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TÓM TẮT: Bệnh héo xanh do vi khuẩn Ralstonia solanacearum Smith gây ra là một trong những 
bệnh gây tổn thất lớn cho sản xuất lạc trên thế giới và Việt Nam. Kết quả chọn giống kháng bệnh 
theo phương pháp truyền thống còn hạn chế do hiệu quả chuyển các gen kháng bệnh vào con lai còn 
khó khăn và tốn nhiều thời gian. Vì vậy, việc ứng dụng các chỉ thị phân tử trong chọn tạo giống lạc 
kháng bệnh héo xanh vi khuẩn là phương pháp khả thi để kiểm soát dịch bệnh. Trong bài báo này, 
chúng tôi trình bày kết quả phân tích phân tử tập đoàn 63 mẫu giống lạc với 60 cặp mồi SSR để xác 
định sự liên kết giữa một số chỉ thị phân tử với tính trạng kháng bệnh héo xanh vi khuẩn. Kết quả 
đánh giá tính kháng bệnh của tập đoàn lạc nhận được 31 giống kháng với bệnh héo xanh vi khuẩn 
trong 63 giống tập đoàn (tỷ lệ 49,21%), còn lại là các giống nhiễm. Trong số 60 cặp mồi SSR, 
chúng tôi nhận được 26 cặp thể hiện sự đa hình với tổng số 90 alen. Số lượng alen dao động từ 2 
đến 6 alen, giá trị trung bình là 3,46 alen/locus. Tỷ lệ alen hiếm xuất hiện là 26,92% (7 alen hiếm 
xuất hiện trên 7 cặp mồi PM137, PM3, pPGSseq14A7, RN2F12, pPGSseq3F5, 7G2 và 16C6). Hệ 
số PIC trong khoảng từ 0,2955 (mồi PM606) đến 0,7469 (mồi TC1A02). Giá trị trung bình của hệ 
số PIC khá cao (0,5560). Qua phân tích SSR và đánh giá khả năng kháng bệnh của tập đoàn lạc đã 
xác định được có sự liên kết của 3 chỉ thị SSR (pPGPSeq3F05, GA161 và 7G2) với tính trạng 
kháng bệnh héo xanh vi khuẩn. Kết quả nhận được cho thấy triển vọng sử dụng các chỉ thị này 
trong chọn tạo giống lạc kháng bệnh héo xanh vi khuẩn. 
Từ khóa: Chỉ thị phân tử, héo xanh vi khuẩn, kháng bệnh, lạc, SSR. 

 
MỞ ĐẦU 

Bệnh héo xanh do vi khuẩn Ralstonia 
solanacearum Smith gây ra là một trong những 
yếu tố quan trọng hạn chế năng suất, diện tích và 
sản lượng lạc trên thế giới. Bệnh có thể làm giảm 
năng suất lạc từ 30-65%. Phạm vi ký chủ của 
bệnh rộng, gây hại trên 400 loài cây trồng thuộc 
80 họ khác nhau. Vi khuẩn có thể tồn tại lâu 
trong hạt giống, trong đất và cỏ dại. Chính vì vậy 
việc phòng trừ bệnh gặp nhiều khó khăn [3]. 

Trong những năm gần đây, với sự phát triển 
của công nghệ sinh học, ứng dụng chỉ thị phân 
tử trong chọn tạo giống kháng bệnh đã được 
nhiều nhà khoa học quan tâm nghiên cứu. Trong 
đó, chỉ thị SSR được ứng dụng rộng rãi nhờ 
những đặc trưng riêng biệt như sự khác nhau về 
số lần lặp lại đem lại mức độ đa hình giữa các 
allen. Bản đồ liên kết di truyền với các chỉ thị 
SSR đã được xây dựng ở cây lạc với kiểu gen 

bộ đôi AA trong genome [10], BB [9] và bộ bốn 
AABB [6, 13]. Gần đây, đã có nhiều nghiên cứu 
về cơ sở di truyền có tính chuyên sâu để phát 
triển chỉ thị SSR, cung cấp các công cụ di 
truyền phục vụ cho nghiên cứu tổng thể giống 
lạc [13, 14].  

Các chỉ thị phân tử đối với bệnh héo xanh vi 
khuẩn ở lạc đã được một nhóm các nhà khoa 
học Trung Quốc nghiên cứu bằng các chỉ thị 
SSR, AFLP cũng như về biểu hiện gen liên 
quan đến bệnh héo xanh vi khuẩn. Một số chỉ 
thị SSR như 16C6, 14H6, 3A8 liên kết chặt với 
tính kháng bệnh héo xanh vi khuẩn ở lạc đã 
được phát hiện [1]. Chỉ thị 7G2 đã được công 
bố có liên kết với gen kháng bệnh héo xanh vi 
khuẩn ở lạc [7]. Việc đánh giá các chỉ thị phân 
tử trên nguồn vật liệu nghiên cứu là rất cần 
thiết, từ đó có thể cho thấy sự phù hợp của việc 
sử dụng các chỉ thị này trong chọn lọc với 
nguồn vật liệu nghiên cứu. 
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Trong bài báo này, chúng tôi trình bày kết 
quả phân tích tập đoàn 63 giống lạc với 60 chỉ 
thị phân tử SSR, phối hợp với kết quả đánh giá 
tính kháng bệnh héo xanh vi khuẩn của tập đoàn 
giống để xác định sự liên kết giữa các chỉ thị 
với tính kháng bệnh làm cơ sở cho việc sử dụng 
các chỉ thị này trong chọn giống kháng bệnh. 

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

Nguyên liệu thực vật sử dụng trong nghiên 
cứu là 63 mẫu giống lạc trong tập đoàn giống ở 
Việt Nam do Trung tâm Nghiên cứu và Phát 
triển đậu đỗ, Viện Khoa học Nông nghiệp Việt 
Nam cung cấp (bảng 1). 

 
Bảng 1. 63 mẫu giống lạc sử dụng trong nghiên cứu 

STT Tên giống STT Tên giống STT Tên giống STT Tên giống 
1 ICGV00351 17 L21 33 O816.7 49 BWP-1 
2 L18 18 T38 34 L22 50 BWP-2 
3 O506.2 19 TD 207 35 L26 51 BWP-3 
4 0713.24.1 20 9805. 7. 1 36 O401.65.1 52 BWP-4 
5 ICGV6022 21 L08 37 VAG 03.2 53 BWP-5 
6 BW62 22 ICGV 970019 38 ICGV01241 54 BWP-6 
7 LO5 23 ICGV01232 39 Sen thắt 55 BWP-7 
8 L19 24 ICGV01238 40 BW79.4 56 BWP-8 
9 CG 38 25 ICGV 89104 41 L23 57 BWP-9 
10 Sen lai 26 L12 42 MDRF5. 176 58 BWP-10 
11 L17 27 ICGV92118 43 ICG 5051 59 BWP-11 
12 ICGV01239 28 O909.1 44 L14 60 BWP-12 
13 O401.57.1 29 ICG 11515 45 BW15 61 BWP-13 
14 L15 30 L16 46 Dòng lai1 62 Gié NQ(đ/c) 
15 Dòng lai14 31 VAG36 47 ICG 4911 63 ICGV3704(đ/c) 
16 ICGV 98370 32 Dòng lai2 48 O702.3   

 
60 cặp mồi SSR [2] được cung cấp bởi hãng 

IDT, Hoa Kỳ. 
Phương pháp đánh giá khả năng kháng bệnh 
của các mẫu giống lạc bằng lây nhiễm nhân 
tạo 

Khả năng kháng bệnh của các mẫu giống 
lạc bằng lây nhiễm nhân tạo được đánh giá trên 
nền Sick-plot [5]. Mỗi giống lạc được lây nhiễm 
30 hạt nứt nanh với các chỉ tiêu theo dõi: điều 
tra đếm toàn bộ số cây bị héo và được đánh giá 
khả năng kháng nhiễm theo thang điểm 6 cấp 
(xem bảng 2 phần kết quả). 
Tách chiết ADN genome 

ADN genome được tách chiết theo phương 
pháp CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium 
Bromide) của Maroof et al. (1984) [12] có cải 
tiến. 
Phương pháp phân tích ADN genome với chỉ 
thị SSR 

Phản ứng PCR được thực hiện với hỗn hợp 

phản ứng gồm 1 µl ADN genome (25 ng/µl); 
13,4 µl H2O; 2,0 µl Buffer 10xPCR; 2,5 µl 
dNTP (1 mM); 0,5 µl mồi F (50 ng/μl); 0,5 µl 
mồi R (50 ng/μl); 0,1 µl enzyme Taq 
polymerase (5 U/μl). Điều kiện phản ứng PCR 
như sau: 94oC trong 4 phút; 35 chu kỳ của 5 
phút 94oC; 30 giây 48oC-60oC (tùy thuộc nhiệt 
độ bắt cặp của từng mồi); 45 giây 72oC và bước 
cuối cùng 72oC trong 5 phút.  

Hệ số đa dạng gen (PIC) hay còn gọi là hàm 
lượng thông tin tính đa hình của từng locus 
(Polymorphic Information Content) được tính 
theo công thức của Saal & Wricke (1999) [11]: 

PICi =1-Pij
2 

Trong đó, Pij là tần số xuất hiện của alen thứ 
j của kiểu gen i được kiểm tra. Phạm vi giá trị 
PIC từ 0 (không đa hình) tới 1 (đa hình hoàn 
toàn).  
Phương pháp phân tích liên kết chỉ thị phân 
tử với tính kháng bệnh 
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Trong quần thể 63 mẫu giống, tiến hành 
đánh giá mức độ kháng bệnh của từng cây. Phối 
hợp kết quả đánh giá tính kháng bệnh với kết 
quả phân tích chỉ thị phân tử SSR, xác định mức 
độ liên kết của chỉ thị phân tử với tính kháng 
bệnh sử dụng chương trình SAS bằng phương 
pháp phân tích từng chỉ thị (Single Marker 
Analysis) [8]. 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Đánh giá khả năng kháng bệnh của tập đoàn 
lạc  

Các nghiên cứu về vi khuẩn Ralstonia 

solanacearum cho thấy, các nguồn vi khuẩn 
phân lập từ các vùng địa lý khác nhau và ký chủ 
khác nhau không giống nhau về đặc tính sinh 
hóa và phản ứng huyết thanh. He et al. (1983) 
[4] đã chia các nguồn vi khuẩn Ralstonia 
solanacearum thành 5 nòi dựa trên phạm vi ký 
chủ của chúng và 5 biovar dựa trên đặc tính sinh 
hóa. Các biovar 3, 4 gây bệnh cho lạc ở các 
nước châu Á [4]. Trong nghiên cứu này, nòi gây 
bệnh phạm vi rộng nhất trong số các nòi vi 
khuẩn Ralstonia solanacearum đã phân lập 
được sử dụng. Kết quả đánh giá tính kháng 
bệnh của tập đoàn 63 mẫu giống lạc được tổng 
hợp trong bảng 2. 

 
Bảng 2. Kết quả đánh giá tính kháng bệnh của tập đoàn 63 mẫu giống lạc 

Cấp bệnh Tỷ lệ cây 
chết (%) Mức độ kháng/ nhiễm Ký 

hiệu 
Số giống trong tập đoàn 

63 giống 
Tỷ lệ 

% 
1 < 10 Kháng cao HR 2 3,17 
2 11-20 Kháng R 11 17,46 
3 21-30 Kháng trung bình MR 18 28,57 
4 31-50 Nhiễm trung bình MS 20 31,75 
5 50-90 Nhiễm S 9 14,29 
6 > 90 Nhiễm nặng HS 3 4,76 

 
Kết quả trong bảng 2 cho thấy, số mẫu 

giống lạc mẫn cảm với bệnh héo xanh vi khuẩn 
khá cao, chiếm tới 32 trong tổng số 63 mẫu 
giống trong tập đoàn (tỷ lệ 50,79%). Có 31 
giống kháng với bệnh héo xanh vi khuẩn (tỷ lệ 
49,21%). Tuy nhiên, hầu hết chúng đều gắn với 
kiểu gen có tiềm năng năng suất thấp. Do đó

việc xác định các giống lạc kháng bệnh héo 
xanh vi khuẩn để làm vật liệu lai tạo với các 
giống năng suất tốt nhằm chọn được giống lạc 
vừa kháng bệnh vừa có năng suất cao rất có ý 
nghĩa. 
Phân tích tập đoàn lạc với các chỉ thị phân tử 
SSR 

 

 
Hình 1. Điện di trên gel polyacrylamide sản phẩm PCR ADN genome  

một số giống lạc với mồi pPGPseq14A7 
M: Marker, 1: ICGV 00351, 2: L18, 3: O506.2, 4: 0713.24.1, 5: ICGV6022, 6: BW62, 7: LO5, 8: L19, 9: 
CG38, 10: Sen lai, 11: L17, 12: ICGV01239, 13: O401.57.1, 14: L15, 15: Dòng lai 14, 16: ICGV 98370, 17: 
L21, 18: T38, 19: TD207, 20: 9805.7.1, 21: L08, 22: ICGV 970019, 23: ICGV01232, 24: ICGV01238, 25: 
ICGV 89104, 26: L12, 27: ICGV 92118, 28: O909.1, 29: ICG 11515, 30: L16. 

 200 bp 
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Hình 2. Điện di trên gel polyacrylamide sản phẩm PCR ADN genome  

một số giống lạc với mồi RN2F12 
M: Marker, 1: ICGV 00351, 2: L18, 3: O506.2, 4: 0713.24.1, 5: ICGV6022, 6: BW62, 7: LO5, 8: L19, 9: 
CG38, 10: Sen lai, 11: L17, 12: ICGV01239, 13: O401.57.1, 14: L15, 15: Dòng lai 14, 16: ICGV 98370, 17: 
L21, 18: T38, 19: TD207, 20: 9805.7.1, 21: L08, 22: ICGV 970019, 23: ICGV01232, 24: ICGV01238, 25: 
ICGV 89104, 26: L12, 27: ICGV 92118, 28: O909.1, 29: ICG 11515, 30: L16. 

 
ADN genome của 63 mẫu giống lạc nghiên 

cứu đã được tách chiết với độ nguyên vẹn và 
tinh sạch cao, đạt yêu cầu cho phản ứng PCR 
với các mồi SSR. Kết quả phân tích SSR với 
một số giống thể hiện ở các hình 1 và 2. 

Kết quả phân tích các mẫu giống lạc với 60 
cặp mồi SSR, chúng tôi nhận được 26 cặp thể 
hiện tính đa hình với tổng cộng 90 alen (bảng 
3). Số lượng alen dao động từ 2 đến 6 alen, có 4 
cặp mồi cho 2 alen (14H6, PM137, PM606, Ah-
420) và 2 cặp mồi cho 5 alen (16C6, TC1A02), 
giá trị trung bình là 3,46 alen/locus. Trong đó, 
có 7 cặp mồi xác định được 7 alen hiếm (alen có 

tần số xuất hiện nhỏ hơn 5%) với tỷ lệ  
alen hiếm trung bình là 26,92%. Các cặp mồi 
PM137, PM3, pPGSseq14A7, RN2F12, 
pPGSseq3F5, 7G2, 16C6 xác định được 1 alen 
hiếm trên mỗi locus nhận dạng được các giống 
O401.57.1, 9805.7.1, L15, Sen lai và BW62.  
Hệ số PIC được coi là thước đo tính đa dạng  
di truyền của các alen ở từng locus SSR. Kết 
quả thu được (bảng 3) cho thấy hệ số PIC trung 
bình của các mồi khá cao (0,5560). Trong đó 
mồi TC1A02 có giá trị PIC lớn nhất (0,7469) 
còn mồi PM606 có giá trị PIC thấp nhất 
(0,2955). 

 
Bảng 3. Hệ số PIC và số alen trên các chỉ thị nghiên cứu 
STT Tên mồi Số alen Hệ số PIC TT Tên mồi Số alen Hệ số PIC 

1 pPGPseq3F5 3 0,5547 14 TC1A02 5 0,7469 
2 pPGPseq4F1 4 0,6752 15 TC2G05 3 0,5616 
3 pPGPseq14A7 4 0,5152 16 PM3 4 0,5355 
4 14H6 2 0,3609 17 PM137 2 0,3435 
5 3A8 4 0,6049 18 PM606 2 0,2955 
6 7G2 3 0,5109 19 IPMH395 3 0,4592 
7 16C6 5 0,7030 20 IPMH524 6 0,7424 
8 2C11 3 0,6250 21 Seq2H8 5 0,6293 
9 RN2F12 4 0,6125 22 Seq16E04 3 0,5471 
10 GA161 3 0,4961 23 Ah-420 2 0,3568 
11 GA169 3 0,5066 24 Ah-558 4 0,6900 
12 TC2E05 3 0,5948 25 Ah-408 3 0,5199 
13 TC5E06 3 0,6512 26 gi4755 4 0,6172 

Tổng 90 14,4559 
Trung bình 3,46 0,5560 

200 bp 
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Sự liên kết của chỉ thị phân tử với tính trạng 
kháng bệnh 

Kết hợp các kết quả thu được từ việc phân 
tích phân tử với các mồi SSR và tính trạng 
kháng bệnh héo xanh vi khuẩn của các giống lạc 
cùng với việc sử dụng phương pháp phân tích 
từng chỉ thị (Single Marker Analysis) chúng tôi 
nhận được kết quả có sự liên kết giữa chỉ thị 
phân tử SSR và tính trạng kháng bệnh héo xanh 
vi khuẩn. Kết quả được thể hiện ở bảng 4.  

 
Bảng 4. Giá trị hằng số tương quan/liên kết (r2) 
giữa chỉ thị phân tử và khả năng kháng bệnh 
héo xanh vi khuẩn 

STT Tên chỉ thị 

Hệ 
số 

liên 
kết 
(r2) 

Độ tin 
cậy 
(P) 

CV 

1 pPGPseq3F5 0,588 0,0001 28,166 
2 pPGPseq4F1 0,007 0,654 37,016 
3 pPGPseq14A7 0,000 0,935 58,431 
4 14H6 0,145 0,137 48,660 
5 3A8 0,034 0,153 39,905 
6 7G2 0,526 0,0001 29,370 
7 16C6 0,023 0,166 45,116 
8 2C11 0,013 0,537 37,535 
9 RN2F12 0,022 0,425 52,475 
10 GA161 0,658 0,0001 26,920 
11 GA169 0,011 0,287 55,945 
12 TC2E05 0,063 0,179 55,699 
13 TC5E06 0,072 0,150 48,180 
14 TC1E02 0,003 0,771 40,027 
15 TC2G05 0,054 0,213 44,438 
16 PM3 0,248 0,055 37,250 
17 PM137 0,118 0,075 33,662 
18 PM606 0,003 0,742 35,285 
19 IPM395 0,000 0,944 56,643 
20 IPM524 0,001 0,822 55,479 
21 Seq2H8 0,013 0,537 42,466 
22 Seq16E04 0,023 0,420 49,799 
23 Ah-420 0,065 0,338 48,180 
24 Ah-558 0,084 0,118 33,738 
25 Ah-408 0,012 0,552 62,018 
26 gi4755 0,000 0,889 55,615 

 
Kết quả bảng 4 cho thấy, 3 chỉ thị 

pPGPSeq3F05 (P=0,0001; r2=0,588; 
CV=28,166), GA161 (P=0,0001; r2=0,658; 
CV=26,920), 7G2 (P=0,0001; r2=0,526; 
CV=29,370) có ý nghĩa trong việc liên kết với 

tính trạng kháng bệnh héo xanh vi khuẩn. Do sự 
khác biệt về cơ sở di truyền của nguồn vật liệu 
sử dụng trong các nghiên cứu nên trong chọn 
lọc nhờ sự trợ giúp của chỉ thị phân tử có những 
chỉ thị được công bố là liên kết chặt với một 
tính trạng nào đó (khoảng cách <0,5 cM) trên 
nguồn vật liệu này nhưng chúng lại không có 
kết quả tương tự trên nguồn vật khác. Đã có một 
số chỉ thị phân tử được công bố có liên kết với 
tính trạng kháng bệnh héo xanh vi khuẩn ở lạc 
khi đánh giá với tập đoàn 31 giống lạc của 
Trung Quốc như 7G2, 16C6, 14H6, 3A8…[7]. 
Tuy nhiên, việc đánh giá lại các chỉ thị phân tử 
trên nguồn vật liệu nghiên cứu là rất cần thiết, 
từ đó có thể kết luận việc có sử dụng các chỉ thị 
này trong chọn lọc với nguồn vật liệu nghiên 
cứu hay không. Ngoài chỉ thị 7G2 đã được công 
bố có liên kết với tính trạng kháng bệnh héo 
xanh vi khuẩn ở lạc và cũng phù hợp khi đánh 
giá với tập đoàn giống ở Việt Nam, hai  chỉ thị 
pPGPSeq3F05, GA161 có liên kết với gen 
kháng bệnh héo xanh vi khuẩn ở lạc khi đánh 
giá với tập đoàn 63 giống lạc của Việt Nam 
cũng rất có ý nghĩa trong công tác chọn tạo 
giống lạc kháng bệnh héo xanh vi khuẩn, năng 
suất cao, chất lượng tốt ở trong nước. 

KẾT LUẬN 

Kết quả đánh giá khả năng kháng bệnh cho 
thấy có 31 giống lạc kháng với bệnh héo xanh 
vi khuẩn trong tổng số 63 giống tập đoàn (tỷ lệ 
49,21%). Trong nghiên cứu này chúng tôi đã 
tìm ra 3 chỉ thị liên kết với tính trạng kháng 
bệnh héo xanh vi khuẩn là pPGPSeq3F05, 
GA161 và 7G2. Các chỉ thị này có thể có ý 
nghĩa trong việc chọn tạo giống lạc kháng bệnh 
héo xanh vi khuẩn, tuy nhiên vẫn cần được đánh 
giá trong các quần thể lai tiếp theo. 
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SUMMARY 
 

Bacterial wilt, caused by Ralstonia solanacerum Smith is one of the major diseases causing significant 
yield loss in peanut all over the world. Selection and evaluation of bacterial wilt resistant cultivars by 
traditional method are retrained because the effective transfer of disease resistant genes to hybrid line by 
traditional method is difficult and time consuming. Therefore, the application of molecular maker for 
selection and evaluation of bacterial wilt resistant cultivars in peanut is the most feasible method for 
controlling the disease. In this study, we presented the results on the use of 63 peanut cultivars and 60 SSR 
primers to indentify the linkage between molecular markers and bacterial wilt resistance. There were 31 
bacterial wilt resistant cultivars in 63 peanut cultivars (49.21%). Twenty six primer pairs gave polymorphism 
with a total of 90 alleles. The number of alleles ranged from 2 to 6 alleles with an average of 3.46 locus/allele. 
The ratio of rare allele was 26.92% (seven rare alleles occurred at PM137, PM3, pPGSseq14A7, RN2F12, 
pPGSseq3F5, 7G2 and 16C6. The means of polymorphism information content were from 0.2955 (PM606 
primer) to 0.7469 (TC1A02 primer) with an average of 0.5560. Three SSR markers, namely pPGPSeq3F05, 
GA161 and 7G2 were indentified to be linked to bacterial wilt resistance after association analysis by single 
marker analysis method. These markers could be useful for selection and evaluation of bacterial wilt 
resistance in peanut.  
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