn di (H×nh 5).


Gen Xa21 ®­îc nhËn biÕt b»ng cÆp måi pTA248 cho thÊy trong sè 12 c¸ thÓ BC3F1 chØ cã 2 c¸ thÓ MT.57-3 (lane 8) vµ MT.57-5 (lane 10) lµ mang chØ thÞ nhËn biÕt gen gièng nh­  dßng ®¼ng gen NILs mang ®¬n gen Xa21 (trªn h×nh lµ Xa21) vµ dßng mang ®a gen kh¸ng trong ®ã cã gen Xa21 (IRBB57). Nh­ vËy, hai c¸ thÓ nµy cã mang gen Xa21. Tuy nhiªn theo kÕt qu¶ cho thÊy, hai c¸ thÓ nµy còng mang b¨ng ADN gièng nh­ MT508-1. VËy cã thÓ kÕt luËn 2 c¸ thÓ nµy mang gen ë tr¹ng th¸i dÞ hîp tö. C¸c c¸ thÓ kh¸c kh«ng thÊy xuÊt hiÖn b¨ng chØ thÞ cña gen Xa21.


3.3. §¸nh gi¸ kh¶ n¨ng kh¸ng bÖnh cña
       c¸c c¸ thÓ lai BC3F1 (tæ hîp lai 
       MT508-1 ( IRBB57) qua l©y nhiÔm
       bÖnh nh©n t¹o


Sö dông ph­¬ng ph¸p l©y bÖnh b»ng c¾t ®Çu l¸ cña IRRI vµo buæi s¸ng cã s­¬ng vµ ®¸nh gi¸ tÝnh kh¸ng, nhiÔm cña c¸c dßng lóa thÝ nghiÖm theo ph­¬ng ph¸p ®o chiÒu dµi vÕt bÖnh cña Satoru. Taura (NhËt B¶n). Ph©n tÝch ®¸nh gi¸ tÝnh chèng chÞu cña c¸c c¸ thÓ BC3 F1 nh­ tr×nh bµy ë b¶ng 4.
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H×nh 5. S¶n phÈm PCR víi cÆp måi pTA248 trªn gel Agarose 3%


B¶ng 4. KÕt qu¶ l©y nhiÔm ®¸nh gi¸ c¸c c¸ thÓ con lai BC3F1
(tæ hîp lai MT508 -1 ( IRBB57)


		STT

		Tên dòng

		Chiều dài vết bệnh, phản ứng của các dòng lúa với các Isolate khác nhau



		

		

		321

		352

		399



		

		

		Chiều dài

		Phản ứng

		Chiều dài

		Phản ứng

		Chiều dài

		Phản ứng



		1

		MT508-1

		19,5 ± 2,1

		HS

		19,8 ± 1,8

		HS

		13,7 ± 1,5

		S



		2

		IRBB57

		2,2 ± 1,2

		HR

		1,5 ± 0,7

		HR

		0,5 ± 0,3

		HR



		3

		IRBB5

		4,5 ± 1,8

		R

		2,7 ± 1,6

		HR

		0,7 ± 2,3

		HR



		4

		MT.57-1

		20,3 ± 2,4

		HS

		17,8 ± 1,1

		S

		9,4 ± 2,2

		MR



		5

		MT.57-2

		17,4 ± 3,1

		S

		18,9 ± 2,2

		HS

		11,5 ± 2,8

		MR



		6

		MT.57-3

		7,8 ± 1,8

		R

		5,4 ± 1,1

		R

		4,5 ± 0,9

		R



		7

		MT.57-4

		17,3 ± 1,9

		S

		19,9 ± 1,8

		HS

		9,3 ± 1,1

		MR



		8

		MT.57-5

		3,8 ± 3,0

		HR

		3,1 ± 0,8

		HR

		2,5 ± 0,5

		HR



		9

		MT.57-6

		6,2 ± 0,8

		R

		4,9 ± 0,6

		R

		3,8 ± 0,4

		HR



		10

		MT.57-7

		14,1 ± 1,1

		S

		12,2 ± 0,5

		S

		15,7 ± 0,1

		S



		11

		MT.57-8

		13,1 ± 2,1

		S

		14,3 ± 2,6

		S

		17,5 ± 0,9

		S



		12

		MT.57-9

		16,5 ± 2,6

		S

		19,7 ± 2,5

		HS

		11,5 ± 1,6

		MR



		13

		MT.57-10

		12,4 ± 1,0

		S

		12,5 ± 1,0

		S

		12,6 ± 1,3

		S



		14

		MT.57-11

		18,3 ± 2,4

		HS

		19,7 ± 2,8

		HS

		12,2 ± 1,4

		S



		15

		MT.57-12

		17,4 ± 3,1

		S

		18,9 ± 2,2

		HS

		11,5 ± 2,8

		MR



		16

		IRBB21

		5,6 ± 2,5

		R

		3,3 ± 2,7

		HR

		3,1 ± 2,1

		HR



		17

		lR24 (Đ/C nhiễm)

		16,4 ± 1,3

		S

		18,5 ± 1,8

		HS

		13,8 ± 1,2

		S
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H×nh 6. Ph¶n øng cña c¸c c¸ thÓ lai chøa gen kh¸ng qua l©y nhiÔm nh©n t¹o
(Isolate 399)


Ba c¸ thÓ lai lµ MT.57-3, MT.57-5, MT.57-6 kh¸ng tèt (HR) víi c¶ 3 chñng b¹c l¸, t­¬ng ®­¬ng víi 2 gièng cã mang gen kh¸ng IRBB5 (mang gen xa5) vµ IRBB21 (mang gen Xa21). C¸ thÓ lai MT.57-5 biÓu hiÖn kh¸ng bÖnh b¹c l¸ cao (HR) víi c¶ ba chñng b¹c l¸. Nh­ kÕt luËn ë thÝ nghiÖm trªn, c¸ thÓ MT.57-5 mang c¶ 2 gen kh¸ng xa5 (®ång hîp tö), Xa21 (dÞ hîp tö) do ®ã c¸ thÓ lai nµy kh¸ng bÖnh b¹c l¸ cao h¬n so víi 2 c¸ thÓ mang ®¬n gen kh¸ng lµ MT.57-3 vµ MT.57-6. C¸c c¸ thÓ lai cßn l¹i do kh«ng mang gen kh¸ng nªn bÞ nhiÔm bÖnh b¹c l¸ nÆng h¬n hoÆc t­¬ng ®­¬ng dßng mÑ MT508-1 ban ®Çu vµ dßng ®èi chøng nhiÔm IR24.


Quan s¸t ¶nh ta thÊy, c¸c c¸ thÓ lai BC3F1, chøa gen kh¸ng ph¶n øng rÊt tèt víi chñng b¹c l¸ l©y nhiÔm, ®Æc biÖt lµ c¸ thÓ MT.57-5 (H×nh 6).


4. KÕT LUËN

- Sö dông ph­¬ng ph¸p lai truyÒn thèng kÕt hîp víi ph­¬ng ph¸p MAS cã hiÖu qu¶ ®Ó chän läc c¸c c¸ thÓ lai mang mét hay nhiÒu gen kh¸ng bÖnh b¹c l¸ ngay tõ giai ®o¹n rÊt sím khi lai quy tô gen kh¸ng vµo gièng lóa MT508-1 vµ H­¬ng Cèm.


- ChØ thÞ ph©n tö SSR víi cÆp måi RM 6320, nh©n biÕt gen Xa5 vµ cÆp måi pTA248 nhËn biÕt Xa21 cã thÓ sö dông trong chän gièng lóa kh¸ng bÖnh b¹c l¸ dùa trªn marker ph©n tö (MAS), víi c¸c quÇn thÓ lai MT508-1 vµ H­¬ng cèm víi c¸c dßng cho gen IRBB5, IRBB21 vµ IRBB57.


- Trong quÇn thÓ BC3F1 cña tæ hîp lai gi÷a MT508-1 vµ IRBB57 ®· x¸c ®Þnh ®­îc 2 c¸ thÓ lai mang gen kh¸ng xa5 ë tr¹ng th¸i ®ång hîp tö (MT.57-5, MT.57-6) vµ 2 c¸c thÓ lai mang gen kh¸ng Xa21 ë tr¹ng th¸i dÞ hîp tö (MT.57-3, MT.57-5). C¸ thÓ lai MT.57-5 mang 2 gen kh¸ng xa5 (ë tr¹ng th¸i ®ång hîp tö), Xa21 (tr¹ng th¸i dÞ hîp tö). §©y lµ vËt liÖu quý cho chän gièng lóa n¨ng suÊt cao, chÊt l­îng vµ kh¸ng bÖnh b¹c l¸ 
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