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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.

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 
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 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 l−îng g¹o kh¸ nh−ng 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 th−êng 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 l−îng 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%), nh−ng 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 
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+ 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 F: GAGCTGGACCTCCTCGACAC 

R: CATGCATCACCGAATGAGTC 
Cornell map RFLP 2001 (Oryza 
sativa x Oryza longistaminata) xa5 5 

(SSR)

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

Xa21 11 
pTA248 F:AGACGCGGAAGGGTGGTTCCCGGA 

(STS) R: AGACCGGTAATCGAAAGATGAAAR

pr.Xa21 F: ATAGCAACTGATTGCTTGG 

R: CGATCGGTATAACAGCAAAAC 
Chen et al, 2000 Xa21 11 

(STS)

B¶ng 2. Thμnh phÇn ph¶n øng PCR 

STT Thành phần Thể tích (μl) 

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 
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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 

94 1 phút Biến tính 
55 1 phút Gắn mồi II 
72 2 phút Tổng hợp 

 
30 

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 
l−îng 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 l−îng 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 l−îng vμ chÊt l−îng DNA. Do vËy,  nghiªn 
cøu nμy kh«ng sö dông cÆp måi kh«ng ®a 
h×nh cho nghiªn cøu tiÕp theo. 

 
H×nh 1. KiÓm tra chÊt l−îng 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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Băng chỉ thị gen xa5 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

H×nh 2. S¶n phÈm PCR víi cÆp måi RM 6320 trªn gel Agarose 3% 

 

Băng chỉ thị gen Xa21 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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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Băng chỉ thị gen xa5 Băng không mang gen 

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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Băng chỉ thị mang gen Xa21 Băng không mang gen 

Lá bị nhiễm bệnh 
Lá biểu hiện kháng 

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) 

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

321 352 399 STT Tên dòng 

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 l−îng vμ kh¸ng bÖnh b¹c l¸  
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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 

[image: image7.png]

H×nh 2. S¶n phÈm PCR víi cÆp måi RM 6320 trªn gel Agarose 3%


[image: image8.png]

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.


[image: image9.png]

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.



[image: image2]

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





[image: image10.emf]



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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