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Abstract
�e rice blast resistance gene Pit, which was identi�ed in an Indonesian indica rice variety, Tjahaja, confers broad-
spectrum resistance (Kiyosawa, 1972). Pit gene was isolated and revealed that Pit belongs to the CC-NBS-LRR family 
of resistance genes (Hayashi and Yoshida, 2009). DNA markers that allow for identi�cation of resistance genes in rice 
germplasm have a great advantage in resistance breeding because they can assess the existence of the genes without 
laborious inoculation tests. Functional markers, which are designed from functional polymorphisms within the 
sequence of genes, are una�ected by nonfunctional allelic variation and make it possible to identify an individual 
gene. In this study, based on the genome sequence databases of 17 Vietnamese rice varieties, we have predicted and 
identi�ed the candidate gene Pit that involved in blast resistance ability of 17 local rice varieties. In which, 9 homologous 
sequences had total nucleotides of less than 3 nucleotides and 8 homologous sequences had total nucleotides of less 
than 20 nucleotides compared to the reference gene LOC_Os01g05620. Simultaneously, we developed Ins_Pit_17 
marker derived from InDels segments of candidate gene Pit in local rice varieties. �ese results indicate that our 
functional marker should enhance prediction of Pit function and be applicable in rice breeding programs.
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ISO/IEC 17025: 2017 PHỤC VỤ THỬ NGHIỆM XÁC ĐỊNH LOCUS GEN 
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TÓM TẮT
Tiêu chuẩn ISO/IEC 17025 (International Organization for Standardization/ International Electrotechnical 

Commission) là một trong những thước đo quan trọng chứng nhận cho phòng thí nghiệm đạt tiêu chuẩn quốc tế. 
Trong nghiên cứu này, các phương pháp lấy mẫu lúa phục vụ thử nghiệm xác định locus gen mục tiêu đã được thiết 
lập. Cụ thể, hai phương pháp lấy mẫu thử nghiệm ngoài đồng ruộng và trong phòng thí nghiệm đã được xây dựng 
thành công. Trong đó, các bước thu, bảo quản mẫu lá lúa trên đồng ruộng và tiếp nhận, bảo quản, chuẩn bị mẫu thử 
nghiệm từ lô mẫu hạt giống nhận tại phòng thử nghiệm cũng đã được chú ý. Kết quả của nghiên cứu này có ý nghĩa 
trong đưa ra quy trình lấy mẫu theo tiêu chuẩn ISO/IEC 17025: 2017, từ đó thành lập và vận hành phòng sinh học 
phân tử giám định gen thực vật đạt chuẩn ISO/IEC 17025:2017.

Từ khóa: ISO, lúa, thử nghiệm, quy trình, lấy mẫu

1 Viện Di truyền Nông nghiệp, VAAS

I. ĐẶT VẤN ĐỀ
ISO/IEC 17025 (International Organization for 

Standardization/ International Electrotechnical 
Commission) là tiêu chuẩn về hệ thống quản lý 
chất lượng, được áp dụng đặc thù cho các lĩnh vực 
thử nghiệm và hiệu chuẩn do Tổ chức Quốc tế về 
Tiêu chuẩn hóa thiết lập và ban hành (Honsa and 
McIntyre, 2003). Được thiết kế nhằm hợp nhất 
với tiêu chuẩn về hệ thống quản lý chất lượng ISO 
9001, tiêu chuẩn ISO/IEC 17025 đưa ra một cách 

nghiêm ngặt các quy định để đảm bảo năng lực kỹ 
thuật, mang lại kết quả đo lường/thử nghiệm đạt độ 
tin cậy cao và được quốc tế thừa nhận (Yamamoto 
et al., 2010). Vì vậy, đạt chuẩn ISO/IEC 17025 được 
xem là một tiêu chuẩn “cứng” để đánh giá khả năng 
hoạt động của phòng thử nghiệm và hiệu chuẩn 
kiểu mẫu. 

Hiện nay, nhu cầu xác định sự có mặt của một 
số locus gen mục tiêu trong các giống lúa (Oryza 
sativa) được xem là quan tâm hàng đầu trong các 
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chương trình chọn tạo giống nhằm nâng cao tính 
chống chịu điều kiện bất lợi. Nhiều locus gen kháng 
với bất lợi sinh học, như bệnh đạo ôn, bạc lá và rầy 
nâu, và bất lợi phi sinh học, như ngập úng, mặn có 
thể phát hiện một cách chính xác bằng kỹ thuật sinh 
học phân tử dựa trên các chỉ thị liên kết chặt với gen 
kháng. Do vậy, thiết lập quy trình xác định chính xác 
sự có mặt của gen kháng mục tiêu trong các giống 
lúa được xem là rất cần thiết. Tuy nhiên, cho đến nay 
chưa có ghi nhận về phòng thử nghiệm đạt chuẩn 
ISO/IEC 17025: 2017 đảm nhận chức năng xác định 
sự có mặt của các locus gen mục tiêu trên các giống 
lúa ở Việt Nam.  

Trong nghiên cứu này, phương pháp lấy mẫu thử 
nghiệm đã được thiết lập làm cơ sở quan trọng cho 
ban hành Quy trình lấy mẫu và quản lý mẫu thử 
theo tiêu chuẩn ISO/IEC 17025: 2017. Mục đích của 
nghiên cứu này nhằm triển khai một phương pháp 
lấy mẫu tiêu chuẩn đảm bảo tính đại diện của mẫu, 
đồng thời giảm thiểu tối đa lỗi trong quá trình xác 
định gen mục tiêu. 

II. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

2.1. Vật liệu nghiên cứu
Mẫu giống lúa cần thử nghiệm sự có mặt/ vắng 

mặt của locus gen mục tiêu, gồm lá lúa thu thập 
trên đồng ruộng hoặc hạt giống lúa do khách hàng 
cung cấp.

2.2. Phương pháp nghiên cứu

2.2.1. Chuẩn bị trang thiết bị và dụng cụ
Túi ziplock, kéo cắt mẫu, găng tay y tế, panh kẹp, 

thùng lạnh bảo quản mẫu và một số đồ dùng cần 
thiết khác. 

2.2.2. Phương pháp tiếp nhận mẫu
Mẫu giống có thể được thu thập trên đồng ruộng 

hoặc được khách hàng mang đến phòng thí nghiệm. 
Đối với mẫu giống trên đồng ruộng, tiến hành đánh 
số cây theo thứ tự hàng 1 - 10 - 20 - 30 - 40 - 50 - 60 
- 70 - 80 - 90 - 100. Nếu trong hàng có khóm bị thiếu 
thì đeo thẻ tag đánh dấu và đếm số tiếp tục từ khóm 
tiếp theo. Đối với lô hạt giống giao nhận tại phòng 
thử nghiệm, tiến hành kiểm tra tem nhãn và phiếu 
giao nhận mẫu giống trước khi lấy mẫu. 

2.2.3. Phương pháp thu mẫu và chuẩn bị mẫu
Đối với mẫu lá thu trực tiếp trên đồng ruộng: �u 

100 mẫu lá đại diện cho 100 cây của giống lúa cần 
thử nghiệm. Cây được đánh số và ghi nhãn theo thứ 
tự. Mẫu lá non, sạch bệnh đượ c cắt bằng kéo và  cất 

trong túi ziplock, ghi nhãn và bảo quản trong thùng 
lạnh. Mẫu được vận chuyển về phòng thí nghiệm và 
bảo quản ở 4oC. 

Đối với lô hạt giống tại phòng thí nghiệm: Phương 
pháp thu mẫu được bên giao thực hiện theo hướng 
dẫn của Tiêu chuẩn Việt Nam về Hạt giống lúa nước 
- Phương pháp thử TCVN 1700:1976 (Bộ Khoa học 
và Công nghệ, 1986). Mẫu giống được kiểm tra tem 
nhãn, phiếu giao nhận trước khi bảo quản trong tủ 
mát 4oC. Hạt giống đảm bảo chất lượng được ngâm 
ủ nảy mầm trên đĩa petri trong điều kiện ẩm, nhiệt 
độ 37oC (Bộ Khoa học và Công nghệ, 1986).  

III. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

3.1. Xây dựng phương pháp thu và bảo quản mẫu 
lá lúa trên đồng ruộng 

Phòng Sinh học phân tử Giám định gen thực vật 
được xây dựng nhằm thử nghiệm các chỉ tiêu đăng 
ký công nhận theo tiêu chuẩn ISO/IEC 17025: 2017. 
Các chỉ tiêu thử nghiệm là các locus gen mục tiêu 
(kháng sâu bệnh, chống chịu với các điều kiện bất 
lợi của ngoại cảnh, các gen năng suất, chất lượng... 
trong các giống lúa). Để đạt được mục tiêu trên, việc 
xây dựng và ban hành phương pháp tiêu chuẩn đối 
với việc thu mẫu và bảo quản mẫu là cần thiết nhằm 
xây dựng được Quy trình Lấy mẫu và quản lý mẫu 
thử của phòng thử nghiệm. 

Để cung cấp mẫu đại diện cho các phân tích thử 
nghiệm và giảm tối đa lỗi xảy ra trong quá trình xác 
định, quy trình lấy mẫu phải phụ thuộc vào kế hoạch 
lấy mẫu của phòng thử nghiệm. Mặc dù các bước lấy 
mẫu lá trên đồng ruộng khá đơn giản, tuy nhiên quy 
trình thu mẫu cần phải trở thành một tài liệu tiêu 
chuẩn, từ đó có thể sử dụng cho phòng thử nghiệm 
một cách chính quy (Bùi Hữu Điền, 2018).

Cụ thể, phương pháp thu và bảo quản mẫu lá lúa 
trên đồng ruộng phục vụ cho Phòng Sinh học phân 
tử giám định gen thực vật theo tiêu chuẩn ISO/IEC 
17025 được xây dựng gồm năm bước chính (Hình 1). 

- Bước 1. Chuẩn bị dụng cụ lấy mẫu, vật chứa 
mẫu: Các dụng cụ lấy mẫu, chia mẫu, chứa mẫu 
được chuẩn bị theo nguyên tắc chung: phải sạch 
trung tính và không làm nhiễm bẩn, nhiễm chéo cho 
mẫu lấy, đồng thời hình dáng, vật liệu chế tạo và kích 
thước của dụng cụ lấy mẫu và chứa mẫu phải dựa 
vào các tiêu chuẩn phù hợp cho mẫu lá lúa (Bùi Hữu 
Điền, 2018). Trong nghiên cứu này, dụng cụ được 
chuẩn bị bao gồm: kéo y tế, túi ziplock, bút viết kính, 
găng tay y tế, thùng lạnh bảo quản mẫu. 
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- Bước 2. Xác định và kiểm tra khu ruộng thu 
mẫu lá: Trước khi lấy mẫu giống lúa thử nghiệm, cần 
xác định và kiểm tra khu ruộng thu mẫu lá lúa do 
khách hàng yêu cầu. Ruộng thu mẫu lá là ruộng cấy 
theo hàng, lúa được cấy 1 dảnh, đảm bảo sạch bệnh, 
tiện lợi cho việc ghi sơ đồ và đánh dấu khu thu mẫu. 

- Bước 3. Đánh số và treo nhãn cho cây lấy mẫu 
lá theo hàng: Đối với mỗi mẫu giống cần thử nghiệm 
sẽ tiến hành thu mẫu lá trên 100 cây, do đó hàng thu 
mẫu phải được ghi sơ đồ và đánh số số cây theo thứ 
tự hàng 1 - 10 - 20 - 30 - 40 - 50 - 60 - 70 - 80 - 90, 
trong đó đánh dấu lại những khóm lúa trong hàng 
không đạt tiêu chuẩn, như biểu hiện nhiễm bệnh, 
hình thái không đồng đều để tránh sai sót trong quá 
trình thu mẫu.

- Bước 4. �u mẫu và ghi nhãn mẫu lá vừa thu: 
Mỗi mẫu giống lúa cần thử nghiệm sẽ được thu 100 
cá thể, tương ứng với 100 cây lúa. Mỗi cây lúa được 
thu 2 mẫu lá non, không nhiễm bệnh, đảm bảo đủ 
khối lượng mẫu cho phân tích thử nghiệm và lưu 
mẫu. Sau mỗi lần cắt cần phải vệ sinh kéo cắt mẫu 
bằng cồn 70o để tránh nhiễm bẩn, nhiễm chéo mẫu 
trong quá trình lấy mẫu, chia mẫu. Các mẫu lá được 
lưu giữ trong túi ziplock đã ghi nhãn và bảo quản 
trong thùng bảo quản lạnh đảm bảo mẫu lá tươi cho 
bước tách chiết ADN.  

- Bước 5. Lưu, bảo quản mẫu trong vật chứa mẫu 
và vận chuyển mẫu về phòng thử nghiệm: Để tránh 
việc xảy ra mâu thuẫn về tính đại diện của mẫu được 
thu (Bùi Hữu Điền, 2018). Trong nghiên cứu này, 
100 cây của mỗi mẫu giống lúa cần thử nghiệm được 
thu mẫu lá, mỗi cây thu hai lá (một lá cho phân tích 

thử nghiệm, một lá để lưu mẫu). Trong đó, người 
lấy mẫu cần đả m bảo các điều kiện bảo quản ngoài 
đồng ruộng để tránh các tác nhân như nhiệt độ, ánh 
sáng, độ ẩm có thể ảnh hưởng đến độ tươi của lá 
(Semagn, 2014). Cuối cùng, mẫu lá được bảo quản 
trong thùng bảo quản lạnh và được vận chuyển về 
phòng thử nghiệm để chuẩn bị cho các bước tiếp 
theo của quy trình thử nghiệm. 

Đối với phương pháp thu mẫu lá từ ruộng thí 
nghiệm, thời gian phù hợp nhất để tiến hành là sáng 
sớm để đảm bảo mẫu lá tươi được vận chuyển về 
phòng thử nghiệm và tách chiết ADN ngay trong 
ngày. Mẫu lưu được bảo quản trong tủ lạnh sâu 
-20oC trong thời hạn 1 tháng kể từ ngày thu mẫu. 
Như vậy, với năm bước chính và các điểm cần chú 
ý nêu trên, phương pháp thu mẫu lá lúa trên đồng 
ruộng đã đảm bảo những tiêu chuẩn cần thiết cho 
Phòng Sinh học phân tử giám định gen thực vật thiết 
lập Quy trình Lấy mẫu và Quản lý mẫu thử phù hợp 
với tiêu chuẩn ISO/IEC 17025: 2017. 

3.2. Xây dựng phương pháp thu nhận, bảo quản và 
chuẩn bị mẫu từ lô hạt giống

Quy trình nhận lô mẫu hạt giống và xử lý mẫu 
do khách hàng cung cấp phục vụ cho Phòng Sinh 
học phân tử giám định gen thực vật được triển khai 
tùy thuộc vào tình trạng lô mẫu giống. Cán bộ tiếp 
nhận sẽ kiểm tra sơ bộ tính đồng nhất của lô mẫu 
đối chiếu với giấy tờ kèm theo, mô tả và xác định 
hình dạng, sự nguyên vẹn, độ sạch và mức độ nhiễm 
tạp của bao gói. Các lô mẫu giống không đạt yêu cầu 
về sự đồng nhất, bị lẫn hạt mốc, mối mọt sẽ không 
được tiếp nhận. Lô mẫu hạt giống đạt yêu cầu sẽ 

Hình 1. Các bước tiến hành khi thu mẫu lúa trên đồng ruộng 
phục vụ cho phòng thí nghiệm giám định gen thực vật chuẩn ISO/IEC 17025
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được cán bộ của phòng thử nghiệm tiếp nhận và hai 
bên cùng ký nhận vào phiếu giao nhận mẫu giống. 
Phiếu giao nhận sẽ được photo gửi khách hàng 
1 bản, bản gốc được lưu trong hồ sơ của phòng thử 
nghiệm. Mẫu hạt giống đạt yêu cầu sẽ được lấy mẫu 
và chuẩn bị mẫu thử nghiệm như sau: Đối với mỗi lô 
mẫu cần thử nghiệm, 20 hạt được lấy ngẫu nhiên tại 
mỗi 10 vị trí khác nhau trong lô. Tổng số 200 hạt lúa 
sẽ được ngâm ủ và cho nảy mầm. 

Hạt mẫu được xử lý ngâm ủ theo hướng dẫn 
trong TCVN 1700:1976 (Bộ Khoa học và Công nghệ, 
1986). Trong đó, hạt được nảy mầm trên đĩa petri có 
giấy ẩm, đặt ở điều kiện nhiệt độ ấm 37 ÷ 40oC trong 
2 ÷ 3 ngày. Cần chú ý phải luôn duy trì độ ẩm cho 
đĩa petri bằng cách bổ sung nước vào giấy. Mẫu lá 
mầm của từng hạt giống được cắt ở giai đoạn 7 ÷ 10 
ngày sau khi ngâm ủ, chiều dài mẫu cắt 2,0 ÷ 2,5 cm, 
chuyển vào các ống eppendorf 2 ml đã khử trùng và 

giữ lạnh để tiến hành bước tách chiết ADN tiếp theo. 
Như vậy, với các bước và các điểm cần chú ý nêu 
trên, phương pháp thu nhận, bảo quản và chuẩn bị 
mẫu thử nghiệm từ lô mẫu hạt giống nhận tại phòng 
thử nghiệm đã đảm bảo những tiêu chuẩn cần thiết 
cho Phòng Sinh học phân tử giám định gen thực vật 
thiết lập Quy trình Lấy mẫu và Quản lý mẫu thử phù 
hợp với tiêu chuẩn ISO/IEC 17025: 2017.

3.3. Hoàn thiện quy trình quản lý lô hàng và bảo 
quản mẫu 

Việc kiểm soát quá trình bảo quản sau lấy mẫu và 
thông tin về mẫu giống thử nghiệm rất quan trọng, 
mẫu sau khi lấy phải bao gói bằng các bao bì thích 
hợp và phải được ghi nhãn với đầy đủ các thông tin 
để truy xuất nguồn gốc nếu cần. Để thống nhất theo 
quy chuẩn chung, nhãn mác thông tin về mẫu thử 
nghiệm đã được thiết kế với mục đích cung cấp đầy 
đủ thông tin về lô mẫu giống (Hình 2).  

Hình 2. Mẫu nhãn mác lưu trữ và bảo quản mẫu thử nghiệm 
của Phòng Sinh học phân tử giám định gen thực vật theo tiêu chuẩn ISO/IEC 17025: 2017

Cụ thể, nhãn mác lưu trữ và bảo quản mẫu thử 
nghiệm của Phòng Sinh học phân tử giám định gen 
thực vật có đầy đủ các thông tin về tên phòng thử 
nghiệm, số thứ tự đợt lấy mẫu trong năm, đối tượng 
thu mẫu (lúa hoặc loại cây trồng khác), mã số mẫu thử 
nghiệm. Nhãn mác cũng cung cấp thông tin về người 
có trách nhiệm lấy mẫu, thời gian và địa điểm lấy 
mẫu và loại mẫu (lá, hạt...). Các thông tin trên nhãn 
mác cần được thống nhất với biên bản tiếp nhận lô 
mẫu giống và khách hàng để tránh sai sót cũng như 
xác thực tính đại diện của phép thử nghiệm. 

IV. KẾT LUẬN VÀ ĐỀ NGHỊ
4.1. Kết luận

Đã thiết lập được phương pháp lấy mẫu thử 
nghiệm phục vụ xác định locus gen mục tiêu. 
Phương pháp lấy mẫu thử nghiệm được chia thành 

phương pháp áp dụng cho việc thu, bảo quản mẫu 
lá lúa trên đồng ruộng và phương pháp áp dụng cho 
việc thu nhận, bảo quản, chuẩn bị mẫu thử nghiệm 
từ lô mẫu hạt giống nhận tại phòng thử nghiệm. 

Việc xây dựng phương pháp tiêu chuẩn cho việc 
lấy mẫu thử nghiệm được xem là những bước đi đầu 
tiên cho việc ban hành Quy trình lấy mẫu và quản lý 
mẫu thử theo tiêu chuẩn ISO/IEC 17025: 2017, làm 
cơ sở cho việc xây dựng và vận hành Phòng Sinh học 
phân tử giám định gen thực vật đạt chuẩn ISO/IEC 
17025:2017. 

4.2. Đề nghị
Nghiên cứu sẽ được tiếp tục nhằm thiết lập quy 

trình đánh giá 10 gen chỉ tiêu ở lúa, từ đó đưa vào 
áp dụng cho Phòng Sinh học phân tử giám định gen 
thực vật đạt chuẩn ISO/IEC 17025:2017.
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THIẾT KẾ VÀ XÂY DỰNG BỘ CHỈ THỊ PHÂN TỬ PHỤC VỤ KIỂM ĐỊNH 
VÀ NGHIÊN CỨU DI TRUYỀN SÂM NGỌC LINH (Panax vietnamensis) 

Khuất �ị Mai Lương1, Nguyễn �ị Minh Nguyệt1,  
Chu Đức Hà1, Trần �ị Hoa Mỹ1, Đinh Văn Phê2, Lê Hùng Lĩnh1

TÓM TẮT
Sử dụng chỉ thị phân tử phục vụ kiểm định và phân tích di truyền các loài sâm, đặc biệt là sâm Ngọc Linh 

(Panax vietnamensis) là một trong những vấn đề được quan tâm hiện nay. Trong nghiên cứu này, các chỉ thị phân tử 
trình tự lặp đơn giản (SSR) phục vụ kiểm định và phân tích di truyền kiểu gen sâm Ngọc Linh đã được thiết kế dựa trên 
cơ sở dữ liệu tham chiếu hệ gen nhân và lục lạp của sâm Hàn Quốc (Panax ginseng). Kết quả đã thiết kế được 600 chỉ 
thị phân tử, 200 chỉ thị thiết kế từ trình tự SSR có độ lặp cao được chọn lọc để chạy khảo sát. Trong đó, ba motif lặp, bao 
gồm -AT-, -AA- và -TT- được đánh giá là các trình tự lặp phổ biến nhất được thiết kế cho các chỉ thị SSR. Kết quả điện 
di cho thấy, 134 chỉ thị SSR có khả năng khuếch đại đoạn trình tự mục tiêu của P. ginseng và P. vietnamensis với kích 
thước băng từ 100 ÷ 300 bp như thiết kế. Kết quả của nghiên cứu này sẽ cung cấp những thông tin cơ bản về các chỉ thị 
phân tử phục vụ công tác kiểm định và phân tích di truyền các loài sâm Việt trong đó có sâm Ngọc Linh.

Từ khóa: Chỉ thị phân tử, PCR, sâm Ngọc Linh, thiết kế

Establishment of rice sampling protocols with the ISO/IEC 17025: 2017 
standard for the identi�cation of locus for target genes

Chu Duc Ha, Nguyen �i Minh Nguyet, Nguyen �i Nhai, 
Nguyen Ba Ngoc, Khuat �i Mai Luong, Pham �i Ly �u, Le Hung Linh

Abstract
ISO/IEC 17025 Standard (International Organization for Standardization/ International Electrotechnical Commission) 
is considered as one of the most critical criteria for the international laboratory certi�cation. In this study, the rice 
sampling protocols have been successfully established for the testing of the identi�cation of target genes. Particularly, 
two methods in the �eld and laboratory have been classi�ed. Among them, the steps of sample collecting and storage 
in the �eld were highly recommended as much care as the process of sample receiving, storage and preparation from 
the seed package in the laboratory. Our results could provide the rice sampling protocols according to the ISO/IEC 
17025: 2017 standard, therefore, contribute to the establishment and operation of ISO/IEC 17025: 2017 certi�ed 
laboratory of the molecular biology for the plant gene(s) detection.   
Keywords: ISO, rice, test, protocol, sampling
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