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TÓM TẮT 
Các dòng bố: 9311BB, D42BB, R308BB được tạo ra bằng phương pháp lai hồi quy giữa các dòng  

lúa 9311, D42, R308 với các dòng chuẩn kháng bệnh bạc lá mang gen Xa7 và Xa21. Chỉ thị phân tử 
liên kết chặt với các gen Xa21, Xa7: pTA248, RM5509 tương ứng đã được sử dụng để phát hiện các 
gen này trên 3 dòng bố 9311BB, D42BB, R308BB. Kết quả kiểm tra cho thấy: dòng bố R308BB  có 90% 
số cá thể của mang gen kháng Xa21 đồng hợp tử, 10% số cá thể mang gen dị hợp tử; dòng bố D42BB 
có 10% số cá thể mang gen kháng dị hợp tử, dòng bố 9311BB có 100% số cá thể mang gen Xa7 và tất 
cả các cá thể này đều đồng hợp tử về gen Xa7. Kết quả này phù hợp với kết quả lây nhiễm nhân tạo 
tại thế hệ lai BC3F1 của các dòng 9311BB và R308BB với 3 nòi vi khuẩn: HAU 01043, HAU 02009-2, 
HAU 02034-6 ngoại trừ dòng D42BB. Điều này chứng minh rằng marker phân tử là một công cụ quan 
trọng trong việc phát hiện chính xác các gen mong muốn nhằm phục vụ công tác chọn tạo giống. 

Từ khoá: Bệnh bạc lá lúa, pTA248, RM5509, Xa7, Xa21, Xanthomonas oryzae pv. oryzae.  

SUMMARY 
Three male lines 9311BB, D42BB, R308BB were developed by crossing parental lines 9311, D42, 

R308 with the near-isogenic lines of rice carrying Xa7 and Xa21 resistance genes using backcross 
breeding program. The markers pTA248, RM5509 linked tightly with Xa21 gene, Xa7 gene, respectively 
were used to detect  bacterial blight resistance genes. The result showed that 90% individuals of 
R308BB were homozygous for Xa21  gene and 10% individuals were heterozygous while the D42BB 
have 10%  heterozygote for Xa21 gene and 100% individuals of 9311BB were homozygous for Xa7 
gene. This result coincides well with the artificially infected result on BC3F1 of 9311BB and R308BB 
except for D42BB. The research demonstrated that  molecular marker is a useful tool for the detection 
of the target genes. 

Key words: Bacterial blight, Xa7, Xa21, pTA248, RM5509, Xanthomonas oryzae pv. oryzae.  

1. §ÆT VÊN §Ò 

BÖnh b¹c l¸ lóa do vi khuÈn 
Xanthomonas Oryzae pv. Oryzae lμ mét 
trong nh÷ng bÖnh h¹i lμm gi¶m nghiªm 
träng n¨ng suÊt ë c¸c vïng trång lóa cña 

ch©u ¸ (Mew, 1987; Mew, 1993). Cho ®Õn 

nay cã trªn 30 gen kh¸ng bÖnh b¹c l¸ ®· 
®−îc ph¸t hiÖn ë lóa trång vμ lóa d¹i 
(Ninox-Lui vμ cs., 2006; Singh vμ cs., 2007; 
Wang vμ cs., 2009).  Trong sè c¸c gen kh¸ng 
bÖnh b¹c l¸ th−êng cã mÆt trong c¸c gièng 
lóa ®Þa ph−¬ng cña ViÖt Nam: Xa3, Xa4, 
xa5, Xa7, Xa10, xa13, Xa14 th× gen kh¸ng 
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Xa7, Xa21 cã vai trß quan träng trong t¹o 
gièng kh¸ng bÖnh v× chóng kh¸ng ®−îc hÇu 
hÕt c¸c chñng vi khuÈn g©y b¹c l¸ ë ViÖt 
Nam (Bïi Träng Thuû vμ cs., 2004). C¸c chØ 
thÞ ph©n tö liªn kÕt chÆt víi c¸c gen kh¸ng 
bÖnh ®· ®−îc x¸c ®Þnh nh−: chØ thÞ RZ390, 
RG556 vμ RG207 liªn kÕt víi gen xa5 
(McCouch vμ cs., 1991), gen Xa21 ®−îc x¸c 
®Þnh thuéc nhiÔm s¾c thÓ (NST) sè 11 vμ liªn 
kÕt chÆt víi chØ thÞ pTA248 (Ronald vμ cs., 
1992)… Víi c¸c ph¸t hiÖn trªn, nhiÒu nhμ 
chän t¹o gièng trªn thÕ giíi ®· sö dông 
marker ph©n tö ®Ó ph¸t hiÖn ra c¸c gen 
quan t©m. LUO Yan-chang vμ cs. (2004) sö 
dông chØ thÞ pTA248 vμ RM248 x¸c ®Þnh gen 
Xa21, Siriporn Korinsak vμ cs. (2009) sö 
dông chØ thÞ SSR (RM30, RM7243, RM5509, 
RM400) ®Ó ph¸t hiÖn gen kh¸ng bÖnh b¹c l¸. 

ë ViÖt Nam, NguyÔn ThÞ Pha vμ cs. 
(2004) sö dông c¸c chØ thÞ STS (RG556, 
RG136, pTA248..), SSR (RM21, RM114, 
RM122, RM164, RM190) ®Ó ph¸t hiÖn c¸c 
gen Xa21, xa5, xa13 trªn c¸c gièng lóa ®Þa 
ph−¬ng vμ dßng bè mÑ lai, L· Vinh Hoa vμ 
cs. (2010) ®· sö dông c¸c chØ thÞ Npb 181, P3 
vμ RG 556 ®Ó ph¸t hiÖn c¸c gen Xa4, Xa7, 
xa5 t−¬ng øng trong 150 mÉu gièng lóa thu 
thËp tõ c¸c ®Þa ph−¬ng miÒn B¾c ViÖt Nam. 

Nghiªn cøu nμy ®· sö dông ph−¬ng 
ph¸p l©y nhiÔm nh©n t¹o vμ c¸c chØ thÞ SSR: 
RM5509 ph¸t hiÖn gen Xa7 vμ chØ thÞ STS: 
pTA248 x¸c ®Þnh gen Xa21 trong c¸c dßng bè  

 

9311BB, D42BB, R308BB ®−îc t¹o ra b»ng 
ph−¬ng ph¸p lai håi quy gi÷a dßng  lóa 9311, 
D42, R308 víi c¸c dßng chuÈn kh¸ng bÖnh 
b¹c l¸ mang gen Xa7 vμ Xa21: IRBB4/7, 
IRBB4/5/13/21, IRBB21 t−¬ng øng. 

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

2.1. VËt liÖu 

2.1.1. VËt liÖu thùc vËt 

- C¸c dßng bè:  
+ Dßng 9311 nhËp néi tõ Trung Quèc 2003 
+ Dßng R308 ®−îc t¹o ra tõ tæ hîp C70/ 

Javanica l¸ tr¬n n¨m 1988 do Bé m«n Di 
truyÒn vμ Chän gièng c©y trång, Tr−êng §¹i 
häc N«ng nghiÖp Hμ Néi chän t¹o. 

+ Dßng D42 ®−îc chän tõ tæ hîp Indica/ 
Javanica tõ n¨m 1996 do Bé m«n Di truyÒn 
vμ Chän gièng c©y trång, Tr−êng §¹i häc 
N«ng nghiÖp Hμ Néi chän t¹o. 

- C¸c dßng ®¼ng gen: IRBB4/7, IRBB21, 
IRBB4/5/13/21 (tõ IRRI). 

- C¸c dßng chuÈn kh¸ng IRBB21 (mang 
gen Xa21), IRBB4/7 (mang gen Xa7), IRBB7 
(mang gen Xa7) vμ chuÈn nhiÔm IR24 
((IRRI). 

- C¸c dßng bè thuÇn vÒ kiÓu h×nh ®−îc 
t¹o ra b»ng ph−¬ng ph¸p lai håi quy:  
9311BB- 1 (R75), 9311-2 (R75), 9311BB-3 
(R75), D42BB vμ R308BB. 

B¶ng 1. C¸c c¸ thÓ kiÓm tra gen Xa21, Xa7 

TT Dòng, giống Số lượng cá 
thể phân tích 

Nguồn gốc các dòng 
bố và đối chứng Gen kiểm tra Ký hiệu dòng bố 

kháng bệnh 
1 Dòng 9311BB -1(R75) 10 9311/IRBB4/7 Xa4/Xa7 R75-1  R75-10 
2 Dòng 9311BB -2(R75) 10 9311/IRBB4/7 Xa4/Xa7 R75-2-1  R75-2-10 
3 Dòng 9311BB -3(R75) 10 9311/IRBB4/7 Xa4/Xa7 R75-3-1  R75-3-10 

4 Dòng D42BB 10 
D42/IRBB 
4/5/13/21 

Xa4/xa5 
/xa13/Xa21 

D42BB-1  D42BB-10 

5 Dòng R308BB 10 R308/IRBB21 Xa21 R308BB-1  R308BB-10 
6 IR24 5 Đ/C: Chuẩn nhiễm Không gen kháng IR24-1 IR24-5 
7 IRBB4/7 5 Đ/C: Chuẩn kháng Xa4/Xa7 IRBB4/7-1  IRBB4/7-10 
8 IRBB7 5 Đ/C: Chuẩn kháng Xa7 IRBB7-1 IRBB7-5 
9 IRBB21 5 Đ/C: Chuẩn kháng Xa21 IRBB21-1  IRBB21-10 
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B¶ng 2. C¸c nßi vi khuÈn xanthomonas oryzae 

TT Nhóm nòi HAU Isolate Nguồn 

1 Nòi 1 (Race 1)               HAU 01043  

2 Nòi 2 (Race 2) HAU 02009-2 Bùi Trọng Thủy và cs. (2003) 

3 Nòi 3 (Race 3) HAU 02034-6  

B¶ng 3. C¸c cÆp måi sö dông kiÓm tra gen Xa21, Xa7 

Chỉ thị Trình tự mồi Gen kiểm tra Tài liệu tham khảo 

pTA248 
F 
R 

5'-AGA CGC GGA AGG GTG GTT CCC GGA-3' 
5'-AGA CGC GGTGTA ATC GAA AGA TGA AA-3' 

Xa21 LUO Yan-chang (2004) 

RM5509 
(SSR) 

F 
R 

5’TGATCCATGCTTTGGCC3’ 
5’CCAGCAGAAAGAAGACGC3’ 

Xa7 McCouch (2002) 

     

2.1.2. VËt liÖu vi khuÈn 

C¸c nßi vi khuÈn g©y bÖnh b¹c l¸ dïng 
®Ó l©y nhiÔm nh©n t¹o ®−îc thÓ hiÖn trong 
b¶ng 2. 

2.1.3. CÆp måi kiÓm tra gen Xa7, Xa21 (B¶ng 3) 

2.2. Ph−¬ng ph¸p 

2.2.1. Ph−¬ng ph¸p l©y nhiÔm, ®¸nh gi¸ tÝnh 
          kh¸ng bÖnh b¹c l¸ 

T¹o dung dÞch vi khuÈn l©y nhiÔm víi 
mËt ®é 108 CFU/ml vμ tiÕn hμnh l©y nhiÔm 
nh©n t¹o tr−íc khi lóa trç kho¶ng 18 ngμy:  
Dïng kÐo ®· khö trïng nhóng vμo dung dÞch 
chøa vi khuÈn g©y b¹c l¸, råi c¾t lªn ®Çu l¸ 
lóa kho¶ng 2- 5 cm, cø 3- 5 l¸ l¹i nhóng kÐo 
vμo dung dÞch vi khuÈn 1 lÇn. L©y nhiÔm 
mçi khãm 3 chñng vi khuÈn cã ®éc tè ®¹i 
diÖn trªn tÊt c¶ c¸c c¸ thÓ cña c¸c dßng. Sau 
18 ngμy l©y nhiÔm tiÕn hμnh ®o chiÒu dμi vÕt 
bÖnh vμ ph©n cÊp møc ®é kh¸ng nhiÔm 
(Furuya vμ cs., 2003) nh− b¶ng sau: 

Chiều dài vết bệnh 
trung bình (cm) 

Phản ứng kháng, 
nhiễm bệnh 

K  ý
hiệu 

Chiều dài vết bệnh < 4,0 cm Kháng bệnh cao HR 
Chiều dài vết bệnh  
4,0 -8,0cm 

Kháng R 

Chiều dài vết bệnh  
8,0 > 12,0 cm 

Kháng trung bình MR 

Chiều dài vết bệnh > 12,0 cm Nhiễm S 

2.2.2. Ph−¬ng ph¸p chiÕt t¸ch DNA 
M« l¸ non cña c¸c dßng, gièng ®−îc thu 

vμ chiÕt t¸ch theo quy tr×nh cña Zhang vμ cs. 
(1985), s¶n phÈm chiÕt t¸ch ®−îc ®iÖn di 
trªn gel agarose 0,8%. ADN chiÕt t¸ch ®−îc 
b¶o qu¶n ë -200C. 

2.2.3. Ph−¬ng ph¸p PCR vμ kiÓm tra s¶n phÈm 
- ThÓ tÝch 1 ph¶n øng lμ 20ul bao gåm: 

10x buffer, 200 μM dNTPs, 500 μM MgCl2 

0,2 mM måi, 1ul DNA tæng sè, 2 unit Taq 
polymerase (Dream Taq polymerase).  

- Chu tr×nh nhiÖt ®−îc thùc hiÖn: 95oC 
trong 5 phót, 35 chu kú tiÕp theo gåm 95oC 
trong 30 gi©y, 52 - 53oC trong 30 gi©y, 72oC 
trong 1 phót 30 gi©y. Chu kú cuèi 72 oC trong 
7 phót vμ gi÷ æn ®Þnh ë 4oC.  

- S¶n phÈm PCR kiÓm tra gen xa7 ®−îc 
kiÓm tra trªn gel agarose 3% vμ 1,5% cho 
gen xa21 ë hiÖu ®iÖn thÕ 60V trong 1 giê 15 
phót, sau ®ã nhuém b»ng Ethium bromide 
®Ó ph¸t hiÖn. 

3. KÕT QU¶ Vμ TH¶O LUËN 

3.1. Tû lÖ c©y kh¸ng bÖnh, nhiÔm bÖnh cña  
       ba dßng bè trªn quÇn thÓ BC3F1 

C¸c dßng nhËn gen: 9311, R308, D42 
®−îc lai víi c¸c dßng chøa gen kh¸ng 
IRBB4/7, IRBB21,IRBB4/5/13/21 ®Ó t¹o ra 
F1, F1 sÏ ®−îc lai håi qui víi dßng mÑ t−¬ng 
øng theo s¬ ®å lai sau:  
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                                  9311, R308, D42   /     IRBB4/7, IRBB21,IRBB4/5/13/21.  
 

                              9311, R308, D42  / F1 
                  

                       9311, R308, D42  / BC1F1 
 

                        9311, R308, D42  / BC2F1 
 

                                              BC3F1                cho tù thô c¸c thÕ hÖ tiÕp theo: BC3F2... 

Qu¸ tr×nh lai håi quy ®−îc tiÕn hμnh 
®Õn thÕ hÖ BC3F1 vμ cho tù  thô. ThÕ hÖ 
BC3F1 ®· ®¹t ®−îc kiÓu h×nh gièng nh− ban 
®Çu cña ba dßng bè. §Ó x¸c ®Þnh kh¶ n¨ng 
kh¸ng bÖnh cña c¸c dßng t¹i thÕ hÖ lai 
BC3F1, nghiªn cøu sö dông 3 nßi vi khuÈn 
Xanthomonas oryzea: nßi 1, nßi 2, nßi 3 ®Ó 
tiÕn hμnh l©y nhiÔm nh©n t¹o vμ ®¸nh gi¸ 
cÊp bÖnh: chiÒu dμi vÕt bÖnh <12: kh¸ng, 
chiÒu dμi vÕt bÖnh >12: nhiÔm. Tû lÖ kh¸ng 
bÖnh cña c¸c dßng bè t¹i thÕ hÖ lai BC3FB1 
®−îc thÓ hiÖn t¹i b¶ng 4. 

KÕt qu¶ l©y nhiÔm nh©n t¹o 3 nßi vi 
khuÈn ®¹i diÖn cho vïng trung du miÒn nói 
phÝa B¾c, ®ång b»ng B¾c Bé, B¾c Trung Bé 
trong vô mïa 2007 cho thÊy kh¶ n¨ng kh¸ng 
bÖnh b¹c l¸ cña c¸c dßng nhËn gen 9311, 
D42, R308 t¹i thÕ hÖ lai BC3F1 t¨ng lÇn l−ît 
tõ 33,3% - 95,81%, 0 - 99,4%, 0 - 100%. §iÒu 
nμy chøng tá c¸c dßng 9311, D42, R308 ®· 
thõa h−ëng ®−îc tÝnh kh¸ng bÖnh tõ  c¸c dßng 
chøa gen kh¸ng: IRBB4/7, IRBB4/5/13/21, 
IRBB21 t−¬ng øng. Trong ®ã, thÕ hÖ BC3F1- 
R308BB cã 100% c¸ thÓ kh¸ng bÖnh vμ 
kh¸ng ®−îc c¶ 3 nßi vi khuÈn l©y nhiÔm. 
Nh÷ng c¸ thÓ kh¸ng bÖnh vμ cã ®Æc tÝnh 
n«ng sinh häc nh− 3 dßng bè ®−îc tù thô ®Ó 
t¹o dßng thuËn. KÕt qu¶ s¬ bé ®· x¸c lËp 
®−îc 3 dßng thuËn mang gen kh¸ng bÖnh lμ: 
9311BB (mang gen Xa7), D42BB, R308BB 
(mang gen Xa21). 

3.2. KiÓm tra gen kh¸ng ®−îc chuyÓn 
        b»ng chØ thÞ ph©n tö 

Sau khi t¹o ®−îc dßng thuÇn mang tÝnh 
kh¸ng bÖnh b»ng ph−¬ng ph¸p lai håi quy, 
mçi dßng bè mang gen kh¸ng bÖnh ®−îc 
kiÓm tra sù cã mÆt cña gen kh¸ng b»ng chØ 
thÞ  ph©n tö. 

3.2.1. KÕt qu¶ kiÓm tra gen Xa21 trªn 2 dßng 
          bè D42BB vμ R308BB sö dông cÆp måi  
           pTA248 

Sö dông cÆp måi pTA248 ®· ph¸t hiÖn 
®−îc 10/10 c¸ thÓ R308BB (chiÕm tû lÖ 
100%) vμ 1/10 c¸ thÓ D42BB (chiÕm tû lÖ 
10%) mang gen Xa21. Trong ®ã dßng bè 
R308BB cã 9 c¸ thÓ:  R308BB- 1, R308BB- 3, 
R308BB-4, R308BB- 5, R308BB- 6, R308BB- 
7, R308BB- 8, R308BB- 9, R308BB- 10 xuÊt 
hiÖn mét b¨ng DNA duy nhÊt gièng ®èi 
chøng IRBB21 (cã gen) vμ R308BB- 2 cïng 
víi D42BB-1 xuÊt hiÖn hai b¨ng mét t−¬ng 
øng víi IRBB21 vμ b¨ng cßn l¹i t−¬ng øng 
víi IR24 (®èi chøng kh«ng gen). Nh− vËy, 
trong tæng sè 10 c¸ thÓ mang gen Xa21 cña 
dßng bè R308BB cã 9 c¸ thÓ mang gen Xa21 
®ång hîp tö chiÕm tû lÖ 90%, 1 c¸ thÓ mang 
gen Xa21 dÞ hîp tö, trong khi dßng D42BB 
cã 10% c¸ thÓ mang gen kh¸ng dÞ hîp tö. 
C¸c dßng mang gen Xa21 ®ång hîp tö nμy sÏ  
tiÕp tôc ®−îc ®¸nh gi¸ vÒ c¸c tÝnh tr¹ng n«ng 
sinh häc kh¸c ®Ó ®−a vμo hÖ thèng s¶n xuÊt 
lóa lai. 
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B¶ng 4. Tû lÖ kh¸ng bÖnh b¹c l¸ cña dßng bè t¹i thÕ hÖ lai BC3F1 vô mïa 2007 

Nòi 1 Nòi 2 Nòi 3 
STT Dòng, giống Kháng 

(R) 
Nhiễm

(S) 
Kháng 

(R) 
Nhiễm

(S) 
Kháng 

(R) 
Nhiễm 

(S) 

Tổng 
R/S 

Tỷ lệ 
kháng 

(%) 
1 BC3F1-9311 40 0 35 0 40 5 115/5 95,81 
2 BC3F1-D42 298 5 298 0 298 0 894/5 99,4 
3 BC3F1-R308 50 0 55 0 55 0 160/0 100 
4 Dòng bố 9311 nguyên bản 2 0 0 2 0 2 2/6 33,3 
5 Dòng bố D42 nguyên bản 0 2 0 2 0 2 0/6 0 
6 Dòng bố R308 nguyên bản 0 2 0 2 0 2 0/6 0 
7 IRBB7 (chuẩn kháng) 2 0 2 0 2 0 6/0 100 
8 IRBB21 (chuẩn kháng 2 0 2 0 2 0 6/0 100 
9 IR24 (chuẩn nhiễm) 0 2 0 2 0 2 0/6 100 

B¶ng 5. So s¸nh tû lÖ kh¸ng bÖnh b¹c l¸ cña dßng bè b»ng l©y nhiÔm nh©n t¹o 
vμ chØ thÞ ph©n tö t¹i thÕ hÖ lai BC3F1 vô mïa 2007 

Tỷ lệ cá thể có kiểu hình kháng 
bằng lây nhiễm nhân tạo (%) 

Tỷ lệ cá thể mang gen kháng 
bằng chỉ thị phân tử (%) TT Dòng, giống 

Xa7 Xa21 Xa7 Xa21 

1 BC3F1-9311 (R75) 95,81  100  
2 BC3F1-R308 (R308BB)  100  90 
3 BC3F1-D42 (D42BB)  99,4  10 
      

3.2.2. KÕt qu¶ kiÓm tra gen Xa7 sö dông 
           cÆp måi RM5509 

KÕt qu¶ kiÓm tra gen Xa7 sö dông cÆp 
måi RM5509 cho thÊy, tÊt c¶ c¸c c¸ thÓ kiÓm 
tra ®Òu cã gen Xa7 vμ ®Òu ë tr¹ng th¸i ®ång 
hîp tö vÒ gen Xa7 (®o¹n nh©n lªn cã kÝch 
th−íc 267, gièng ®èi chøng cã gen IRBB7). 

Nh− vËy sö dông chØ thÞ ph©n tö ®Ó 
kiÓm tra c¸c gen Xa21, Xa7 ®· chØ ra r»ng: 
c¸c dßng bè 9311, D42, R308 cã kh¶ n¨ng 
nh©n gen kh¸ng kh¸c nhau. Trong ®ã dßng  
9311BB (R75) cã 100% c¸ thÓ kiÓm tra cã 
gen kh¸ng, R308BB cã 90% c¸ thÓ kiÓm tra 
cã gen kh¸ng. KÕt qu¶ nμy t−¬ng ®èi trïng 
khíp víi kÕt qu¶ l©y nhiÔm nh©n t¹o b»ng vi 
khuÈn trªn hai dßng bè kh¸ng bÖnh lμ R75 
vμ R308BB. Riªng dßng D42BB chØ cã 10% 
c¸ thÓ kiÓm tra cã gen kh¸ng bÖnh ë tr¹ng 
th¸i dÞ hîp tö. Sù kh¸c biÖt gi÷a kÕt qu¶ l©y 
nhiÔm nh©n t¹o vμ kÕt qu¶ kiÓm tra gen 
kh¸ng cña dßng D42BB cã thÓ gi¶i thÝch lμ 
do gen Xa21 tuy cã phæ kh¸ng réng nh−ng 
th−êng bÞ mÊt kh¶ n¨ng kh¸ng trong thêi gian 

ng¾n do sù ph¸t triÓn nhanh chãng cña c¸c 
chñng g©y bÖnh (Mew vμ cs., 1992), ®ång 
thêi qu¸ tr×nh l©y nhiÔm nh©n t¹o chÞu ¶nh 
h−ëng cña ®iÒu kiÖn ngo¹i c¶nh: nhiÖt ®é, ®é 
Èm... (B¶ng 5). 

Còng sö dông marker ph©n tö ®Ó x¸c 
®Þnh gen kh¸ng bÖnh b¹c l¸, LUO Yan-chang 
vμ cs. (2004) ®· tiÕn hμnh kiÓm tra gen Xa21 
trªn 200 c¸ thÓ F2 b»ng chØ thÞ pTA248. KÕt 
qu¶ cho thÊy, cã 47 c¸ thÓ mang gen kh¸ng 
®ång hîp tö, 98 c¸ thÓ mang gen kh¸ng dÞ 
hîp tö. TÊt c¶ c¸c c¸ thÓ nμy cã møc ®é 
kh¸ng trung b×nh víi chñng X-03 (LUO Yan-
chang vμ cs., 2004). Siriporn Korinsak (2009) 
sö dông chØ thÞ SSR: RM5509 ®Ó ph¸t hiÖn 
gen Xa7 trªn quÈn thÓ F2. C¶ 2 gen Xa7 vμ 
Xa21 ®Òu lμ gen tréi cã phæ kh¸ng réng 
(Sidhu, 1978), liªn kÕt chÆt víi gen môc tiªu 
(Siriporn Korinsak vμ cs., 2009; Ronal vμ cs., 
1992) vμ ë tr¹ng th¸i ®ång hîp tö cã kh¶ 
n¨ng kh¸ng tèt h¬n tr¹ng th¸i dÞ hîp tö 
(Zhang vμ cs., 2006). Do ®ã chØ thÞ ph©n tö 
gióp chän läc chÝnh x¸c c¸ thÓ mang gen  
mong muèn (H×nh 1, H×nh 2). 
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H×nh 1. KÕt qu¶ kiÓm tra gen Xa7 
sö dông cÆp måi RM5509 

(®o¹n nh©n lªn cã kÝch th−íc 269bp) 

H×nh 2. KÕt qu¶ kiÓm tra gen Xa21 
sö dông cÆp måi pTA 248 

 

STT Hình 1 Hình 2 
1 Marker IR24 (Đối chứng không gen) 
2 IR24 (Đối chứng không gen) IRBB21 (Đối chứng có gen) 
3 IRBB7 (Đối chứng có gen) D42BB1 
4 IRBB4/7 D42BB2 
5 R75-2-1 D42BB3 
6 R75-2-2 D42BB4 
7 R75-2-3 D42BB5 
8 R75-2-4 D42BB6 
9 R75-2-5 D42BB7 

10 R75-2-6 D42BB8 
11 R75-2-7 D42BB9 
12 R75-2-8 D42BB10 
13 R75-2-9 R308BB1 
14 R75-2-10 R308BB2 
15  R308BB3 
16  R308BB4 

   

4. KÕT LUËN 
C¸c chØ thÞ ph©n tö RM5509 vμ pTA248 

®· ®−îc sö dông thμnh c«ng ®Ó ph¸t hiÖn 
gen kh¸ng b¹c l¸ t−¬ng øng lμ Xa7 vμ Xa21 
ë ba dßng bè 9311BB, D42BB, R308BB- kÕt 
qu¶ lai håi quy gi÷a c¸c dßng mÑ 9311, D42 
vμ R308 víi c¸c dßng bè ®¼ng gen IRBB4/7, 
IRBB4/5/13/21, IRBB21 t−¬ng øng. KÕt qu¶ 
kiÓm tra PCR víi c¸c cÆp måi ®Æc hiÖu cho 
thÊy: dßng bè R308BB cã 90% sè c¸ thÓ 
mang gen kh¸ng Xa21 ®ång hîp tö, 10% sè 
c¸ thÓ mang gen dÞ hîp tö; dßng bè D42BB 
cã 10% sè c¸ thÓ mang gen kh¸ng dÞ hîp tö; 
dßng bè 9311BB cã 100% sè c¸ thÓ mang gen 
Xa7 vμ tÊt c¶ c¸c c¸ thÓ nμy ®Òu ®ång hîp tö 
vÒ gen kh¸ng Xa7. KÕt qu¶ nμy trïng khíp 

víi kÕt qu¶ l©y nhiÔm nh©n t¹o 3 nßi vi 
khuÈn ®¹i diÖn cho 3 vïng: trung du miÒn 
nói phÝa B¾c, ®ång b»ng B¾c Bé, B¾c Trung 
Bé trªn quÇn thÓ lai BC3F1 cña c¸c dßng 
9311BB vμ R308BB, ngo¹i trõ dßng D42BB. 
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TÓM TẮT


Các dòng bố: 9311BB, D42BB, R308BB được tạo ra bằng phương pháp lai hồi quy giữa các dòng  lúa 9311, D42, R308 với các dòng chuẩn kháng bệnh bạc lá mang gen Xa7 và Xa21. Chỉ thị phân tử liên kết chặt với các gen Xa21, Xa7: pTA248, RM5509 tương ứng đã được sử dụng để phát hiện các gen này trên 3 dòng bố 9311BB, D42BB, R308BB. Kết quả kiểm tra cho thấy: dòng bố R308BB  có 90% số cá thể của mang gen kháng Xa21 đồng hợp tử, 10% số cá thể mang gen dị hợp tử; dòng bố D42BB có 10% số cá thể mang gen kháng dị hợp tử, dòng bố 9311BB có 100% số cá thể mang gen Xa7 và tất cả các cá thể này đều đồng hợp tử về gen Xa7. Kết quả này phù hợp với kết quả lây nhiễm nhân tạo tại thế hệ lai BC3F1 của các dòng 9311BB và R308BB với 3 nòi vi khuẩn: HAU 01043, HAU 02009-2, HAU 02034-6 ngoại trừ dòng D42BB. Điều này chứng minh rằng marker phân tử là một công cụ quan trọng trong việc phát hiện chính xác các gen mong muốn nhằm phục vụ công tác chọn tạo giống.


Từ khoá: Bệnh bạc lá lúa, pTA248, RM5509, Xa7, Xa21, Xanthomonas oryzae pv. oryzae.Nghe

Đọc ngữ âm

 


Từ điển - Xem từ điển chi tiết

SUMMARY


Three male lines 9311BB, D42BB, R308BB were developed by crossing parental lines 9311, D42, R308 with the near-isogenic lines of rice carrying Xa7 and Xa21 resistance genes using backcross breeding program. The markers pTA248, RM5509 linked tightly with Xa21 gene, Xa7 gene, respectively were used to detect  bacterial blight resistance genes. The result showed that 90% individuals of R308BB were homozygous for Xa21  gene and 10% individuals were heterozygous while the D42BB have 10%  heterozygote for Xa21 gene and 100% individuals of 9311BB were homozygous for Xa7 gene. This result coincides well with the artificially infected result on BC3F1 of 9311BB and R308BB except for D42BB. The research demonstrated that  molecular marker is a useful tool for the detection of the target genes.


Key words: Bacterial blight, Xa7, Xa21, pTA248, RM5509, Xanthomonas oryzae pv. oryzae.Nghe

Đọc ngữ âm

 


Từ điển - Xem từ điển chi tiết

1. §ÆT VÊN §Ò


BÖnh b¹c l¸ lóa do vi khuÈn Xanthomonas Oryzae pv. Oryzae lµ mét trong nh÷ng bÖnh h¹i lµm gi¶m nghiªm träng n¨ng suÊt ë c¸c vïng trång lóa cña ch©u ¸ (Mew, 1987; Mew, 1993). Cho ®Õn nay cã trªn 30 gen kh¸ng bÖnh b¹c l¸ ®· ®­îc ph¸t hiÖn ë lóa trång vµ lóa d¹i (Ninox-Lui vµ cs., 2006; Singh vµ cs., 2007; Wang vµ cs., 2009).  Trong sè c¸c gen kh¸ng bÖnh b¹c l¸ th­êng cã mÆt trong c¸c gièng lóa ®Þa ph­¬ng cña ViÖt Nam: Xa3, Xa4, xa5, Xa7, Xa10, xa13, Xa14 th× gen kh¸ng Xa7, Xa21 cã vai trß quan träng trong t¹o gièng kh¸ng bÖnh v× chóng kh¸ng ®­îc hÇu hÕt c¸c chñng vi khuÈn g©y b¹c l¸ ë ViÖt Nam (Bïi Träng Thuû vµ cs., 2004). C¸c chØ thÞ ph©n tö liªn kÕt chÆt víi c¸c gen kh¸ng bÖnh ®· ®­îc x¸c ®Þnh nh­: chØ thÞ RZ390, RG556 vµ RG207 liªn kÕt víi gen xa5 (McCouch vµ cs., 1991), gen Xa21 ®­îc x¸c ®Þnh thuéc nhiÔm s¾c thÓ (NST) sè 11 vµ liªn kÕt chÆt víi chØ thÞ pTA248 (Ronald vµ cs., 1992)… Víi c¸c ph¸t hiÖn trªn, nhiÒu nhµ chän t¹o gièng trªn thÕ giíi ®· sö dông marker ph©n tö ®Ó ph¸t hiÖn ra c¸c gen quan t©m. LUO Yan-chang vµ cs. (2004) sö dông chØ thÞ pTA248 vµ RM248 x¸c ®Þnh gen Xa21, Siriporn Korinsak vµ cs. (2009) sö dông chØ thÞ SSR (RM30, RM7243, RM5509, RM400) ®Ó ph¸t hiÖn gen kh¸ng bÖnh b¹c l¸.


ë ViÖt Nam, NguyÔn ThÞ Pha vµ cs. (2004) sö dông c¸c chØ thÞ STS (RG556, RG136, pTA248..), SSR (RM21, RM114, RM122, RM164, RM190) ®Ó ph¸t hiÖn c¸c gen Xa21, xa5, xa13 trªn c¸c gièng lóa ®Þa ph­¬ng vµ dßng bè mÑ lai, L· Vinh Hoa vµ cs. (2010) ®· sö dông c¸c chØ thÞ Npb 181, P3 vµ RG 556 ®Ó ph¸t hiÖn c¸c gen Xa4, Xa7, xa5 t­¬ng øng trong 150 mÉu gièng lóa thu thËp tõ c¸c ®Þa ph­¬ng miÒn B¾c ViÖt Nam.


Nghiªn cøu nµy ®· sö dông ph­¬ng ph¸p l©y nhiÔm nh©n t¹o vµ c¸c chØ thÞ SSR: RM5509 ph¸t hiÖn gen Xa7 vµ chØ thÞ STS: pTA248 x¸c ®Þnh gen Xa21 trong c¸c dßng bè 


9311BB, D42BB, R308BB ®­îc t¹o ra b»ng ph­¬ng ph¸p lai håi quy gi÷a dßng  lóa 9311, D42, R308 víi c¸c dßng chuÈn kh¸ng bÖnh b¹c l¸ mang gen Xa7 vµ Xa21: IRBB4/7, IRBB4/5/13/21, IRBB21 t­¬ng øng.


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


2.1. VËt liÖu


2.1.1. VËt liÖu thùc vËt


- C¸c dßng bè: 


+ Dßng 9311 nhËp néi tõ Trung Quèc 2003


+ Dßng R308 ®­îc t¹o ra tõ tæ hîp C70/ Javanica l¸ tr¬n n¨m 1988 do Bé m«n Di truyÒn vµ Chän gièng c©y trång, Tr­êng §¹i häc N«ng nghiÖp Hµ Néi chän t¹o.


+ Dßng D42 ®­îc chän tõ tæ hîp Indica/ Javanica tõ n¨m 1996 do Bé m«n Di truyÒn vµ Chän gièng c©y trång, Tr­êng §¹i häc N«ng nghiÖp Hµ Néi chän t¹o.


- C¸c dßng ®¼ng gen: IRBB4/7, IRBB21, IRBB4/5/13/21 (tõ IRRI).


- C¸c dßng chuÈn kh¸ng IRBB21 (mang gen Xa21), IRBB4/7 (mang gen Xa7), IRBB7 (mang gen Xa7) vµ chuÈn nhiÔm IR24 ((IRRI).


- C¸c dßng bè thuÇn vÒ kiÓu h×nh ®­îc t¹o ra b»ng ph­¬ng ph¸p lai håi quy:  9311BB- 1 (R75), 9311-2 (R75), 9311BB-3 (R75), D42BB vµ R308BB.

B¶ng 1. C¸c c¸ thÓ kiÓm tra gen Xa21, Xa7


		TT

		Dòng, giống

		Số lượng cá
thể phân tích

		Nguồn gốc các dòng bố và đối chứng

		Gen kiểm tra

		Ký hiệu dòng bố
kháng bệnh



		1

		Dòng 9311BB -1(R75)

		10

		9311/IRBB4/7

		Xa4/Xa7

		R75-1 ( R75-10



		2

		Dòng 9311BB -2(R75)

		10

		9311/IRBB4/7

		Xa4/Xa7

		R75-2-1 ( R75-2-10



		3

		Dòng 9311BB -3(R75)

		10

		9311/IRBB4/7

		Xa4/Xa7

		R75-3-1( R75-3-10



		4

		Dòng D42BB

		10

		D42/IRBB


4/5/13/21

		Xa4/xa5


/xa13/Xa21

		D42BB-1( D42BB-10



		5

		Dòng R308BB

		10

		R308/IRBB21

		Xa21

		R308BB-1( R308BB-10



		6

		IR24

		5

		Đ/C: Chuẩn nhiễm

		Không gen kháng

		IR24-1(IR24-5



		7

		IRBB4/7

		5

		Đ/C: Chuẩn kháng

		Xa4/Xa7

		IRBB4/7-1( IRBB4/7-10



		8

		IRBB7

		5

		Đ/C: Chuẩn kháng

		Xa7

		IRBB7-1(IRBB7-5



		9

		IRBB21

		5

		Đ/C: Chuẩn kháng

		Xa21

		IRBB21-1( IRBB21-10





B¶ng 2. C¸c nßi vi khuÈn xanthomonas oryzae

		TT

		Nhóm nòi

		HAU Isolate

		Nguồn



		1

		Nòi 1 (Race 1)

		              HAU 01043

		



		2

		Nòi 2 (Race 2)

		HAU 02009-2

		Bùi Trọng Thủy và cs. (2003)



		3

		Nòi 3 (Race 3)

		HAU 02034-6

		





B¶ng 3. C¸c cÆp måi sö dông kiÓm tra gen Xa21, Xa7


		Chỉ thị

		Trình tự mồi

		Gen kiểm tra

		Tài liệu tham khảo



		pTA248

		F


R

		5'-AGA CGC GGA AGG GTG GTT CCC GGA-3'


5'-AGA CGC GGTGTA ATC GAA AGA TGA AA-3'

		Xa21

		LUO Yan-chang (2004)



		RM5509


(SSR)

		F


R

		5’TGATCCATGCTTTGGCC3’


5’CCAGCAGAAAGAAGACGC3’

		Xa7

		McCouch (2002)



		

		

		

		

		





2.1.2. VËt liÖu vi khuÈn


C¸c nßi vi khuÈn g©y bÖnh b¹c l¸ dïng ®Ó l©y nhiÔm nh©n t¹o ®­îc thÓ hiÖn trong b¶ng 2.


2.1.3. CÆp måi kiÓm tra gen Xa7, Xa21 (B¶ng 3)


2.2. Ph­¬ng ph¸p


2.2.1. Ph­¬ng ph¸p l©y nhiÔm, ®¸nh gi¸ tÝnh
          kh¸ng bÖnh b¹c l¸


T¹o dung dÞch vi khuÈn l©y nhiÔm víi mËt ®é 108 CFU/ml vµ tiÕn hµnh l©y nhiÔm nh©n t¹o tr­íc khi lóa trç kho¶ng 18 ngµy:  Dïng kÐo ®· khö trïng nhóng vµo dung dÞch chøa vi khuÈn g©y b¹c l¸, råi c¾t lªn ®Çu l¸ lóa kho¶ng 2- 5 cm, cø 3- 5 l¸ l¹i nhóng kÐo vµo dung dÞch vi khuÈn 1 lÇn. L©y nhiÔm mçi khãm 3 chñng vi khuÈn cã ®éc tè ®¹i diÖn trªn tÊt c¶ c¸c c¸ thÓ cña c¸c dßng. Sau 18 ngµy l©y nhiÔm tiÕn hµnh ®o chiÒu dµi vÕt bÖnh vµ ph©n cÊp møc ®é kh¸ng nhiÔm (Furuya vµ cs., 2003) nh­ b¶ng sau:


		Chiều dài vết bệnh
trung bình (cm)

		Phản ứng kháng, nhiễm bệnh

		K‎ý
hiệu



		Chiều dài vết bệnh < 4,0 cm

		Kháng bệnh cao

		HR



		Chiều dài vết bệnh 
4,0 -8,0cm

		Kháng

		R



		Chiều dài vết bệnh 
8,0 > 12,0 cm

		Kháng trung bình

		MR



		Chiều dài vết bệnh > 12,0 cm

		Nhiễm

		S





2.2.2. Ph­¬ng ph¸p chiÕt t¸ch DNA


M« l¸ non cña c¸c dßng, gièng ®­îc thu vµ chiÕt t¸ch theo quy tr×nh cña Zhang vµ cs. (1985), s¶n phÈm chiÕt t¸ch ®­îc ®iÖn di trªn gel agarose 0,8%. ADN chiÕt t¸ch ®­îc b¶o qu¶n ë -200C.


2.2.3. Ph­¬ng ph¸p PCR vµ kiÓm tra s¶n phÈm

- ThÓ tÝch 1 ph¶n øng lµ 20ul bao gåm: 10x buffer, 200 (M dNTPs, 500 (M MgCl2 0,2 mM måi, 1ul DNA tæng sè, 2 unit Taq polymerase (Dream Taq polymerase). 


- Chu tr×nh nhiÖt ®­îc thùc hiÖn: 95oC trong 5 phót, 35 chu kú tiÕp theo gåm 95oC trong 30 gi©y, 52 - 53oC trong 30 gi©y, 72oC trong 1 phót 30 gi©y. Chu kú cuèi 72 oC trong 7 phót vµ gi÷ æn ®Þnh ë 4oC. 


- S¶n phÈm PCR kiÓm tra gen xa7 ®­îc kiÓm tra trªn gel agarose 3% vµ 1,5% cho gen xa21 ë hiÖu ®iÖn thÕ 60V trong 1 giê 15 phót, sau ®ã nhuém b»ng Ethium bromide ®Ó ph¸t hiÖn.


3. KÕT QU¶ Vµ TH¶O LUËN

3.1. Tû lÖ c©y kh¸ng bÖnh, nhiÔm bÖnh cña 
       ba dßng bè trªn quÇn thÓ BC3F1


C¸c dßng nhËn gen: 9311, R308, D42 ®­îc lai víi c¸c dßng chøa gen kh¸ng IRBB4/7, IRBB21,IRBB4/5/13/21 ®Ó t¹o ra F1, F1 sÏ ®­îc lai håi qui víi dßng mÑ t­¬ng øng theo s¬ ®å lai sau: 

                                  9311, R308, D42   /     IRBB4/7, IRBB21,IRBB4/5/13/21. 


                              9311, R308, D42  / F1


                       9311, R308, D42  / BC1F1




                        9311, R308, D42  / BC2F1


                                              BC3F1                cho tù thô c¸c thÕ hÖ tiÕp theo: BC3F2...


Qu¸ tr×nh lai håi quy ®­îc tiÕn hµnh ®Õn thÕ hÖ BC3F1 vµ cho tù  thô. ThÕ hÖ BC3F1 ®· ®¹t ®­îc kiÓu h×nh gièng nh­ ban ®Çu cña ba dßng bè. §Ó x¸c ®Þnh kh¶ n¨ng kh¸ng bÖnh cña c¸c dßng t¹i thÕ hÖ lai BC3F1, nghiªn cøu sö dông 3 nßi vi khuÈn Xanthomonas oryzea: nßi 1, nßi 2, nßi 3 ®Ó tiÕn hµnh l©y nhiÔm nh©n t¹o vµ ®¸nh gi¸ cÊp bÖnh: chiÒu dµi vÕt bÖnh <12: kh¸ng, chiÒu dµi vÕt bÖnh >12: nhiÔm. Tû lÖ kh¸ng bÖnh cña c¸c dßng bè t¹i thÕ hÖ lai BC3F1 ®­îc thÓ hiÖn t¹i b¶ng 4.


KÕt qu¶ l©y nhiÔm nh©n t¹o 3 nßi vi khuÈn ®¹i diÖn cho vïng trung du miÒn nói phÝa B¾c, ®ång b»ng B¾c Bé, B¾c Trung Bé trong vô mïa 2007 cho thÊy kh¶ n¨ng kh¸ng bÖnh b¹c l¸ cña c¸c dßng nhËn gen 9311, D42, R308 t¹i thÕ hÖ lai BC3F1 t¨ng lÇn l­ît tõ 33,3% - 95,81%, 0 - 99,4%, 0 - 100%. §iÒu nµy chøng tá c¸c dßng 9311, D42, R308 ®· thõa h­ëng ®­îc tÝnh kh¸ng bÖnh tõ  c¸c dßng chøa gen kh¸ng: IRBB4/7, IRBB4/5/13/21, IRBB21 t­¬ng øng. Trong ®ã, thÕ hÖ BC3F1- R308BB cã 100% c¸ thÓ kh¸ng bÖnh vµ kh¸ng ®­îc c¶ 3 nßi vi khuÈn l©y nhiÔm. Nh÷ng c¸ thÓ kh¸ng bÖnh vµ cã ®Æc tÝnh n«ng sinh häc nh­ 3 dßng bè ®­îc tù thô ®Ó t¹o dßng thuËn. KÕt qu¶ s¬ bé ®· x¸c lËp ®­îc 3 dßng thuËn mang gen kh¸ng bÖnh lµ: 9311BB (mang gen Xa7), D42BB, R308BB (mang gen Xa21).


3.2. KiÓm tra gen kh¸ng ®­îc chuyÓn
        b»ng chØ thÞ ph©n tö


Sau khi t¹o ®­îc dßng thuÇn mang tÝnh kh¸ng bÖnh b»ng ph­¬ng ph¸p lai håi quy, mçi dßng bè mang gen kh¸ng bÖnh ®­îc kiÓm tra sù cã mÆt cña gen kh¸ng b»ng chØ thÞ  ph©n tö.


3.2.1. KÕt qu¶ kiÓm tra gen Xa21 trªn 2 dßng
          bè D42BB vµ R308BB sö dông cÆp måi 
           pTA248

Sö dông cÆp måi pTA248 ®· ph¸t hiÖn ®­îc 10/10 c¸ thÓ R308BB (chiÕm tû lÖ 100%) vµ 1/10 c¸ thÓ D42BB (chiÕm tû lÖ 10%) mang gen Xa21. Trong ®ã dßng bè R308BB cã 9 c¸ thÓ:  R308BB- 1, R308BB- 3, R308BB-4, R308BB- 5, R308BB- 6, R308BB- 7, R308BB- 8, R308BB- 9, R308BB- 10 xuÊt hiÖn mét b¨ng DNA duy nhÊt gièng ®èi chøng IRBB21 (cã gen) vµ R308BB- 2 cïng víi D42BB-1 xuÊt hiÖn hai b¨ng mét t­¬ng øng víi IRBB21 vµ b¨ng cßn l¹i t­¬ng øng víi IR24 (®èi chøng kh«ng gen). Nh­ vËy, trong tæng sè 10 c¸ thÓ mang gen Xa21 cña dßng bè R308BB cã 9 c¸ thÓ mang gen Xa21 ®ång hîp tö chiÕm tû lÖ 90%, 1 c¸ thÓ mang gen Xa21 dÞ hîp tö, trong khi dßng D42BB cã 10% c¸ thÓ mang gen kh¸ng dÞ hîp tö. C¸c dßng mang gen Xa21 ®ång hîp tö nµy sÏ  tiÕp tôc ®­îc ®¸nh gi¸ vÒ c¸c tÝnh tr¹ng n«ng sinh häc kh¸c ®Ó ®­a vµo hÖ thèng s¶n xuÊt lóa lai.

B¶ng 4. Tû lÖ kh¸ng bÖnh b¹c l¸ cña dßng bè t¹i thÕ hÖ lai BC3F1 vô mïa 2007


		STT

		Dòng, giống

		Nòi 1

		Nòi 2

		Nòi 3

		Tổng R/S

		Tỷ lệ kháng
(%)



		

		

		Kháng (R)

		Nhiễm
(S)

		Kháng (R)

		Nhiễm
(S)

		Kháng (R)

		Nhiễm
(S)

		

		



		1

		BC3F1-9311

		40

		0

		35

		0

		40

		5

		115/5

		95,81



		2

		BC3F1-D42

		298

		5

		298

		0

		298

		0

		894/5

		99,4



		3

		BC3F1-R308

		50

		0

		55

		0

		55

		0

		160/0

		100



		4

		Dòng bố 9311 nguyên bản

		2

		0

		0

		2

		0

		2

		2/6

		33,3



		5

		Dòng bố D42 nguyên bản

		0

		2

		0

		2

		0

		2

		0/6

		0



		6

		Dòng bố R308 nguyên bản

		0

		2

		0

		2

		0

		2

		0/6

		0



		7

		IRBB7 (chuẩn kháng)

		2

		0

		2

		0

		2

		0

		6/0

		100



		8

		IRBB21 (chuẩn kháng

		2

		0

		2

		0

		2

		0

		6/0

		100



		9

		IR24 (chuẩn nhiễm)

		0

		2

		0

		2

		0

		2

		0/6

		100





B¶ng 5. So s¸nh tû lÖ kh¸ng bÖnh b¹c l¸ cña dßng bè b»ng l©y nhiÔm nh©n t¹o
vµ chØ thÞ ph©n tö t¹i thÕ hÖ lai BC3F1 vô mïa 2007


		TT

		Dòng, giống

		Tỷ lệ cá thể có kiểu hình kháng
bằng lây nhiễm nhân tạo (%)

		Tỷ lệ cá thể mang gen kháng
bằng chỉ thị phân tử (%)



		

		

		Xa7

		Xa21

		Xa7

		Xa21



		1

		BC3F1-9311 (R75)

		95,81

		

		100

		



		2

		BC3F1-R308 (R308BB)

		

		100

		

		90



		3

		BC3F1-D42 (D42BB)

		

		99,4

		

		10



		

		

		

		

		

		





3.2.2. KÕt qu¶ kiÓm tra gen Xa7 sö dông
           cÆp måi RM5509


KÕt qu¶ kiÓm tra gen Xa7 sö dông cÆp måi RM5509 cho thÊy, tÊt c¶ c¸c c¸ thÓ kiÓm tra ®Òu cã gen Xa7 vµ ®Òu ë tr¹ng th¸i ®ång hîp tö vÒ gen Xa7 (®o¹n nh©n lªn cã kÝch th­íc 267, gièng ®èi chøng cã gen IRBB7).


Nh­ vËy sö dông chØ thÞ ph©n tö ®Ó kiÓm tra c¸c gen Xa21, Xa7 ®· chØ ra r»ng: c¸c dßng bè 9311, D42, R308 cã kh¶ n¨ng nh©n gen kh¸ng kh¸c nhau. Trong ®ã dßng  9311BB (R75) cã 100% c¸ thÓ kiÓm tra cã gen kh¸ng, R308BB cã 90% c¸ thÓ kiÓm tra cã gen kh¸ng. KÕt qu¶ nµy t­¬ng ®èi trïng khíp víi kÕt qu¶ l©y nhiÔm nh©n t¹o b»ng vi khuÈn trªn hai dßng bè kh¸ng bÖnh lµ R75 vµ R308BB. Riªng dßng D42BB chØ cã 10% c¸ thÓ kiÓm tra cã gen kh¸ng bÖnh ë tr¹ng th¸i dÞ hîp tö. Sù kh¸c biÖt gi÷a kÕt qu¶ l©y nhiÔm nh©n t¹o vµ kÕt qu¶ kiÓm tra gen kh¸ng cña dßng D42BB cã thÓ gi¶i thÝch lµ do gen Xa21 tuy cã phæ kh¸ng réng nh­ng th­êng bÞ mÊt kh¶ n¨ng kh¸ng trong thêi gian


ng¾n do sù ph¸t triÓn nhanh chãng cña c¸c chñng g©y bÖnh (Mew vµ cs., 1992), ®ång thêi qu¸ tr×nh l©y nhiÔm nh©n t¹o chÞu ¶nh h­ëng cña ®iÒu kiÖn ngo¹i c¶nh: nhiÖt ®é, ®é Èm... (B¶ng 5).


Còng sö dông marker ph©n tö ®Ó x¸c ®Þnh gen kh¸ng bÖnh b¹c l¸, LUO Yan-chang vµ cs. (2004) ®· tiÕn hµnh kiÓm tra gen Xa21 trªn 200 c¸ thÓ F2 b»ng chØ thÞ pTA248. KÕt qu¶ cho thÊy, cã 47 c¸ thÓ mang gen kh¸ng ®ång hîp tö, 98 c¸ thÓ mang gen kh¸ng dÞ hîp tö. TÊt c¶ c¸c c¸ thÓ nµy cã møc ®é kh¸ng trung b×nh víi chñng X-03 (LUO Yan-chang vµ cs., 2004). Siriporn Korinsak (2009) sö dông chØ thÞ SSR: RM5509 ®Ó ph¸t hiÖn gen Xa7 trªn quÈn thÓ F2. C¶ 2 gen Xa7 vµ Xa21 ®Òu lµ gen tréi cã phæ kh¸ng réng (Sidhu, 1978), liªn kÕt chÆt víi gen môc tiªu (Siriporn Korinsak vµ cs., 2009; Ronal vµ cs., 1992) vµ ë tr¹ng th¸i ®ång hîp tö cã kh¶ n¨ng kh¸ng tèt h¬n tr¹ng th¸i dÞ hîp tö (Zhang vµ cs., 2006). Do ®ã chØ thÞ ph©n tö gióp chän läc chÝnh x¸c c¸ thÓ mang gen  mong muèn (H×nh 1, H×nh 2).
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		H×nh 1. KÕt qu¶ kiÓm tra gen Xa7
sö dông cÆp måi RM5509
(®o¹n nh©n lªn cã kÝch th­íc 269bp)

		H×nh 2. KÕt qu¶ kiÓm tra gen Xa21
sö dông cÆp måi pTA 248





		STT

		Hình 1

		Hình 2



		1

		Marker

		IR24 (Đối chứng không gen)



		2

		IR24 (Đối chứng không gen)

		IRBB21 (Đối chứng có gen)



		3

		IRBB7 (Đối chứng có gen)

		D42BB1



		4

		IRBB4/7

		D42BB2



		5

		R75-2-1

		D42BB3



		6

		R75-2-2

		D42BB4



		7

		R75-2-3

		D42BB5



		8

		R75-2-4

		D42BB6



		9

		R75-2-5

		D42BB7



		10

		R75-2-6

		D42BB8



		11

		R75-2-7

		D42BB9



		12

		R75-2-8

		D42BB10



		13

		R75-2-9

		R308BB1



		14

		R75-2-10

		R308BB2



		15

		

		R308BB3



		16

		

		R308BB4



		

		

		





4. KÕT LUËN


C¸c chØ thÞ ph©n tö RM5509 vµ pTA248 ®· ®­îc sö dông thµnh c«ng ®Ó ph¸t hiÖn gen kh¸ng b¹c l¸ t­¬ng øng lµ Xa7 vµ Xa21 ë ba dßng bè 9311BB, D42BB, R308BB- kÕt qu¶ lai håi quy gi÷a c¸c dßng mÑ 9311, D42 vµ R308 víi c¸c dßng bè ®¼ng gen IRBB4/7, IRBB4/5/13/21, IRBB21 t­¬ng øng. KÕt qu¶ kiÓm tra PCR víi c¸c cÆp måi ®Æc hiÖu cho thÊy: dßng bè R308BB cã 90% sè c¸ thÓ mang gen kh¸ng Xa21 ®ång hîp tö, 10% sè c¸ thÓ mang gen dÞ hîp tö; dßng bè D42BB cã 10% sè c¸ thÓ mang gen kh¸ng dÞ hîp tö; dßng bè 9311BB cã 100% sè c¸ thÓ mang gen Xa7 vµ tÊt c¶ c¸c c¸ thÓ nµy ®Òu ®ång hîp tö vÒ gen kh¸ng Xa7. KÕt qu¶ nµy trïng khíp víi kÕt qu¶ l©y nhiÔm nh©n t¹o 3 nßi vi khuÈn ®¹i diÖn cho 3 vïng: trung du miÒn nói phÝa B¾c, ®ång b»ng B¾c Bé, B¾c Trung Bé trªn quÇn thÓ lai BC3F1 cña c¸c dßng 9311BB vµ R308BB, ngo¹i trõ dßng D42BB.
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