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TÓM TẮT 
Bệnh bạc lá lúa do vi khuẩn Xanthomonas oryzae gây nên, là một trong những bệnh nguy hiểm 

nhất đối với cây lúa, đặc biệt là lúa lai. Để phòng chống bệnh này, việc sử dụng giống kháng bệnh 
đem lại hiệu quả kinh tế cao nhất, không gây ô nhiễm môi trường do việc sử dụng thuốc bảo vệ thực 
vật và tạo ra sản phẩm sạch, an toàn. Để chọn tạo thành công giống lúa lai 2 dòng kháng bệnh bạc lá, 
dòng TGMS và dòng bố chứa gen kháng đóng vai trò rất quan trọng. Nghiên cứu này ứng dụng chỉ thị 
phân tử DNA để xác định và sàng lọc gen tms trong các dòng TGMS và trong quần thể phân ly F2, gen 
Xa trong các cá thể mang gen tsm. Kết quả thu được dòng 103S, Pai 64S và 25S chứa gen tms2. Từ 
các quần thể phân ly chọn được các cá thể chứa đồng thời 2 gen dạng đồng hợp tử tms2tms2 và Xa. 

Từ khóa: Bệnh bạc lá, chỉ thị phân tử DNA, dòng TGMS, gen kháng bạc lá Xa(4,7), gen tms 

SUMMARY 
Bacterial leaf blight disease causes by Xanthomonas oryzae pv. oryzae is one of the most 

important diseases in rice-cultivating areas of Vietnam. To prevent this disease, the use of resistance 
varieties offers the most economical alternative. However, in order to succeed in breeding resistant 
two line hybrid rice varieties, the TGMS lines and the parental lines which contain resistant genes play 
a very important role. In this study, DNA markers were applied to determine and screen tms gene and 
bacterial leaf blight resistance gene in TGMS lines.  The results show that 103S, Peiai 64S and 25S 
lines possess tms2 gene. The individuals which have both of tms2 gene and homozygote resistance 
genes were selected in F2 population. 

Key words: Bacterial leaf blight, DNA marker, hybrid rice, TGMS line, tms gene, Xa resistance gene.  

1. §ÆT VÊN §Ò 
BÖnh b¹c l¸ lóa do vi khuÈn Xanthomonas 

oryzae g©y nªn, lμ mét trong nh÷ng bÖnh 
nguy hiÓm nhÊt ®èi víi c©y lóa, ®Æc biÖt lμ 
lóa lai. §Ó phßng chèng bÖnh nμy th× viÖc sö 
dông gièng kh¸ng bÖnh ®em l¹i hiÖu qu¶ 
kinh tÕ cao nhÊt, kh«ng g©y « nhiÔm m«i 
tr−êng do viÖc sö dông thuèc b¶o vÖ thùc vËt 
vμ t¹o ra s¶n phÈm s¹ch, an toμn. ChÝnh v× 

vËy, nghiªn cøu chän t¹o gièng lóa lai hai 
dßng kh¸ng bÖnh b¹c l¸, ®· trë thμnh mèi 
quan t©m cña nhiÒu nhμ khoa häc. §Ó chän 
t¹o thμnh c«ng, tr−íc hÕt cÇn ph¶i ph¸t hiÖn 
nhiÒu dßng mang gen tms cã ng−ìng nhiÖt 
®é chuyÓn ho¸ h÷u dôc vμ bÊt dôc æn ®Þnh, 
®ång thêi mang gen kh¸ng cao ®èi víi hÇu 
hÕt c¸c nhãm chñng vi khuÈn Xanthomonas 
oryzae. 
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Trong lóa lai, ®Ó chän t¹o ra tæ hîp lai cã 
kh¶ n¨ng kh¸ng bÖnh b¹c l¸ chØ cÇn mét trong 
2 bè mÑ ph¶i chøa gen kh¸ng nÕu lμ gen tréi, 
hoÆc c¶ bè mÑ ®Òu chøa gen nÕu lμ gen lÆn. 
Theo Phan H÷u T«n vμ cs. (2005),  miÒn B¾c 
ViÖt Nam ®ang tån t¹i 10 chñng bÖnh b¹c l¸ 
chÝnh vμ c¸c gen Xa4, xa5, Xa7, Xa21 kh¸ng 
®−îc hÇu hÕt c¸c chñng bÖnh b¹c l¸ trªn. §©y 
lμ nh÷ng gen quý lμm tiÒn ®Ò ®Ó chän gièng 
kh¸ng bÖnh b¹c l¸ ë miÒn B¾c ViÖt Nam. 

§Ó chän t¹o ®−îc TGMS chøa gen kh¸ng 
bÖnh b¹c l¸ tr−íc tiªn ph¶i tiÕn hμnh lai 
gi÷a dßng TGMS víi dßng chøa gen kh¸ng, 
sau ®ã trång vμ chän läc trong quÇn thÓ 
ph©n ly F2. §èi víi gen TGMS ph¶i chän läc 
trong ®iÒu kiÖn ng−ìng nhiÖt ®é bÊt dôc sau 
®ã c¾t gèc, ch¨m sãc ë ng−ìng nhiÖt ®é h÷u 
dôc ®Ó thu h¹t. §èi víi gen kh¸ng b¹c l¸, 
chän läc gen b»ng l©y nhiÔm nh©n t¹o chñng 
bÖnh ®Æc thï. Tuy nhiªn ph−¬ng ph¸p nμy 
tèn nhiÒu thêi gian vμ c«ng søc, thËm chÝ 
kh«ng chÝnh x¸c do t¸c ®éng cña ®iÒu kiÖn 
m«i tr−êng. Víi sù ph¸t triÓn cña c«ng nghÖ 
sinh häc, dùa trªn kÜ thuËt di truyÒn ph©n 
tö, c¸c nhμ khoa häc ®· ®Þnh vÞ ®−îc chÝnh 
x¸c c¸c gen trªn n»m ë nhiÔm s¾c thÓ nμo, 
liªn kÕt víi chØ thÞ DNA. Theo Reddy vμ cs. 
(2000), gen tms4 liªn kÕt víi chØ thÞ RM257 
trªn nhiÔm s¾c thÓ (NST) sè 9. Lopez vμ cs. 
(2003) x¸c ®Þnh chØ thÞ RM11 vμ RM2 liªn 
kÕt víi gen tms2. Tuy nhiªn, theo Wang vμ 
cs. (2003), gen tms5 l¹i liªn kÕt víi chØ thÞ 
G277-1 trªn NST sè 7. Yoshimura vμ cs. 
(1992); Couch vμ cs. (1991); Furuya vμ cs. 

(2003); Ronal vμ cs. (1992) ®· lÇn l−ît  ®Þnh 
gen Xa-4 liªn kÕt víi RFLP ë locus XNpb181 
vμ XNpb78 trªn NST sè 11, víi kho¶ng c¸ch 
liªn kÕt ®Òu lμ 1,7 cM. Gen xa-5 liªn kÕt víi 
chØ thÞ RZ390, RG556 vμ RG207 trªn NST 
sè 5, víi kho¶ng c¸ch liªn kÕt 0-1 cM Gen 
Xa-7 n»m trªn NST sè 6 liªn kÕt víi chØ thÞ 
Mp3 víi kho¶ng c¸ch di truyÒn 2,5 cM vμ 
gen Xa21 liªn kÕt víi chØ thÞ pTA818 vμ 
pTA248 víi kho¶ng c¸ch di truyÒn 0-1cM. 
Ngoμi ra, c¸c t¸c gi¶ còng ®· x¸c ®Þnh ®−îc 
c¸c primer ®i kÌm ®Ó nhËn c¸c chØ thÞ trªn. 
Nh− vËy, sö dông kü thuËt PCR cã thÓ ph¸t 
hiÖn vμ chän läc ®−îc c¸c gen mong muèn 
trong c¸c dßng, gièng còng nh− c¸c thÕ hÖ 
ph©n ly mét c¸ch chÝnh x¸c, kh«ng tèn nhiÒu 
thêi gian vμ c«ng søc. Nghiªn cøu nμy ®· 
øng dông c¸c chØ thÞ ph©n tö trªn ®Ó ph¸t 
hiÖn, chän läc gen bÊt dôc TGMS vμ gen 
kh¸ng bÖnh b¹c l¸ ë c¸c dßng TGMS vμ 
trong quÇn thÓ ph©n li F2. 

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

2.1. VËt liÖu nghiªn cøu 

VËt liÖu thùc vËt gåm 7 dßng  TGMS cã 
nguån gèc tõ ViÖt Nam: 103S, 25S, 27S, 
36S2, Kim 76S, Pei¶i 64S vμ Kim S77; 5 
quÇn thÓ ph©n ly F2: Tæ hîp lai 93 F2 (103S 
x N46), 94F2 (103S x IRBB7), 95F2 (103S x 
N91), 98F2 (103S x T23) vμ 103F2 (103S x 
IRBB5) (B¶ng 1). 

B¶ng 1. C¸c dßng vËt liÖu nghiªn cøu 

Chỉ thị Gen liên kết Khoảng cách Trình tự mồi Tài liệu tham khảo 

RM11 tms2  F: 5’ -TCT CCT CTT CCC CCG ATC -3’ 
R: 5’-ATA GCG GGC GAG CTT AG -3’ M.T.Lopez và cs., 2003 

RM2 tms2  F: 5’- ACG TGT CAC CGC TTC CTC -3’ 
R: 5’- ATG TCC GGG ATC TCA TCG -3’ M.T.Lopez và cs., 2003 

G227-1 tms5  F: 5’ACC ATC AGC AAC AAT TCA TCT AC-3’ 
R: 5’ AAC AGC ATT TCC CCC TAC TAC A- 3’ Wang và cs., 2003 

RM257 tms4  F: 5’- CAG TTC CGA GCA AGA GTA CTC -3’ 
R: 5’- GGA TCG GAC GTG GCA TAT G – 3’ Reddy và cs., 2000 

XNpb181 Xa4  R: 5’GTG CTA TAA AAG GCA TTC GGG 3’ 
F:  5’ATC GAT CGA TCT TCA CGA GG 3’ Yoshimura và cs., 1992 

P3 Xa7  
F: 5’ CAG CAA TTC ACT GGA GTA GTG GTT 
R: 5’ CAT CAC GGT CAC CGC CAT ATC 
GGA 3’ 

Furuya. N và cs., 2003 
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2.2. Ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 
ChiÕt t¸ch DNA  

Quy tr×nh chiÕt t¸ch DNA theo Furuya 
vμ cs. (2003) cã c¶i tiÕn: MÉu l¸ lóa ®−îc c¾t 
vμ nghiÒn nhá trong 800 μl dung dÞch chiÕt 
t¸ch DNA (50mM Tris-HCl pH=8.0; 0,25mM 
EDTA pH=8.0; 300mM NaCl; 1% SDS). Hót 
500 μl dÞch chiÕt vμo èng eppendoft vμ thªm 
400 μl dung dÞch 25:24:1 (Phenol: chlorofom: 
isoaminalchohol) cho ly t©m víi tèc ®é 13.000 
vßng/phót trong 5 phót, hót phÇn dÞch phÝa 
trªn chuyÓn sang èng nghiÖm míi. Thªm vμo 
èng nghiÖm nμy 400 μl dung dÞch 24:1 
(chlorofom : isoaminalchohol) vμ cho ly t©m 
víi tèc ®é 13.000 vßng/phót trong 5 phót, thu 
dÞch phÝa trªn. KÕt tña DNA tæng sè b»ng 
800 μl ethanol hoÆc isopropanol, sau ®ã ly 
t©m 5 phót víi tèc ®é 13000 vßng/phót, ®æ 
phÇn dung dÞch phÝa trªn, gi÷ l¹i phÇn kÕt 
tña d−íi ®¸y èng nghiÖm. §îi cån bay h¬i, 
hoμ tan kÕt tña b»ng 50 μl dung dÞch TE råi 
b¶o qu¶n ë nhiÖt ®é -200C hoÆc 40C. 

Ph¶n øng PCR ph¸t hiÖn c¸c gen tms, gen 
kh¸ng b¹c l¸ Xa4, Xa7 

Thμnh phÇn 20 μl dung dÞch ph¶n øng 
PCR gåm cã: 12,24 μl n−íc cÊt; 0,1 μl Taq 
DNA polymerase (5 unit/μl); 2,0 μl 10X 
buffer; 1,5 μl cña 50 mM MgCl2; 0,16 μl cña 
dNTPs 25 mM; 1 μl mçi måi; 1 μl DNA. PCR 
cña gen Xa4 vμ Xa 7 ®−îc thùc hiÖn theo chu 
k× nhiÖt nh− sau: 940C trong 4 phót, 34 chu 
kú: 940C trong 1 phót, 560C trong 1 phót,  
720C trong 2 phót, vμ 720C trong 8 phót. 
PCR cña gen tms ®−îc thùc hiÖn theo chu k× 
nhiÖt nh− sau: 940C trong 7 phót, 34 chu kú: 
940C trong 1 phót, 580C trong 1 phót, 720C 
trong 2 phót vμ 720C trong 7 phót. S¶n 
phÈm PCR ®−îc ®iÖn di trªn gel agarose 
1,5%. B¶n gel ®−îc nhuém b»ng Ethidium 
bromide, chôp ¶nh d−íi tia UV.  

3. KÕT QU¶ Vμ TH¶O LUËN 
3.1. X¸c ®Þnh gen tms sö dông chØ thÞ  
        ph©n tö DNA 

HiÖn nay cã rÊt nhiÒu dßng TGMS, tuy 
nhiªn chóng chøa gen tms nμo th× ch−a thÓ 
kh¼ng ®Þnh. Bëi vËy, ®Ó phôc vô c«ng t¸c 

chän t¹o gièng lóa lai hai dßng cÇn ph¶i x¸c 
®Þnh nh÷ng dßng TGMS hiÖn cã chøa gen tms 
g×. Theo Lopez vμ cs. (2003), chØ thÞ RM11 vμ 
RM2  liªn kÕt víi gen tms2. Theo Wang vμ cs. 
(2003), chØ thÞ C365-1 vμ G227-1 liªn kÕt gen 
tms5. Theo Reddy vμ cs. (2000) chØ thÞ liªn kÕt 
víi gen tms4 lμ RM257. Nghiªn cøu nμy sö 
dông c¸c chØ thÞ trªn ®Ó ®Þnh gen tms ë c¸c 
dßng TGMS sau: 103S, 25S, 27S, Kim 76S, 
Kim S77, P.¶i 64S vμ 36S1.  

X¸c ®Þnh gen tms2 sö dông chØ thÞ RM11 
vμ  RM2 

Theo M.T.Lopez vμ cs. (2003), chØ thÞ 
RM11 liªn kÕt víi gen tms2 víi kho¶ng c¸ch lμ 
5cM. VÖt b¨ng cña gièng chøa gen tms2tms2 
(d¹ng lÆn) cã kÝch th−íc kho¶ng 150 bp. Cßn 
vÖt b¨ng cña gièng chøa gen Tms2Tms2 (d¹ng 
tréi) cã kÝch th−íc 170 bp. KÕt qu¶, cã 3 dßng 
mang gen tms2 víi kÝch th−íc kho¶ng 150 bp 
lμ: 103S, P.¶i 64S vμ 25S (giÕng 3, 8 vμ 9). C¸c 
dßng cßn l¹i gåm Kim 76S, Kim S77, 27S vμ 
36S1 (giÕng 4, 5, 6 vμ giÕng 7 t−¬ng øng) ®· 
kh«ng chøa gen tms2 (kÝch th−íc kho¶ng 170 
bp). KÕt qu¶ nμy còng phï hîp víi gièng IR24  
®èi chøng ©m (giÕng 2). §èi víi chØ thÞ RM2 
còng cho kÕt qu¶ t−¬ng tù  chØ thÞ RM11. Tuy 
nhiªn, kho¶ng c¸ch cña chØ thÞ RM2 víi gen 
tms2 qu¸ lín (16cM) cho nªn trong mét sè 
tr−êng hîp lai cã thÓ x¶y ra hiÖn t−îng trao ®æi 
chÐo. §iÒu ®ã cã nghÜa lμ khi sö dông chØ thÞ 
ph©n tö RM2 ®Ó x¸c ®Þnh gen tms2 th× vÉn 
xuÊt hiÖn vÖt b¨ng víi kÝch th−íc kho¶ng 150 
bp nh−ng thùc chÊt gièng ®ã cã thÓ kh«ng 
chøa gen tms2. Khi sö dông chØ thÞ ®Ó chän läc 
gen trªn th× cÇn ph¶i t×m chØ thÞ liªn kÕt chÆt 
h¬n nh− RM11 (H×nh 1).  

X¸c ®Þnh gen tms5 sö dông chØ thÞ G227-1 

ChØ thÞ G227-1 liªn kÕt víi  gen tms5 ë 
kho¶ng c¸ch lμ 2,08 cM. VÖt b¨ng chøa gen 
tms5 cã kÝch th−íc  800 bp, vÖt b¨ng kh«ng 
chøa gen tms5 cã kÝch th−íc 870 bp (H×nh 2). 
Trong 7 dßng TGMS ph¸t hiÖn ®−îc 3 dßng 
lμ Kim 76S, Kim S77 vμ 27S (giÕng 4, 5 vμ 6) 
chøa gen tms5 víi kÝch th−íc kho¶ng 800 bp. 
C¸c dßng cßn l¹i lμ 103S, 36S1, P.¶i 64S vμ 
25S (giÕng 3, 7, 8 vμ 9) kh«ng mang gen 
tms5, vÖt b¨ng cã kÝch th−íc kho¶ng 870 bp. 
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500 bp 

200 bp 

H×nh 1. §iÖn di s¶n phÈm PCR ph¸t hiÖn gen tms2, chØ thÞ RM11 

1. Marker, 2. IR24 (®èi chøng ©m), 3. 103S, 4. Kim 76S 
5. Kim S77, 6. 27S, 7. 36S1, 8. Pei¶i 64S, 9. 25S 

 

1000 bp 

500 bp 

H×nh 2. §iÖn di s¶n phÈm PCR ph¸t hiÖn gen tms5 b»ng chØ thÞ G227-1 

1. Marker, 2. IR24, 3. 103S, 4. Kim 76S, 5. Kim S77, 6. 27S, 7. 36S1, 8. Pei¶i 64S, 9. 25S 

 

500 bp

H×nh 3. ¶nh ®iÖn di ph¸t hiÖn gen tms4 chØ thÞ RM257 

1. Marker, 2. IR24, 3. 103S, 4. Kim 76S, 5. Kim S77, 6. 27S, 7. 36S1, 8. Pei¶i 64S, 9. 25S. 

X¸c ®Þnh gen tms4 sö dông RM257 
ChØ thÞ RM257 liªn kÕt víi gen tms4 víi 

kho¶ng c¸ch di truyÒn lμ 6.2 cM. VÖt b¨ng 
chøa gen tms4 cã kÝch th−íc 250 bp, vÖt b¨ng 
kh«ng chøa gen tms4 cã kÝch th−íc 200 bp 
(H×nh 3).  

KÕt qu¶ ph©n tÝch s¶n phÈm PCR cho 
thÊy, tÊt c¶ c¸c dßng TGMS ®Òu cã kÝch 
th−íc kho¶ng 200 bp trïng víi ®èi chøng IR24 

kh«ng chøa gen tms4. Nh− vËy tÊt c¶ c¸c 
gièng nghiªn cøu ®Òu kh«ng chøa gen tms4. 
KÕt luËn cña nghiªn cøu nμy t−¬ng tù víi 
kÕt qu¶ cña c¸c t¸c gi¶ nghiªn cøu vÒ gen 
tms4, gen nμy chØ t×m thÊy ë nh÷ng gièng 
thuéc loμi phô Japonica, kh«ng t×m thÊy ë 
loμi phô Indica. C¸c gièng ®−îc sö dông 
trong nghiªn cøu nμy ®Òu thuéc loμi phô 
Indica (Reddy vμ cs, 2000). 
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3.2. Chän läc c¸ thÓ chøa gen tms2 trªn 
       quÇn thÓ ph©n ly F2 

Tõ kÕt qu¶ c¸c thÝ nghiÖm, nghiªn cøu 
®· x¸c ®Þnh ®−îc chØ thÞ RM11 liªn kÕt víi 
gen tms2 vμ chØ thÞ nμy ®−îc  sö dông ngay  
®Ó chän läc gen tms2 trong quÇn thÓ ph©n ly 
F2. Gen tms2 lμ gen lÆn ®¬n, ®Ó tÝnh tr¹ng 
bÊt dôc TGMS thÓ hiÖn th× kiÓu gen ph¶i ë 
tr¹ng th¸i ®ång hîp tö lÆn tms2tms2. Trong 
mçi quÇn thÓ F2, nghiªn cøu nμy chän 30 c©y 
tèt, cã kiÓu h×nh ®Ñp vμ c¾m cäc, ®¸nh sè thø 
tù tõ 1 - 30. 

§èi víi quÇn thÓ  93F2 (103S x N46)  
chän ®−îc 3 c©y 93F2- 7, 93F2-13  vμ  93F2- 
19 chøa kiÓu gen ®ång hîp tö lÆn tms2tms2 
(giÕng 3, 8 vμ 9). C¸c c©y nμy sÏ ®−îc trång 
trong ®iÒu kiÖn nhiÖt ®é thÊp cho tù thô ®Õn 
F5 hoÆc F6, sau ®ã t¸ch dßng sÏ thu ®−îc 
dßng TGMS míi.  

T−¬ng tù ë quÇn thÓ F2  cña tæ hîp lai 
94F2 (103S x IRBB7), nghiªn cøu ®· chän 
®−îc 5 c¸ thÓ 94F2-8,  94F2- 9, 94F2-19, 
94F2-20 vμ 94F2-23 chøa kiÓu gen ®ång hîp 
tö lÆn tms2tms2. Tõ quÇn thÓ F2 cña tæ hîp 
lai 95F2 (103S x N91), chän ®−îc 4 c¸ thÓ 
95F2- 3, 95F2- 7, 95F2- 8 vμ 95F2- 13. QuÇn 
thÓ F2 cña tæ hîp lai 98F2 (103S x T23) chän 
®−îc 3 c¸ thÓ 98F2-4, 98F2-6 vμ 98F2-22. 
QuÇn thÓ F2 cña tæ hîp lai 103F2 (103S x 
IRBB5)  chän ®−îc 2 c¸ thÓ 103F2 -5 vμ 103F2 

-6  chøa kiÓu gen ®ång hîp tö lÆn tms2tms2.  
Nh− vËy b»ng chØ thÞ RM11, nghiªn cøu  

®· chän ®−îc nh÷ng c¸ thÓ trong c¸c quÇn 
thÓ ph©n li F2 chøa gen tms2 d¹ng ®ång 
hîp tö. Tuy nhiªn, nh÷ng c¸ thÓ nμy cÇn ®−îc 
 
 
 
 

trång trong ®iÒu kiÖn nhiÖt ®é bÊt dôc ®Ó 
chän chÝnh x¸c c¸ thÓ chøa gen tms2 thÓ 
hiÖn bÊt dôc (H×nh 4). 

.3 3. Chän läc gen Xa4 vμ Xa7 ë c¸c c¸  
       thÓ chøa gen tms2 

Theo Phan H÷u T«n vμ cs. (2005), c¸c 
gen kh¸ng bÖnh b¹c l¸ tréi Xa4, Xa7 vμ Xa21 
cã kh¶ n¨ng kh¸ng tèt ®èi víi c¸c chñng vi 
khuÈn g©y bÖnh b¹c l¸ ë ViÖt Nam vμ cã thÓ 
sö dông réng r·i trong s¶n xuÊt lóa lai.  
Nghiªn cøu nμy tiÕp tôc chän läc Xa4 vμ Xa7 
trong c¸c dßng chøa gen tms2 ®· ®−îc chän 
tõ c¸c quÇn thÓ ph©n ly F2 ë trªn. Trong 5 tæ 
hîp lai 93 F2 (103S x N46), 94F2 (103S x 
IRBB7), 95F2 (103S x N91), 98F2 (103S x 
T23) vμ 103F2 (103S x IRBB5), 2 tæ hîp cã 
bè chøa gen kh¸ng bÖnh b¹c l¸ Xa4 lμ N91 
vμ T23; 2 tæ hîp cã bè chøa gen Xa7 lμ N46 
vμ IRBB7. §iÒu nμy lμm c¬ së ®Ó ph¸t hiÖn 
®−îc gen kh¸ng b¹c l¸ Xa4 vμ Xa7. 

Chän läc gen Xa4 

Tõ quÇn thÓ ph©n ly F2:  95F2 (103S x 
N91) vμ 98F2 (103S x T23) chóng t«i chän 
®−îc 7 c¸ thÓ mang gen tms2tms2. 7 c¸ thÓ 
nμy tiÕp tôc ®−îc sö dông ®Ó chän läc gen 
kh¸ng bÖnh b¹c l¸ Xa4. 

Xa4 lμ gen tréi, trªn b¶ng ®iÖn di vÖt 
b¨ng ®ång hîp tréi kÝch th−íc 150bp, vÖt 
b¨ng ®ång hîp lÆn kÝch th−íc 130 bp 
(Yoshimura et al, 1992). Trong 7 c¸ thÓ chøa 
gen tms2tms2 chóng t«i x¸c chän ®−îc 2 c¸ 
thÓ mang gen Xa4 ®ång hîp tréi lμ 95F2-7 vμ 
95F3-13 (giÕng 5 vμ 7), c¸c c¸ thÓ cßn l¹i 
chøa gen ®ång hîp lÆn hoÆc dÞ hîp (H×nh 5). 
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H×nh 4. Chän läc gen tms2 sö dông RM11 trªn quÇn thÓ ph©n ly 94F2 (103S x IRBB7) 

1. Marker; 2. Bè IRBB7 kiÓu gen Tms2Tms2;  2. mÑ 103S kiÓu gen tms2tms2, 6, 11, 15 vμ 16 
d¹ng dÞ hîp Tms2tms2; 4, 5, 7 ,10, 12, 13, 14 ®ång hîp tö tréi Tms2Tms2;  

3, 8 vμ 9 d¹ng ®ång hîp tö lÆn tms2tms2  
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Ứng dụng chỉ thị phân tử ADN trong chọn tạo giống lúa lai hai dòng kháng bệnh bạc lá    
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H×nh 5. ¶nh ®iÖn di chän läc gen kh¸ng Xa4 trong c¸c c¸ thÓ chøa gen tms2 

1. Marker; 2. 103S (®èi chøng ©m, ®ång lÆn); 3. T23 (®èi chøng d−¬ng, ®ång tréi);  
4. 95F2-3 (dÞ hîp); 5. 95F2-7 (®ång tréi); 6. 95F2-8 (®ång lÆn); 7. 95F3-13 (®ång tréi);  

8. 98F2-4; 9. 98F2-6; 10. 98F2-22 (dÞ hîp) 
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H×nh 6. ¶nh ®iÖn di chän läc gen kh¸ng Xa4 trong c¸c c¸ thÓ chøa gen tms2 

1. Marker; 2. 103S (®/c ©m, ®ång lÆn); 3. IRBB7 (®/c d−¬ng, ®ång tréi); 4. 94F2-8 (dÞ hîp); 
5. 94F2-9 (®ång tréi); 6. 94F2-19;  7. 94F3-20 vμ  8. 93F2-7 (®ång lÆn); 

9. 94F2-23 (®ång tréi); 10. 93F2-13 vμ 11. 93F2-19 (dÞ hîp) 

Chän läc gen Xa7 

ë trªn, tõ quÇn thÓ ph©n ly F2: 93 F2 
(103S x N46), 94 F2 (103S x IRBB7) nghiªn 
cøu ®· chän ®−îc 8 c¸ thÓ mang gen 
tms2tms2. X¸c ®Þnh gen kh¸ng Xa7 trong 7 
c¸ thÓ nμy chän ®−îc c¸ thÓ 94 F2-9 (giÕng 5) 
vμ 94 F2 -23 (giÕng 9) mang gen ®ång hîp 
tréi Xa7 (H×nh 6). Xa7 lμ gen tréi, vÖt b¨ng 
®ång tréi cã kÝch kho¶ng 280 bp, vÖt b¨ng 
®ång lÆn cã kÝch th−íc kho¶ng 250 bp 
(Furuya vμ cs., 2003). 

Nh− vËy, b»ng chØ thÞ ph©n tö ADN cã 
thÓ chän chÝnh x¸c sù hiÖn diÖn cña gen 
tms2 vμ kh¸ng bÖnh b¹c l¸ Xa4, Xa7 d¹ng 
®ång hîp tö trªn cïng mét c¸ thÓ. C¸c c¸ thÓ 

nμy sÏ ®−îc trång trong ®iÒu kiÖn nhiÖt ®é 
h÷u dôc, cho tù thô 4 - 5 ®êi, sau ®ã t¸ch 
dßng sÏ thu ®−îc c¸c dßng TGMS míi, chøa 
gen kh¸ng bÖnh b¹c l¸. Cã mét vÊn ®Ò lμ gen 
tms2tms2 cã mÆt trong dßng 103S ng−ìng 
chuyÓn hãa bÊt h÷u dôc lμ 230C nh−ng khi 
gen nμy chuyÓn sang nÒn gen míi th× 
ng−ìng nhiÖt ®é chuyÓn hãa bÊt dôc cã thay 
®æi hay kh«ng vÉn ch−a ®−îc lμm râ, cÇn 
®−îc nghiªn cøu tiÕp. 

4. KÕT LUËN 
Sö dông c¸c chØ thÞ ph©n tö DNA liªn 

kÕt víi gen tms x¸c ®Þnh ®−îc 3 dßng TGMS 
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lμ 103S, P.¶i 64S vμ 25S chøa gen bÊt dôc 
tms2,  3 dßng TGMS lμ Kim 76S,  Kim S77 
vμ  27S chøa gen tms5 vμ kh«ng cã dßng nμo 
chøa gen tms4 trong tæng sè 10 dßng TGMS. 

Sö dông chØ thÞ RM11 chän läc ®−îc 17 
c¸ thÓ chøa gen tms2tms2 trong 5 quÇn thÓ 
ph©n ly.   

Sö dông chØ thÞ XNpb181 chän läc ®−îc 
2 c¸c thÓ mang gen tms2 chøa gen Xa4 vμ 
chØ thÞ P3 chän läc ®−îc 2 c¸ thÓ mang gen 
tms2 chøa gen Xa7. §©y lμ nguån vËt liÖu v« 
cïng quý gi¸ ®Ó t¹o ra dßng TGMS míi chøa 
gen kh¸ng bÖnh b¹c l¸, phôc vô cho chän t¹o 
gièng lóa lai 2 dßng kh¸ng bÖnh b¹c l¸. 
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TÓM TẮT


Bệnh bạc lá lúa do vi khuẩn Xanthomonas oryzae gây nên, là một trong những bệnh nguy hiểm nhất đối với cây lúa, đặc biệt là lúa lai. Để phòng chống bệnh này, việc sử dụng giống kháng bệnh đem lại hiệu quả kinh tế cao nhất, không gây ô nhiễm môi trường do việc sử dụng thuốc bảo vệ thực vật và tạo ra sản phẩm sạch, an toàn. Để chọn tạo thành công giống lúa lai 2 dòng kháng bệnh bạc lá, dòng TGMS và dòng bố chứa gen kháng đóng vai trò rất quan trọng. Nghiên cứu này ứng dụng chỉ thị phân tử DNA để xác định và sàng lọc gen tms trong các dòng TGMS và trong quần thể phân ly F2, gen Xa trong các cá thể mang gen tsm. Kết quả thu được dòng 103S, Pai 64S và 25S chứa gen tms2. Từ các quần thể phân ly chọn được các cá thể chứa đồng thời 2 gen dạng đồng hợp tử tms2tms2 và Xa.


Từ khóa: Bệnh bạc lá, chỉ thị phân tử DNA, dòng TGMS, gen kháng bạc lá Xa(4,7), gen tms


SUMMARY


Bacterial leaf blight disease causes by Xanthomonas oryzae pv. oryzae is one of the most important diseases in rice-cultivating areas of Vietnam. To prevent this disease, the use of resistance varieties offers the most economical alternative. However, in order to succeed in breeding resistant two line hybrid rice varieties, the TGMS lines and the parental lines which contain resistant genes play a very important role. In this study, DNA markers were applied to determine and screen tms gene and bacterial leaf blight resistance gene in TGMS lines.  The results show that 103S, Peiai 64S and 25S lines possess tms2 gene. The individuals which have both of tms2 gene and homozygote resistance genes were selected in F2 population.

Key words: Bacterial leaf blight, DNA marker, hybrid rice, TGMS line, tms gene, Xa resistance gene. 


1. §ÆT VÊN §Ò


BÖnh b¹c l¸ lóa do vi khuÈn Xanthomonas oryzae g©y nªn, lµ mét trong nh÷ng bÖnh nguy hiÓm nhÊt ®èi víi c©y lóa, ®Æc biÖt lµ lóa lai. §Ó phßng chèng bÖnh nµy th× viÖc sö dông gièng kh¸ng bÖnh ®em l¹i hiÖu qu¶ kinh tÕ cao nhÊt, kh«ng g©y « nhiÔm m«i tr­êng do viÖc sö dông thuèc b¶o vÖ thùc vËt vµ t¹o ra s¶n phÈm s¹ch, an toµn. ChÝnh v× vËy, nghiªn cøu chän t¹o gièng lóa lai hai dßng kh¸ng bÖnh b¹c l¸, ®· trë thµnh mèi quan t©m cña nhiÒu nhµ khoa häc. §Ó chän t¹o thµnh c«ng, tr­íc hÕt cÇn ph¶i ph¸t hiÖn nhiÒu dßng mang gen tms cã ng­ìng nhiÖt ®é chuyÓn ho¸ h÷u dôc vµ bÊt dôc æn ®Þnh, ®ång thêi mang gen kh¸ng cao ®èi víi hÇu hÕt c¸c nhãm chñng vi khuÈn Xanthomonas oryzae.


Trong lóa lai, ®Ó chän t¹o ra tæ hîp lai cã kh¶ n¨ng kh¸ng bÖnh b¹c l¸ chØ cÇn mét trong 2 bè mÑ ph¶i chøa gen kh¸ng nÕu lµ gen tréi, hoÆc c¶ bè mÑ ®Òu chøa gen nÕu lµ gen lÆn. Theo Phan H÷u T«n vµ cs. (2005),  miÒn B¾c ViÖt Nam ®ang tån t¹i 10 chñng bÖnh b¹c l¸ chÝnh vµ c¸c gen Xa4, xa5, Xa7, Xa21 kh¸ng ®­îc hÇu hÕt c¸c chñng bÖnh b¹c l¸ trªn. §©y lµ nh÷ng gen quý lµm tiÒn ®Ò ®Ó chän gièng kh¸ng bÖnh b¹c l¸ ë miÒn B¾c ViÖt Nam.


§Ó chän t¹o ®­îc TGMS chøa gen kh¸ng bÖnh b¹c l¸ tr­íc tiªn ph¶i tiÕn hµnh lai gi÷a dßng TGMS víi dßng chøa gen kh¸ng, sau ®ã trång vµ chän läc trong quÇn thÓ ph©n ly F2. §èi víi gen TGMS ph¶i chän läc trong ®iÒu kiÖn ng­ìng nhiÖt ®é bÊt dôc sau ®ã c¾t gèc, ch¨m sãc ë ng­ìng nhiÖt ®é h÷u dôc ®Ó thu h¹t. §èi víi gen kh¸ng b¹c l¸, chän läc gen b»ng l©y nhiÔm nh©n t¹o chñng bÖnh ®Æc thï. Tuy nhiªn ph­¬ng ph¸p nµy tèn nhiÒu thêi gian vµ c«ng søc, thËm chÝ kh«ng chÝnh x¸c do t¸c ®éng cña ®iÒu kiÖn m«i tr­êng. Víi sù ph¸t triÓn cña c«ng nghÖ sinh häc, dùa trªn kÜ thuËt di truyÒn ph©n tö, c¸c nhµ khoa häc ®· ®Þnh vÞ ®­îc chÝnh x¸c c¸c gen trªn n»m ë nhiÔm s¾c thÓ nµo, liªn kÕt víi chØ thÞ DNA. Theo Reddy vµ cs. (2000), gen tms4 liªn kÕt víi chØ thÞ RM257 trªn nhiÔm s¾c thÓ (NST) sè 9. Lopez vµ cs. (2003) x¸c ®Þnh chØ thÞ RM11 vµ RM2 liªn kÕt víi gen tms2. Tuy nhiªn, theo Wang vµ cs. (2003), gen tms5 l¹i liªn kÕt víi chØ thÞ G277-1 trªn NST sè 7. Yoshimura vµ cs. (1992); Couch vµ cs. (1991); Furuya vµ cs. (2003); Ronal vµ cs. (1992) ®· lÇn l­ît  ®Þnh gen Xa-4 liªn kÕt víi RFLP ë locus XNpb181 vµ XNpb78 trªn NST sè 11, víi kho¶ng c¸ch liªn kÕt ®Òu lµ 1,7 cM. Gen xa-5 liªn kÕt víi chØ thÞ RZ390, RG556 vµ RG207 trªn NST sè 5, víi kho¶ng c¸ch liªn kÕt 0-1 cM Gen Xa-7 n»m trªn NST sè 6 liªn kÕt víi chØ thÞ Mp3 víi kho¶ng c¸ch di truyÒn 2,5 cM vµ gen Xa21 liªn kÕt víi chØ thÞ pTA818 vµ pTA248 víi kho¶ng c¸ch di truyÒn 0-1cM. Ngoµi ra, c¸c t¸c gi¶ còng ®· x¸c ®Þnh ®­îc c¸c primer ®i kÌm ®Ó nhËn c¸c chØ thÞ trªn. Nh­ vËy, sö dông kü thuËt PCR cã thÓ ph¸t hiÖn vµ chän läc ®­îc c¸c gen mong muèn trong c¸c dßng, gièng còng nh­ c¸c thÕ hÖ ph©n ly mét c¸ch chÝnh x¸c, kh«ng tèn nhiÒu thêi gian vµ c«ng søc. Nghiªn cøu nµy ®· øng dông c¸c chØ thÞ ph©n tö trªn ®Ó ph¸t hiÖn, chän läc gen bÊt dôc TGMS vµ gen kh¸ng bÖnh b¹c l¸ ë c¸c dßng TGMS vµ trong quÇn thÓ ph©n li F2.


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


2.1. VËt liÖu nghiªn cøu


VËt liÖu thùc vËt gåm 7 dßng  TGMS cã nguån gèc tõ ViÖt Nam: 103S, 25S, 27S, 36S2, Kim 76S, Pei¶i 64S vµ Kim S77; 5 quÇn thÓ ph©n ly F2: Tæ hîp lai 93 F2 (103S x N46), 94F2 (103S x IRBB7), 95F2 (103S x N91), 98F2 (103S x T23) vµ 103F2 (103S x IRBB5) (B¶ng 1).


B¶ng 1. C¸c dßng vËt liÖu nghiªn cøu


		Chỉ thị

		Gen liên kết

		Khoảng cách

		Trình tự mồi

		Tài liệu tham khảo



		RM11

		tms2

		

		F: 5’ -TCT CCT CTT CCC CCG ATC -3’


R: 5’-ATA GCG GGC GAG CTT AG -3’

		M.T.Lopez và cs., 2003



		RM2

		tms2

		

		F: 5’- ACG TGT CAC CGC TTC CTC -3’


R: 5’- ATG TCC GGG ATC TCA TCG -3’

		M.T.Lopez và cs., 2003



		G227-1

		tms5

		

		F: 5’ACC ATC AGC AAC AAT TCA TCT AC-3’


R: 5’ AAC AGC ATT TCC CCC TAC TAC A- 3’

		Wang và cs., 2003



		RM257

		tms4

		

		F: 5’- CAG TTC CGA GCA AGA GTA CTC -3’

R: 5’- GGA TCG GAC GTG GCA TAT G – 3’

		Reddy và cs., 2000



		XNpb181

		Xa4

		

		R: 5’GTG CTA TAA AAG GCA TTC GGG 3’


F:  5’ATC GAT CGA TCT TCA CGA GG 3’

		Yoshimura và cs., 1992



		P3

		Xa7

		

		F: 5’ CAG CAA TTC ACT GGA GTA GTG GTT


R: 5’ CAT CAC GGT CAC CGC CAT ATC GGA 3’

		Furuya. N và cs., 2003





2.2. Ph­¬ng ph¸p nghiªn cøu


ChiÕt t¸ch DNA 


Quy tr×nh chiÕt t¸ch DNA theo Furuya vµ cs. (2003) cã c¶i tiÕn: MÉu l¸ lóa ®­îc c¾t vµ nghiÒn nhá trong 800 (l dung dÞch chiÕt t¸ch DNA (50mM Tris-HCl pH=8.0; 0,25mM EDTA pH=8.0; 300mM NaCl; 1% SDS). Hót 500 (l dÞch chiÕt vµo èng eppendoft vµ thªm 400 (l dung dÞch 25:24:1 (Phenol: chlorofom: isoaminalchohol) cho ly t©m víi tèc ®é 13.000 vßng/phót trong 5 phót, hót phÇn dÞch phÝa trªn chuyÓn sang èng nghiÖm míi. Thªm vµo èng nghiÖm nµy 400 (l dung dÞch 24:1 (chlorofom : isoaminalchohol) vµ cho ly t©m víi tèc ®é 13.000 vßng/phót trong 5 phót, thu dÞch phÝa trªn. KÕt tña DNA tæng sè b»ng 800 (l ethanol hoÆc isopropanol, sau ®ã ly t©m 5 phót víi tèc ®é 13000 vßng/phót, ®æ phÇn dung dÞch phÝa trªn, gi÷ l¹i phÇn kÕt tña d­íi ®¸y èng nghiÖm. §îi cån bay h¬i, hoµ tan kÕt tña b»ng 50 (l dung dÞch TE råi b¶o qu¶n ë nhiÖt ®é -200C hoÆc 40C.

Ph¶n øng PCR ph¸t hiÖn c¸c gen tms, gen kh¸ng b¹c l¸ Xa4, Xa7


Thµnh phÇn 20 (l dung dÞch ph¶n øng PCR gåm cã: 12,24 (l n­íc cÊt; 0,1 (l Taq DNA polymerase (5 unit/(l); 2,0 (l 10X buffer; 1,5 (l cña 50 mM MgCl2; 0,16 (l cña dNTPs 25 mM; 1 (l mçi måi; 1 (l DNA. PCR cña gen Xa4 vµ Xa 7 ®­îc thùc hiÖn theo chu k× nhiÖt nh­ sau: 940C trong 4 phót, 34 chu kú: 940C trong 1 phót, 560C trong 1 phót,  720C trong 2 phót, vµ 720C trong 8 phót. PCR cña gen tms ®­îc thùc hiÖn theo chu k× nhiÖt nh­ sau: 940C trong 7 phót, 34 chu kú: 940C trong 1 phót, 580C trong 1 phót, 720C trong 2 phót vµ 720C trong 7 phót. S¶n phÈm PCR ®­îc ®iÖn di trªn gel agarose 1,5%. B¶n gel ®­îc nhuém b»ng Ethidium bromide, chôp ¶nh d­íi tia UV. 


3. KÕT QU¶ Vµ TH¶O LUËN


3.1. X¸c ®Þnh gen tms sö dông chØ thÞ 
        ph©n tö DNA


HiÖn nay cã rÊt nhiÒu dßng TGMS, tuy nhiªn chóng chøa gen tms nµo th× ch­a thÓ kh¼ng ®Þnh. Bëi vËy, ®Ó phôc vô c«ng t¸c chän t¹o gièng lóa lai hai dßng cÇn ph¶i x¸c ®Þnh nh÷ng dßng TGMS hiÖn cã chøa gen tms g×. Theo Lopez vµ cs. (2003), chØ thÞ RM11 vµ RM2  liªn kÕt víi gen tms2. Theo Wang vµ cs. (2003), chØ thÞ C365-1 vµ G227-1 liªn kÕt gen tms5. Theo Reddy vµ cs. (2000) chØ thÞ liªn kÕt víi gen tms4 lµ RM257. Nghiªn cøu nµy sö dông c¸c chØ thÞ trªn ®Ó ®Þnh gen tms ë c¸c dßng TGMS sau: 103S, 25S, 27S, Kim 76S, Kim S77, P.¶i 64S vµ 36S1. 


X¸c ®Þnh gen tms2 sö dông chØ thÞ RM11 vµ  RM2


Theo M.T.Lopez vµ cs. (2003), chØ thÞ RM11 liªn kÕt víi gen tms2 víi kho¶ng c¸ch lµ 5cM. VÖt b¨ng cña gièng chøa gen tms2tms2 (d¹ng lÆn) cã kÝch th­íc kho¶ng 150 bp. Cßn vÖt b¨ng cña gièng chøa gen Tms2Tms2 (d¹ng tréi) cã kÝch th­íc 170 bp. KÕt qu¶, cã 3 dßng mang gen tms2 víi kÝch th­íc kho¶ng 150 bp lµ: 103S, P.¶i 64S vµ 25S (giÕng 3, 8 vµ 9). C¸c dßng cßn l¹i gåm Kim 76S, Kim S77, 27S vµ 36S1 (giÕng 4, 5, 6 vµ giÕng 7 t­¬ng øng) ®· kh«ng chøa gen tms2 (kÝch th­íc kho¶ng 170 bp). KÕt qu¶ nµy còng phï hîp víi gièng IR24  ®èi chøng ©m (giÕng 2). §èi víi chØ thÞ RM2 còng cho kÕt qu¶ t­¬ng tù  chØ thÞ RM11. Tuy nhiªn, kho¶ng c¸ch cña chØ thÞ RM2 víi gen tms2 qu¸ lín (16cM) cho nªn trong mét sè tr­êng hîp lai cã thÓ x¶y ra hiÖn t­îng trao ®æi chÐo. §iÒu ®ã cã nghÜa lµ khi sö dông chØ thÞ ph©n tö RM2 ®Ó x¸c ®Þnh gen tms2 th× vÉn xuÊt hiÖn vÖt b¨ng víi kÝch th­íc kho¶ng 150 bp nh­ng thùc chÊt gièng ®ã cã thÓ kh«ng chøa gen tms2. Khi sö dông chØ thÞ ®Ó chän läc gen trªn th× cÇn ph¶i t×m chØ thÞ liªn kÕt chÆt h¬n nh­ RM11 (H×nh 1). 


X¸c ®Þnh gen tms5 sö dông chØ thÞ G227-1


ChØ thÞ G227-1 liªn kÕt víi  gen tms5 ë kho¶ng c¸ch lµ 2,08 cM. VÖt b¨ng chøa gen tms5 cã kÝch th­íc  800 bp, vÖt b¨ng kh«ng chøa gen tms5 cã kÝch th­íc 870 bp (H×nh 2). Trong 7 dßng TGMS ph¸t hiÖn ®­îc 3 dßng lµ Kim 76S, Kim S77 vµ 27S (giÕng 4, 5 vµ 6) chøa gen tms5 víi kÝch th­íc kho¶ng 800 bp. C¸c dßng cßn l¹i lµ 103S, 36S1, P.¶i 64S vµ 25S (giÕng 3, 7, 8 vµ 9) kh«ng mang gen tms5, vÖt b¨ng cã kÝch th­íc kho¶ng 870 bp.
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H×nh 1. §iÖn di s¶n phÈm PCR ph¸t hiÖn gen tms2, chØ thÞ RM11


1. Marker, 2. IR24 (®èi chøng ©m), 3. 103S, 4. Kim 76S
5. Kim S77, 6. 27S, 7. 36S1, 8. Pei¶i 64S, 9. 25S
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H×nh 2. §iÖn di s¶n phÈm PCR ph¸t hiÖn gen tms5 b»ng chØ thÞ G227-1

1. Marker, 2. IR24, 3. 103S, 4. Kim 76S, 5. Kim S77, 6. 27S, 7. 36S1, 8. Pei¶i 64S, 9. 25S
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H×nh 3. ¶nh ®iÖn di ph¸t hiÖn gen tms4 chØ thÞ RM257


1. Marker, 2. IR24, 3. 103S, 4. Kim 76S, 5. Kim S77, 6. 27S, 7. 36S1, 8. Pei¶i 64S, 9. 25S.

X¸c ®Þnh gen tms4 sö dông RM257

ChØ thÞ RM257 liªn kÕt víi gen tms4 víi kho¶ng c¸ch di truyÒn lµ 6.2 cM. VÖt b¨ng chøa gen tms4 cã kÝch th­íc 250 bp, vÖt b¨ng kh«ng chøa gen tms4 cã kÝch th­íc 200 bp (H×nh 3). 


KÕt qu¶ ph©n tÝch s¶n phÈm PCR cho thÊy, tÊt c¶ c¸c dßng TGMS ®Òu cã kÝch th­íc kho¶ng 200 bp trïng víi ®èi chøng IR24


kh«ng chøa gen tms4. Nh­ vËy tÊt c¶ c¸c gièng nghiªn cøu ®Òu kh«ng chøa gen tms4. KÕt luËn cña nghiªn cøu nµy t­¬ng tù víi kÕt qu¶ cña c¸c t¸c gi¶ nghiªn cøu vÒ gen tms4, gen nµy chØ t×m thÊy ë nh÷ng gièng thuéc loµi phô Japonica, kh«ng t×m thÊy ë loµi phô Indica. C¸c gièng ®­îc sö dông trong nghiªn cøu nµy ®Òu thuéc loµi phô Indica (Reddy vµ cs, 2000).


3.2. Chän läc c¸ thÓ chøa gen tms2 trªn
       quÇn thÓ ph©n ly F2 

Tõ kÕt qu¶ c¸c thÝ nghiÖm, nghiªn cøu ®· x¸c ®Þnh ®­îc chØ thÞ RM11 liªn kÕt víi gen tms2 vµ chØ thÞ nµy ®­îc  sö dông ngay  ®Ó chän läc gen tms2 trong quÇn thÓ ph©n ly F2. Gen tms2 lµ gen lÆn ®¬n, ®Ó tÝnh tr¹ng bÊt dôc TGMS thÓ hiÖn th× kiÓu gen ph¶i ë tr¹ng th¸i ®ång hîp tö lÆn tms2tms2. Trong mçi quÇn thÓ F2, nghiªn cøu nµy chän 30 c©y tèt, cã kiÓu h×nh ®Ñp vµ c¾m cäc, ®¸nh sè thø tù tõ 1 - 30.


§èi víi quÇn thÓ  93F2 (103S x N46)  chän ®­îc 3 c©y 93F2- 7, 93F2-13  vµ  93F2- 19 chøa kiÓu gen ®ång hîp tö lÆn tms2tms2 (giÕng 3, 8 vµ 9). C¸c c©y nµy sÏ ®­îc trång trong ®iÒu kiÖn nhiÖt ®é thÊp cho tù thô ®Õn F5 hoÆc F6, sau ®ã t¸ch dßng sÏ thu ®­îc dßng TGMS míi. 


T­¬ng tù ë quÇn thÓ F2  cña tæ hîp lai 94F2 (103S x IRBB7), nghiªn cøu ®· chän ®­îc 5 c¸ thÓ 94F2-8,  94F2- 9, 94F2-19, 94F2-20 vµ 94F2-23 chøa kiÓu gen ®ång hîp tö lÆn tms2tms2. Tõ quÇn thÓ F2 cña tæ hîp lai 95F2 (103S x N91), chän ®­îc 4 c¸ thÓ 95F2- 3, 95F2- 7, 95F2- 8 vµ 95F2- 13. QuÇn thÓ F2 cña tæ hîp lai 98F2 (103S x T23) chän ®­îc 3 c¸ thÓ 98F2-4, 98F2-6 vµ 98F2-22. QuÇn thÓ F2 cña tæ hîp lai 103F2 (103S x IRBB5)  chän ®­îc 2 c¸ thÓ 103F2 -5 vµ 103F2 -6  chøa kiÓu gen ®ång hîp tö lÆn tms2tms2. 


Nh­ vËy b»ng chØ thÞ RM11, nghiªn cøu  ®· chän ®­îc nh÷ng c¸ thÓ trong c¸c quÇn thÓ ph©n li F2 chøa gen tms2 d¹ng ®ång hîp tö. Tuy nhiªn, nh÷ng c¸ thÓ nµy cÇn ®­îc


trång trong ®iÒu kiÖn nhiÖt ®é bÊt dôc ®Ó chän chÝnh x¸c c¸ thÓ chøa gen tms2 thÓ hiÖn bÊt dôc (H×nh 4).


3.3. Chän läc gen Xa4 vµ Xa7 ë c¸c c¸ 
       thÓ chøa gen tms2


Theo Phan H÷u T«n vµ cs. (2005), c¸c gen kh¸ng bÖnh b¹c l¸ tréi Xa4, Xa7 vµ Xa21 cã kh¶ n¨ng kh¸ng tèt ®èi víi c¸c chñng vi khuÈn g©y bÖnh b¹c l¸ ë ViÖt Nam vµ cã thÓ sö dông réng r·i trong s¶n xuÊt lóa lai.  Nghiªn cøu nµy tiÕp tôc chän läc Xa4 vµ Xa7 trong c¸c dßng chøa gen tms2 ®· ®­îc chän tõ c¸c quÇn thÓ ph©n ly F2 ë trªn. Trong 5 tæ hîp lai 93 F2 (103S x N46), 94F2 (103S x IRBB7), 95F2 (103S x N91), 98F2 (103S x T23) vµ 103F2 (103S x IRBB5), 2 tæ hîp cã bè chøa gen kh¸ng bÖnh b¹c l¸ Xa4 lµ N91 vµ T23; 2 tæ hîp cã bè chøa gen Xa7 lµ N46 vµ IRBB7. §iÒu nµy lµm c¬ së ®Ó ph¸t hiÖn ®­îc gen kh¸ng b¹c l¸ Xa4 vµ Xa7.


Chän läc gen Xa4


Tõ quÇn thÓ ph©n ly F2:  95F2 (103S x N91) vµ 98F2 (103S x T23) chóng t«i chän ®­îc 7 c¸ thÓ mang gen tms2tms2. 7 c¸ thÓ nµy tiÕp tôc ®­îc sö dông ®Ó chän läc gen kh¸ng bÖnh b¹c l¸ Xa4.


Xa4 lµ gen tréi, trªn b¶ng ®iÖn di vÖt b¨ng ®ång hîp tréi kÝch th­íc 150bp, vÖt b¨ng ®ång hîp lÆn kÝch th­íc 130 bp (Yoshimura et al, 1992). Trong 7 c¸ thÓ chøa gen tms2tms2 chóng t«i x¸c chän ®­îc 2 c¸ thÓ mang gen Xa4 ®ång hîp tréi lµ 95F2-7 vµ 95F3-13 (giÕng 5 vµ 7), c¸c c¸ thÓ cßn l¹i chøa gen ®ång hîp lÆn hoÆc dÞ hîp (H×nh 5).




H×nh 4. Chän läc gen tms2 sö dông RM11 trªn quÇn thÓ ph©n ly 94F2 (103S x IRBB7)

1. Marker; 2. Bè IRBB7 kiÓu gen Tms2Tms2;  2. mÑ 103S kiÓu gen tms2tms2, 6, 11, 15 vµ 16 d¹ng dÞ hîp Tms2tms2; 4, 5, 7 ,10, 12, 13, 14 ®ång hîp tö tréi Tms2Tms2; 
3, 8 vµ 9 d¹ng ®ång hîp tö lÆn tms2tms2 








H×nh 5. ¶nh ®iÖn di chän läc gen kh¸ng Xa4 trong c¸c c¸ thÓ chøa gen tms2

1. Marker; 2. 103S (®èi chøng ©m, ®ång lÆn); 3. T23 (®èi chøng d­¬ng, ®ång tréi); 
4. 95F2-3 (dÞ hîp); 5. 95F2-7 (®ång tréi); 6. 95F2-8 (®ång lÆn); 7. 95F3-13 (®ång tréi); 
8. 98F2-4; 9. 98F2-6; 10. 98F2-22 (dÞ hîp)
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H×nh 6. ¶nh ®iÖn di chän läc gen kh¸ng Xa4 trong c¸c c¸ thÓ chøa gen tms2

1. Marker; 2. 103S (®/c ©m, ®ång lÆn); 3. IRBB7 (®/c d­¬ng, ®ång tréi); 4. 94F2-8 (dÞ hîp);
5. 94F2-9 (®ång tréi); 6. 94F2-19;  7. 94F3-20 vµ  8. 93F2-7 (®ång lÆn);
9. 94F2-23 (®ång tréi); 10. 93F2-13 vµ 11. 93F2-19 (dÞ hîp)


Chän läc gen Xa7


ë trªn, tõ quÇn thÓ ph©n ly F2: 93 F2 (103S x N46), 94 F2 (103S x IRBB7) nghiªn cøu ®· chän ®­îc 8 c¸ thÓ mang gen tms2tms2. X¸c ®Þnh gen kh¸ng Xa7 trong 7 c¸ thÓ nµy chän ®­îc c¸ thÓ 94 F2-9 (giÕng 5) vµ 94 F2 -23 (giÕng 9) mang gen ®ång hîp tréi Xa7 (H×nh 6). Xa7 lµ gen tréi, vÖt b¨ng ®ång tréi cã kÝch kho¶ng 280 bp, vÖt b¨ng ®ång lÆn cã kÝch th­íc kho¶ng 250 bp (Furuya vµ cs., 2003).


Nh­ vËy, b»ng chØ thÞ ph©n tö ADN cã thÓ chän chÝnh x¸c sù hiÖn diÖn cña gen tms2 vµ kh¸ng bÖnh b¹c l¸ Xa4, Xa7 d¹ng ®ång hîp tö trªn cïng mét c¸ thÓ. C¸c c¸ thÓ

nµy sÏ ®­îc trång trong ®iÒu kiÖn nhiÖt ®é h÷u dôc, cho tù thô 4 - 5 ®êi, sau ®ã t¸ch dßng sÏ thu ®­îc c¸c dßng TGMS míi, chøa gen kh¸ng bÖnh b¹c l¸. Cã mét vÊn ®Ò lµ gen tms2tms2 cã mÆt trong dßng 103S ng­ìng chuyÓn hãa bÊt h÷u dôc lµ 230C nh­ng khi gen nµy chuyÓn sang nÒn gen míi th× ng­ìng nhiÖt ®é chuyÓn hãa bÊt dôc cã thay ®æi hay kh«ng vÉn ch­a ®­îc lµm râ, cÇn ®­îc nghiªn cøu tiÕp.

4. KÕT LUËN


Sö dông c¸c chØ thÞ ph©n tö DNA liªn kÕt víi gen tms x¸c ®Þnh ®­îc 3 dßng TGMS lµ 103S, P.¶i 64S vµ 25S chøa gen bÊt dôc tms2,  3 dßng TGMS lµ Kim 76S,  Kim S77 vµ  27S chøa gen tms5 vµ kh«ng cã dßng nµo chøa gen tms4 trong tæng sè 10 dßng TGMS.


Sö dông chØ thÞ RM11 chän läc ®­îc 17 c¸ thÓ chøa gen tms2tms2 trong 5 quÇn thÓ ph©n ly. 



Sö dông chØ thÞ XNpb181 chän läc ®­îc 2 c¸c thÓ mang gen tms2 chøa gen Xa4 vµ chØ thÞ P3 chän läc ®­îc 2 c¸ thÓ mang gen tms2 chøa gen Xa7. §©y lµ nguån vËt liÖu v« cïng quý gi¸ ®Ó t¹o ra dßng TGMS míi chøa gen kh¸ng bÖnh b¹c l¸, phôc vô cho chän t¹o gièng lóa lai 2 dßng kh¸ng bÖnh b¹c l¸.
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