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Đề tài được thực hiện trên đối tượng là nấm Rhizoctonia solani gây bệnh trên cây bông vải ở Việt Nam. Đây là tác nhân chính gây ra các bệnh như: lở cổ rễ, chết rụi cây con, bệnh đốm cháy lá…gây ra những thiệt hại đáng kể và ảnh hưởng rất lớn tới năng suất của các cánh đồng trồng bông vải ở Việt Nam. Chúng tôi sử dụng kỹ thuật PCR – RFLP và giải trình tự vùng ITS-rDNA nhằm mục tiêu khảo sát sự đa dạng về di truyền của 12 dòng R. solani gây bệnh trên cây bông vải ở Việt Nam, từ đó dễ dàng cho việc đưa ra các biện pháp phòng trừ có hiệu quả các bệnh do nấm này gây ra. Đề tài được thực hiện tại phòng thực tập bệnh cây khoa Nông Học, và Trung tâm Phân tích Thí Nghiệm Hóa Sinh trường Đại học Nông Lâm Tp. Hồ Chí Minh, từ 13/02/2006 đến 15/08/2006.

Nội dung nghiên cứu:

Phục hồi 12 dòng nấm R. solani gây bệnh trên cây bông vải ở Việt Nam.

Nhân sinh khối 12 dòng nấm R. solani.

Ly trích DNA của các dòng nấm R. solani.

Khuếch đại vùng ITS-rDNA của 12 dòng nấm bằng phản ứng PCR với cặp primer ITS4 - ITS5.

Tiến hành phản ứng cắt vùng ITS-rDNA sau khi khuếch đại bằng 2 enzyme cắt giới hạn HaeIII, TaqI.

Phân tích sự đa dạng về di truyền của 12 dòng nấm dựa trên kết quả RFLP. Tiến hành tinh sạch sản phẩm PCR theo phương pháp cắt gel để đọc trình tự các

dòng nấm R. solani.

Tiến hành đọc trình tự sản phẩm PCR vùng ITS-rDNA sau khi tinh sạch bằng cặp primer ITS1 - ITS4.

v

Phân tích kết quả đọc trình tự và vẽ cây phân nhánh di truyền.

Kết quả thu đƣợc:

Phục hồi, nhân sinh khối và ly trích được DNA của 12 dòng nấm R. solani gây bệnh trên cây bông vải.

Khuếch đại thành công vùng ITS-rDNA của 12 dòng nấm R. solani trên bằng phản ứng PCR, sản phẩm PCR có kích thước khoảng 720 bp.

Đã tiến hành cắt sản phẩm PCR vùng ITS-rDNA bằng hai enzyme giới hạn HaeIII, TaqI. Kết quả, không nhận thấy có sự đa dạng về mặt di truyền trên 12 dòng nấm R. solani thu thập trên cây bông vải khi cắt bằng hai enzyme này.

Đã tiến hành đọc trình tự và so sánh vùng ITS1 của 8 dòng nấm với nhau và với các dòng nấm trên cơ sở dữ liệu NCBI. Kết quả 8 dòng nấm này được chia làm 3 nhóm:

· Nhóm 1: BV-50-01, BV-71-02.
· Nhóm 2: BV-62-02, BV-62-03.
· Nhóm 3: BV-61-04, BV-61-05, BV-61-06, BV-62-01
Đã xác định được nhóm tiếp hợp của hai dòng BV-50-01 và BV-62-02 là AG-1-IA và AG-4.

Như vậy, đã có sự đa dạng về mặt di truyền giữa 12 dòng nấm R. solani gây bệnh trên cây bông vải ở Việt Nam.
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Phần I

MỞ ĐẦU

1.1. Đặt vấn đề

Nấm Rhizoctonia solani Kühn là một trong những loài nấm gây hại điển hình cho các cây trồng nông nghiệp ở Việt Nam và trên khắp thế giới.

Việc phòng trừ bệnh do loại nấm này gây ra bằng các biện pháp như: sử dụng các giống kháng, luân canh … tỏ ra không hiệu quả vì nấm này có phổ ký chủ quá rộng, và đặc biệt là có sự biến động trong độc tính gây bệnh giữa các dòng phân lập của nấm này đã làm phức tạp đáng kể sự sàng lọc giống kháng.

Hiện nay, để hạn chế sự gây bệnh của nấm này người ta chủ yếu sử dụng các biện pháp phòng trừ hóa học. Biện pháp này tỏ ra có hiệu quả, tuy nhiên một vấn đề lại được đặt ra là ô nhiễm môi trường do các chất hóa học gây ra, vì vậy những biện pháp phòng trừ bệnh bằng hóa học phải được giảm bớt và thay vào đó là các biện pháp phòng trừ bệnh thân thiện hơn với môi trường dựa trên đặc điểm sinh thái học của nấm.

· Việt Nam, nấm R. solani không những gây bệnh đốm vằn trên lúa mà còn gây bệnh trên rất nhiều loại cây khác như: thông, cà phê, tiêu, bông vải, các cây họ đậu, bắp, các cây họ cải… gây ra những thiệt hại đáng kể. Các biện pháp phòng trừ sinh học đối với các bệnh do nấm R. solani vẫn chưa phổ biến, một phần là vì sự đa dạng của nấm này gây nên những khó khăn trong việc tìm ra một phương pháp hữu hiệu để kiểm soát hoàn toàn những thiệt hại do nấm.

Hiện nay, nấm R. solani gây ra các bệnh như cháy lá, lở cổ rễ, và làm chết cây con… trên các cánh đồng trồng bông vải ở các tỉnh như Đồng Nai, Daklak, Bình Thuận, Ninh Thuận…, gây ra những thiệt hại đáng kể.

Xuất phát từ tình hình trên, được sự phân công của Bộ môn Công Nghệ Sinh Học, Trường Đại Học Nông Lâm TP. Hồ Chí Minh, chúng tôi đã thực hiện đề tài

“Khảo sát sự đa dạng di truyền của nấm Rhizoctonia solani gây bệnh trên cây bông vải ở Việt Nam”.
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1. 2. Mục tiêu

Nghiên cứu sự đa dạng về di truyền của các dòng nấm R. solani gây bệnh trên cây bông vải ở Việt Nam dựa trên kỹ thuật RFLP và đọc trình tự vùng ITS- rDNA.

1. 3. Yêu cầu đề tài

Phục hồi và nhân sinh khối các dòng nấm R. solani.

Ly trích DNA tổng số của các dòng nấm R. solani.

Thực hiện phản ứng PCR khuếch đại vùng ITS-rDNA bằng cặp primer ITS4-

ITS5

Thực hiện phản ứng cắt sản phẩm khuếch đại từ PCR bằng các enzyme cắt giới hạn TaqI; HaeIII.

Đánh giá sự đa dạng di truyền của các dòng nấm dựa trên sự phân tích kết quả

RFLP.

Giải trình tự vùng ITS-rDNA từ sản phẩm PCR với cặp primer ITS1- ITS4.

So sánh trình tự của các dòng giải với các dòng AG chuẩn đã giải và giữa các dòng với nhau để tìm sự khác biệt và phân nhóm các dòng.

1.4. Giới hạn đề tài

Chỉ tiến hành cắt giới hạn với 2 enzyme cắt giới hạn HaeIII, TaqI trên 12 dòng nấm gây hại thu thập trên cây bông vải.

Chỉ tiến hành đọc trình tự đối 8 dòng nấm.
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Phần II

TỔNG QUAN TÀI LIỆU

2.1.
Giới thiệu về nấm Rhizoctonia solani

Nấm Rhizoctonia là một nhóm nấm lớn, đa dạng và phức tạp, phân bố khá rộng và được chia thành nhiều nhóm nấm khác nhau. Giai đoạn hữu tính liên quan đến 3 giống: Thanatephorus (giai đoạn vô tính là Rhizoctonia solani Künh), Ceratobasidium (giai đoạn vô tính là loài Rhizoctonia hai nhân), và Waitea (giai đoạn vô tính là loài Rhizoctonia zeae Voorhees, Rhizoctonia oryzae Ryker và Gooch và những loài khác) (Carling và Summer, 1992).

Rhizoctonia solani thuộc bộ nấm trơ Mycelia sterilia, lớp nấm bất toàn Fungi imperfecti. Giai đoạn sinh sản hữu tính được gọi là Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk, thuộc lớp nấm đảm Basidiomycetes, là nấm ký sinh không chuyên tính, có phổ ký chủ rộng.

2.1.1.  Đặc điểm hình thái

· giai đoạn vô tính, nấm phát triển ở dạng sợi, tạo hạch. Sợi nấm khi còn non không màu, khi già chuyển sang màu nâu do sự tích lũy sắc tố nâu. Sợi nấm đa bào, có đường kính từ 8- 13 µm, phân nhánh tương đối thẳng góc, chỗ phân nhánh hơi thắt lại, và hình thành vách ngăn gần vị trí phân nhánh (Vũ Triệu Mân và Lê Lương Tề, 1998). R. solani có 3 loại sợi nấm: sợi nấm bò (runner hyphae), sợi nấm phân nhánh (lobate hyphae), và các tế bào dạng chuỗi (moniloid cells) (dẫn theo Nguyễn Thị Tiến Sỹ, 2005).

Lúc già, các tế bào tách ra và biến thành hạch. Đặc điểm của hạch rất thay đổi. Hạch nấm khi còn non có màu trắng nhưng khi về già có thể có màu nâu, nâu đen, nâu xám, trên vỏ có lông. Hạch nấm có hình dạng phức tạp, có khi hình cầu, đáy phẳng, bề mặt hạch không trơn mà lồi lõm (Nguyễn Thị Tiến Sỹ, 2005). Đường kính hạch nấm từ

1- 6 mm. Từng hạch nấm có thể liên kết với nhau lại tạo thành hạch nấm to (Ou, 1983). Hạch nấm khi còn non có thể chìm dưới nước nhưng khi già có thể nổi lên do tế

bào phía ngoài hạch trở nên rỗng (dẫn theo Nguyễn Thị Tiến Sỹ, 2005).

Bào tử hậu ít gặp, chỉ phát sinh khi có độ ẩm rất cao. Sinh sản hữu tính tạo đảm đơn bào, không màu, hình bầu dục, có từ 2- 4 bào tử đảm, hình trứng hoặc hình bầu dục dẹt. Ở nước ta chưa thấy dạng sinh sản hữu tính (Vũ Triệu Mân và Lê Lương Tề, 1998).
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Bào tử đảm không có khả năng tồn tại lâu nhưng có vai trò lớn trong sự biến đổi di truyền của nấm (dẫn theo Hồ Viết Thế, 2005).

2.1.2.  Đặc điểm sinh lý

Theo Vũ Triệu Mân và Lê Lương Tề (1998), nấm sinh trưởng thích hợp ở nhiệt độ 28 - 32oC, ở nhiệt độ dưới 10oC và trên 38oC nấm ngừng sinh trưởng. Hạch nấm hình thành nhiều ở nhiệt độ 30 - 32oC. Nấm có thể phát triển được trong phạm vi pH rộng từ 3.4 - 9.2, thích hợp nhất ở độ pH 6- 7.

R. solani có thể được lưu trữ ở nhiệt độ phòng (20 - 30oC) từ 6 - 12 tháng trong ống nghiệm chứa môi trường PGA (potato glucoze agar), PDYA (potato dextrose yeast extract agar) hoặc các vật liệu cây trồng tự nhiên.

2.1.3.  Đặc điểm nuôi cấy

Nấm R. solani không đòi hỏi nhu cầu dinh dưỡng chuyên biệt, nấm có thể phát triển tốt trên nhiều loại môi trường khác nhau.

2.2. Điều kiện phát sinh bệnh và phạm vi ký chủ

R. solani xâm nhập ký chủ và gây bệnh mạnh nhất trong điều kiện nhiệt độ tương đối cao (25 - 30oC), ẩm độ 90% đến bão hòa, mưa liên tục. Kỹ thuật canh tác: mật độ cây, chăm sóc, phân bón, thủy lợi… đều liên quan đến phát sinh bệnh.

Nấm xâm nhập vào mô cây qua khí khổng hoặc có thể xuyên trực tiếp qua cutin (Ou, 1983). Nấm có khả năng gây bệnh trong phạm vi nhiệt độ 23 - 31oC, nhiệt độ tối thích 31oC, độ ẩm tương đối 70- 90% (dẫn theo Nguyễn Thị Tiến Sỹ, 2005).

Nấm R. solani phổ biến ở nhiều nơi và có thể gây bệnh cho trên 180 loại cây thuộc 60 họ thực vật khác nhau.

2.3.
Sự phân nhóm của nấm R. solani

R. solani là loài nấm phức tạp, không đồng nhất. Nhiều nghiên cứu cho thấy có sự khác biệt giữa các dòng phân lập của nấm này về mặt hình thái học, sinh lý học và khả năng gây bệnh cho các loại cây trồng. Có hai kiểu phân loại R. solani:

· Phân loại dựa trên sự khác nhau về tốc độ tăng trưởng, sự hình thành hạch nấm và đặc điểm phát triển khuẩn lạc. Theo cách phân loại này, Watanabe và Matsuda (1996) đã xếp các dòng phân lập của nấm R. solani thành 6 nhóm: 1A, 1B, II, IIIA, IIIB, và IIIC (dẫn theo Nguyễn Thị Tiến Sỹ, 2005).
· Phân loại dựa trên sự tiếp hợp
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Dựa vào sự liên hợp của sợi nấm, R. solani được phân chia làm 11 nhóm tiếp hợp từ AG-1 đến AG-11 và AG-BI (Carling và Summer, 1992).

AG-1: nhóm này phân bố khắp thế giới, dựa trên hình thái nuôi cấy và sự gây bệnh, những dòng AG-1 lại được chia thành ba nhóm nhỏ:

· AG-1-IA: còn được gọi là kiểu 2 hay kiểu “ sasakii”, gây bệnh cho các bộ phận cây trên mặt đất như bệnh đốm vằn trên lúa, gây cháy lá ở nhiều ký chủ, và bệnh đốm nâu trên cỏ thảm.
· AG-1-IB: còn được gọi là kiểu 1 hay kiểu “hạch nấm nhỏ”, cũng gây bệnh cho các bộ phận trên mặt đất của cây như bệnh cháy lá, bệnh tàn rụi lá.
· AG-1-IC: có ở trong đất, gây chết cây con (damping-off) trên nhiều ký chủ.
Ba tiểu nhóm này không thể phân biệt được bằng phản ứng tiếp hợp.

AG-2: dựa trên khả năng gây bệnh và nhu cầu dinh dưỡng, nhóm này cũng được phân chia thành 3 tiểu nhóm:

· AG-2-1: còn gọi là kiểu “vụ đông”, có ở trong đất, gây chết cây con, thối rễ trên rất nhiều cây ký chủ và đặc biệt là gây bệnh lở cổ rễ trên cây họ thập tự.
· AG-2-IIIB: còn gọi là kiểu “cây cói”, gây bệnh cho rễ và các bộ phận trên mặt đất, gây chết cây con trên nhiều cây ký chủ, bệnh đốm nâu trên cỏ và bệnh khô vằn trên cây cói.
· AG-2-IV: còn gọi là kiểu “thối rễ”, gây bệnh cho rễ và các bộ phận trên mặt đất, gây bệnh cháy lá và thối rễ ở củ cải đường, gây bệnh thối rễ trên nhiều loài cây trồng khác và bệnh đốm lớn trên cỏ thảm.
AG-3: được tìm thấy ở những nơi trồng khoai tây, là một nhóm nấm thuần nhất và không chia thành các nhóm nhỏ. Những dòng AG-3 mọc chậm hơn và chịu đựng được nhiệt độ lạnh hơn những nhóm tiếp hợp khác của R. solani, nhóm này gây bệnh thối rễ và thân trên cây khoai tây.

AG-4: còn được gọi là kiểu “praticola”, AG-4 có thể được phân chia thành hai nhóm HG-I và HG-II, dựa trên sự khác nhau về tính tương đồng của DNA, không phải dựa trên sự liên hợp. Đây là nhóm nấm đất, làm thối rễ và chết cây con ở nhiều loại cây trồng. Bệnh do AG- 4 xảy ra trên toàn thế giới.

6

AG-5: là một nhóm nấm đất thuần nhất, gây bệnh thối rễ và thân khoai tây nhưng tính độc của nhóm này thấp hơn AG-3. Những dòng AG-5 đòi hỏi thiamine trong môi trường dinh dưỡng.

AG-6: nhóm này không gây bệnh, AG-6 chỉ có ở Nhật Bản, và được chia thành hai tiểu nhóm HG-I và GV. Hai tiểu nhóm này phân biệt với nhau dựa trên sự khác nhau về tính tương đồng của DNA, nhưng không dễ dàng phân biệt bằng phản ứng tiếp hợp.

AG-7: là một nhóm nấm đất, gây thiệt hại không đáng kể cho một số loại rau.

Nhóm này chỉ mới tìm thấy ở Nhật Bản.

AG-8: là một tác nhân gây bệnh trong đất, gây bệnh đốm lá trên ngũ cốc và cũng có thể là nguyên nhân gây bệnh thối rễ khoai tây. AG-8 được tìm thấy ở nước Úc, Tây Bắc nước Mỹ và nước Anh.

AG-9: được tìm thấy ở Alaska và Oregon, khả năng gây bệnh yếu, có thể tấn công vào khoai tây và rau xanh.

AG-10: được tìm thấy ở Tây Bắc Thái Bình Dương, khả năng gây bệnh chưa được biết rõ.

AG-BI: còn được gọi là nhóm “bridging isolate”, được tìm thấy ở Nhật Bản. Những dòng AG-BI có khả năng liên hợp ở một mức nào đó với những dòng phân lập của AG-2, AG-3, AG-6, và AG-8. AG-BI là một nhóm nấm đất đòi hỏi thiamine trong môi trường nuôi cấy, khả năng gây bệnh của nhóm này chưa được biết rõ.

2.4.
Giới thiệu sơ lƣợc về cây bông vải

Cây bông vải thuộc Ngành hiển hoa bí tử (Angiospermatophyta), Lớp song tử diệp (Dicotyledoneae), Họ Malvaceae, Chi Gossypium. Chi Gossypium rất đa dạng, có 39 loài, trong đó có 5 loài được trồng phổ biến trên thế giới, và có 3 loài được trồng ở Việt Nam: G. arboretum, G. hirsutum, G. barbadense.

Gossypium arboretum (loài bông Cỏ) có nguồn gốc từ châu Á, có mặt và gắn liền với nghề trồng bông ở nước ta từ lâu. Các giống bông Cỏ có dạng hình thoáng, thân mảnh, lá nhỏ, lông ít, rễ cộc nhỏ với bộ rễ ăn nông, chịu được mưa, cuống quả dài rủ xuống, đầu quả quay xuống đất, vỏ quả mỏng, chín sớm, hạn chế được hiện tượng thối quả khi gặp mưa lúc bông nở.

Gossypium hirsutum (loài bông Luồi) thường là cây hàng năm, cây cao, lá to, mặt lá phẳng. Cành lá khỏe, số lượng lá nhiều, quả tròn, mặt quả nhẵn, trọng lượng hạt bông
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trung bình trong một quả đạt 5 - 6 g. Loài G. hirsutum xuất xứ từ Trung Mỹ, du nhập vào Việt Nam cuối thế kỷ 19 đầu thế kỷ 20. Loài này có khả năng thích ứng rộng, phù hợp với điều kiện trồng nhờ nước trời ở nước ta, với tiềm năng cho năng suất cao và có chất lượng xơ tốt, các giống bông này dần dần thay thế các giống bông Cỏ trước đó.

Gossypium barbadense còn gọi là bông Hải Đảo, cây tương đối to, chín muộn, lá to, khía sâu, màu xanh đậm. Thân cành lá gần như không có lông, đài không có răng cưa rõ rệt và thường chỉ gợn hình sóng. Hạt thường nhẵn, không có xơ ngắn, xơ dài màu trắng hoặc cà phê sữa. Loài này thường gặp dưới dạng cây bông lâu năm ở trong các vườn hoang và bờ dậu. Bông Hải Đảo chỉ thích hợp trong vụ khô có tưới, không thích hợp trong điều kiện mưa nhiều, ẩm độ cao.

2.4.1. Triệu chứng bệnh trên cây bông vải do nấm Rhizoctonia solani gây ra

Nấm R. solani là một trong những tác nhân gây bệnh chính ở cây bông vải với một số bệnh phổ biến như: bệnh thối rễ cây con; bệnh chết rụi cây con (damping off); bệnh lở cổ rễ….

2.4.1.1. Bệnh lở cổ rễ

Đây là một bệnh gọi chung cho hiện tượng cây bông bị vết, sau đó co thắt rễ rồi chết. Bệnh gây hại cho cây bông từ khi vừa nảy mầm đến khi cây bông có từ 3- 4 lá thật.

Nấm R. solani xâm nhập vào hạt mới nảy mầm và làm thối lá mầm. Khi cây bông mọc rồi thì tấn công vào cổ rễ; trong điều kiện không khí ẩm trên vết bệnh đôi khi thấy những sợi nấm trắng. Nhiệt độ thích hợp để nấm phát triển là 24 - 32oC.

Triệu chứng đặc trưng của bệnh là mất sức căng ở tất cả các bộ phận trên mặt đất, trước tiên là héo, ngọn rũ xuống; sau đó héo cả cây và chết hoặc có thể là héo và ngã gục cả cây xuống. Cây bị bệnh rất dễ nhổ, lúc đầu vết bệnh là những chấm nhỏ màu nâu hay nâu đen; sau đó kéo dài ra, ăn sâu vào trong, lõm xuống và ăn vòng quanh thân. Nấm phá hủy lớp vỏ rễ và thân cây ở sát ngay trên và dưới mặt đất, vết bệnh có màu mốc trắng, nâu hoặc đen; lúc này cây bị héo và chết.

Tác hại bệnh là làm giảm mật độ cây, làm tốn công bứng dặm mà bông vẫn không đều dẫn đến giảm sản lượng.

2.4.1.2. Bệnh chết rụi cây con

Làm hột chết, cây không lên hay mọc lên rất ít. Nếu xem kỹ thấy thân mầm có vết đen rỉ ăn sâu vào mô và thối đi sau đó.
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Các tử diệp thối nhũn đen, không nở ra hoặc có nở ra thì dính nhau hay méo mó, không phát triển đủ. Các khuẩn ti trắng có thể phủ đầy cả cổ rể và đất đai lân cận.

Trời mưa và nhiệt độ thấp thì bệnh rất trầm trọng, pH thích hợp cho R. solani là 6.2. Nhiệt độ tối hảo cho R. solani phá hại nặng nề là 15 - 18oC và trên 21oC thì sự phá hại ít xảy ra.

2.5.
Các phƣơng pháp đƣợc ứng dụng trong sinh học phân tử

2.5.1. Phƣơng pháp PCR (Polymerase Chain Reaction)

Phương pháp PCR là phương pháp khuếch đại nhanh nhiều bản sao của các đoạn DNA mà không cần phải qua tạo dòng. Phương pháp này được K. Mullis đưa ra năm 1985 và Saiki hoàn thiện năm 1988. Đây là phương pháp được thực hiện hoàn toàn trong ống nghiệm và trong một thời gian ngắn có thể thu rất nhiều bản sao DNA.

2.5.1.1. Nguyên tắc của phƣơng pháp PCR

Phương pháp này được thực hiện trong phòng thí nghiệm với sự hiện diện của enzyme DNA-polymerase, theo nguyên tắc bán bảo tồn trong nhân bản DNA. Sự khuếch đại được thực hiện nhờ các chu trình nhiệt lặp lại. Phản ứng xảy ra nhờ enzyme DNA-polymerase. Dưới tác dụng của nhiệt độ sợi đôi DNA sẽ biến tính và tách thành hai mạch đơn, từ hai mạch đơn làm khuôn ban đầu này sẽ được nhân lên thành 4 mạch DNA, từ 4 mạch DNA sẽ tạo nên 8 mạch và cứ như thế nhân lên đến vô cùng.

2.5.1.2. Các thành phần cần thiết để thực hiện phản ứng PCR Trong một phản ứng PCR cần các thành phần cơ bản như:

DNA khuôn: chứa trình tự cần khuếch đại, có thể sợi đơn hoặc sợi kép.

Primer: thường có độ dài từ 20- 30 nucleotide, còn được gọi là nhân tố khuếch đại (amplifer).

DNA polymerase chịu nhiệt: được tách từ vi khuẩn chịu nhiệt Thermus aquaticus, loài vi khuẩn này được phân lập từ các suối nước nóng và có thể chịu được nhiệt độ từ 80 - 95oC. Chỉ những enzyme chịu nhiệt mới hoạt động được trong điều kiện nhiệt độ cao của phản ứng PCR.

dNTPs: gồm 4 loại nucleotide giàu năng lượng là ATP, CTP, GTP, và TTP cần cho sự tổng hợp sợi DNA mới.

MgCl2: Trong phản ứng PCR, MgCl2 có 3 mục đích: ion Mg2+ tạo thành phức với dNTP để gắn dNTP với enzyme; kích thích hoạt tính polymerase; tăng Tm (melting
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temperatue) của DNA và sự tương hỗ primer với khuôn. Nồng độ cuối cùng trong phản ứng PCR thường 0,5- 5 mM, mức tối ưu là 1 - 1,5 mM.

Dung dịch đệm: Môi trường KCl đã và đang được áp dụng rộng rãi, là dung dịch đệm rất hữu dụng cho phản ứng PCR. pH của dung dịch đệm cũng được xem xét trong phản ứng PCR. Hầu hết các dung môi phản ứng được đệm trong môi trường gồm: 10 - 200 mM Tris-HCl ở pH= 8,3, nhiệt độ 20oC. Tuy nhiên, pH sẽ giảm khi nhiệt độ tăng. Theo chu kỳ nhiệt độ của PCR, pH sẽ thay đổi từ 7,8 đến 6,8.

Nước cất khử ion: nước cất hai lần được khử ion, được tiến hành lọc qua màng lọc; đem hấp khử trùng; chiếu UV và cuối cùng là đem chuẩn pH.

2.5.1.3. Thực hiện phản ứng PCR

Một phản ứng PCR thường gồm có 3 giai đoạn.

Giai đoạn 1: nâng nhiệt độ lên cao, thường từ 94 - 95oC. Ở nhiệt độ này tất cả các mạch xoắn kép của DNA được tách ra.

Giai đoạn 2: nhiệt độ được hạ nhanh xuống khoảng 50 - 60oC, phụ thuộc vào nhiệt độ bắt cặp (Tm) của primer. Ở nhiệt độ này hai primer sẽ bắt cặp với hai sợi DNA cùng theo hướng 5’ – 3’.

Giai đoạn 3: nhiệt độ của phản ứng được nâng lên 72oC. Ở nhiệt độ này DNA polymerase sẽ hoạt động trong việc kéo dài các mạch DNA. Nguyên liệu dùng trong giai đoạn này là 4 loại dNTP.

Cứ sau một chu kỳ gồm 3 giai đoạn như trên từ 1 DNA khuôn sẽ tạo được 2 DNA khuôn. Như vậy, sau 30 chu kỳ phản ứng ta sẽ có khoảng 100 triệu DNA khuôn (228).

Ngoài 3 giai đoạn chính, người ta còn thực hiện một chu kỳ khởi động trước khi thực hiện các giai đoạn trên và một chu kỳ kết thúc sau khi thực hiện các chu kỳ lặp lại.

2.5.1.4. Các nhân tố ảnh hƣởng đến phản ứng PCR

DNA khuôn: có vai trò rất quan trọng, ảnh hưởng rõ rệt đến hiệu quả phản ứng PCR. Phản ứng PCR sẽ tối ưu với các đoạn khuôn hoàn toàn tinh sạch, khi các đoạn khuôn không sạch mà còn lẫn protein, hiệu quả PCR giảm theo độ tinh sạch của DNA khuôn.

Enzyme DNA polymerase có hoạt tính càng mạnh thì phản ứng PCR càng triệt để. Tùy các đặc tính của enzyme DNA polymerase, tùy thuộc nguồn gốc tách chiết enzyme, hiệu quả các phản ứng PCR khác nhau.
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Primer là yếu tố quan trọng nhất quyết định hiệu quả của phản ứng PCR. Chọn primer cần tính toán bảo đảm Tm của primer xuôi và ngược không chênh lệch nhau quá lớn.

Nồng độ của các loại nucleotide khoảng 20 - 200 µM mỗi loại, khi nồng độ nucleotide quá thấp thì hiệu quả PCR giảm mạnh.

Nồng độ Mg2+ cũng ảnh hưởng đến hiệu quả phản ứng PCR, để có hiệu quả phản ứng PCR cao cần lưu ý đảm bảo các thành phần dung dịch đệm, nhiệt độ và các thành phần cần thiết khi thực hiện phản ứng PCR.

2.5.1.5. Lợi ích của phản ứng PCR

Phương pháp PCR có ý nghĩa rất lớn đối với khoa học và thực tiễn. Đây thực sự là một cuộc cách mạng lớn trong kỹ thuật di truyền.

Thời gian thực hiện rất nhanh. Ta chỉ cần mất khoảng 3 giờ để khuếch đại một trình tự DNA. Trong khi đó với phương pháp tạo dòng ta phải cần ít nhất một tuần.

Đơn giản và ít tốn kém. Phương pháp này được thực hiện trong các epffendorf nhỏ. Trong khi đó phương pháp tạo dòng cần rất nhiều vật liệu đắt tiền như màng, NTP mang dấu hiệu phóng xạ và đòi hỏi phải chuẩn xác trong các thao tác thực hiện.

Độ tinh sạch của mẫu không cần cao. Phản ứng PCR có thể thực hiện được với mẫu DNA thô. Trong khi đó phương pháp tái tổ hợp DNA cần đoạn gen và vector tương đối tinh khiết.

Khó khăn nhất của phương pháp này là phải biết trình tự nucleotide của một đoạn DNA cần được khuếch đại. Phương pháp này không thay thế phương pháp tái tổ hợp DNA mà nó góp phần bổ sung cho phương pháp tái tổ hợp DNA.

Hiện nay phương pháp PCR được ứng dụng trong các lĩnh vực sau:

· Phân tích di truyền vệt máu khô.
· Chẩn đoán các bệnh lây truyền, di truyền.
· Dự báo sai hỏng về di truyền.
· Nghiên cứu DNA từ các mẫu khảo cổ (Nguyễn Đức Lượng, 2002).
2.5.2. Phƣơng pháp RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Phương pháp RFLP - đa hình chiều dài các đoạn DNA cắt bởi các enzyme giới hạn (restriction enzyme), là phương pháp tạo nên các đoạn cắt khác nhau phân biệt được bằng điện di đồ, các đoạn cắt còn được gọi là các fingerprinting đặc trưng cho từng phân

11

tử DNA. Khi xử lý các mẫu DNA bằng cùng một enzyme cắt giới hạn, các gen có cấu trúc khác nhau tạo nên số lượng các đoạn cắt có chiều dài khác nhau, còn những gen có cấu trúc hoàn toàn giống nhau tạo nên các đoạn cắt giống nhau.

2.5.2.1. Restriction endonuclease

Trong phân tích genome, restriction endonuclease là nhóm enzyme có nhiệm vụ cực kỳ quan trọng. Đó là nhóm của DNase, ghi nhận các trình tự đặc biệt của nucleotide, và cắt DNA tại những vị trí rất đặc biệt. Người ta xem nó như là chìa khóa để nghiên cứu kỹ thuật DNA tái tổ hợp (recombinant).

Các enzyme này được nghiên cứu lần đầu tiên vào những năm 1950. Nó bao gồm một phần của tính chất giới hạn (restriction) viết tắt là R, và một phần của tính chất cải tiến (modification) viết tắt là M. Hệ thống R-M trong vi khuẩn giúp bảo vệ nó chống lại sự xâm nhập của thực khuẩn thể, và những nhân tố di truyền lạ. Hệ thống R-M của vi khuẩn có xu hướng tạo ra một thế cân bằng ở sinh vật tiền nhân (prokaryote) như là một hệ thống miễn dịch.

Hệ thống R-M thường có hai hoạt động chính:

Một là restriction endonuclease, viết tắt là R-Enase, rất chuyên tính tại một vị trí nào đó, nó có nhiệm vụ phân hủy DNA ngoại sinh (exogenus DNA).

Hai là modification methylase của DNA, còn được gọi là methyltranferase, còn gọi là M-MTase, có sự chuyên tính về chuỗi mã rất đồng nhất. M-MTase có nhiệm vụ cải tiến và bảo vệ DNA nội sinh (endogenus DNA) không bị phân hủy bởi R-ENase.

2.5.2.2. Quy trình phƣơng pháp RFLP

Quy trình phương pháp RFLP thông thường:

· Tách chiết và tinh sạch DNA.
· Cắt các mẫu DNA cần phân tích bởi cùng một enzyme cắt giới hạn.
· Điện di và thực hiện phản ứng lai Southern blot.
Tuy nhiên, DNA của genome là rất lớn, nên khi cắt bởi enzyme và điện di trên gel ta không thể quan sát được trực tiếp mà phải thông qua kỹ thuật lai Southern blot rất tốn kém và phức tạp. Do đó, khi đã biết được sự khác nhau trong trình tự của các loài lân cận chỉ xảy ra ở một vùng nào đó trong genome thì RFLP dựa trên PCR có thể được sử dụng để phân biệt các sản phẩm PCR.

Quy trình phương pháp RFLP dựa trên PCR:
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· Tách chiết DNA tổng số.
· Tiến hành pha loãng mẫu DNA đến một lượng nhất định.
· Thực hiện phản ứng PCR với các cặp primer chuyên biệt để khuếch đại trình tự đích.
· Tiến hành cắt các sản phẩm PCR bằng các enzyme cắt giới hạn.
· Phân tích trên gel các sản phẩm PCR đã được cắt.
Ưu điểm của phương pháp RFLP-PCR so với phương pháp RFLP thông thường:

· Cần lượng DNA ít.
· Có thể đọc được kết quả trực tiếp bằng mắt thông qua điện di trên gel.
· Không cần phải sử dụng các đoạn dò phức tạp và tốn kém.
2.5.3.  Phƣơng pháp đọc trình tự

2.5.3.1. Nguyên tắc phƣơng pháp đọc chuỗi mã Sanger

Phương pháp đọc chuỗi mã Sanger dựa trên sự tổng hợp sợi DNA bổ sung của sợi cần được xác định trình tự. Trong phản ứng tổng hợp sợi bổ sung, dideoxynucleotide được bổ sung vào thành phần phản ứng. Dideoxynucleotide (ddNTP) là các deoxynucleotide đã được khử nhóm OH ở đầu 3’, khi deoxynucleotide gia nhập vào chuỗi, sự kéo dài chuỗi sẽ ngưng lại (dẫn theo Vương Hồ Vũ, 2005).

2.5.3.2. Nguyên tắc giải trình tự gen bằng máy sequencer

Nguyên tắc chung của máy giải trình tự gen tự động dựa trên cơ sở phương pháp dideoxy. Máy đọc trình tự cả trên hai mạch đơn, do vậy có thể phát hiện và giảm các nhầm lẫn do kỹ thuật. Cả hai loại primer xuôi và ngược đều được sử dụng để đọc cả hai mạch đơn DNA (Bùi Chí Bửu và Nguyễn Thị Lang, 1999).

Giải trình tự theo phương pháp tự động không phải dùng chất phóng xạ mà sử dụng các chất huỳnh quang để đánh dấu DNA, máy sequencer có thể phát hiện cùng một lúc hiện tượng huỳnh quang ở bốn độ dài sóng khác nhau (Bùi Chí Bửu và Nguyễn Thị Lang, 1999).

2.5.3.3. Đọc trình tự sản phẩm PCR

Có hai phương pháp đọc trình tự sản phẩm PCR:

Một là, người ta sẽ tạo ra các dòng phụ (subclone) của sản phẩm PCR sau đó đọc trình tự các subclone này.
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Hai là, đọc trình tự sản phẩm PCR một cách trực tiếp, phương pháp này là một trong những cải tiến kỹ thuật rất quan trọng trong phân tích genome. Phương pháp này được ưa thích sử dụng hơn vì người nghiên cứu có thể nhanh chóng có được đặc điểm trình tự của đối tượng nghiên cứu mà không cần phải xây dựng một kho lưu trữ clone.

2.5.4.  Một số phƣơng pháp đƣợc sử dụng trong xây dựng cây phả hệ

2.5.4.1. Phƣơng pháp Neighbors-joining

Đây là chương trình vẽ cây phả hệ nằm trong chương trình ClustalX, hoặc là chương trình neighbor trong gói phần mềm Phylip 3.61.

Phương pháp này có thể làm giảm tối thiểu tổng chiều dài của cây.

Phương pháp này bắt đầu từ một cây có hình sao, không có nhóm OTUs (Operational Taxonomic Unit – đơn vị tiến hóa – cá thể) và chỉ có một nhánh (node) Y.

Tách những cặp OTUs giống nhau nhất ra khỏi node Y và các nhánh khác bằng cách thêm một node X và nhánh trung gian nối X và Y lại. Như vậy node Y chỉ còn là node chung cho những OTUs còn lại.

2.5.4.2. Phƣơng pháp Maximum Parsimony

Đây là chương trình nằm trong gói phần mềm Phylip 3.61, được phát triển đầu tiên cho các trình tự protein.

Nguyên tắc của phương pháp: xác định kiểu hình nhánh của cây sao cho sự thay đổi về mặt tiến hóa (sự thay thế nucleotide hay protein) là nhỏ nhất để giải thích những khác biệt được quan sát giữa các OTUs.

Cây sử dụng những tập ký tự rời rạc và có con đường dẫn tới những tập ký tự đó ngắn nhất là cây tốt nhất.

Phương pháp này không cho ta chiều dài nhánh mà chỉ cho cách sắp xếp và thứ tự nhánh.

2.5.4.3. Phƣơng pháp Bootstrap

Là phương pháp dùng để đo lường độ tin cậy của một node nào đó trong cây phả hệ. Nhưng đây không phải là thước đo sự tốt xấu cho cả cây phả hệ.

Chương trình sử dụng:

· ClustalX: Bootstrap N – J Tree.
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· Phylip 3.61: seqboot (tạo dữ liệu Bootstrap từ đầu vào (input) là tập tin sắp gióng cột đa trình tự có định dạng là phylip [*.phy], consense (tạo cây bảo tồn trong 100 cây được tạo ra từ dữ liệu Bootstrap).
Quy luật như sau:

· 70 – 100 % là tốt.
· 30 – 70 % khó kết luận.
· 0 – 30 % là xấu.
2.6.
Cơ sở của việc sử dụng vùng ITS-rDNA trong nghiên cứu sự đa dạng di truyền của nấm R. solani

2.6.1.  Giới thiệu về vùng rDNA

Những gen mã hóa rRNA được tìm thấy trong vùng rDNA. Sản phẩm của những gen này (rRNA) kết hợp với những phân tử protein hình thành những ribosom có chức năng tổng hợp protein. Do nhu cầu tổng hợp protein cao, có nhiều bản sao của gen này trong các genome khác nhau (E. coli có 7 bản sao, và người có khoảng 200 bản sao trong tế bào đơn bội). Ở eukaryote, có hai tiểu đơn vị gồm một tiểu đơn vị nhỏ (small subunit - SSU tổng hợp từ gen 18S) và một tiểu đơn vị lớn (large subunit - LSU tổng hợp từ gen 28S, 5,8S và một gen 5S, nhưng thường chỉ có gen 28S được nhắc đến như là gen tổng hợp LSU).

Ribosom DNA chứa vùng 18S, ITS1 (internal transcribed spacer), 5,8S (một tiểu đơn vị ribosom nhỏ hơn trở thành một phần của LSU), ITS2, 28S và vùng IGS (intergenic spacer). Vùng phiên mã 18S kết thúc tiểu đơn vị nhỏ (SSU), trong khi 28S cộng với 5,8S và một gen 5S thêm vào từ những thành phần khác của genome hình thành tiểu đơn vị lớn (LSU) của ribosom RNA. Những vùng ITS được phiên mã (tổng hợp từ RNA), nhưng bị cắt trước khi rRNA hoàn thiện được hình thành, mặc dù chúng có thể có một chức năng trong sự hình thành ribosom. Ở đầu 5’ của 18S và đầu 3’ của 28S, cũng có một vùng được biết đến là ETS (external transcribed spacer). Toàn bộ vùng này bao gồm ETS-18S-ITS1-5,8S-ITS2-28S-ETS dài khoảng 13000 bp ở người và lặp lại 200 lần trong mỗi genome đơn bội, và hình thành tiền rRNA 45S. Giữa mỗi cassette của gen có một vùng gọi là IGS (intergenic spacer). Vùng này kém bảo tồn nhất của rDNA. Vùng IGS là quan trọng bởi vì nó chứa trình tự kết thúc phiên mã của những gen rRNA.
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Hình 2.1 Sơ đồ vùng rDNA-ITS của nấm

(http://plantbio.berkeley.edu/~bruns/picts/results/its-map.GIF)

Những gen rRNA ở sinh vật có nhân điển hình (còn được gọi là ribosomal DNA hoặc RNA) được tìm thấy ở những phần đơn vị lặp lại được sắp xếp thành cặp, nằm tại vùng chromosom. Vùng này được biết đến như vùng tổ chức nhân (NORs). Mỗi đơn vị lặp lại chứa một vùng phiên mã (có những gen rRNAs như 18S, 5,8S, và 26S và những vùng phiên mã bên ngoài như ETS1 và ETS2) và một vùng không phiên mã (NTS). Trong vùng phiên mã, ITS được tìm thấy trên gen 5,8S rRNA bao gồm ITS1 và ITS2.

2.6.2.  Sử dụng vùng rDNA để nghiên cứu sự đa dạng di truyền

rDNA chứa những vùng bảo tồn (18S, 28S, 5,8S) cũng như những vùng ít bảo tồn (ITS) và những vùng biến động hơn (IGS). Những vùng này có thể được sử dụng để phân tích sự đa dạng về di truyền và sự phát sinh loài của sinh vật. Trình tự của vùng này cũng được sử dụng để tìm ra và xác định sự biến thiên số lượng của nhiều loài hoặc nhóm nấm (dẫn theo Nguyễn Thị Tiến Sỹ, 2005).

Vùng ITS1 và ITS2 được tìm thấy giữa gen của tiểu đơn vị ribosom nhỏ (18S) và tiểu đơn vị lớn (28S) chỉ ra sự biến thiên trong cùng loài. Khuếch đại vùng ITS này sau đó phân tích bằng các enzyme cắt giới hạn, được sử dụng để phân tích sự khác nhau của các loại nấm. Vùng ITS2 khám phá sau vùng ITS1, và vùng ITS2 có tính bảo tồn cao hơn ở một vài vùng tương đồng của vùng 18S. Vùng IGS thậm chí cho thấy sự biến động lớn hơn và IGS-RFLP (giống với ITS-RFLP) đã được sử dụng để nghiên cứu sự đa dạng di truyền trong cùng loài.

Gen rDNA 16S mã hóa một phân tử RNA hình thành tiểu đơn vị ribosom nhỏ của vi khuẩn điển hình (thành phần protein của tế bào). Trình tự của gen này thích hợp
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là một mô hình phổ biến để nghiên cứu sự tiến hóa và phân loại vi khuẩn. Gene rDNA được tìm thấy ở hầu hết các dạng sống (ngoại trừ virus và prion). Các thành phần của trình tự rDNA từ những sinh vật có quan hệ với nhau được đánh dấu giống nhau. Điều này có nghĩa, trình tự của những sinh vật thân cận đã được sắp xếp, làm cho những khác biệt được dễ dàng đánh giá. Điều đó cũng có nghĩa là chỉ một vài nhóm primer PCR là cần thiết để khuếch đại gen rDNA từ bất cứ loài nấm nào. Trình tự rDNA của 16S đã được xác định cho nhiều loài.

Chiều dài và trình tự của những vùng ITS của rDNA được cho rằng là vùng tiến hóa nhanh nhất và vì vậy có thể rất biến đổi. Những universal primer được thiết kế từ những vùng bảo tồn nằm hai đầu vùng ITS và vùng ITS có kích thước nhỏ (600- 700 bp) dễ dàng được khuếch đại bởi vì số bản sao lớn (lên tới 30.000 bản sao trên một tế bào (Dubouzed and Shinoda, 1999) của vùng lặp lại trên rDNA. Điều này làm cho vùng ITS trở thành một đề tài được quan tâm cho việc nghiên cứu về sự tiến hóa và phát sinh loài (Baldwin và ctv., 1995; Hershkovitz và ctv., 1996, 1999) cũng như những nghiên cứu về địa lý sinh vật (biogeographic) (Baldwin, 1993; Suh và ctv., 1993; Hsiao và ctv., 1994; Dubouzed và Shinoda., 1999) (dẫn theo Nguyễn Thị Tiến Sỹ, 2005). Dữ liệu về trình tự của vùng ITS cũng được nghiên cứu sớm hơn để đánh giá sự đa dạng di truyền ở lúa mạch (Petersen và Seberg., 1996).

2.7.
Một số nghiên cứu trong nƣớc và ngoài nƣớc về sự đa dạng di truyền

của nấm R. solani

2.7.1.  Nghiên cứu trong nƣớc

Nguyễn Thị Nghiêm (1997) bằng phương pháp đánh dấu phân tử với kỹ thuật PCR sử dụng hai primer chuyên biệt ERIC1 và ERIC2, đã chia 137 dòng nấm R. solani Kühn thu thập ở đồng bằng sông Cửu Long thành 33 nhóm nấm mang tính đa dạng di truyền khác nhau.

Nguyễn Thị Huệ (2003), dựa trên kỹ thuật RFLP của vùng rDNA-ITS cho biết hai dòng nấm R. solani phân lập từ cây húng quế và cây bông cho các đoạn cắt giới hạn có kích thước khác nhau khi được cắt bởi enzyme MboI.

Hồ Viết Thế (2005), khi cắt bằng enzyme HaeIII trên vùng rDNA-ITS của 4 dòng R. solani phân lập từ nhiều cây ký chủ khác nhau, đều cho hai đoạn cắt giống
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nhau. Do đó, không thể phân tích được tính đa hình về mặt di truyền của 4 dòng này khi cắt bằng enzyme HaeIII.

Nguyễn Thị Tiến Sỹ (2005), dựa trên kỹ thuật RFLP của vùng ITS-rDNA với việc sử dụng 3 enzyme cắt TaqI, AluI, HaeIII đã nhận thấy có sự đa hình các đoạn cắt giới hạn trong vùng rDNA-ITS của 9 dòng R. solani phân lập từ các cây ký chủ khác nhau.

2.7.2.  Nghiên cứu ngoài nƣớc

Liu và Sinclair. (1992), dựa trên phân tích sự đa hình isozyme và cắt giới hạn DNA, đã phân chia 70 dòng phân lập thuộc AG-2 thành 5 nhóm trong loài (ISGs) là ISG 2A, ISG 2B, ISG 2C, ISG 2D, và ISG 2E. Bản đồ giới hạn DNA đã chỉ ra rằng những nhóm này có cùng kiểu gen của rDNA ti thể và mức độ giống nhau cao trong rDNA nhân của vùng ITS, bao gồm gen RNA ribosom 5,8S. Phản ứng PCR đã khuếch đại những đoạn DNA có chiều dài khác nhau khác nhau giữa 5 nhóm. Vùng ITS của nhóm 2A và 2E có cùng chiều dài 690 bp nhưng khác nhau tại một vị trí cắt của EcoRI, nhóm 2B, 2C, và 2D có cùng chiều dài 740 bp nhưng khác nhau tại ít nhất một vị trí cắt giới hạn của MspI hoặc TaqI.

Matsumoto và ctv. (1996), dựa trên phân tích RFLP của gen rDNA 28S đã chỉ ra sự khác nhau giữa 3 nhóm tiếp hợp AG-1, AG-2, và AG-4 khi cắt bằng các enzyme giới hạn BamHI, HaeIII, HhaI và HpaII.

Kunigana và ctv. (1997), dựa trên phân tích trình tự vùng rDNA bao gồm vùng ITS và rDNA 5,8S , đã chỉ ra rằng tính tương đồng trong trình tự của vùng ITS là trên 96% đối với những dòng ở cùng tiểu nhóm, 66 – 100% đối với những dòng khác tiểu nhóm nhưng cùng một nhóm tiếp hợp, và từ 55 – 96% đối với những dòng khác nhóm tiếp hợp.

Schneider và ctv. (1997), khi sử dụng 25 enzyme( AluI, BamHI, BglII, ClaI, DdeI, DraI, EcoRV, HaeIII, HincII, HinfI, HhaI, KpnI, MboI, MspI, PstI, PvuII, RsaI, Sau3AI, SstII, StyI, TaqI, XbaI, và XhoI) cắt đoạn rDNA-ITS được khuếch đại bằng 2 primer ITS1 và ITS4, đã xác định được 13 enzyme( MspI, HaeIII, HincII, EcoRI, ClaI, Hinf I, Sau3AI, DdeI, AluI, HhaI, DraI, StyI, và TaqI) có thể cho thấy sự đa hình các đoạn cắt giới hạn giữa các nhóm tiếp hợp của nấm R. solani.
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Priyatmojo và ctv. (2001), đã phân tích RFLP trên vùng rDNA-ITS, RAPD, và về các acid béo của các dòng R. solani gây bệnh đốm hoại lá trên cà phê. Kết quả cho thấy đây là một quần thể AG-1 khác với các tiểu nhóm AG-1-IA, 1-IB, và 1-IC và các tác giả đã đề xuất rằng những dòng R. solani phân lập từ cây cà phê đại diện một tiểu nhóm mới trong AG-1 là AG-1-ID.

Meinhardt và ctv. (2002), bằng phương pháp RFLP trên đoạn rDNA-ITS được khuếch đại bằng cặp primer ITS1 và ITS4 cho biết, khi cắt bằng 4 enzyme TaqI, HhaII, HaeIII và MseI cho ra những băng có kích thước khác nhau. MboI là enzyme duy nhất phân cắt sản phẩm khuếch đại thành 5 băng giống nhau ở tất cả các dòng được kiểm tra.

Fenille và ctv. (2003), dựa trên việc giải trình tự rDNA vùng ITS, đã chỉ ra mức độ giống nhau của những trình tự nucleotide giữa những dòng AG-1 IA, nguyên nhân gây bệnh cháy lá trên đậu nành, là 95,1 – 100% trong vùng ITS1 và 98,5- 100% trong vùng ITS2. Mức độ giống nhau của trình tự nucleotide giữa các tiểu nhóm IA, IB, và IC từ 84,3 – 89% trong vùng ITS1 và từ 93,3 – 95,6% trong vùng ITS2. Mức độ giống nhau của trình tự nucleotide giữa những dòng AG-4 (gây bệnh thối trụ hạ diệp ở đậu nành) và tiểu nhóm chuẩn AG-4 HGI là 99,1% trong vùng ITS1 và 99,3 – 100% trong vùng ITS2. Mức độ giống nhau trong trình tự của vùng ITS-5,8S rDNA đã chứng minh rằng những dòng R. solani ở Brazil gây bệnh cháy lá ở đậu nành là AG-1 IA và những dòng gây triệu chứng thối trụ hạ diệp là AG-4 HGI.

Kanematsu và Naito. (1994), sử dụng phương pháp PCR-RFLP trên vùng ITS-rDNA với cặp primer ITS1 và ITS4 để phân tích sự đa dạng di truyền của nấm R. solani dòng AG-2-3, nguyên nhân gây bệnh cháy lá trên cây đậu nành. Với 4 enzyme EcoRI, HaeIII, MspI, và TaqI đã xác định AG-2-3 là một phân nhóm mới của nhóm chính AG-2.
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Phần III

VẬT LIỆU VÀ PHƢƠNG PHÁP

3.1.
Thời gian và địa điểm

Thời gian: từ 13/ 02/ 2006 đến 15/ 08/ 2006.

Địa điểm: Phòng thực tập Bệnh cây Bộ môn Bảo Vệ Thực Vật, khoa Nông Học, và Trung tâm Phân Tích Thí Nghiệm, Trường Đại học Nông Lâm Tp. Hồ Chí Minh.

3.2.
Nội dung đề tài

Phân tích sự đa dạng di truyền của nấm Rhizoctonia solani bằng kỹ thuật RFLP (Restriction Frangment Length Polymorphism) trên đoạn rDNA-ITS được khuếch đại bằng cặp primer ITS4 - ITS5 thông qua phản ứng PCR.

Đọc trình tự vùng rDNA- ITS từ sản phẩm PCR sau khi tinh sạch theo qui trình tinh sạch của Amersham với cặp primer đọc trình tự là ITS1 và ITS4.

3.3.
Nguồn nấm Rhizoctonia solani

Các dòng nấm R. solani do Bộ môn Bảo Vệ Thực Vật, khoa Nông Học cung cấp.

3.4.
Phƣơng pháp tiến hành

3.4.1.
Phục hồi và nhân sinh khối nấm R. solani

· Hóa chất và vật liệu
· Khoai tây.
· Đường Glucose (C6H12O6).
· Agar.
· Cồn 96o và 70o .
· Dụng cụ và thiết bị
· Bếp điện.
· Nồi hấp khử trùng (Autoclave).
· Nồi nấu môi trường.
· Tủ cấy vô trùng.
· Đĩa peitri 9 mm.
· Bình tam giác 250 ml.
· Becher 100 ml.
· Giấy thấm vô trùng.
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· Buồng lắc định ôn.
· Tủ sấy 180oC.
· Phục hồi nguồn nấm R. solani
Các dòng nấm được giữ trong môi trường ống nghiệm lâu ngày có thể bị yếu đi

hoặc bị nhiễm vi khuẩn hoặc các nấm lạ. Do đó trước khi nhân sinh khối, chúng tôi phải cấy chuyền từ ống nghiệm ra môi trường phục hồi trong các đĩa peitri, rồi từ đó cấy chuyền liên tiếp nhiều lần để cuối cùng thu được dòng thuần khiết.

Môi trường hồi phục là môi trường PGA (Potato – Glucose - Agar). Thành phần nấu 1 lít môi trường PGA gồm:

· Khoai tây: 200 g.
· Glucose: 20 g.
· Agar: 18 g.
· Nước cất: 1 lít.
Khoai tây được gọt vỏ, rửa sạch, thái mỏng rồi nấu trong 1 lít nước cất. Sau đó lọc lấy phần nước khoai tây, cho glucose và agar đã cân vào khuấy đều, thêm nước cất cho đủ 1 lít. Môi trường được hấp khử trùng bằng Autoclave ở 121oC trong 20 phút. Sau đó được đổ vào các đĩa peitri sạch đã được sấy khử trùng 180oC, 60 phút, khoảng 15 - 20 ml mỗi đĩa.

Nấm từ các ống giống được cấy chuyền ra môi trường thạch đĩa và ủ ở nhiệt độ 25 - 27oC trong vòng 1 - 2 ngày.

· Nhân sinh khối các dòng nấm R. solani:
Môi trường nhân sinh khối là môi trường PGB (Potato – Glucose - Broth). Thành

phần 1 lít môi trường PGB:

· Khoai tây: 200 g.
· Glucose: 20g.
· Nước cất: 1 lít.
Tiến hành nuôi lắc 4 ngày ở nhiệt độ 27 - 28oC, và 120 - 150 vòng/ phút.

Sợi nấm sau khi nuôi lắc được thu hoạch và cất giữ ở -80oC.

3.4.2.  Ly trích DNA tổng số (isolation of DNA) của nấm R. solani

Trước khi tiến hành ly trích DNA tổng số, mẫu nấm được nghiền mịn trong N2

lỏng.
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Quy trình ly trích DNA tổng số: dựa trên quy trình được đề xuất bởi Lee và Taylor (1990), có sự thay đổi.

· Các hóa chất đƣợc sử dụng để ly trích DNA
· Lysis buffer: 50 mM Tris-HCl, pH 7.2, 50 mM EDTA, 3% SDS, 1% β_mercaptoethanol.
· Hỗn hợp phenol:chloroform:isoamyl alcohol( 25:24:1).
· Hỗn hợp chloroform:isoamyl alcohol( 24:1).
· Isopropanol 100%.
· Ethanol 70%.
· TE 1X: 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0.
· Các dụng cụ và thiết bị dùng để ly trích DNA
· Epffendorf 1,5 ml.
· Micropipette các loại.
· Bồn ủ nhiệt (water bath).
· Máy vortex.
· Máy ly tâm lạnh.
· Tủ 4oC và -20oC.
	Quy trình ly trích DNA tổng số
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Mẫu (0,1- 0,3 g)


Lysis buffer

.


700 µl

Hỗn hợp

phenol:chloroform:isoamyl

alcohol (25:24:1)

700 µl

Hỗn hợp chloroform:isoamyl

alcohol (24:1)

350 µl

Isopropanol


(0,6V ~ 180 µl)

Ly tâm 12.000 vòng/ phút

trong 5 phút ở 4oC



Nghiền

Epffendorf (1,5 ml)

(1/3 epffendorf)


Vortex đồng nhất

(1500 vòng/1 phút)

Ủ 65oC trong 1 giờ

Lắc nhẹ nhanh


(đảo nhẹ 2- 3 lần)


Ly tâm 13.500 vòng/ phút

trong 20 phút ở 25oC

Hút 350 µl dịch nổi


Epffendorf mới


Đảo nhẹ, đều

(khoảng 15 phút)

Ly tâm 13.000 vòng/ phút

trong 20 phút ở 28oC

Hút 300 µl dịch nổi


Epffendorf mới


Đảo nhẹ 15 phút

Thu kết tủa


	Rửa tủa bằng Ethanol 70% lạnh
	

	700 µl
	Đảo nhẹ liên tục

	TE 1X
	Làm khô kết tủa( khoảng

	100 µl
	30- 60 phút) trong tủ cấy

	
	Hòa tan kết tủa



Bảo quản 4oC ( -20oC)
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Kiểm tra sự có mặt và độ tinh sạch của DNA sau khi ly trích bằng cách điện di trên gel agarose. Từ đó chúng tôi tiến hành pha loãng DNA trong TE 1X để thực hiện phản ứng PCR.

3.4.3. Khuếch đại vùng rDNA-ITS của các dòng nấm R. solani

· Các hóa chất cần thiết để thực hiện phản ứng PCR
· Dung dịch đệm PCR 10X (amplification buffer): 200 mM Tris-HCl (pH 8.4), 500 mM KCl (Bio-rad).
· MgCl2 50 mM (Bio-rad).
· dNTP 10 mM (gồm dATP, dTTP, dCTP, dGTP) (Promega).
· Taq DNA polymerase 5 UI/µl (Bio-rad).
· Primer ITS4 và ITS5 100 pmol.
· Các dụng cụ, thiết bị đƣợc sử dụng để thực hiện phản ứng PCR
· Hộp đá khô -20oC.
· Epffendorf 0,2 ml.
· Micropipette 10 µl, 100 µl và các loại đầu típ tương ứng.
· Tủ thao tác vô trùng.
· Máy luân nhiệt.
· Quy trình thực hiện phản ứng PCR
Sử dụng hai primer ITS4 và ITS5 (White và ctv, 1990), để khuếch đại vùng ITS-

rDNA của nấm R. solani có kích thước khoảng 700 bp.

Trình tự hai primer:

ITS4: 5’ TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’.

ITS5: 5’ GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G 3’.

· Chu trình nhiệt của phản ứng PCR

	Các bƣớc phản ứng
	Nhiệt độ
	Thời gian

	
	
	

	Giai đoạn khởi động
	94oC
	3 phút

	Chạy chu kỳ (33 chu kỳ)
	
	

	
	Tách DNA khuôn
	94oC
	1 phút

	
	Ủ bắt cặp
	56oC
	45 giây

	
	Kéo dài
	72oC
	1 phút

	Giai đoạn kết thúc
	72oC
	7 phút
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· Hỗn hợp để thực hiện phản ứng PCR

	Thành phần
	Nồng độ ban đầu
	Nồng độ cuối cùng

	
	
	

	PCR buffer
	10X
	1X

	MgCl2
	50 mM
	1,5 mM

	dNTP’s
	2 mM
	0,2 mM

	Primer ITS4
	10 pmol/ 1 µl
	0,4 pmol/ 1 µl

	Primer ITS5
	10 pmol/ 1 µl
	0,4 pmol/ 1µ

	Taq DNA polymerase
	1UI
	0,04 UI

	DNA khuôn
	< 100 ng
	

	Nước cất vô trùng
	
	Vừa đủ 25 µl



3.4.4. Điện di và đọc kết quả PCR trên gel agarose

· Các hóa chất đƣợc sử dụng
· Agarose.
· TAE 0,5X.
· Loading dye.
· Ethidium bromide.
· Các dụng cụ và thiết bị đƣợc sử dụng
· Cân kỹ thuật 4 số.
· Lò viba.
· Khay đổ gel.
· Bồn và máy điện di (Bio-rad).
· Ống đong.
· Máy chụp gel (Gel doc).
· Bao tay.
· Micropipette 10 µl.
· Giấy parafin.
· Chai nấu gel.
· Quy trình thực hiện
Đong 12,5 ml TAE 0,5X cho vào chai nấu gel, đồng thời cân 0,1875 g agarose

cho vào (nồng độ gel 1,5%).

Đun sôi hỗn hợp trên trong lò viba ở 650W trong 2 phút.
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Lấy ra để nguội ở nhiệt độ phòng còn khoảng 50oC.

Đổ gel vào khay và đặt lược tạo giếng, chú ý tránh tạo bọt khí khi đổ gel.

Để gel đông đặc lại ở nhiệt độ phòng, nhẹ nhàng rút lược ra khỏi gel, cho gel vào bồn điện di chứa dung dịch TAE 0,5X.

Trộn 3 µl sản phẩm PCR với 2 µl loading dye và cho vào giếng của gel.

Chạy điện di ở hiệu điện thế 50 V trong thời gian 50- 60 phút.

· Đọc kết quả điện di
Sau khi điện di, gel được nhuộm trong ethidium bromide từ 15 - 30 phút. Vớt ra,

rửa lại nhiều lần với nước và đọc kết quả dưới tia UV. DNA liên kết với ethidium bromide sẽ phát sáng dưới tia UV. Kết quả được ghi nhận và chụp ảnh lại bằng máy gel doc với phần mềm Quantity one.

3.4.5. Các bƣớc thực hiện phản ứng đọc trình tự

3.4.5.1. Chuẩn bị khuôn DNA

Trước khi tiến hành đọc trình tự, sản phẩm PCR phải được tinh sạch hoàn toàn.

Quy trình tinh sạch sản phẩm PCR bằng phƣơng pháp cắt gel

· Tinh sạch sản phẩm PCR: dựa trên quy trình tinh sạch của Amersham.
Mẫu cần được tinh sạch (thường là sản phẩm PCR) được đem chạy điện di trên

gel agarose 0,8% tan ở nhiệt độ thấp. Gel sau khi chạy điện di, được nhuộm ngắn (1- 2 phút) trong ethidium bromide ở nồng độ thấp, sau đó rửa gel bằng nước sạch và rửa lại bằng nước cất vô trùng, gel được đặt trên máy chiếu UV đã được bọc kỹ bằng nylon và phủ lên trên bởi giấy bạc được cắt một lỗ có kích thước bằng miếng gel.

Bật UV, định vị band cần lấy, dùng dao lam cắt gel chứa band DNA cần được tinh sạch, cho vào epffendorf 1,5 ml. Sử dụng cân phân tích để xác định trọng lượng gel chứa band vừa cắt ở trên.

Dùng micropipette hút capture buffer theo mg/ thể tích (10 mg gel ~ 10 µl capture buffer), đậy nắp epffendorf, đem ủ trong bồn ủ nhiệt ở 60oC trong 5 phút; lấy ra vortex nhẹ và tiếp tục ủ ở 60oC cho đến khi gel tan hết (5 - 15 phút).

Ly tâm 3000 vòng/ 30 giây để tập trung mẫu ở đáy epffendorf.

Hút mẫu cho vào cột GFX; ủ ở nhiệt độ phòng trong 1 phút.

Đem ly tâm 10.000 vòng/ 30 giây.

Cho vào cột 500 µl wash buffer, ly tâm 10.000 vòng/ 30 giây.
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Lấy cột ra và đặt vào epffendorf 1,5 ml mới.

Hút 20 µl elution buffer nhỏ vào cột GFX, ủ ở nhiệt độ phòng/ 1 phút.

Ly tâm 10.000 vòng/ 1 phút, lấy cột GFX, đậy nắp epffendorf lại và giữ mẫu ở 4oC.

3.4.5.2. Phản ứng đọc trình tự sử dụng BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)

· Thiết bị và dụng cụ đƣợc sử dụng
· Máy sequencer ABI PRISM 3100.
· Epffendorf 0,2 ml.
· Micropipette các loại
· Đầu típ các loại tương ứng.
· Máy luân nhiệt.
· Thành phần hóa chất cho mỗi phản ứng đọc trình tự

	Thành phần
	Lƣợng

	
	

	BDT mix
	4 µl

	Buffer
	2 µl

	Primer
	1 µl

	DNA khuôn
	1 µl

	Nước cất vô trùng
	Vừa đủ 10 µl



· Chu kỳ nhiệt của phản ứng đọc trình tự Làm nóng các ống tube ở 96oC trong 1 phút. Bƣớc 1: 96oC trong 10 giây.
Bƣớc 2: 50oC trong 10 giây.

Bƣớc 3: 60oC trong 4 phút. Lặp lại 25 chu kỳ.

Hạ nhiệt độ xuống 4oC và giữ nguyên cho tới khi tinh sạch.

3.4.5.3. Tinh sạch sản phẩm khuếch đại

Sản phẩm khuếch đại của phản ứng đọc trình tự được tinh sạch bằng phương pháp Ethanol/ EDTA precipitation:

· Cho 5 µl EDTA vào mỗi epffendorf.
· Thêm 60 µl ethanol 100% vào mỗi epffendorf.
· Trộn lên xuống cẩn thận khoảng 4 lần.
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· Ủ ở nhiệt độ phòng khoảng 15 phút.
· Ly tâm với tốc độ 12.000 vòng trong 30 phút.
· Loại bỏ phần dịch nổi bên trên.
· Thêm vào epffendorf 60 µl ethanol 70%.
· Ly tâm 12.000 vòng trong 15 phút ở 4oC.
· Loại bỏ ethanol, làm khô hoàn toàn DNA kết tủa ở nhiệt dộ phòng.
· Hòa tan DNA trong Hidiformamide.
3.4.5.4. Chạy điện di và ghi nhận tín hiệu trên máy sequencer ABI PRISM

3100

Tiến hành biến tính sản phẩm PCR sequencing ở 95oC trong 5 phút. Sau đó, sản phẩm được load vào các cột mao dẫn chứa polymer để điện di phân tích kết quả, kết quả thu được từ tín hiệu huỳnh quang sẽ được ghi nhận bằng phần mềm của máy sequencer ABI PRISM 3100.

3.4.6. Phân tích RFLP vùng rDNA-ITS của các dòng nấm R. solani

Sản phẩm PCR được cắt bởi hai enzyme giới hạn Hae III, và Taq I để phát hiện hiện tượng đa hình trong phạm vi vùng ITS-rDNA đã được khuếch đại với cặp primer ITS4 và ITS5.

Phản ứng cắt được thực hiện như sau:

· khoảng 1 µg DNA đã được khuếch đại với 1 U enzyme cắt dưới những điều kiện mà nhà sản xuất (Roche) đưa ra. Thành phần phản ứng gồm:

· Thành phần phản ứng enzyme cắt

	Thành phần phản ứng
	Nồng độ đầu
	Nồng độ cuối

	
	
	

	Enzyme cắt buffer
	10X
	1X

	DNA
	100- 150 ng
	

	Restriction enzyme
	10 UI
	1 UI

	Nước cất khử trùng
	
	

	
	
	


Những đoạn DNA được cắt được phân tách bằng điện di trên gel agarose 2%, sau đó nhuộm ethidium bromide. Ghi nhận kết quả thông qua máy Gel doc.
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PHẦN IV

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

4.1.
Phục hồi và nhân sinh khối nấm

Chúng tôi đã thành công trong việc phục hồi và nhân sinh khối 12 dòng nấm R. solani gây bệnh trên cây bông vải ở Việt Nam. Lượng sinh khối thu được tương đối nhiều đủ để đáp ứng cho bước ly trích DNA.

4.2.
Ly trích DNA tổng số của nấm

Ly trích DNA là bước quan trọng đầu tiên để cho phép thực hiện phản ứng PCR, và từ đó thực hiện tiếp các bước tiếp theo. Với quy trình ly trích DNA tổng số của Lee và Taylor, có cải tiến được nêu ở mục 3.4.2, chúng tôi tiến hành ly trích DNA của nấm R. solani.


1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12

DNA tổng số

Phần

tạp

Hình 4.1 Ảnh điện di DNA tổng số của 12 dòng nấm R. solani sau khi ly trích

1. BV-50-01; 2. BV-50-02; 3. BV-61-01; 4. BV-61-02;

5. BV-61-04; 6. BV-61-05; 7. BV-61-06; 8. BV-62-01;

9. BV-62-02; 10. BV-62-03; 11. BV-71-01; 12. BV-71-02

Sản phẩm sau khi ly trích được kiểm tra bằng cách điện di trên gel agarose 0,8%. Qua kết quả điện di kiểm tra (hình 4.1), thấy rằng chúng tôi đã thành công trong việc ly trích DNA tổng số của nấm R. solani. Tuy nhiên, do quy trình không sử dụng RNAse để
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thủy phân RNA nên vẫn còn lẫn RNA trong mẫu ly trích nhưng điều này cũng không ảnh hưởng nhiều đến kết quả PCR vì DNA thu được tương đối sạch để thực hiện phản ứng PCR.

Nguyễn Thị Huệ (2003), áp dụng quy trình ly trích DNA của Raeder và Broda (1985), đã thu được DNA tổng số của nấm R. solani. Nhưng quy trình cần thêm 1 giờ để ly tâm loại bỏ cặn nấm và sử dụng RNAse để xử lý RNA. Như vậy, quy trình mà chúng tôi sử dụng là đơn giản, ít tốn kém, và tiết kiệm thời gian hơn so với phương pháp của Nguyễn Thị Huệ đã sử dụng.

Nguyễn Thị Tiến Sỹ (2005), khi áp dụng quy trình ly trích DNA của Lee và Taylor cũng thu được DNA tổng số của nấm R. solani. Tuy nhiên, trong quy trình này phải cần Natri acetate để kết tủa DNA. Trong quy trình của chúng tôi không cần sử dụng Natri acetate mà vẫn thu được lượng DNA tổng số, nên quy trình đơn giản hơn và tiết kiệm hóa chất, thời gian.

4.3.
Pha loãng DNA tổng số

Lượng DNA tối ưu để làm khuôn mẫu thực hiện phản ứng PCR khoảng từ 10 - 100 ng. Nếu lượng DNA khuôn mẫu quá nhiều thì có thể dẫn đến ức chế phản ứng PCR làm cho phản ứng không thể xảy ra hoặc nếu phản ứng xảy ra thì có thể tạo ra những sản phẩm phụ không mong muốn. Do đó, trước khi thực hiện phản ứng PCR, chúng tôi tiến hành pha loãng DNA gốc trong TE 1X.

Tùy vào lượng DNA tổng số mà các mẫu được pha loãng theo các nồng độ khác nhau (Vd: pha loãng 5 lần = 8 µl TE 1X + 2 µl DNA).

DNA khuôn mẫu sau khi pha loãng được điện di kiểm tra trên gel agarose 0,8% và ghi nhận hình ảnh điện di thông qua máy chụp DNA bằng phần mềm Gel doc.
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DNA pha loãng

Phần

tạp

Hình 4.2 Ảnh điện di DNA tổng số của 12 dòng nấm R. solani sau khi pha loãng

1. BV-50-01; 2. BV-50-02; 3. BV-61-01; 4. BV-61-02;

5. BV-61-04; 6. BV-61-05; 7. BV-61-06; 8. BV-62-01;

9. BV-62-02; 10. BV-62-03; 11. BV-71-01; 12. BV-71-02

4.4.
Tiến hành phản ứng PCR

Sau khi pha loãng DNA khuôn mẫu, chúng tôi bắt đầu tiến hành phản ứng PCR. Chúng tôi sử dụng lại chu trình nhiệt của Nguyễn Thị Tiến Sỹ (2005), nhưng

tăng thêm 3 chu kỳ để phản ứng xảy ra được hoàn toàn.

· Chu trình nhiệt của phản ứng:

	Các bƣớc phản ứng
	Nhiệt độ
	Thời gian

	
	
	

	Giai đoạn khởi động
	94oC
	3 phút

	Chạy chu kỳ (33 chu kỳ)
	
	

	
	Tách DNA khuôn
	94oC
	1 phút

	
	Ủ bắt cặp
	56oC
	45 giây

	
	Kéo dài
	72oC
	1 phút

	Giai đoạn kết thúc
	72oC
	7 phút
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Vì chu trình nhiệt và nồng độ primer đã được Nguyễn Thị Tiến Sỹ (2005), xác định ở mức tối ưu nên chúng tôi đã sử dụng lại các thông số này. Tuy nhiên, chúng tôi có khảo sát sự thay đổi nồng độ Taq DNA polymerase theo hướng giảm nồng độ Taq. Kết quả, khi giảm nồng độ Taq DNA polymerase xuống 0,03 UI thì phản ứng PCR vẫn xảy ra, sản phẩm PCR có chất lượng tương tự khi sử dụng nồng độ 0,04 UI. Vì vậy, chúng tôi quyết định sử dụng nồng độ này để tiết kiệm Taq.

· Thành phần phản ứng PCR:

	Thành phần phản ứng
	Nồng độ đầu
	Nồng độ cuối
	Thể tích

	
	
	
	

	PCR Buffer
	10X
	1X
	2,5 µl

	MgCl2
	50 mM
	1,5 mM
	0,75 µl

	dNTPs
	2 mM
	0,2 mM
	2 µl

	Primer ITS4
	10 pmol/µl
	0,4 pmol/µl
	1 µl

	Primer ITS5
	10 pmol/µl
	0,4 pmol/µl
	1 µl

	Taq DNA polymerase
	1 UI
	0,03 UI
	0,75 µl

	DNA khuôn
	< 100 ng
	
	1 µl

	Nước cất vô trùng
	
	
	Vừa đủ 25 µl



Tuy nhiên, do chúng tôi cần một lượng lớn sản phẩm PCR để phục vụ cho các phản ứng RFLP, và đặc biệt là cho quy trình tinh sạch sản phẩm PCR để đọc trình tự nên chúng tôi tiến hành khảo sát và thực hiện các phản ứng PCR với thể tích phản ứng là 50 µl.
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· Thành phần phản ứng PCR:

	Thành phần phản ứng
	Nồng độ đầu
	Nồng độ cuối
	Thể tích

	
	
	
	

	PCR Buffer
	10X
	1X
	5 µl

	MgCl2
	50 mM
	1,5 mM
	1,5 µl

	dNTPs
	2 mM
	0,2 mM
	4 µl

	Primer ITS4
	10 pmol/µl
	0,4 pmol/µl
	2 µl

	Primer ITS5
	10 pmol/µl
	0,4 pmol/µl
	2 µl

	Taq DNA polymerase
	1 UI
	0,03 UI
	1,5 µl

	DNA khuôn
	
	
	2 µl

	Nước cất vô trùng
	
	
	Vừa đủ 50 µl



Với cặp primer ITS4 và ITS5 là các universal primer được White và ctv. (1990), thiết kế để khuếch đại vùng ITS-rDNA của ti thể và nhân của nấm. Vùng ITS-rDNA (gồm ITS1-5,8S-ITS2) có chiều dài khoảng hơn 700 bp.

Với chu trình nhiệt và thành phần phản ứng được nêu ở trên, chúng tôi đã tiến hành khuếch đại đoạn ITS-rDNA của 12 dòng nấm R. solani gây bệnh trên cây bông vải ở Việt Nam.

Sau khi thực hiện phản ứng PCR, chúng tôi tiến hành kiểm tra kết quả bằng cách điện di sản phẩm trên gel agarose 1,5% (3 µl sản phẩm PCR + 2 µl Loading dye; điện di ở hiệu điện thế 50V/ 60 phút). Kết quả điện di được thể hiện qua hình 4.3 và 4.4.
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Hình 4.3 Ảnh điện di sản phẩm PCR của 12 dòng nấm R. solani với V=25 µl nồng độ Taq 0,03 UI.

1. BV-50-01; 2. BV-50-02; 3. BV-61-01; 4. BV-61-02;

5. BV-61-04; 6. BV-61-05; 7. BV-61-06; 8. BV-62-01;

9. BV-62-02; 10. BV-62-03; 11. BV-71-01; 12. BV-71-02
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Hình 4.4 Ảnh điện di sản phẩm PCR của 12 dòng nấm R. solani với V=50 µl nồng độ Taq 0,03 UI.

1. BV-50-01; 2. BV-50-02; 3. BV-61-01; 4. BV-61-02;

5. BV-61-04; 6. BV-61-05; 7. BV-61-06; 8. BV-62-01;

9. BV-62-02; 10. BV-62-03; 11. BV-71-01; 12. BV-71-02
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Kết quả điện di sản phẩm PCR của chúng tôi trên gel agarose cho thấy, chúng tôi đã thành công trong việc khuếch đại vùng ITS-rDNA của nấm R. solani. Đoạn sản phẩm khuếch đại có kích thước khoảng hơn 700 bp, và sản phẩm PCR có chất lượng tốt để thực hiện các bước tiếp theo.

Với việc giảm nồng độ Taq DNA polymerase, tăng số chu kỳ phản ứng lên 33 chu kỳ để cho phản ứng xảy ra được triệt để hơn, và thực hiện phản ứng ở thể tích là 50 µl (thông thường là 25 µl), mà vẫn thu được sản phẩm có chất lượng tốt, chúng tôi đã tiết kiệm được hóa chất, thời gian.

Kết quả điện di sản phẩm PCR cho thấy, vùng ITS-rDNA của 12 dòng nấm R. solani gây bệnh trên cây bông vải có kích thước giống nhau. Không thấy có sự khác biệt về kích thước sản phẩm PCR của 12 dòng này.

4.5.
Phân tích RFLP vùng rDNA-ITS của các dòng nấm R. solani

Schneider và ctv. (1997), khi sử dụng kỹ thuật RFLP trên vùng ITS-rDNA của nấm R. solani đã xác định được 13 enzyme (MspI, HaeIII, HincII, EcoRI, ClaI, Hinf I, Sau3AI, DdeI, AluI, HhaI, DraI, StyI, và TaqI) có thể cho thấy sự đa hình các đoạn cắt giới hạn giữa các nhóm tiếp hợp của nấm R. solani. Tuy nhiên, trong điều kiện giới hạn của đề tài, chúng tôi chỉ tiến hành cắt vùng ITS-rDNA sau khi khuếch đại bằng phản ứng PCR với 2 enzyme là HaeIII, và TaqI đối với 12 dòng gây bệnh trên cây bông vải.

Hai enzyme cắt giới hạn HaeIII, TaqI đều cắt vùng ITS-rDNA của nấm R. solani thành các phân đoạn DNA nhỏ hơn và cho các kiểu cắt khác nhau phụ thuộc vào vị trí cắt. Mỗi kiểu cắt khác nhau được tính là một kiểu RFLP. Các dòng nấm có bao nhiêu kiểu cắt khác nhau được tính là có bấy nhiêu kiểu RFLP.
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Hình 4.5 Ảnh điện di sản phẩm cắt vùng ITS-rDNA của 12 dòng R. solani bằng enzyme hạn chế TaqI.

M. Ladder; C. Đối chứng

1. BV-50-01; 2. BV-50-02; 3. BV-61-01; 4. BV-61-02;

5. BV-61-04; 6. BV-61-05; 7. BV-61-06; 8. BV-62-01;

9. BV-62-02; 10. BV-62-03; 11. BV-71-01; 12. BV-71-02

Với enzyme TaqI, vùng ITS-rDNA của 12 dòng nấm R. solani gây bệnh trên cây bông vải đều được cắt tại hai vị trí cắt và tạo thành 3 phân đoạn DNA. Kết quả, cả 12 dòng đều cho ra cùng một kiểu cắt với các đoạn DNA có kích thước khoảng 350 bp, 310 bp, và 60 bp (mờ không thấy rõ).
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Hình 4.6 Ảnh điện di sản phẩm cắt vùng ITS-rDNA của 12 dòng R. solani bằng enzyme hạn chế HaeIII.

C. Đối chứng; M. Ladder; 1. BV-50-01; 2. BV-50-02; 3. BV-61-01; 4. BV-61-02; 5. BV-61-04; 6. BV-61-05;

7. BV-61-06; 8. BV-62-01; 9. BV-62-02; 10.BV-62-03; 11. BV-71-01; 12. BV-71-02

Với enzyme HaeIII, vùng ITS-rDNA của 12 dòng nấm R. solani gây bệnh trên cây bông vải đều được cắt tại hai vị trí cắt và tạo ra các band có kích thước lần lượt là khoảng 510 bp, 120 bp, và 90 bp.

Kết quả của chúng tôi cũng phù hợp với kết quả của Nguyễn Thị Tiến Sỹ (2005), khi cắt hai dòng BV-61-02 và BV-62-03 bằng hai enzyme giới hạn TaqI. HaeIII.

Như vậy khi cắt bằng 2 enzyme TaqI, HaeIII, chúng tôi nhận thấy không có sự đa hình các đoạn cắt giới hạn trong vùng ITS-rDNA của 12 dòng nấm R. solani phân lập trên cây bông vải ở Việt Nam.

Ảnh điện di cho kết quả không rõ ràng, các band DNA mờ kể cả band DNA sản phẩm PCR đối chứng so với hình 4.3 và 4.4, nguyên nhân có thể là do dung dịch điện di hoặc thuốc nhuộm đã cũ, điều này cũng ảnh hưởng lớn trong phân tích kết quả RFLP.
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Các dòng nấm trên đều cho các kiểu cắt RFLP giống nhau khi cắt bằng hai enzyme TaqI và HaeIII, điều này có thể là do các dòng này được thu thập trên cùng một đối tượng là cây bông vải nên không có sự khác biệt về mặt di truyền giữa các dòng, hoặc do kỹ thuật điện di ảnh hưởng đến kết quả phân tích. Vì vậy, chúng tôi thực hiện bước đọc trình tự để khẳng định lại kết quả chính xác hơn.

4.6.
Đọc trình tự sản phẩm PCR

Trước khi tiến hành các bước đọc trình tự vùng ITS-rDNA của các dòng nấm R. solani, chúng tôi tiến hành tinh sạch sản phẩm PCR. Việc tinh sạch phải đảm bảo thu nhận lại được lượng sản phẩm PCR có trong mẫu, mặt khác sản phẩm thu được phải có độ tinh sạch cao để đảm bảo cho việc đọc trình tự được tối ưu, tránh hiện tượng nhiễu khi đọc.

Với quy trình tinh sạch bằng phương pháp cắt gel của Amersham, được nêu ở mục 3.4.5.1 chúng tôi đã thành công trong việc tinh sạch sản phẩm PCR của các dòng nấm R. solani. Sản phẩm sau khi tinh sạch được điện di kiểm tra lại trên gel agarose 1,5%.

Trộn 3 µl sản phẩm tinh sạch + 2 µl loading dye Điện di ở 50 V/ 60 phút
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Hình 4.7 Ảnh điện di sản phẩm PCR vùng ITS-rDNA của các dòng nấm R. solani sau khi tinh sạch

1. BV-61-01; 2. BV-61-04; 3. BV-61-05; 4. BV-61-06; M. Ladder; 5. BV-62-02; 6. BV-71-02; 7. BC-63
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Sau khi tinh sạch, các mẫu được gửi đọc trình tự bằng máy ABI PRISM 3100. Tuy nhiên, do chưa có hóa chất đọc trình tự mới nên chúng tôi chỉ mới đọc trình tự được tám dòng R. solani bằng cặp primer ITS1 và ITS4.

Vùng ITS-rDNA của nấm thì bao gồm vùng bảo tồn 5,8S và các vùng kém bảo tồn là ITS1 và ITS2, phản ứng đọc trình tự với hai primer ITS1 và ITS4 sẽ đọc trình tự các vùng ITS1, 5,8S, ITS2. Vùng 5,8S là vùng bảo tồn, giống nhau giữa tất cả các dòng nấm, do đó nó không có ý nghĩa lớn trong việc phân tích sự đa dạng về mặt di truyền. Vùng ITS1 và ITS2 là những vùng biến động, chỉ ra sự biến thiên trong cùng loài, trong đó vùng ITS1 là vùng có sự biến động hơn so với vùng ITS2, cho nên chúng tôi quyết định so sánh trên vùng ITS1.

Vùng ITS1 của dòng BV-50-01:

aatgaggagt tgagttgttg ctggcctttt ctaccttaat ttggcaggag gggcatgtgc acaccttctc tttcatccat cacaccccct gtgcacttgt gagacagcaa tagttggtgg atttaattcc atcatccatt tgctgtctac ttaatttaca cacactcta cttaatttaa actgaatgta attgatgtaa cgcatctaat acta

Vùng ITS1 của dòng BV-61-04:

aatgaggagt agagttgtag ctggccattt ttctggcaat gtgcacactc ttctctttca tccacacacc cctgtgcacc tgtgagacag ttacaaggnc attttggagt ttgggcaagt gtggagcttc attgcaaaac ttttccctcc ttctcttggc ttttgctgtc tactcaatta acatacaaac tctattaaat ttaaaacgaa tgtaattgat gtaacgcatc taatacta

Vùng ITS1 của dòng BV-61-05:

aatgaggagt agagttgtag ctggccattt ttctggcaat gtgcacactc ttctctttca tccacacacc cctgtgcacc tgtgagacag ttacaaggtc attttggagt ttgggcaagt gtggagcttc attgcaaaac ttttccctcc ttctcttggc ttttgctgtc tactcaatta acatacaaac tctattaaat ttaaaacgaa tgtaattgat gtaacgcatc taatacta

Vùng ITS1 của dòng BV-61-06:

aatgaggagt agagttgtag ctggccattt ttctggcaat gtgcacactc ttctctttca tccacacacc ctgtgcacct gtgagacagt tacaaggtca ttttggagtt tgggcaagt gtggagcttc attgcaaaac ttttccctcc ttctcttggc ttttgctgtc tactcaatta acatacaaac tctattaaat ttaaaacgaa tgtaattgat gtaacgcatc taatacta

Vùng ITS1 của dòng BV-62-01:

aatgtaagag tttggttgta gctggcctct aattaacttg ggggcatgtg cacacctttc tctttcatcc catacacacc tgtgcacctg tgagacagat gttttctagg agggaaggaa ctttattgga cctactctcc ttggacttct gtctacttaa tctatataaa ctcaatttat tttaaaatga atgttatgga tgtaacacat ctaatacta
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Vùng ITS1 của dòng BV-62-02:

aatgtaagag tttggttgta gctggcctct aattaacttg ggggcatgtg cacacctttc tctttcatcc catacacacc tgtgcacctg tgagacagat gttttctagg agggaaggaa ctttattgga cctactctcc ttggacttct gtctacttaa tctatataaa ctcaatttat tttaaaatga atgtaatgga tgtaacacat ctaatacta

Vùng ITS1 của dòng BV-62-03

aatgtagagt ttggttgtag ctggccccta attaacttgg gggcatgtgc acactctttc tctttcatcc catacacacc tgtgcacctg tgagacagat gttttctagg ggggaaggaa ctttattgga cctactctcc ttggactctc tgtctactta atctatataa actcaattta ttttaaaatg aatgtaatgg atgtaacaca tctaatacta

Vùng ITS1 của dòng BV-71-02

atgaggagtt gagttgttgc tggccttttct accttaattt ggcagggagg ggcatgtgc acaccttctc tttcatccat cacaccccctg tgcacttgtg agacagcaat agttggtgg atttaattcc atcatccatt tgctgtctact taatttacac acactctact taatttaaa ctgaatgtaa ttgatgtaac gcatctaatac ta

Chúng tôi sử dụng chương trình ClustalX, trong gói phần mềm Clustal 1.83 để tiến hành so sánh trình tự vùng ITS1 của tám dòng trên, từ kết quả so sánh này bằng phương pháp Bootstrap N – J Tree chúng tôi dựng cây phả hệ xác định mối quan hệ di truyền giữa 8 dòng này.

	BV-50-1-ITS1
	AATG-AGGAGTTGAGTTGTTGCTGGCCTTTTCTACCTTAATTTGGCAGG-AGGGGCAT--

	BV-71-02-ITS1
	-ATG-AGGAGTTGAGTTGTTGCTGGCCTTTTCTACCTTAATTTGGCAGGGAGGGGCAT--

	BV-61-06-ITS1
	AATG-AGGAGTAGAGTTGTAGCTGGCCATTTTTCTGGCAATGTGCACACTCTTCTCTTTC

	BV-62-01-ITS1
	AATG-AGGAGTAGAGTTGTAGCTGGCCATTTTTCTGGCAATGTGCACACTCTTCTCTTTC

	BV-61-05-ITS1
	AATG-AGGAGTAGAGTTGTAGCTGGCCATTTTTCTGGCAATGTGCACACTCTTCTCTTTC

	BV-61-04-ITS1
	AATG-AGGAGTAGAGTTGTAGCTGGCCATTTTTCTGGCAATGTGCACACTCTTCTCTTTC

	BV-62-02-ITS1
	AATGTAAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCTCTAAT----
	TAACTTGG-------
	GGGCAT--

	BV-62-03I-TS1
	AATGTA-GAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTAAT----
	TAACTTGG-------
	GGGCAT--

	
	*** * ****
	***** *******  *
	*
	**
	**
	* *

	BV-50-1-ITS1
	GTGCACACCTT-CTCTTTCATCCATCACAC---
	CCCCTGTGCACTTGTGAGACAGCAATA

	BV-71-02-ITS1
	GTGCACACCTT-CTCTTTCATCCATCACAC---
	CCCCTGTGCACTTGTGAGACAGCAATA

	BV-61-06-ITS1
	ATCCACACACC-CCTGTGCACCTGTGAGACAGTTACAAGGTCATTTTGGAGTTTGGGCAA

	BV-62-01-ITS1
	ATCCACACACC-CCTGTGCACCTGTGAGACAGTTACAAGGTCATTTTGGAGTTTGGGCAA

	BV-61-05-ITS1
	ATCCACACACC-CCTGTGCACCTGTGAGACAGTTACAAGGTCATTTTGGAGTTTGGGCAA

	BV-61-04-ITS1
	ATCCACACACC-CCTGTGCACCTGTGAGACAGTTACAAGGNCATTTTGGAGTTTGGGCAA

	BV-62-02-ITS1
	GTGCACACCTTTCTCTTTCATCCCATACAC----
	ACCTGTGCACCTGTGAGACAGATGTT

	BV-62-03I-TS1
	GTGCACACCTTTCTCTTTCATCCCATACAC----
	ACCTGTGCACCTGTGAGACAGATGTT

	
	* *****
	*   * ** *
	* **
	
	*  *  **  *  ***
	*

	BV-50-1-ITS1
	GTTGGTGGATTTAAT----------
	TCCATCATCCA-------
	TTTGCTGTCTACTTAAT


40

	BV-71-02-ITS1
	GTTGGTGGATTTAAT----------TCCATCATCCA-------TTTGCTGTCTACTTAAT

	BV-61-06-ITS1
	GTGTGGAGCTTCATTGCAAAACTTTTCCCTCCTTCTCTTGGCTTTTGCTGTCTACTCAAT

	BV-62-01-ITS1
	GTGTGGAGCTTCATTGCAAAACTTTTCCCTCCTTCTCTTGGCTTTTGCTGTCTACTCAAT

	BV-61-05-ITS1
	GTGTGGAGCTTCATTGCAAAACTTTTCCCTCCTTCTCTTGGCTTTTGCTGTCTACTCAAT

	BV-61-04-ITS1
	GTGTGGAGCTTCATTGCAAAACTTTTCCCTCCTTCTCTTGGCTTTTGCTGTCTACTCAAT

	BV-62-02-ITS1
	TTCTAGGAGGGAAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACT-T-CTGTCTACTTAAT

	BV-62-03I-TS1
	TTCTAGGGGGGAAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACTCT-CTGTCTACTTAAT

	
	*
	*
	* *  *
	* * ********* ***

	BV-50-1-ITS1
	TTACACACA--CTCTACTTAATTTAAACTGAATGTAATTGATGTAACGCATCTAATACT-

	BV-71-02-ITS1
	TTACACACA--CTCTACTTAATTTAAACTGAATGTAATTGATGTAACGCATCTAATACTA

	BV-61-06-ITS1
	TAACATACAAACTCTATTAAATTTAAAACGAATGTAATTGATGTAACGCATCTAATACTA

	BV-62-01-ITS1
	TAACATACAAACTCTATTAAATTTAAAACGAATGTAATTGATGTAACGCATCTAATACTA

	BV-61-05-ITS1
	TAACATACAAACTCTATTAAATTTAAAACGAATGTAATTGATGTAACGCATCTAATACTA

	BV-61-04-ITS1
	TAACATACAAACTCTATTAAATTTAAAACGAATGTAATTGATGTAACGCATCTAATACTA

	BV-62-02-ITS1
	CTATATAAA--CTCAATTTATTTTAAAATGAATGTTATGGATGTAACACATCTAATACTA

	BV-62-03I-TS1
	CTATATAAA--CTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAATACTA

	
	* * * *
	*** * * * ******
	****** ** ******** ***********


Dấu * biểu thị sự tương đồng của tám dòng được so sánh.

Tiến hành vẽ cây phân nhánh di truyền của tám dòng được so sánh theo phương pháp Bootstrap Neighbor-Joining:


Hình 4.8 Cây Neighbor – Joining thể hiện mối quan hệ di

truyền của 8 dòng so sánh
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Số bên cạnh các nhánh là phần trăm (%) về sự tương đồng (congruent) giữa các nhóm trên 1000 lần phân tích (bootstrap) thử nghiệm

Dựa vào kết quả so sánh trình tự vùng ITS1 và cây phân nhánh di truyền, chúng tôi xác định phần trăm mức độ tương đồng giữa các dòng so sánh. Mức độ tương đồng giữa 8 dòng được thể hiện trong bảng 4.1

	Dòng
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1: BV-50-1-ITS1
	100
	100
	67
	67
	67
	67
	76
	77

	2: BV-71-02-ITS1
	100
	100
	67
	67
	67
	67
	76
	77

	3: BV-61-06-ITS1
	67
	67
	100
	100
	100
	100
	60
	61

	4: BV-62-01-ITS1
	67
	67
	100
	100
	100
	100
	60
	61

	5: BV-61-05-ITS1
	67
	67
	100
	100
	100
	100
	60
	61

	6: BV-61-04-ITS1
	67
	67
	100
	100
	100
	100
	60
	61

	7: BV-62-02-ITS1
	76
	76
	60
	60
	60
	60
	100
	99

	8: BV-62-03I-TS1
	77
	77
	61
	61
	61
	61
	99
	100

	
	
	
	
	
	
	
	
	



Bảng 4.1 Phần trăm mức độ tƣơng đồng giữa các dòng so sánh

Dựa trên các kết quả phân tích ở trên và cây phân nhánh di truyền, chúng tôi thấy rằng 8 dòng này được chia làm ba nhóm:

· Nhóm 1: BV-50-01 và BV-71-02 với độ tương đồng trong vùng ITS1 là 100 %
· Nhóm 2: BV-62-02 và BV-62-03 với độ tương đồng trong vùng ITS1 là 99 %.
· Nhóm 3: BV-61-04, BV-61-05, BV-61-06, và BV-62-01 với độ tương đồng
trong vùng ITS1 là 100 %.

Sử dụng chương trình DNAPARS (DNA Parsimony) trong gói phần mềm Phylip 3.64, chúng tôi xác định được cây phân nhánh di truyền tốt nhất, xác định được khoảng cách di truyền giữa các nhóm, và giữa các nhóm với từng dòng. Khoảng cách di truyền được thể hiện trong bảng 4.2.
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One most parsimonious tree found (một cây phân nhánh di truyền tốt nhất được xác định).
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	Nhóm
	Nhóm/ Dòng
	Khoảng cách

	
	1
	3
	0.155556

	
	3
	4
	0.206944

	
	4
	BV-62-03I-
	0.009722

	
	4
	BV-62-02-I
	0.013889

	
	3
	2
	0.280556

	
	2
	BV-61-04-I
	0.000000

	
	2
	BV-61-05-I
	0.000000

	
	2
	BV-62-01-I
	0.000000

	
	2
	BV-61-06-I
	0.000000

	
	1
	BV-71-02-I
	0.008333

	
	1
	BV-50-1-IT
	0.004167

	
	
	
	



Bảng 4.2 Khoảng cách di truyền giữa các dòng

Để xác định nhóm tiếp hợp (AG) của 8 dòng này, chúng tôi so sánh trình tự vùng

ITS1 của 8 dòng này với trình tự vùng ITS1 của các dòng AG chuẩn trên cơ sở dữ liệu

NCBI trên website (http://www.ebi.ac.uk/). Tuy nhiên, chúng tôi chỉ mới xác định được

nhóm tiếp hợp của 2 dòng BV-50-01 và BV-62-02.

Dòng BV-50-01 có sự tương đồng cao (100 %) trong vùng ITS1 đối với các dòng

mang mã số AB 122135, AF 308631.
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BV-50-01-ITS1
AATGAGGAGTTGAGTTGTTGCTGGCCTTTTCTACCTTAATTTGGCAGGAGGGGCATGTGC

AF308631
AATGAGGAGTTGAGTTGTTGCTGGCCTTTTCTACCTTAATTTGGCAGGAGGGGCATGTGC

AB122135
AATGAGGAGTTGAGTTGTTGCTGGCCTTTTCTACCTTAATTTGGCAGGAGGGGCATGTGC

************************************************************

BV-50-01-ITS1
ACACCTTCTCTTTCATCCATCACACCCCCTGTGCACTTGTGAGACAGCAATAGTTGGTGG

AF308631
ACACCTTCTCTTTCATCCATCACACCCCCTGTGCACTTGTGAGACAGCAATAGTTGGTGG

AB122135
ACACCTTCTCTTTCATCCATCACACCCCCTGTGCACTTGTGAGACAGCAATAGTTGGTGG

************************************************************

BV-50-01-ITS1
ATTTAATTCCATCATCCATTTGCTGTCTACTTAATTTACACACACTCTACTTAATTTAAA

AF308631
ATTTAATTCCATCATCCATTTGCTGTCTACTTAATTTACACACACTCTACTTAATTTAAA

AB122135
ATTTAATTCCATCATCCATTTGCTGTCTACTTAATTTACACACACTCTACTTAATTTAAA

************************************************************

BV-50-01-ITS1
CTGAATGTAATTGATGTAACGCATCTAATACTA

AF308631
CTGAATGTAATTGATGTAACGCATCTAATACTA

AB122135
CTGAATGTAATTGATGTAACGCATCTAATACTA

*********************************

Dấu * biểu thị sự tương đồng giữa các dòng so sánh.

Hai dòng này thuộc nhóm AG-1-IA, vì vậy dòng BV-50-01 thuộc nhóm tiếp hợp AG-1-IA.

Dòng BV-62-02 có sự tương đồng cao trong vùng ITS1 đối với dòng mang mã số

DQ 102448. Đây là dòng thuộc nhóm AG-4, do đó dòng BV-62-02 thuộc nhóm tiếp hợp

AG-4.

BV-62-02-ITS1
AATGTAAGAGTTTGGTTGTAGCTGG-CCTCTAATTAACTTGGGGGCATGTGCACACCTTT

DQ102448
AATGTA-GAGGTTGGTTGTAGCTGGGCCCCTAATTAACTTGGGGGCATGTGCACACCTTT

****** *** ************** ** *******************************

BV-62-02-ITS1
CTCTTTCATCCCATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGATGTTTTCTAGGAGGGAAGGA

DQ102448
CTCTTTCATCCCATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGATGTTTTCTAGGGGGGAAGGA

*************************************************** ********

BV-62-02-ITS1
CTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACTTCTGTCTACTTAATCTATATAAACTCAATTTTA

DQ102448
ACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACTTCTGTCTACTTAATCTATATAAACTCAATTTA

************************************************************

BV-62-02-ITS1
TTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAATACTA

DQ102448
TTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAATACTA

****************************************

Dấu * thể hiện sự tương đồng giữa các dòng so sánh

Các kết quả trên cho thấy đã có sự đa dạng về di truyền giữa các dòng nấm R. solani gây bệnh trên cây bông vải ở Việt Nam. Kết quả này khác với kết quả mà chúng tôi có được khi phân tích RFLP đối với 12 dòng nấm được nêu ở mục 4.5. Tuy nhiên, có thể do chúng tôi chỉ mới sử dụng hai enzyme cắt là TaqI, HaeIII, trong khi Schneider và ctv. (1997), đã xác định có 13 enzyme có thể cho thấy sự đa hình các đoạn cắt giới hạn giữa các nhóm tiếp hợp của nấm R. solani, nên cho kết quả chưa chính xác.
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Hạn chế: chúng tôi chỉ mới so sánh trình tự trên vùng ITS1, trong khi vùng ITS-rDNA của nấm bao gồm vùng ITS1, 5,8S và ITS2. Ngoài vùng 5,8S khá bảo tồn trên tất cả các dòng nấm nên không có ý nghĩa lớn trong phân tích sự đa dạng di truyền, còn vùng ITS2 là vùng biến động nên vùng này có thể gây nên sự khác biệt về mặt di truyền giữa các dòng nấm, do đó kết quả của chúng tôi chưa chính xác hoàn toàn.

Chúng tôi đã bước đầu thành công trong việc phân nhóm 8 dòng nấm trên, từ đó tạo điều kiện thuận lợi hơn trong việc áp dụng các biện pháp phòng trừ thích hợp đối với các dòng nấm này để hạn chế sự gây hại của chúng đối với các cánh đồng trồng bông vải ở Việt Nam.
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PHẦN V

KẾT LUẬN VÀ ĐỀ NGHỊ

5.1. Kết luận

Có thể giảm nồng độ Taq DNA polymerase xuống 0,03 UI, và thực hiện phản ứng PCR với thể tích 50 µl để tiết kiệm hóa chất và thời gian mà vẫn thu được sản phẩm PCR có chất lượng tốt.

Đã khuếch đại thành công vùng ITS-rDNA của 12 dòng nấm R. solani thu thập trên cây bông vải với cặp primer ITS4 và ITS5, sản phẩm PCR của 12 dòng không có sự khác biệt và có kích thước khoảng 720 bp.

Không nhận thấy có sự đa hình của 12 dòng nấm trên khi cắt sản phẩm PCR vùng ITS-rDNA bằng hai enzyme cắt giới hạn TaqI, HaeIII.

Đã phân nhóm được 8 dòng nấm gây bệnh thành ba nhóm, và xác định được nhóm tiếp hợp (AG) của hai dòng BV-50-01, BV-62-02 là thuộc nhóm AG-1-IA và AG-4.

5.2. Đề nghị

Hoàn thiện quá trình điện di để quá trình điện di được ổn định hơn, từ đó xác định được kết quả RFLP một cách chính xác hơn.

Thực hiện phản ứng cắt vùng ITS-rDNA của 12 dòng nấm trên với các enzyme hạn chế khác theo đề nghị của Schneider và ctv. (1997), để có thể đánh giá được chính xác hơn sự đa dạng về di truyền của 12 dòng nấm R. solani gây bệnh trên cây bông vải ở Việt Nam.

Đọc trình tự lại tất cả các dòng, kể cả 8 dòng đã phân tích ở trên, rồi phân tích kết quả đọc trình tự trên toàn vùng ITS-rDNA nhằm thu được kết quả chính xác hơn.

Do 12 dòng nấm R. solani này gây bệnh trên cùng một đối tượng là cây bông vải, nên có sự tương đồng về mặt di truyền cao. Do đó, để có thể xác định được sự đa dạng về di truyền giữa các dòng này một cách chính xác hơn ta có thể sử dụng các phương pháp có sự chính xác cao để xây dựng cây phả hệ như phương pháp Maximum Parsimony Methods….
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PHẦN VII

PHỤ LỤC

7.1. Danh sách các dòng nấm Rhizoctonia solani đƣợc sử dụng trong đề tài Bảng 7.1. Danh sách các dòng nấm R. solani đƣợc sử dụng trong đề tài


	STT
	Tên dòng nấm
	Cây ký chủ
	Nơi thu thập

	
	
	
	

	1
	BV-50-01
	Bông vải
	Cư M Nga, Daklak

	2
	BV-50-02
	Bông vải
	Cư Jút, Daklak

	3
	BV-61-01
	Bông vải
	Sông Trầu, Thống Nhất, Đồng Nai

	4
	BV-61-02
	Bông vải
	Vĩnh Tân, Thống Nhất, Đồng Nai

	5
	BV-61-04
	Bông vải
	Vĩnh Tâm, Vĩnh Cửu, Đồng Nai

	6
	BV-61-05
	Bông vải
	Xã Lộ 25, Thống Nhất, Đồng Nai

	7
	BV-61-06
	Bông vải
	Cẩm Đường, Long Thành, Đồng Nai

	8
	BV-62-01
	Bông vải
	Bình Thuận

	9
	BV-62-02
	Bông vải
	Ninh Thuận

	10
	BV-62-03
	Bông vải
	Ninh Thuận

	11
	BV-71-01
	Bông vải
	Ô Môn, Cần Thơ

	12
	BV-71-02
	Bông vải
	Phụng Hiệp, Cần Thơ



( Bộ môn Bảo Vệ Thực Vật, Khoa Nông Học, ĐHNL Tp. HCM cung cấp)

7.2. Danh sách các primer đƣợc sử dụng để nghiên cứu rDNA nhân của nấm Bảng 7.2. Những trình tự primer trên trên vùng ITS và 5,8S của rDNA


Những trình tự primer trên vùng ITS và 5,8S của rDNA


	ITS1 (Whi)
	TCC GTA GGT GAA CCT GCG G
	1769-1787(ssu)
	19

	ITS1F (Gad)
	CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A
	
	22

	ITS2 (Whi)
	GCT GCG TTC TTC TTC ATC ATG C (sim. To 5.8S)
	20

	ITS3 (Whi)
	GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC (sim. To 5.8SR)
	20

	ITS4 (Whi)
	TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC
	60-41(lsu)
	20
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	ITS4B (Gad)
	CAG GAG ACT TGT ACA CGG TCC AG
	
	23

	ITS4S (Kre)
	CCT CCG CTT ATT GAT ATG CTT AAG
	59-36(lsu)
	24

	ITS5 (Whi)
	GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G (sim. to SR6R)
	1745-

	1766(ssu)
	22
	
	

	ITS5R
	CCT TGT TAC GAC TTT TAC TTC C
	1766-1745(ssu)
	22

	5.8S (Vil0)
	CGC TGC GTT CTT CAT CG
	
	17

	5.8SR (Vil0)
	TCG ATG AAG AAC GCA GC
	
	18

	SR6R (Vilu)
	AAG TAP AAG TCG TAA CAA GG
	1747-1766(ssu)
	20

	LR1 (Vil0)
	GGT TGG TTT CTT TTC CT
	73-57(lsu)
	17

	SLG-1 (Gro)
	TTG CGC AAC CTG CGG AAG GAT
	1773-1793(ssu)
	21

	NS24R
	TAA AAG TCG TAA CAA GGT TT
	1750-1769(ssu)
	20



Ssu ref. Mankin et al., 1986. Gene 44:143-145

Lsu ref. Lapeyre et al., 1993. Nucleic Acids Res. 21:3322-3322

7.3. Kết quả giải trình tự vùng ITS1 dƣới dạng peak


Hình 7.1 Trình tự dạng peak với primer ITS1 của dòng BV-62-02
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Hình 7.2 Trình tự dạng peak với primer ITS1 của dòng BV-71-02

