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Đối tƣợng nghiên cứu là nấm Metarrhizium anisopliae ký sinh trên côn trùng gây hại. Nấm này có tác dụng tiết ra độc tố làm ngừng nhu động ruột, phá vở các hoạt động bình thƣờng của côn trùng dẫn đến côn trùng bị chết khô. Hiện nay nấm Metarrhizium anisopliae đã xuất hiện khắp nơi trong nƣớc và đã góp phần không nhỏ vào việc tạo ra các chế phẩm vi sinh dùng diệt côn trùng gây hại trên cây trồng. Nấm Metarrhizium anisopliae và nấm Beauveria bassiana đƣợc xem nhƣ những yếu tố kiểm soát sinh học góp phần tạo nên nền nông nghiệp sạch và bền vững.

Mục đích đề tài nhằm xác định đoạn gen gây độc Pr1 của những dòng nấm Metarrhizium anisopliae ở cấp độ phân tử giúp chọn lọc đúng những dòng nấm Metarrhizium anisopliae có tính độc đảm bảo hoạt tính diệt côn trùng lâu dài và hiệu quả. Ngoài ra còn cung cấp những thông tin về tính đa dạng của gen Pr1 nhằm giúp cho việc phát hiện gen Pr1 đƣợc dễ dàng hơn.

Các nội dung nghiên cứu bao gồm:

1. Phân lập và tách chủng nấm Metarrhizium anisopliae trên một số sâu hại ngoài đồng ruộng.

2. Dùng kỹ thuật PCR phát hiện gen protease (Pr1) liên quan đến tính độc của nấm Metarrhizium anisopliae.

3. Giải trình tự đoạn gen Pr1 và so sánh trình tự này với các mẫu trên ngân hàng gen thế giới (genbank).

Kết quả thu đƣợc nhƣ sau:

1. Phân lập đƣợc 12 nguồn nấm ký sinh trên nhiều côn trùng khác nhau nhƣ: bọ xít đen, bọ dừa, rầy nâu, sâu cuốn lá lúa, rầy bông cúc ở các tỉnh: Tiền Giang, Long An, Bến Tre, Trà Vinh, Tây Ninh, Quận 9 thành phố Hồ Chí Minh, Quận 2 thành phố Hồ Chí Minh.

2. Sử dụng kỹ thuật PCR đã cho phép phát hiện gen Pr1có kích thƣớc 1.5 kb với cặp mồi METPR1/METPR4. Với 12 dòng nấm phân lập đƣợc, tôi đã phát hiện ra 5 dòng (BXĐTG1, BXĐTV7, BXĐLA3, RBCQ915, RBCQ92) là có gen Pr1.

3. Kết quả đọc trình tự cho thấy có một số sai khác giữa các dòng nấm Metarrhizium anisopliae của Việt Nam và thế giới. Tuy nhiên, hai mẫu nấm đƣợc giải trình tự là BXĐTG1 và BXĐTV7 không thấy có sự khác biệt.

4. Độ tƣơng đồng của gen Pr1 của hai mẫu BXĐTG1 và BXĐTV7 so với các mẫu trên genbank khá cao (96 – 99.8%).

Những kết quả trong nghiên cứu thể hiện tính hiện đại qua sự kết hợp của công

nghệ gen và công nghệ vi sinh – là hai công nghệ nền của công nghệ sinh học hiện đại.

Kết quả nghiên cứu này sẽ góp phần nhất định trong việc thúc đẩy triển khai nghiên

iv

cứu, ứng dụng công nghệ sinh học hiện đại không những phục vụ trực tiếp cho công tác chọn giống vi sinh, mà còn phục vụ cho công tác bảo vệ thực vật trên thực tế.
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CHƢƠNG 1: MỞ ĐẦU

1.1. Đặt vấn đề

Tình hình dân số ngày càng gia tăng, nhu cầu của con ngƣời sử dụng lƣơng thực ngày càng cao cả về số lƣợng và chất lƣợng. Do đó, mục tiêu đặt ra là sản xuất nông nghiệp phải đạt năng suất cao và ổ định. Để bảo vệ mùa màng khỏi bị các đối tƣợng dịch hại tấn công, ngƣời ta đã đƣa ra nhiều phƣơng pháp khác nhau trong đó phƣơng pháp sử dụng thuốc trừ sâu hóa học vẫn còn đang chiếm ƣu thế hiện nay. Tuy nhiên, việc sử dụng nhiều thuốc hoá học sẽ gây ra những hậu quả không mong muốn nhƣ ảnh hƣởng xấu đến sức khoẻ con ngƣời, gây ô nhiễm môi trƣờng, tăng tính kháng của dịch hại, tiêu diệt hệ thiên địch, phá vỡ mối cân bằng sinh thái trong tự nhiên, gây ra nhiều vụ bùng nổ về số lƣợng lớn sâu hại. Quan sát thực tế thấy rằng, ngoài tác dụng của thuốc hoá học gây chết côn trùng còn có nấm ký sinh cũng gây chết côn trùng. Các loại nấm ký sinh côn trùng trong tự nhiên rất phong phú và đa dạng, có hơn 700 loài nấm gây hại cho côn trùng hầu hết thuộc bộ Moniliales (Deuteromycetes) và bộ Entomophthorales (Phycomyces) gây bệnh cho hơn 90 loại côn trùng (Charley, 1989). Việc sử dụng vi sinh vật gây hại côn trùng để quản lý sâu hại là biện pháp sinh học lý tƣởng. Việc dùng biện pháp sinh học sẽ đem lại hiệu quả tốt và ít ảnh hƣởng đến môi trƣờng cũng nhƣ sức khoẻ con ngƣời. Do vậy, trong những năm gần đây, đã có nhiều nghiên cứu về lĩnh vực này nhằm tạo ra một nền nông nghiệp sạch và bền vững.

Trong các loài vi sinh vật gây hại côn trùng đáng chú ý nhất là ngành phụ nấm bất toàn mà quan trọng là nấm Metarrhizium anisopliae - một trong các loài có tính diệt côn trùng mạnh nhất.

Nói chung, trên thế giới nấm Metarrhizium anisopliae và một số loại nấm khác nhƣ Baeuveria bassiana, Normurea đã đƣợc nghiên cứu, sử dụng và thƣơng mại hóa từ lâu – nhƣ là một loại thuốc trừ sâu sinh học trong công tác phòng chống một số loại sâu hại thuộc bộ cánh phấn (Lepidoptera), và cánh cứng (Coleoptera) trên nhiều loại cây trồng khác nhau.

· nƣớc ta, những nghiên cứu về đặc tính sinh học, khả năng gây độc, xác định sự đa dạng sinh học của nấm Metarrhizium anisopliae vẫn chƣa rộng và chỉ thực hiện
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· mức độ hình thái. Nấm Metarrhizium anisopliae ký sinh trên nhiều loại côn trùng của nhiều loại cây trồng khác nhau nhƣ trên sâu róm, sâu tơ, sâu khoang (ở miền Bắc); trên rầy nâu, bọ xít đen, sâu cuốn lá lúa, sâu cắn gié, sâu xanh da láng, sâu tơ, bọ dừa, rệp xáp, cào cào (ở miền Nam) (Phạm Thị Thuỳ và ctv, 2000).

Trong chiều hƣớng tiến đến xây dựng một nền nông nghiệp hàng hoá với sản phẩm sạch và chất lƣợng cao, không ca ngợi và lạm dụng thuốc trừ sâu hoá học thì việc nghiên cứu sâu hơn về các loại nấm này cần đƣợc quan tâm. Từ khi Metarrhizium anisopliae có mặt ở khắp nơi, đòi hỏi phải có các kỹ thuật sinh học phân tử hiện đại để xác định gen gây độc của chúng nhằm chọn lọc ra những chủng nấm Metarrhizium anisopliae có tính độc cao đảm bảo hoạt tính trừ sâu lâu dài và hiệu quả. Sự mô tả đúng và chính xác những loài nấm Metarrhizium anisopliae sẽ đánh giá đƣợc tầm

quan trọng lớn nhất cho việc nghiên cứu nấm ký sinh côn trùng nhƣ là tác nhân phòng trừ sinh học ở những loài côn trùng khác nhau.

Một số kỹ thuật sinh học phân tử thật sự hữu hiệu trong việc nghiên cứu sâu hơn về loại nấm này đã đƣợc sử dụng nhiều nơi trên thế giới nhƣ kỹ thuật PCR phát hiện sự hiện diện của gen Pr1 (protease) của nấm Metarrhizium anisopliae; kỹ thuật RFLP, RAPD dùng để xác định sự đa dạng di truyền của gen gây độc Pr1 giữa những dòng nấm Metarrhizium anisopliae; đặc biệt là kỹ thuật sequencing có thể xác định đƣợc cụ thể trình tự nucleotide của đoạn gen gây độc này.

Gen Pr1 là một chymoelastase, trở thành một yếu tố quyết định tác nhân gây bệnh. Pr1 đƣợc sản xuất ra để ức chế carbon catabolite, nitrogen metabolite ở lớp biểu bì côn trùng.

Trên cơ sở chƣa có báo cáo khoa học nào trong nƣớc nghiên cứu sâu hơn về gen qui định tính độc và sự đa dạng di truyền bằng các phƣơng pháp phân tử hiện đại. Xuất phát từ vấn đề trên chúng tôi thực hiện đề tài:”Xác định gen gây độc Pr1 và tính đa dạng di truyền đoạn gen Pr1 của nấm Metarrhizium anisopliae trên côn trùng gây hại.”

1.2. Mục đích và yêu cầu đề tài

1.2.1. Mục đích

Làm cơ sở khoa học cho việc xác định đa dạng di truyền và xác định gen gây độc nhằm tạo ra đƣợc thuốc trừ sâu sinh học có hoạt tính ổn định và hiệu quả đối với từng loại cây trồng, đáp ứng nhu cầu trong công tác bảo vệ thực vật hiện nay.
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1.2.2. Mục tiêu

Xác định gen Pr1 và tìm sự khác biệt trong trình tự nucleotide của đoạn gen Pr1 giữa các dòng nấm Metarrhizium anisopliae.

1.2.3. Yêu cầu nghiên cứu

Phân lập các dòng nấm Metarrhizium anisopliae ký sinh trên nhiều loại côn trùng ở những cây trồng khác nhau.
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Phát hiện gen gây độc Pr1 của nấm Metarrhizium anisopliae bằng phƣơng pháp PCR.
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Xác định trình tự nucleotide của đoạn gen gây độc Pr1.
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1.3. Đối tƣợng nghiên cứu

Nấm Metarrhizium anisopliae thu thập ở các tỉnh thành khác nhau nhƣ: Long An, Trà Vinh, Tây Ninh, Tiền Giang, Bến Tre, Quận 2 thành phố Hồ Chí Minh, Quận 9 thành phố Hồ Chí Minh gây hại cho côn trùng trên các đối tƣợng cây trồng khác nhau.
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CHƢƠNG 2: TỔNG QUAN TÀI LIỆU

2.1. Vai trò của biện pháp phòng trừ sinh học trong bảo vệ thực vật hiện

nay

Dƣới áp lực tạo ra nguồn sản phẩm nông nghiệp với sản lƣợng cao, chất lƣợng tốt, giảm giá thành và giảm ảnh hƣởng đến môi trƣờng, chúng ta phải tăng cƣờng sử dụng biện pháp sinh học một cách có hệ thống.

Quản lý dịch hại tổng hợp (IPM) trên cây trồng nông lâm nghiệp theo định hƣớng tăng cƣờng sử dụng các tác nhân sinh học và chế phẩm có nguồn gốc thảo mộc là một hƣớng nghiên cứu ứng dụng mới mang lại hiệu quả kinh tế cao, góp phần xây dựng một nền nông nghiệp bền vững, bảo vệ môi trƣờng và cân bằng sinh thái.

Có nhiều cách để sử dụng biện pháp sinh học, bao gồm:

Sử dụng ký sinh thiên địch chuyên tính, thƣờng là ký sinh.

[image: image10.jpg]



Sử dụng ký sinh thiên địch không chuyên tính, thƣờng là các loài ăn thịt sâu hại.
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Biện pháp dòng hoá đực làm cho sâu hại không thể sinh sản đƣợc.
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Sử dụng vi sinh vật có ích.
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Biện pháp dẫn dụ giới tính để phòng trừ sâu hại.
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Biện pháp sinh học trong IPM giúp cho việc loại bỏ một số nhƣợc điểm của các biện pháp hoá học thƣờng dùng trƣớc đây. Ƣu điểm của biện pháp vi sinh vật gồm:

Ngăn chặn sự phát triển tính kháng trong quần thể sâu bệnh và cỏ dại. Giảm bớt hoặc giảm hoàn toàn sử dụng thuốc hoá học, giữ đƣợc quần thể sâu hại phát triển ở mức thấp nhất, tránh bộc phát thành dịch.
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Bảo vệ đƣợc côn trùng có ích và các vi sinh vật có ích khác, hạn chế sâu bệnh thứ cấp trở thành sâu bệnh chính.
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Bảo vệ đƣợc sức khỏe con ngƣời và tránh ô nhiễm môi trƣờng (Trần Văn Mão, 2004).
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2.2. Giới thiệu về nấm ký sinh trên côn trùng

Cũng nhƣ vi khuẩn, nhiều nấm liên quan với côn trùng nhƣ sinh vật cộng sinh hoặc hoại sinh, nhƣng có nhiều loài nấm thực sự là ký sinh, gây hiện tƣợng bệnh lý và dẫn đến sự chết của côn trùng. Theo Steinhaus (1949) (trích dẫn Nguyễn Lân Dũng,
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1981) nấm ký sinh côn trùng trong tự nhiên có thể gây chết thƣờng xuyên với tỷ lệ cao cho nhiều loài côn trùng gây hại và thật sự là những tác nhân điều hoà quần thể vi sinh vật trong tự nhiên rất hiệu quả. Côn trùng chết do nấm rất dễ nhận biết bằng mắt thƣờng, vì các sợi nấm mọc qua vỏ cơ thể và bao phủ toàn bộ bề mặt ngoài của cơ thể côn trùng. Cơ thể côn trùng chết do nấm không bị tan rã, mà thƣờng giữ nguyên hình dạng ban đầu, toàn bộ bên trong cơ thể chứa đầy sợi nấm (Nguyễn Lân Dũng, 1981).

Nấm gây bệnh cho côn trùng thuộc nhiều nhóm nấm khác nhau: từ nhóm nấm nguyên thủy sống dƣới nƣớc đến nhóm nấm bậc cao sống trên cạn. Nấm gây bệnh cho côn trùng có mặt ở trong cả 4 lớp nấm: nấm bậc thấp Phycomycetes, nấm túi Ascomycetes, nấm đảm Basidiomycetes và nấm bất toàn Deurteromycetes.

· Lớp nấm bậc thấp Phycomycetes: trong lớp nấm này, các loài ký sinh trên côn trùng tập trung ở ba bộ: Chytridiales, Blastocladiales và Entomophthorales. Đặc biệt có những họ nấm gồm tất cả các loài đều là ký sinh trên côn trùng nhƣ Entomophthoraceae và Coelomomycetaceae. Những giống nấm ký sinh côn trùng quan trọng của nhóm nấm bậc thấp là: Coelosporidum Chytridiopsis (bộ Chytridiales)

Coelomonyces (bộ Blastocladiales) và Entomophthora (bộ Entomophthorales).

· Lớp nấm túi Ascomycetes: trong lớp nấm túi có bộ Laboubiniades là những nấm ngoại ký sinh côn trùng có chuyên tính cao, còn các loài nấm túi khác đều là nội ký sinh của côn trùng. Những giống nấm quan trọng gây bệnh cho côn trùng là:

· Lớp nấm đảm Basidiomycetes: trong lớp nấm đảm chỉ ở hai giống có các loài gây bệnh trên côn trùng, đó là giống Septobasidium và Uredinella.

· Lớp nấm bất toàn Deuteromycetes: Phần lớn các loài nấm bất toàn ký sinh côn trùng đều thuộc bộ Moniliades. Những giống Beauveria, Spicana, Metarrhizium,

Cephalosporium và Sorosporella chứa các loài nấm khi xâm nhiễm vào côn trùng đã tạo thành độc tố và gây chết vật chủ trong khoảng thời gian nhất định.

2.2.1. Giới thiệu về nấm Metarrhizium anisopliae.

Nấm này đƣợc Metschinikov phát hiện đầu tiên vào năm 1878 trên bọ hung hại lúa mì. Nấm thƣờng gây bệnh cho côn trùng sống trong đất, thuộc vi sinh vật đất trong tự nhiên. Bào tử của nấm sau 24 giờ tiếp xúc với bề mặt cơ thể côn trùng thì bắt đầu mọc mầm và xâm nhập vào bên trong. Trong cơ thể côn trùng sợi nấm phát triển xâm nhập vào các bộ phận nội quan. Sau khi vật chủ chết, sợi nấm mọc ra ngoài cơ thể côn
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trùng tạo thành lớp nấm màu trắng hơi hồng nhạt. Trên đó tạo thành các khuẩn lạc màu xanh xám. Quá trình phát triển của bệnh trong cơ thể côn trùng là 4 – 6 ngày tùy thuộc vào loài và tuổi vật chủ cũng nhƣ nguồn bệnh ban đầu. Vào giai đoạn cuối cùng của quá trình phát triển bệnh lý thì côn trùng chết.

Nấm Metarrhizium anisopliae có 2 dạng: M. anisopliae var. major có bào tử
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dài với kích thƣớc bào tử túi 10,0 – 14,0 (18,0)
m và M. anisopliae var. anisopliae có
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bào tử ngắn với kích thƣớc bào tử túi là 3,5 – 9,0 (thƣờng 5,0 – 8,0) m. Nấm xanh (nấm Metarrhizium anisopliae) sinh ra các độc tố destruxin A và B (Bùi Xuân Đồng, Nguyễn Huy Văn, 2000).

Nấm Metarrhizium anisopliae ký sinh trên 200 loài côn trùng thuộc các bộ: Orthoptera (11 loài), Dermaptera (1 loài), Hemiptera (21 loài), Lepidoptera (27 loài), Diptera (4 loài), Hymenoptera (6 loài) và Coloptera (134 loài). Nấm xanh có thể nuôi cấy trên môi trƣờng thức ăn nhân tạo.

Metarrhizium anisopliae là chủng gây bệnh mạnh nhất cho côn trùng thuộc bộ Coleoptera. Hơn 204 loài côn trùng thuộc họ Elaleridae và Curculionidae bị nhiễm bệnh bởi Metarrhizium anisopliae (Nguyễn Ngọc Tú và Nguyễn Cửu Thị Hƣơng Giang, 1997). Ngoài ra Metarrhizium anisopliae còn gây bệnh trên ấu trùng muỗi Aedes aegypti, Anopheles stephensi và Clex pipiens thuộc Diptera, côn trùng hại lúa Scotinophara coarctata thuộc họ Heminoptera, châu chấu Schistocera gragaria thuộc họ Testigolidae, loài mối Nasutitermes exitiosus thuộc họ Termitidae. Nấm này phân bố rộng trong tự nhiên.

M. anisopliae với bào tử dạng trụ và khuẩn lạc xanh đen hoặc đôi khi màu tối hoặc hồng vỏ quế. Khuẩn lạc mọc chậm, trên môi trƣờng OA sau 10 ngày nuôi cấy ở 20oC có đƣờng kính 2 cm.

Đã có nhiều nghiên cứu về sự phân bố của chúng: Nepal, New Zealand, New Caledonia, Bahamas, Mỹ, Canada, Bắc Ireland, Italia, Turkey, Liên Xô (cũ). Ở những nơi không có côn trùng cũng phân lập đƣợc Metarrhizium anisopliae: nang của Nematod (Heterodenas chachatii và Globodera rostochensis), các hạt ngoài đồng và trong đất trồng ở Canada, đất trồng chuối ở Honduras, đất trồng dâu ở Braril, đất trồng cỏ ở New Zealand. Ngay ở những nơi có thời tiết khắc nghiệt của nƣớc Đức, ở đất rừng sau khi đốt cháy, trong chất thải hữu cơ (chuẩn bị ô nhiễm), trầm tích cửa sông,
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đất đầm lầy trồng cây đƣớc, tổ của một số loài chim và rễ của dâu tây cũng đều phân

lập đƣợc Metarrhizium anisopliae.

Đặc điểm sinh lý, sinh hóa của nấm Metarrhizium anisopliae:

Không thể sinh trƣởng tốt trên nền cơ chất không có chitin.
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Sống đƣợc ở nhiệt độ thấp (8oC), biên độ của độ ẩm rộng, ở nơi tích lũy
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nhiều CO2 và O2 chúng có thể sống sót tới 445 ngày. Khi hoại sinh trong đất, bào tử dính bị ức chế nảy mầm bởi khu hệ nấm đất, trong đó có chủng Aeromonas (thí nghiệm in vitro).

Ở dƣới 10oC và trên 35oC thì sự hình thành bào tử không thể xảy ra. Nhiệt độ tốt nhất cho sự nảy mầm bào tử là 25 – 30oC và chết ở 49oC trong 10 phút.
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Nhiệt độ tốt nhất cho sự sinh trƣởng là 25oC và pH 3,3 – 8,5.
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Metarrhizium
anisopliae có khả năng phân giải tinh bột, cellulose và
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kitin (lông và da côn trùng).

(Trần Văn Mão, 2004).

Danh mục côn trùng vật chủ nhạy cảm với nấm diệt sâu Metarrhizium anisopliae (Theo K. H. Veen 1968) (trích dẫn Nguyễn Ngọc Tú và Nguyễn Cửu Thị

	Hƣơng Giang, 1997).
	
	

	
	Orthoptera
	

	Acrididae
	
	

	Acridium sp.
	Indonésia
	Roepke

	Anacridium aegyptium L.
	Egypte
	Natrass (1932)

	Melanoplus sp.
	USA
	Hyslop (1915)

	Schistocerca paraneusis Burm
	Argentine
	Marchionatto (1942)

	Gryllotalpidae
	
	

	Scapteriscus borelli G.T.
	Argentine
	Marchionatto (1942)

	Scapteriscus vicinus SCUD
	USA
	Hayslip (1943)


Dermaptera

Forficulidae

Forficula auricularia L.



USA



Barss et Stearns (1925)
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	Hemiptera
	

	Miridae
	
	

	Heclopeltis sp.
	Java
	leefmans (1916)

	Pentatomidae
	
	

	Scotinophara lurida BURM
	Japon
	Katsumana (1930)

	Cercopidae
	
	

	Aeneolamia flavilatera U.R.
	Barbados
	James (1946)

	Aeneolamia postica walk
	Trinidad
	Rorer (1910)

	Cicididae
	
	

	Cicada sp.
	Java
	Von Hoehnel (1909)

	Cicada viridis STAL
	Maurice
	Balfour-Browne (1960)

	Flatidae
	
	

	Ormenis pygmaea F.
	Peurto Rico
	Camunas (1919)

	Phromnia marginella STAL
	Ceylon
	Balfuor-Browne (1960)

	Coccidae
	
	

	Cryptococcus sp.
	USA
	Charles (1941)

	Cryptococcus punctulatus
	USA
	Charles (1941)

	Pseudococcus maritimus
	Allemagne
	Ott (1960)


	
	Diptera
	

	Asilidae
	
	

	Plesiomma sp.
	Cuba
	Johnston (1918)

	Chironomidae
	
	

	Chironomus sp.
	USA
	Charles (1941)

	Tipulidae
	
	

	Tipula sp.
	France
	Veen (1968)


Himenoptera

Ichneumonidae

Ambliteles sp.



USA



Rockwood (1950)

Scoliidae

Campsomeris quadrifascialta



Philippines



Balfuor-Browne (1960)
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	Coleoptera
	

	
	Bituridae
	
	

	a
	
	
	

	
	Biturus unicolor SAY
	USA
	Charles (1941)

	
	
	
	

	
	Carabidae
	
	

	
	Colpodes japanicus
	Japon
	Kobayasi (1911)
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Hình 2.1: Nấm Metarrhizium anisopliae ký sinh trên những côn trùng khác nhau

a: trên bọ xít xanh (bên phải) 

b: trên kiến lửa chúa 

2.2.2. Hiệu quả phòng trừ sâu hại bằng chế phẩm nấm

Nấm Metarrhizium anisopliae và Beauveria đƣợc nghiên cứu sản xuất để trừ một số sâu hại quan trọng trong nông nghiệp. Hiệu quả của chế phẩm đã thử đối với rầy nâu, sâu đo đay, châu chấu xanh, châu chấu ở điều kiện trong phòng thí nghiệm và

· nhà lƣới. Chế phẩm có tác dụng giảm tỷ lệ rầy nâu 55,2 – 58,8%, rầy lƣng trắng 64 – 92%, rầy xanh 75 – 96% và sâu đo xanh hại đay 43,9 – 64,2%. Hiệu lực diệt các loài rầy hại lúa trên đồng ruộng của nấm Beauveria bassiana biến động từ 33 – 75% tùy theo vụ và năm khác nhau. Hiệu lực của nấm kéo dài 3- 4 tuần sau khi phun nấm, vì vậy chỉ cần phun nấm một lần trong một vụ là đủ để quản lý các loài rầy hại lúa trong
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vụ. Dùng nấm B. bassiana để quản lý các loài rầy hại lúa đã làm tăng năng suất từ 19

– 95% so với đối chứng (tùy theo từng vụ và từng năm). Nấm B. bassiana không gây ảnh hƣởng gì cho lúa và cũng không gây hại đối với các thiên địch sâu, gầy hại lúa (Trần Văn Mão, 2004).

Nấm  M.  anisopliae  có  khả  năng  gây  bệnh  làm  chết  84,6%  châu  chấu

Nomadacris succincta sau 10 ngày xử lý và nấm M. flavoviride gây chết 100% châu chấu thí nghiệm sau 7 ngày. Chế phẩm nấm diệt châu chấu đƣợc tiến hành ở Bà Rịa – Vũng Tàu, Đồng Nai cho kết quả tƣơng đối tốt nhƣng không đều. (Trần Văn Mão, 2004).
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Hình 2.2: Chế phẩm nấm Metarrhizium trên thị trƣờng: metanat - CE

(nguồn: www.naturalrural.com.br/ fotos/metanat - ce.jpg)

2.3. Sơ lƣợc về phƣơng thức xâm nhiễm của nấm ký sinh trên côn trùng

Hầu hết những loài nấm gây bệnh cho côn trùng đều xâm nhập vào cơ thể vật chủ không qua đƣờng miệng, mà qua lớp vỏ cơ thể, nghĩa là phải có sự tiếp xúc của nguồn nấm với bề mặt cơ thể vật chủ. Bào tử nấm bám vào bề mặt cơ thể vật chủ, trong điều kiện đủ độ ẩm bào tử mọc mầm và xâm nhiễm vào bên trong cơ thể côn trùng qua lớp vỏ chitin nhờ áp lực cơ giới hoặc hoạt động men của nấm. Nấm tiết ra loại men làm mềm lớp vỏ chitin và tạo thành một lỗ thủng tại nơi bào tử mọc mầm, qua lỗ thủng dó bào tử xâm nhập vào bên trong cơ thể côn trùng. Do khả năng xâm nhập vào bên trong cơ thể côn trùng qua lớp vỏ cơ thể nên nấm có thể ký sinh đƣợc côn trùng chích hút và cả những pha phát triển của côn trùng nhƣ trứng, nhộng mà các vi sinh vật khác không ký sinh đƣợc.
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Nấm cũng có thể xâm nhập vào bên trong cơ thể côn trùng qua đƣờng miệng. Từ miệng, bào tử đi tới ruột và qua thành ruột xâm nhiễm vào các tế bào nội quan để gây bệnh. Xâm nhiễm kiểu này chủ yếu là bào tử của các loài nấm ở nƣớc. Dƣới tác động của độc tố do bào tử nấm tiết ra có thể dẫn tới hiện tƣợng ngừng nhu động ruột của vật chủ. Thí dụ, trƣờng hợp bào tử nấm Aspergillus trong ruột ong mật. Bào tử nấm còn có thể xâm nhập qua lỗ thở hoặc cơ quan sinh dục để vào bên trong cơ thể côn trùng nhƣng rất ít.

Sự xâm nhiễm và phát triển của nấm trong cơ thể côn trùng là một quá trình phức tạp, gồm 3 giai đoạn chính sau đây:

[image: image29.jpg]



sự phóng bào

tử trên cơ thể

côn trùng



Bào tử dính

sự xâm nhập

vào ký chủ

vỏ cutin

biểu bì

Khoang

máu

chết do đói, sự đứt gãy về mặt vật

lý, sự nhiễm độc, sự tự nhiễm độc

Hình 2.3: Chu kỳ xâm nhập của nấm ký sinh trên côn trùng, Metarrhizium

anisopiae (nguồn: Charnley Keith)
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Sự xâm nhập

Nấm ký sinh côn trùng có thể xâm nhập vào cơ thể côn trùng bằng sự xâm nhập trực tiếp qua lớp cutin, theo cách này thì nấm tiết ra enzyme phân hủy lớp cutin để có thể xâm nhập vào bên trong cơ thể côn trùng. Ngoài ra nấm ký sinh côn trùng còn có thể xâm nhập gián tiếp vào cơ thể vật chủ qua thành ống tiêu hoá, qua lổ thở, qua vết thƣơng trên cơ thể côn trùng.
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Hình 2.4: Sự xâm nhập của nấm trên lớp vỏ thân sâu rốm ở mức vi mô

(nguồn: Charnley Keith)
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Sự phát triển của nấm tới khi côn trùng chết

Sau khi xâm nhập vào cơ thể côn trùng thì chúng bắt đầu sinh sôi nảy nở bên trong cơ thể côn trùng và côn trùng chết trong khoảng 3 tuần.
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Sự sinh trƣởng và phát triển của nấm sau khi côn trùng vật chủ chết

Sau khi côn trùng chết, nấm tiếp tục phát triển hình thành lớp bào tử bao phủ toàn bộ bề mặt ngoài của vật chủ. Lớp bào tử này ban đầu có màu trắng sau chuyển qua màu xanh lục.
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Hình 2.5: Mối bị nấm Metarrhizium ký sinh đƣợc chụp dƣới kính lúp sôi

nổi độ phóng đại 40 lần (nguồn: Võ Thị Thu Oanh, 2005)
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Các nấm gây bệnh cho côn trùng chỉ sinh trƣởng phát triển để hoàn thành một chu kỳ sống của chúng: từ mọc mầm bào tử đến hình thành bào tử mới. Nấm gây bệnh côn trùng có tính chuyên tính hẹp, chỉ ký sinh một vật chủ hoặc một giai đoạn nhất định của vật chủ. Nhiều trƣờng hợp chúng là ký sinh có tính chuyên hóa thức ăn rộng, có thể ký sinh nhiều loài côn trùng thuộc các giống, họ, bộ khác nhau.

Để có thể gây đƣợc những dịch bệnh nấm lớn cho sâu hại, các đặc điểm của nấm đóng một vai trò quan trọng là: độc tính của nấm, khả năng di chuyển bào tử trong những điều kiện không thuận lợi và khả năng phát tán trong thiên nhiên. Đặc điểm đặc biệt đối với các nấm họ Entomophthoraceae đó là hoạt động bắn bào tử xa một khoảng cách gấp hàng nghìn lần kích thƣớc của nó. Điều đó tạo khả năng phát tán rộng lớn hơn trong quần thể côn trùng.

Sự phát tán có hiệu quả cao hay không ở mức độ nhất định cũng phụ thuộc vào tập tính của côn trùng vật chủ.

2.4. Hoạt tính sinh học

Các nấm diệt sâu cũng đƣợc chú ý nhiều nhƣ một sinh vật sản sinh các enzyme, toxin và các chất hoạt tính sinh học khác.

Theo nhiều tài liệu của nhiều tác giả cho biết các nấm Muscardine (ví dụ nấm Muscardine trắng: Beauveria bassiana, nấm Muscardine xanh: Metarrhizium anisopliae) có khả năng tổng hợp một lƣợng lớn các enzyme: trong đó có ý nghĩa lớn nhất có khả năng gây bệnh cho côn trùng có chitinase, proteinase, lipase và amylase.

Huber J. (1958) đã nghiên cứu kỹ enzyme của một số loài nấm diệt sâu, đƣợc nêu ở bảng 2.1 (trích dẫn bởi Nguyễn Ngọc Tú và Nguyễn Cửu Thị Hƣơng Giang, 1997).
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Bảng 2.1 Enzyme của một số loài nấm diệt sâu

	
	Loài nấm
	Lipase
	Glucog
	Trip
	Proteinase
	Urease
	Aspatainase
	Amylase

	
	
	
	enase
	Xin
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	Cordyceps
	+
	-
	-
	+
	+
	+
	+

	
	militaris (Fri)
	
	
	
	
	
	
	

	
	Link
	
	
	
	
	
	
	

	
	M. anisopliae
	+
	+
	-
	-
	-
	+
	+

	
	(Metch.) sork.
	
	
	
	
	
	
	

	
	B. bassiana
	+
	-
	-
	+
	+
	+
	+++

	
	(Bals) Will
	
	
	
	
	
	
	

	
	Asp. Flavus
	+++
	-
	+
	+
	+
	+
	+++

	
	Link ex Fr
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	


Chú thích: Số lƣợng dấu +: tƣơng ứng mức độ hoạt tính của enzyme.

Dấu -: không có enzyme.

Qua bảng 2.1 cho thấy hầu hết các loài nấm diệt sâu đều có nhiều hệ enzyme khác nhau.

Ali B.S. (1965) cho biết nấm Entomopthora coranata (Cost) Kevord, đƣợc phân lập từ rệp cây có tạo thành chitinase. Nấm này có thể phát triển trên chitin tinh khiết và sử dụng N. ascetylglucosamin là sản phẩm thủy phân từ Chitin.

Huber (1958) đã tìm thấy lipase, amylase trong dịch nuôi cấy nấm Cordyceps militaris, Metarrhizium anisopliae, Beauveria bassiana và Aspergillus Flavus.

Benz G. (1965) cho biết tất cả các nấm ký sinh côn trùng đều có khả năng tiết một lƣợng lớn enzyme cần thiết để hòa tan Cutincum côn trùng.

A. Samsinakova (1973) đã xác định hoạt tính phân hủy Chitine và Protein ở một số nấm diệt sâu và nêu sự liên quan giữa hoạt tính enzyme với độc tính diệt sâu của chúng (trích dẫn bởi Nguyễn Ngọc Tú và Nguyễn Cửu Thị Hƣơng Giang, 1997).
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Bảng 2.2: Hoạt tính phân hủy chitine và protein của một số nấm diệt sâu

	
	
	Hoạt tính phân hủy
	Hoạt tính phân hủy Protein

	
	
	Chitne
	
	

	
	Nấm
	
	
	

	
	
	N-acetylglucosamin
	NH2-N trong
	Gía trị vùng gelatin

	
	
	trong mg/10ml
	mg/10ml
	phân hủy (mm)

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	B. bassiana No33
	75
	7,56
	9,5

	
	B. bassiana No40
	70
	6,06
	9,0

	
	B. bassiana No16
	40
	4,20
	6,0

	
	B. bassiana No12
	35
	3,92
	4,3

	
	B. tenella
	48
	15,50
	24,0

	
	Pae. Farinosus No6
	4
	-
	2,0

	
	Pae. Farinosus No7
	5
	2,32
	3,0

	
	Pae. Farinosus No8
	16
	2,36
	2,6

	
	Pae. Heliathis
	-
	-
	-

	
	Pae. Variotii
	-
	-
	-

	
	M. anisopliae
	70
	9,8
	11,5

	
	C. coccurum
	72
	-
	-

	
	Asp. Parasiticus
	73
	18,48
	26,0
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Bảng 2.3: Sự liên quan giữa hoạt tính enzyme với độc tính diệt sâu

	
	
	
	
	
	Độc
	tính
	5

	
	Nấm
	Chitinase
	Protease
	Lipase
	ngày
	sau
	khi

	
	
	
	
	
	nhiễm  Galeria

	
	
	
	
	
	melonella
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	B.
	bassiana
	+++
	++
	+
	
	+++
	

	No33
	
	
	
	
	
	
	

	B.
	bassiana
	+++
	++
	+
	
	+++
	

	No40
	
	
	
	
	
	
	

	B.
	bassiana
	++
	+
	++
	
	+
	

	No16
	
	
	
	
	
	
	

	B.
	bassiana
	++
	+
	++
	
	+
	

	No12
	
	
	
	
	
	
	

	B. tenella
	++
	+++
	+++
	
	++
	

	Pae. Farinosus
	+
	-
	+
	
	+
	

	No6
	
	
	
	
	
	
	

	Pae. Farinosus
	+
	+
	+
	
	+
	

	No7
	
	
	
	
	
	
	

	Pae. Farinosus
	+
	+
	+
	
	+
	

	No8
	
	
	
	
	
	
	

	Pae. Heliathis
	-
	-
	-
	
	-
	

	Pae. Variotii
	-
	-
	-
	
	-
	

	M. anisopliae
	+++
	++
	++
	
	+++
	

	C. coccurum
	+++
	-
	-
	
	-
	

	Asp. Parasiticus
	+++
	+++
	+++
	
	+++
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Chú thích: số dấu +: chỉ mức độ hoạt tính của enzyme và mức độ tƣơng quan giữa hoạt tính enzyme với độc tính diệt sâu.

Dấu trừ -: không có enzyme và không có độc tính diệt sâu
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2.5. Một số nghiên cứu trong nƣớc và ngoài nƣớc về nấm Metarrhizium anisopliae và những nấm ký sinh côn trùng khác ứng dụng để phòng trừ sâu hại.

25.1. Nghiên cứu trong nƣớc

Lần đầu tiên tại Bến Tre, Phạm Thị Thuỳ (2000) đã sử dụng nấm Metarrhizium để trừ bọ dừa, kết quả ban đầu cho thấy nấm Metarrhizium sau khi đã thử nghiệm trong phòng, trong nhà lƣới và ngoài đồng có hiệu quả đối với bọ dừa ở Bến Tre.

Hiện tại ở Việt Nam đã thu thập và lƣu giữ một số chủng nấm Beauveria và Metarrhizium, gồm 18 nguồn Beauveria và 10 nguồn Metarrhizium. Chúng đƣợc phân lập từ các loại côn trùng khác nhau, gồm sâu đo xanh, châu chấu hại cam, sâu khoang hại lạc, rầy nâu hại lúa, sâu đục thân ngô, sâu xanh hại bông, sâu cắn gié, bọ xít đen, bọ xít dài (Nguyễn Văn Tuất, 2000).

Theo Tạ Kim Chỉnh và ctv (2001), đã chọn đƣợc môi trƣờng nhân giống cho các chủng Metarrhizium anisopliae là môi trƣờng Saubouraund có bổ sung vỏ trấu.

Bùi Xuân Đồng và Nguyễn Huy Văn (2000) đã thử nghiệm chế phẩm B.75 từ Beauveria bassiana dạng bột để phòng trừ sâu róm hại cây thông và cho biết sâu chết 80% sau một năm xử lý.

Nguyễn Thị Lộc và ctv (2004) đã thử nghiệm , sản xuất và ứng dụng chế phẩm nấm ký sinh để phòng trừ sâu hại lúa ở Đồng Bằng Sông Cửu Long.

Ngoài ra, ở nƣớc ta cũng tiến hành nghiên cứu nấm gây bệnh trên các loài sâu hại đậu nành. Theo Tống Kim Thuần, Vũ Quang Côn (2001), các vi nấm có khả năng gây bệnh sâu hại trên đậu tƣơng chủ yếu là các loài sau: Beauveria bassiana, Metarrhizium anisopliae và Normurea rileyi. Chúng gây bệnh hầu hết các loài sâu hại thuộc bộ cánh vảy – Lepidoptera, Entomophthora sp gặp ở bộ cánh nửa cứng – Hemiptera.

2.5.2. Nghiên cứu ngoài nƣớc

Trên thế giới, việc sử dụng nấm trong đấu tranh chống sâu hại có lịch sử khá lâu đời, Meschnikoff (1884) là ngƣời đầu tiên trình bày vấn đề sử dụng nấm trong đấu tranh sinh học với sâu hại (Nguyễn Ngọc Tú và Nguyễn Cửu Thị Hƣơng Giang, 1997).

Theo Juntin L. Hatting, Richard A. Humber, Tadeusz J. Poprawsski và Ray M.Miller (1999), các nghiên cứu về các nấm gây bệnh rầy mềm ở Nam Phi đƣợc định hƣớng từ 1995-1998, và cho biết trong 8 loài nấm đƣợc tìm thấy đều lan truyền và giết
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chết rầy mềm, gồm 6 loài thuộc Entomophthorales (Pandora neoaphidis, connidiobolus thromboides, C.coronatus, Entomophthora planchoniana và neozygites fresenii) và hai loài thuộc Hyphomycetes (Beauveria basssiana, Verticillium lecanii).

Theo A.M. Kammp và M. J. Bidochka (1994), tiến hành đánh giá sự sản xuất bào tử của 3 loại nấm gây bệnh côn trùng Metarrhizium anisopliae, Beauveria bassiana và Verticillium lecanii đƣợc đánh giá ở các độ sâu khác nhau (2mm, 3mm, 4mm tƣơng ứng với 10ml, 15ml, 20ml) và các loại môi trƣờng khác nhau (SDA, MEA, NA, CMA, YPDA, PDA) và cho biết sự sản xuất bào tử sau 14 ngày của nấm Metarrhizium anisopliae và Beauveria bassiana tốt nhất trong môi trƣờng PDA ở độ sâu 2mm, trong khi Verticillium lecanii sản xuất bào tử tốt nhất trên môi trƣờng YPDA và độ sâu của môi trƣờng thì không đáng kể.

Theo Nguyễn Ngọc Tú và Nguyễn Cửu Thị Hƣơng Giang (1997), thì Codaira Y. (1961) đã tách đƣợc hai độc tố ở nấm Metarrhizium anisopliae là destruxin A, liều gây chết với tầm là 0,28kg/g trọng lƣợng cơ thể và destruxin B, liều gây chết là 0,34kg/g trọng lƣợng cơ thể.

2.6. Vai trò của protease Pr1

Metarrhizium anisopliae có protease tổng hợp khác nhau và chất bài tiết có thể bám dính thích hợp cho phát triển của nấm trên biểu bì côn trùng. Phần lớn những protease này là acidic (điểm đẳng điện trong phạm vi 4,2 – 5,6) có tính đồng nhất cao hơn những trypsin động vật. Trình tự ở đầu NH2 của protease đƣợc nhận biết nhƣ là protease Pr1. Trình tự cơ bản thứ hai đƣợc nhận biết nhƣ carboxypeptidase. Những tính tƣơng đồng khác không đƣợc tìm thấy (Nguyễn Thị Thƣ Hƣơng, 2004).

Những enzyme tác nhân gây bệnh hội tụ ngoài tế bào có thể làm suy thoái cấu trúc polymer của biểu bì (protein, chitin và lipid) trong suốt giai đoạn phát sinh bệnh, giúp cho quá trình thâm nhập của nấm đƣợc dễ dàng và cung cấp những dinh dƣỡng cho nấm phát triển nhanh hơn. Sản phẩm của những enzyme làm phân hủy biểu bì này thì thƣờng đƣợc phân lập bởi sự nuôi cấy trên môi trƣờng chứa biểu bì hoặc chitin (Raymond và ctv, 1995).

2.7. Phƣơng pháp phát hiện gen Pr1

Phƣơng pháp PCR mô tả để nhận biết những giống Metarrhizium thích hợp cho việc sử dụng thí nghiệm đồng ruộng. Sử dụng kỹ thuật này, 40 giống Metarrhizium đƣợc phân ra 15 nhóm khác nhau. Kỹ thuật PCR này cho phép nhận dạng những giống
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nấm, sử dụng bào tử nấm từ bề mặt của những côn trùng bị chết riêng lẻ bởi nấm hoặc những côn trùng chết độc lập với bên ngoài sợi nấm. Sản phẩm Pr1 – PCR từ hai giống Metarrhizium đã phát hiện ra gen Pr1 có ít nhất ba intron (Soraya và ctv, 1997).

Những phƣơng pháp khác nhau (nhƣ ELISA, allozyme electrophoresis hoặc RFLPs) có những ƣu và khuyết điểm khác nhau, chỉ phân biệt giữa mỗi loài hoặc đòi hỏi số lƣợng lớn của DNA tinh khiết (Hegedus và ctv, 1993). Sự phân lập DNA thì tốn nhiều thời gian và giới hạn số lƣợng mẫu có thể phân tích đƣợc trong thời gian thích hợp. RAPD – PCR thì cũng đƣợc sử dụng để mô tả đặc điểm những giống Metarrhizium anisopliae. Tuy nhiên, RAPD – PCR rất dễ bị nhiễm tạp và thƣờng không ổn định, chỉ có thể thực hiện một cách chắc chắn trên DNA từ nuôi cấy ở ký chủ.

Sử dụng phƣơng pháp mà cho phép sự khám phá về những đặc điểm của những giống Metarrhizium anisopliae lây nhiễm trên côn trùng. Đó là phƣơng pháp kết hợp kỹ thuật PCR và phân tích RFLP (RFLP – PCR), dựa trên sự khuếch đại của phần gen mã hóa chủ yếu là protease đƣợc tiết ra bởi Metarrhizium anisopliae, subtilisin Pr1 (St Leger và ctv, 1992) và men cắt giới hạn các sản phẩm PCR này.

Gần đây, nhiều kỹ thuật phân tử đã đƣợc sử dụng để thiết lập mối quan hệ dòng tộc trong phạm vi Metarrhizium, ví dụ nhƣ RFLP, phân tích so sánh chuỗi trình tự của rDNA và phân tích RAPD (sự khác biệt giữa các đoạn DNA đƣợc khuếch đại ngẫu nhiên). Tuy nhiên những phƣơng pháp này chỉ thành công một phần trong việc cải tiến những kỹ thuật thích hợp cho sự nhận diện giống. RFLPs cũng phân biệt chƣa chính xác giữa những giống Metarrhizium anisopliae hoặc cung cấp rất ít thông tin về sự khác nhau giữa các mẫu phân lập.

RAPD – PCR polymorphism thì nhìn chung đƣợc xem nhƣ là công cụ chẩn đoán hiệu quả để phân biệt những sinh vật khác, đã chỉ ra một ít biến đổi trong phạm

vi Metarrhizium flavoviride khi kết hợp với Metarrhizium anisopliae, nhƣng vẫn còn chƣa đủ để cho phép nhận biết chính xác. RFLPs trong mDNA thì đƣợc sử dụng một cách rõ ràng để đáng giá mối quan hệ giữa loài và phân biệt những giống trong loài. Trong giống Metarrhizium anisopliae, chỉ có một báo cáo về marker mtDNA, nhƣng chỉ có 3 giống đƣợc thử nghiệm và dựa vào mức độ khác nhau giữa các loài nấm về khả năng ký sinh côn trùng (Nguyễn Thị Thƣ Hƣơng, 2004).
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2.8. Phản ứng PCR

2.8.1. Giới thiệu sơ lƣợc về PCR

Kỷ thuật PCR (Polymerase Chain Reaction) là một phƣơng pháp in vitro để tổng hợp DNA dựa trên khuôn là một trình tự đích DNA ban đầu, khuếch đại, nhân số lƣợng bản sao của khuôn này thành hàng triệu bản sao nhờ hoạt động của enzyme polymerase và một cặp primer đặc hiệu cho đoạn DNA này. Hiện nay, kỹ thuật này đƣợc sử dụng rộng rãi để phát hiện, tạo ra các đột biến gen, chuẩn đoán bệnh, biện pháp cắt mầm bệnh trên ngƣời, vật nuôi và thực phẩm.

Phản ứng PCR gồm nhiều chu kỳ lặp lại nối tiếp nhau. Mỗi chu kỳ gồm ba bƣớc nhƣ sau:

Bƣớc 1 (tách sợi đơn DNA, denaturation): ở điều kiện nhiệt độ cao phân tử DNA từ mạch đôi tách ra thành dạng mạch đơn, thƣờng là 94oC – 95oC trong vòng 30 giây – 4 phút.
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Bƣớc 2 (bƣớc lai, anealation): trong bƣớc này, ở nhiệt độ hơn Tm (nhiệt độ nóng chảy) của các primer cho phép các mồi bắt cặp với mạch khuôn. Trong thực nghiệm nhiệt độ này dao động trong khoảng 40oC – 70oC tuỳ thuộc Tm của các mồi sử dụng và kéo dài từ 30 – 60 giây tuỳ thuộc vào kích thƣớc sản phẩm khuếch đại.
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Bƣớc 3 (bƣớc kéo dài, elongation): dƣới tác động của DNA polymerase, các nucleoid lần lƣợt gắn vào mồi theo nguyên tắc bổ sung với mạch khuôn. Mạch mới đƣợc tạo thành từ mồi đƣợc nối dài. Nhiệt độ phản ứng là 72oC.


Trong phản ứng PCR một chu kỳ bao gồm 3 bƣớc trên sẽ đƣợc lập lại nhiều lần, làm gia tăng số lƣợng sản phẩm theo cấp số nhân. Theo tính toán sau 30 đến 40 chu kỳ, sự khuếch đại sẽ cho ra khoảng 106 bản sao. Sau phản ứng PCR, các DNA sản phẩm đƣợc nhuộm bởi Ethidium Bromide và có thể quan sát thấy thông qua việc điện di sản phẩm PCR trong gel agarose và quan sát dƣới tia UV (bƣớc sóng 312nm).

2.8.2. Các yếu tố ảnh hƣởng đến kết quả phản ứng PCR


DNA khuôn

DNA khuôn dùng trong phản ứng PCR phải thật tinh sạch nhƣng đôi khi kỹ thuật này cũng cho phép khuếch đại DNA thu nhận trực tiếp từ dịch chiết tế bào mà
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vẫn cho kết quả tốt, thông thƣờng phƣơng pháp này đƣợc áp dụng trong chẩn đoán. Lƣợng DNA khuôn dùng trong phản ứng PCR là một lƣợng thật nhỏ khoảng 1µg, ngoài ra, nếu sử dụng các enzyme polymerase cho hiệu quả cao còn có thể giảm lƣợng DNA khuôn xuống còn 100ng. Nếu lƣợng DNA khuôn quá cao có thể tạo ra những sản phẩm phụ không mong muốn hay còn gọi là dƣơng tính giả. Khuôn DNA có thể đƣợc thu nhận từ các mẫu không đƣợc bảo quản tốt, đã bị phân hủy từng phần nhƣ trong tế bào máu lâu ngày, tinh dịch đã khô, hóa thạch, tóc, móng tay của ngƣời đã chết.


Enzyme

Thông thƣờng DNA polymerase dùng trong phản ứng PCR phải là men chịu nhiệt cao. Enzyme thƣờng đƣợc sử dụng hiện nay là Taq polymerase tách chiết từ vi khuẩn suối nƣớc nóng Thermus aquaticus.

Ngày nay, nhiều loại men polymerase chịu nhiệt khác đã đƣợc phát hiện và đƣa ra thị trƣờng với chức năng hoàn thiện hơn và chuyên biệt hơn. Nhƣ enzyme Tth polymerase đƣợc tách từ Thermus thermophilus, enzyme này hoạt động nhƣ một enzyme phiên mã ngƣợc thông qua sự hình thành cDNA trong điều kiện có RNA khuôn và ion Mg2+, Tth polymerase lại xúc tác phản ứng khuếch đại DNA.


Primer và nhiệt độ

Việc thiết kế và chọn primer phải đáp ứng đủ các yêu cầu sau:

Trình tự của primer đƣợc chọn sao cho không có sự bắt cặp bổ sung giữa primer “xuôi” và primer “ngƣợc”, không có những cấu trúc “primer dimer” do sự bắt cặp bổ sung giữa các thành phần khác nhau của một primer.


“Nhiệt độ nóng chảy” (Tm) của primer xuôi và primer ngƣợc không đƣợc cách biệt quá xa. Thành phần nucleotid của các primer phải cân bằng tránh lập đi lập lại nhiều lần.


Các pimer phải đặt trƣng cho trình tự DNA cần khuếch đại, không trùng với trình tự lặp lại trên gen.


Trình tự nằm giữa hai primer xuôi và ngƣợc không quá lớn, phản ứng PCR tối ƣu nhất cho những trình tự nhỏ hơn 1kb.
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Các thành phần khác trong phản ứng PCR

· Bốn loại nucleotide (dNTP) thƣờng đƣợc sử dụng ở nồng độ là 200µM/mỗi loại nucleotide. Nếu nồng độ cao hơn dễ dẫn đến sự khuếch đại sản phẩm dƣơng tính giả hay tạp nhiễm. Sự mất cân bằng trong thành phần các nucleotide lại làm tăng các lỗi sao chép của polymerase.

· Nồng độ Mg2+ cũng là một nhân tố ảnh hƣởng đến quá trình khuếch đại, nồng độ MgCl2 càng cao càng làm giảm độ đặc hiệu của Taq polymerase. Nồng độ tối ƣu

của ion này không tuân theo một quy luật chung, thông thƣờng nồng độ tối ƣu này phải đƣợc xác định riêng cho từng phản ứng.


Số lƣợng chu kỳ phản ứng

Số lƣợng chu kỳ trong một phản ứng PCR thông thƣờng không vƣợt quá 40 chu kỳ. Do phản ứng PCR diễn tiến qua hai giai đoạn, trong giai đoạn đầu số lƣợng bản sao tăng theo cấp số nhân tỉ lệ với lƣợng mẫu ban đầu, sau đó hiệu quả khhuếch đại giảm hẳn vì những nguyên nhân sau: sự phân hủy và cạn kiệt các thành phần của phản ứng; sự xuất hiện những sản phẩm phụ làm ức chế phản ứng khuếch đại; các bản sao vừa đƣợc tổng hợp không bắt cặp với mồi mà chúng tự bắt cặp với nhau. Số chu kỳ cho một phản ứng còn phụ thuộc vào số lƣợng bản mẫu ban đầu.


Thiết bị và dụng cụ cho phản ứng

Thiết bị cho phản ứng PCR nhƣ máy PCR cần đáp ứng đƣợc yêu cầu thay đổi nhiệt độ thật nhanh và chính xác, tránh tối đa sự bốc hơi nƣớc trong quá trình phản ứng.

Eppendorf dùng cho phản ứng PCR phải là một loại có vách mỏng và có khả năng truyền nhiệt tốt.

2.8.3. Các ứng dụng của phƣơng pháp PCR

Phƣơng pháp PCR có nhiều ứng dụng rộng lớn kể cả trong lĩnh vực nghiên cứu và đời sống. Dƣới đây là một số ứng dụng tiêu biểu của phƣơng pháp này:

Trong lĩnh vực công nghệ sinh học, kỹ thuật PCR đƣợc sử dụng trong việc lập bản đồ gen, dòng hoá gen, giải trình tự DNA và phát hiện gen. Trong đời sống, kỹ thuật PCR nhằm tạo ra một lƣợng lớn bản sao DNA mục tiêu trong ống nghiệm từ một lƣợng khuôn DNA rất nhỏ.
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Ngƣời ta có thể lấy một lƣợng nhỏ DNA khuôn từ một giọt máu, một sợi tóc và sử dụng kỹ thuật PCR để tạo ra hàng triệu bản sao DNA mong muốn nhằm phục vụ cho các khảo sát trong pháp y, trong điều tra hoặc tính di truyền. Trong khi đó với một lƣợng DNA nhỏ nhƣ vậy thì không thể sử dụng trong pháp y hoặc di truyền nếu không sử dụng PCR. Do vậy, ƣu điểm của công cụ PCR là khả năng khuếch đại chính xác một trình tự DNA mong muốn với một lƣợng lớn. Hiện nay, phƣơng pháp PCR còn đƣợc sử dụng trong phát hiện các virus, vi khuẩn gây bệnh cho ngƣời và động vật cũng nhƣ việc kiểm nghiệm vi sinh gây bệnh trong thực phẩm, mỹ phẩm, trong nƣớc.

2.8.3.1. Sử dụng phƣơng pháp PCR tổng hợp mẫu dò cho các thử nghiệm S1 nuclease

Phƣơng pháp S1 nuclease dựa trên sự lai của mẫu dò DNA mạch đơn với RNA, tiếp theo hỗn hợp lai đƣợc xử lý với enzyme S1 nuclease để phân cắt các RNA mạch đơn không bắt cặp với mẫu dò. Cuối cùng phƣơng pháp lai sẽ đƣợc phát hiện bằng phƣơng pháp phóng xạ dò tự ghi hay đo mật độ quang. Thử nghiệm S1 nuclease có ƣu điểm là độ nhạy cao, cho kết quả nhanh hơn Northern blot. Các mẫu dò DNA cho phƣơng pháp này đƣợc tổng hợp đơn giản bằng phƣơng pháp PCR.

2.8.3.2. Sử dụng PCR để sàng lọc

Sàng lọc các gen trong thư viện gen

Việc phân lập một dòng từ thƣ viện bộ gen hay cDNA đƣợc thực hiện bằng phƣơng pháp lai đĩa và màng lọc (plating and filter hybridization) lặp lại nhiều lần.Tuy nhiên, phƣơng pháp này không chỉ tốn thời gian và nhân lực mà còn không chính xác nhƣ cho dƣơng tính giả trong lai màng lọc. Các vấn đề này có thể khắc phục khi sử dụng PCR ở những lần sàng lọc đầu tiên trƣớc khi lai bằng màng lọc. Việc sàng lọc bằng PCR có những thuận lợi sau:

Các dòng dƣơng tính đƣợc xác định dựa vào các vạch có kích thƣớc


chính xác trên gel, do đó loại bỏ đƣợc những điểm dƣơng tính giả của lai

bằng màng lọc.

Tiết kiệm thời gian.


Sàng lọc chuột chuyển gen

Hiện nay, việc sản xuất chuột chuyển gen bằng phƣơng pháp vi tiêm trực tiếp các DNA vào phôi chuột là một kỹ thuật chuẩn dành cho phân tích phân tử và phát triển. Phƣơng pháp truyền thống dùng sàng lọc chuột chuyển gen là Southern blot
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dùng mẫu dò đánh dấu bắt đặc hiệu với các DNA đã tiêm vào chuột. Tuy nhiên phƣơng pháp này đòi hỏi lƣợng mẫu lớn, tinh sạch (mẫu mô) và tốn nhiều thời gian (ít nhất 5 ngày). Trong khi đó phƣơng pháp PCR cho kết quả nhanh (vài giờ) và chỉ cần lƣợng mẫu ít do đó ít làm tổn thƣơng chuột chuyển gen nhất là với chuột non.

2.8.3.3. Sử dụng PCR cho việc thiết kế nhanh các gen tổng hợp

Thông thƣờng các gen của tế bào eukaryote biểu hiện kém trong các hệ thống biểu hiện ở vi khuẩn (prokaryote). Một nguyên nhân gây ra sự biểu hiện kém này là do các codon trên bộ gen của tế bào eukaryote không đƣợc “ƣa thích” ở tế bào vi khuẩn. Do đó ngƣời ta thiết kế một gen tổng hợp đƣợc dùng để biểu hiện protein của eukaryote mà nó có mang các codon “ƣa thích” ở vi sinh vật. Điều này đƣợc thực hiện nhanh chóng bằng PCR hai bƣớc (two - step PCR).Trong phƣơng pháp này, cần biết trƣớc trình tự gen cần tổng hợp, tổng hợp các cặp mồi có trình tự tƣơng ứng với gen cần tổng hợp và có khả năng bắt cặp với nhau trong khoảng từ 20 nucleotide. Hai phản ứng PCR đƣợc thực hiện liên tiếp, phản ứng thứ nhất tạo ra DNA bản mẫu đúng với gen tổng hợp mà sau đó đƣợc khuếch đại trong phản ứng thứ hai. Phƣơng pháp này là một công cụ rất hữu ích cho việc thao tác trên nucleottide acid và thiết kế các gen tổng hợp.

2.8.3.4. Sử dụng PCR trong việc kiểm nghiệm

Hiện nay, có nhiều ứng dụng của phản ứng PCR trong các bộ kit thƣơng mại dùng để phát hiện đặc hiệu các chủng vi sinh vật gây bệnh trong thực phẩm, bệnh phẩm hoặc những loài khó nuôi cấy.

Trong kiểm nghiệm bệnh phẩm

Bằng phản ứng PCR, có thể phát hiện virus, vi khuẩn gây bệnh cho ngƣời và vật nuôi. Gen đặc trƣng của virus hoặc vi khuẩn gây bệnh đƣợc khuếch đại, sau khi khuếch đại đƣợc một lƣợng lớn gen đặc trƣng, kiểm tra khuếch đại bằng điện di trên gel agarose, rút ra kết quả có hoặc không có nhiễm virus hoặc vi khuẩn gây bệnh trên mẫu bệnh phẩm cần kiểm tra.

Trong kiểm nghiệm thực phẩm, mỹ phẩm, nước

Việc phát hiện vi sinh vật gây bệnh trong thực phẩm, mỹ phẩm, nƣớc bằng phƣơng pháp PCR cũng tƣơng tự nhƣ việc phát hiện virus và vi sinh vật gây bệnh trên bệnh phẩm. Nhƣng đôi khi cần phải qua bƣớc nuôi cấy tăng sinh chọn lọc vi sinh vật cần phát hiện trƣớc khi tách chiết DNA để thực hiện cho phản ứng PCR. Sau khi nuôi
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cấy tăng sinh, tiến hành thu tế bào vi sinh vật từ dịch tăng sinh để tách chiết DNA làm khuôn cho phản ứng PCR. Phƣơng pháp này rất đơn giản, dễ thao tác, có thể thực hiện đƣợc những vi sinh vật khó nuôi cấy, ít tốn kém về mặt nhân sự, chi phí thấp, độ chính xác và độ nhạy cao và một ƣu điểm lớn nhất đó là cho kết quả trong thời gian ngắn.

2.8.3.5. Định lƣợng bằng phƣơng pháp PCR

PCR thƣờng đƣợc sử dụng để nghiên cứu các trình tự (DNA hay RNA) có số lƣợng bản sao thấp, không thể định lƣợng bằng các phƣơng pháp lai phân tử cổ điển. Về nguyên tắc ngƣời ta có thể xác định sô lƣợng bản mẫu ban đầu qua tính toán dựa vào sản phẩm cuối cùng, số chu kỳ đã thực hiện, nhƣng trong thực tế ngƣời ta chỉ có thể định lƣợng tƣơng đối một trình tự đích, tức so sánh hàm lƣợng của nó trong nhiều nguồn khác nhau, ví dụ nhƣ khi muốn so sánh mức độ biểu hiện của gen THR[image: image1.jpg]


 (Thyroid Hormone Redeptor ) vốn là một gen có biểu hiện rất yếu trong các loại mô khác nhau. Trong thực nghiệm, ngƣời ta tiến hành khuếch đại đồng thời trình tự đích và một trình tự đối chứng có nồng độ đã biết. Trình tự đích và một lƣợng xác định trình tự đối chứng đƣợc khuếch đại trong cùng một ống nghiệm, tốt nhất là với cùng một cặp mồi. Điều đó có nghĩa là hai trình tự phải có hai đầu nơi bắt cặp với mồi giống nhau nhƣng phần trung tâm có độ dài khác nhau (do sự gắn thêm vào hay cắt bớt đi một đoạn trên trình tự đối chứng). Nhƣ vậy, sau phản ứng, ngƣời ta có thể phân biệt hai trình tự này dựa vào kích thƣớc bằng phƣơng pháp điện di. Nếu sản phẩm khuếch đại của trình tự đối chứng không thay đổi trong các phản ứng (chứng tỏ hiệu quả khuếch đại là nhƣ nhau trong tất cả các phản ứng) thì ngƣời ta có thể so sánh hàm lƣợng sản phẩm của trình tự đích, từ đó so sánh đƣợc số lƣợng bản mẫu ban đầu. Điều quan trọng là số chu kỳ khuếch đại không đƣợc vƣợt quá giai đoạn đầu của phản ứng PCR khi mà số lƣợng bản sao còn tỷ lệ thuận với số lƣợng mẫu ban đầu.


2.8.3.6. Một số ứng dụng khác của kỹ thuật PCR

· các nƣớc phát triển, PCR đã đƣợc sử dụng rộng rãi nhƣ công cụ chuẩn đoán trong y học để phát hiện những bệnh di truyền, đƣợc sử dụng trong điều tra tội phạm để xác định những ngƣời bị tình nghi ở cấp độ phân tử, đƣợc sử dụng trong xác định quan hệ quyết thống và là một công cụ hữu hiệu trong việc giải trình tự các bộ gen

ngƣời.
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2.8.4. Những hạn chế của phƣơng pháp PCR

Do độ nhạy rất cao của PCR đồng thời với thao tác đơn giản, ngƣời ta có khuynh hƣớng sử dụng phƣơng pháp này để giải quyết nhiều vấn đề. Tuy nhiên ta không thể quên rằng phƣơng pháp này có nhiều mặt hạn chế và đòi hỏi sự thận trọng đặc biệt khi tiến hành thí nghiệm cũng nhƣ khi phân tích kết quả. Có thể kể ba vấn đề lớn khi sử dụng PCR:


Trong thực nghiệm, kích thƣớc của trình tự cần khuếch đại là giới hạn

đầu tiên

Trừ vài trƣờng hợp rất cá biệt, phƣơng pháp PCR không hoạt động đƣợc với những đoạn DNA lớn hơn 3 kb. Việc sử dụng PCR đối với các độ dài dƣới 1,5 kb cho kết quả tốt. Với những độ dài lớn hơn, điều kiện tối ƣu cho phản ứng phải đƣợc xác định qua thực nghiệm.


Sự ngoại nhiễm là vấn đề đặt ra lớn nhất đối với PCR, gắn liền với khả năng khuếch đại bản sao của phƣơng pháp này

Vấn đề đặt biệt cấp thiết trong những ứng dụng về chẩn đoán, dự phòng vì hậu quả có thể rất nghiêm trọng. Nguồn ngoại nhiễm lớn nhất thƣờng là các sản phẩm khuếch đại của những lần thao tác trƣớc. Ngƣời ta đã chứng minh đƣợc rằng việc mở nắp các ống nghiệm sau mỗi lần khuếch đại trong một khoảng không gian của phòng thí nghiệm sẽ khiến cho các phân tử đã đƣợc khuếch đại thoát ra khỏi ống nghiệm bay lơ lửng trong không khí và bám vào tƣờng, cửa, thiết bị, dụng cụ, rồi nhiễm vào các phản ứng tiến hành sau đó. Có thể khắc phục vấn đề này bằng một số biện pháp sau:

· Các công đoạn thao tác khác nhau nhƣ thiết lặp phản ứng PCR và phân tích các sản phẩm khuếch đại phải đƣợc tiến hành ở các địa điểm cách xa nhau.

· Dụng cụ dùng để thiết lặp phản ứng (micropipette) không sử dụng vào các thao tác khác. Đầu tip sử dụng với micropipette phải có lớp lọc tránh sự nhiễm đầu micropipette bởi các phân tử khuếch đại khi hút dung dịch phản ứng.

· Dùng tia tử ngoại để loại bỏ các phân tử còn lại từ các lần khuếch đại trƣớc.

· Tất cả mọi thành phần của phản ứng đều đƣợc chia thành những lƣợng nhỏ, tính toán sau cho đủ 1, 2 lần thao tác.
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· Ngoài ra, các hãng sản xuất còn tung ra thị trƣờng nhiều hệ thống cho phép loại bỏ hoàn toàn sự ngoại nhiễm. Ví dụ hãng Perkin-Elemer-Cetus đề xuất sử dụng dUTP thay vì dTTP; việc thay thế này không ảnh hƣởng đến phản ứng. Trƣớc mỗi lần phản ứng kế tiếp, ngƣời ta cho thêm vào dung dịch phản ứng uracylglycosylase; enzyme sẽ phân hủy tất cả các DNA có mang dUTP nhiễm từ lần trƣớc. Đồng thời enzyme sẽ bị phân hủy bởi nhiệt ngay từ lần biến tính đầu tiên. Bất lợi của hệ thống này là giá thành cao.

Các sai sót gây ra do Taq polymerase


Sự sao chép bởi Taq polymerase cho tỷ lệ sai khá cao (cứ 10000 nucleotide thì enzyme gắn sai 1 nucleotid (Hồ Huỳnh Thuỳ Dƣơng, 1998)). Đặc tính này không nghiêm trọng nếu ta chỉ cần xem xét kích thƣớc hay sự có mặt của một sản phẩm khuếch đại, nhƣng có ý nghĩa lớn nếu cần xác định chính xác trình tự nucleotide của DNA. Ta không thể loại bỏ hoàn toàn các sai sót này mà chỉ có thể giảm bớt; ví dụ nhƣ đảm bảo sự cân bằng nồng độ các nucleotide trong phản ứng, xác định trình tự của nhiều sản phẩm khuếch đại từ nhiều thao tác riêng biệt, so sánh trƣớc khi đi đến trình tự chính thức (Hồ Huỳnh Thùy Dƣơng, 1998).

2.9. Phƣơng pháp xác định trình tự nucleotide

Hiện nay, với trình độ khoa học ngày càng phát triển, phƣơng pháp xác định trình tự nucleotide ra đời đóng vai trò quan trọng trong nghiên cứu cũng nhƣ ứng dụng trong thực tế.

Hai phƣơng pháp xác định trình tự chính là phƣơng pháp hoá học của Maxam Gilbert (1977) và phƣơng pháp enzyme học của Sanger và cộng sự (1977). Dù rất khác nhau về nguyên tắc, hai phƣơng pháp này có một số điểm chung: hình thành một tập hợp nhiều oligonucleotide có chiều dài khác nhau, mỗi oligonucleotide có xác suất xuất hiện bằng nhau trong phản ứng. Các trình tự này sau đó đƣợc phân tách dựa vào kích thƣớc bằng phƣơng pháp điện di trên gel polyacrylamide có khả năng phân tách hai trình tự chỉ cách nhau 1 nucleotide. Kết quả đƣợc đọc trên bảng phóng xạ tự ghi hoặc nhờ một máy dò tự động.

2.9.1. Nguyên tắc hoá học: phƣơng pháp Maxam và Gilbert

Phƣơng pháp này dựa vào sự thủy giải đặc trƣng phân tử DNA cần xác định trình tự bằng phƣơng pháp hoá học.
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Trƣớc hết các phân tử DNA đƣợc đánh dấu bằng 32P ở một đầu. Sau đó chúng chia thành 5 phân đoạn, mỗi phân đoạn chịu một xử lý hoá học chuyên biệt có khả năng làm biến đổi đặc trƣng một loại nucleotide và sau đó cắt phân tử DNA ngay nucleotide ấy. Năm nhóm nucleotide bị tác động là: G, A, C, G+A, T+C. Kết quả của các xử lý hoá học là sự hình thành năm tập hợp nucleotide, các oligonucleotide trong một tập hợp có kích thƣớc khác nhau nhƣng đều chấm dứt tại cùng một loại nucleotide. Cuối cùng năm phân đoạn trên đƣợc đem phân tách trên gel polyacrylamide. Vị trí của các oligonucleotide trên gel tƣơng ứng với kích thƣớc của chúng và đƣợc phát hiện nhờ đầu có đánh dấu phóng xạ. Kết quả đƣợc đọc trên bảng phóng xạ tự ghi.

2.9.2. Phƣơng pháp enzyme học thông qua việc sử dụng các dideoxynucleotide của Sanger.

Phƣơng pháp này dựa vào sự tổng hợp nhờ enzyme DNA polymerase mạch bổ sung cho trình tự DNA mạch đơn cần xác định. Đặc trƣng của phƣơng pháp là ngoài bốn loại nucleotide thông thƣờng còn sử dụng thêm bốn loại dideoxynucleotide là những deoxynucleotide trong đó nhóm 3’OH đƣợc thay thế bằng H. Điều này khiến các dideoxynucleotide không còn khả năng hình thành các nối phosphodiester và do đó sẽ làm ngừng quá trình tổng hợp.

Trình tự DNA cần xác định cần phải đƣợc tạo dòng trong một vector mạch đơn (phage M13). DNA polymerase sử dụng có thể là đoạn Klenow của DNA polymerase I, Taq polymerase hay Sequanase. Sự tổng hợp mạch mới bắt đầu bằng từ một mồi bắt cặp với một trình tự chuyên biệt trên phage M13, với sự hiện diện của bốn loại nucleotide trong đó một loại đƣợc đánh dấu đồng vị phóng xạ (35S). Phản ứng tổng hợp đƣợc tiến hành trong bốn phân đoạn riêng. Ngƣời ta lần lƣợt cho vào mỗi phân đoạn một trong bốn loại dideoxynucleotide với hàm lƣợng rất nhỏ. Do hàm lƣợng thấp nên thỉnh thoảng mới có một dideoxynucleotide đƣợc sử dụng vào phản ứng tổng hợp một olidonucleotide; và lập tức sự tổng hợp oligonucleotide đó ngừng lại. Tính xác suất thì trong mỗi phân đoạn sẽ có mặt tất cả các cỡ oligonucleotide ứng với tất cả các nucleotide cùng loại hiện diện trên trình tự DNA. Ví dụ: nếu trình tự DNA cần xác định là AATCGATAGGCTTGCATG thì trong phân đoạn có mặt dideoxynucleotide ddC sẽ có sự tổng hợp các oligonucleotide sau:

AATC
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AATCGATAGGC

AATCGATAGGCTTGC

Sau đó bốn phản ứng tổng hợp sẽ đƣợc đem phân tách trên gel polyacrylamide và kết quả đƣợc đọc trên bản phóng xạ tự ghi.


Giải trình tự bằng máy đọc tự động

Hiện nay, đã có những phƣơng pháp cải biên từ phƣơng pháp của Sanger nhƣ phƣơng pháp giải trình tự bằng máy tự động qua cloning và trực tiếp từ sản phẩm PCR. Ở đây, chúng tôi tiến hành giải trình tự trực tiếp từ sản phẩm PCR bằng máy đọc trình tự tự động ABI PRISM 3100 của công ty AB (Applied Bioscience). Máy hoạt động dựa trên nguyên tắc của Sanger nhƣng có một số cải biên. Trong kỹ thuật này ngƣời ta không đánh dấu bằng các đồng vị phóng xạ mà bằng hoá chất – các fluochrome. Mỗi loại dideoxynucleotide đƣợc đánh dấu bằng một fluochrome có màu khác nhau. Nhƣ vậy, tất cả các oligonucleotide cùng chấm dứt tại một loại dideoxynucleotide sẽ có cùng một màu. Sau khi điện di trên gel polyacrlamide, kết quả sẽ đƣợc đọc qua một hệ thống vi tính.

Trƣớc hết, đoạn DNA cần xác định trình tự đƣợc khuếch đại bằng phƣơng pháp PCR. Sau đó hai mạch của phân tử DNA đƣợc tách rời nhau. Mỗi mạch đƣợc bắt cặp bởi một mồi (có thể là mồi dùng cho phản ứng PCR hay một mồi nằm bên trong đoạn DNA). Phản ứng tổng hợp xảy ra tƣơng tự nhƣ trong các phƣơng pháp enzyme học sử dụng dideoxynucleotide. Phƣơng pháp đọc trình tự trực tiếp từ sản phẩm PCR chỉ sử dụng khi vùng cần xác định trình tự đã biết trƣớc và ứng dụng chủ yếu là nhằm phát hiện nhanh một đột biến điểm.
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CHƢƠNG 3: VẬT LIỆU VÀ PHƢƠNG PHÁP

NGHIÊN CỨU

3.1. Thời gian và địa điểm

3.1.1. Thời gian

Đề tài đƣợc tiến hành từ ngày 14 tháng 2 năm 2005 đến ngày 1 tháng 8 năm

2005.

3.1.2. Địa điểm

Mẫu côn trùng bị nấm ký sinh đƣợc thu thập ngoài đồng ruộng ở các tỉnh thành nhƣ: Long An, Tiền Giang, Bến Tre, Trà Vinh, Tây Ninh, Quận 9 thành phố Hồ Chí Minh, Quận 2 thành phố Hồ Chí Minh.


Tiến hành phân lập, tách đơn bào tử, nhân sinh khối và thu sợi nấm các mẫu đã thu thập tại phòng thí nghiệm Công Nghệ Sinh Học Bảo Vệ Thực Vật Và Vi Sinh trƣờng Đại Học Nông Lâm thành phố Hồ Chí Minh.


Tiến hành chạy PCR để xác định sự hiện diện của gen Pr1, dùng phƣơng pháp RFLP để xác định sự đa dạng di truyền và đọc trình tự gen Pr1 của nấm Metarrhizium anisopliae tại Trung Tâm Phân Tích Thí Nghiệm Hoá – Sinh trƣờng Đại Học Nông Lâm thành phố Hồ Chí Minh.


3.2. Vật liệu và hoá chất

3.2.1. Vật liệu

3.2.1.1. Mẫu thí nghiệm

Đối tƣợng khảo sát là gen gây độc protease (Pr1) hiện diện ở nấm Metarrhizium anisopliae ký sinh trên côn trùng gây hại cây trồng. Các mẫu phân lập nấm Metarrhizium anisopliae đƣợc thu thâp trên một số côn trùng gây hại ở một số tỉnh thành trong nƣớc.
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Các mẫu nấm dùng chạy đối chứng là nấm Rhizoctonia solani, Corynespora, Beauveria bassiana đƣợc cung cấp bởi Nguyễn Thị Tiến Sỹ, Vũ Thị Quỳnh Chi, Trần Thị Thủy Tiên – lớp Công Nghệ Sinh Học K27 Đại Học Nông Lâm thành phố Hồ Chí Minh, 2005.

3.2.1.2. Các primer dùng trong khuếch đại gen và giải trình tự

Các primer đƣợc dùng để khuếch đại gen, giải trình tự đều đƣợc thiết kế bằng phần mềm Amplify v1.4. Các primer đƣợc tổng hợp bởi công ty IDT (Mỹ) do công ty Bio-Rad cung cấp.

3.2.2. Hoá chất và môi trƣờng

Các hoá chất đƣợc sử dụng trong đề tài này đƣợc sản xuất bởi Công ty Sigma, Merk, Amersham Biosence và Bio Rad.

3.2.2.1. Các hoá chất dùng để chiết tách DNA từ khối sợi nấm

Phenol bảo hoà trong TE pH 8,0


Chloroform


Isoamyl


Isopropanol


Ethanol 100%


Ethanol 70%


RNAse 1mg/ml


Nitơ lỏng


Dung dịch chiết xuất (lyssis buffer): 50mM Tris HCl, 50mM EDTA, 3%SDS, 1% - mercaptoethanol.


Hỗn hợp Phenol: Chloroform: Isoamyl (25:24:1)


3M sodium acetate (pH5,2)


Dung dịch TE 1X vô trùng: 10mM Tris HCl, 1mM EDTA, pH 8,0.


3.2.2.2. Các hoá chất dùng trong điện di

Gel agarose, thƣờng sử dụng gel có nồng độ 1% agarose.

Đệm TAE 0,5X dùng để pha gel agarose và làm dung dịch đệm trong chạy điện di với thành phần nhƣ sau:

Tris HCl


Na2EDTA 0,5M (pH8,0)





4,48 g

2ml
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Glacial acetic acid 1,14 ml Nƣớc cất vừa đủ 1 lít


Dung dịch nhuộm gel là Ethidium bromide 1% Ladder 100bp

3.2.2.3. Hoá chất cho phản ứng PCR (do công ty Bio - Rad cung cấp)

Taq DNA polymerase nồng độ 5UI/µl


Dung dịch đệm 10X: đi kèm với Taq


dNTP 10 mM


MgCl2 50 mM


Primer 1 (METPR1)


Primer 2 (METPR4)


Primer 3 (METPR2)


Primer 4 (METPR5)


3.2.2.4. Môi trƣờng

Môi trƣờng PGA


Môi trƣờng Agar


Môi trƣờng lỏng CZA


3.2.3. Các thiết bị chính

Các dụng cụ và thiết bị cần thiết cho một phòng thí nghiệm sinh học


phân tử.

Máy đo pH


Máy lắc


Máy ly tâm lạnh


Máy khuấy từ


Bộ điện di ngang HorizonR 558 (Life Technologies)


Máy PCR (PTC – 100 Programable Thermal Controller, MJ Raearch) Máy vortex


Máy chụp hình gel Bio –Rad


Máy đọc trình tự ABI PRISM 3100


3.3. Nội dung nghiên cứu

33

1. Phân lập, tách chủng nấm Metarrhizium anisopliae trên một số sâu hại cây trồng.

2. Sử dụng kỹ thuật PCR phát hiện gen liên quan tới tính độc của nấm

Metarrhizium anisopliae, gen protease (Pr1)

3. Xác định tính đa dạng di truyền của gen Pr1 nấm Metarrhizium anisopliae bằng phƣơng pháp Sequencing.

3.4. Phƣơng pháp nghiên cứu

3.4.1. Phân lập và tách chủng nấm Metarrhizium trên một số sâu hại cây

trồng

Thu thập những côn trùng bị nấm ký sinh chết ngoài tự nhiên ở một số tỉnh thành trong nƣớc đem về phòng thí nghiệm để phân lập nấm. Mẫu sâu bị nhiễm nấm đƣợc đặt vào đĩa petri có lót giấy ẩm để cho nấm phát triển. Nuôi cấy nấm trên môi trƣờng PGA, sau đó tách đơn bào tử để thu đƣợc từng đơn bào tử riêng lẻ phục vụ cho nghiên cứu tiếp theo.

3.4.1.1. Chuẩn bị môi trƣờng PGA

Cho các thành phần môi trƣờng PGA (xem phần phụ lục) vào nƣớc cất, pH của môi trƣờng đƣợc điều chỉnh tới giá trị 6,5 trƣớc khi đƣa vào nồi hấp ở 121oC và khoảng 20 phút. Sau khi để nguội, môi trƣờng đƣợc đổ vào đĩa petri sạch với 15 ml cho mỗi đĩa.

3.4.1.2. Phƣơng pháp tách bào tử

Dùng que cấy chấm vào bào tử cho vào cốc 10ml chứa nƣớc cất vô trùng, hoà tan đều. Dung dịch bào tử thu đƣợc trải đều trên lamle có phủ một lớp agar mỏng. Sau đó đem ủ ở nhiệt độ phòng qua đêm (khoảng 12 – 14 giờ) bào tử bắt đầu nảy mầm trên bề mặt môi trƣờng. Đặt lamle dƣới kính hiển vi quan sát những bào tử nào mọc mầm riêng lẻ, sau đó đánh dấu vùng có đơn bào tử. Dùng dao cắt cẩn thận, vùng cắt càng nhỏ thì độ chính xác càng cao. Sau khi cắt xong đặt vào đĩa môi trƣờng PGA chuẩn bị sẵn, đem ủ ở 23 1oC trong bóng tối vài ngày để cho đơn bào tử phát triển thành khuẩn lạc. Sử dụng khuẩn lạc này để nhân sinh khối sợi nấm.


Cách đặt tên mẫu: tên ký chủ + vùng lấy mẫu (đƣợc viết tắt bằng những chữ cái đầu) + số đơn bào tử (nếu có).
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3.4.2. Xác định qui trình PCR phát hiện gen Pr1 liên quan tới tính độc của nấm Metarrhizium anisopliae

3.4.2.1. Chuẩn bị môi trƣờng lỏng nhân sinh khối sợi nấm

Các mẫu phân lập đƣợc nuôi cấy trên môi trƣờng lỏng CZA (Czapek- Dox) (Tuite, 1969): 15g/500 ml Glucose, 2.5g/ 500 ml dịch chiết nấm men, 1.5g/500 ml KH2PO4, 0.25g/500 ml MgSO4-7H2O (hoặc 0.005g/500 ml FeSO4-H2O), pH 6.0-6.5.

Tất cả các hoá chất này cho vào cốc 500 ml nƣớc cất vô trùng và đặt vào máy khuấy từ nấu khoảng 20 phút. Sau đó đổ vào 10 bình tam giác, mỗi bình 50 ml đem hấp khử trùng 20 phút. Sợi nấm đƣợc băm nhỏ trực tiếp từ bề mặt của môi trƣờng PGA cho vào bình chứa môi trƣờng lỏng, để vào máy lắc điều chỉnh ở mức 160 vòng khoảng 72 giờ, sau đó ta thu đƣợc khối sợi nấm là những hạt tròn nhỏ li ti. Lọc lấy khối sợi nấm này qua giấy lọc (đã đƣợc khử trùng) và làm khô. Đặt khối sợi nấm vào giấy bạc và giữ ở -80oC.

3.4.2.2. Phƣơng pháp ly trích DNA

Quy trình tách chiết đƣợc cải tiến theo hƣớng đơn giản nhƣng vẫn đạt đƣợc hiệu quả tốt trong sử dụng làm khuôn mẫu cho phản ứng PCR (Leal, 1994) nhƣ sau:

Đặt 1 g sợi nấm đƣợc làm khô kiệt vào cối và nghiền nát trong dung dịch nitơ lỏng. Sau khi nghiền xong chuyển dung dịch này sang một eppendorf thể tích 1,5 ml. Lƣu ý trong công đoạn này cố gắng giữ cho bột nấm đƣợc nghiền không tan.


Thêm 400 l Lysis buffer, trộn đều hỗn hợp và đem ủ khoảng 1 giờ ở 65oC.


Lấy ống nghiệm ra khỏi dung dịch nƣớc ấm. Thêm vào khoảng 300 l Phenol: Chloroform: Isoamyl alcohol (25:24:1) lắc nhẹ, dung dịch lúc này có màu trắng đục nhƣ sữa.


Ly tâm 20 phút 13500 vòng ở nhiệt độ phòng.


Thu dung dịch (phần trên ống nghiệm ) sang một ống nghiệm khác, chất kết tủa DNA bởi sự thêm vào với thể tích tƣơng ứng 0.03 vol của 3M Sodium acetate và 0.5 vol của Isopropanol, trộn nhẹ nhàng nhƣng cẩn thận. Lúc này DNA kết tủa thành những sợi có màu trắng đục. Ly tâm 13500 vòng trong 1 phút ở nhiệt độ phòng.
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DNA kết tủa nằm dƣới đáy eppendorf, dùng ethanol 70% rửa DNA khoảng 3 lần, mỗi lần khoảng 300 l.


Làm khô DNA, hoà tan DNA trong dung dịch TE 1X và tồn trữ ở +4oC hoặc -20oC cho đến khi sử dụng.


3.4.2.3. Phƣơng pháp tinh sạch DNA

Các bƣớc tinh sạch DNA bằng RNAse nhƣ sau:

Cho hỗn hợp DNA pha loãng với nƣớc vào eppendorf (theo tỷ lệ 1:3)


Thêm vào 2  l RNAse vào hỗn hợp trên


Ủ ở 370C khoảng 30 giây.


Thêm vào 2  l Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol (25:24:1)


Ly tâm lấy phần trên sang ống khác.


Cho vào 800  l ethanol 100% và ủ ở -800C khoảng 30 phút.


Ly tâm bỏ phần dung dịch bên trên.


Làm khô DNA và cho vào TE.


Điện di và đọc kết quả


3.4.2.4. Khuếch đại gen Pr1-PCR

Đoạn DNA đƣợc khuếch đại theo phƣơng pháp PCR với cặp primer có trình tự cụ thể nhƣ sau:

· METPR1: 5’CAC TCT TCT CCC AGC CGT TC 3’

· METPR4 : 5’GTA GCT CAA CTT CCG CAC TC 3’ (Nguồn : Leger St., 1992)


Thành phần phản ứng gồm có:


	Thành phần
	Nồng độ cuối

	
	

	PCR buffer 10X không chứa MgCl2
	1X

	MgCl2, 25mM
	1.5mM

	PCR nucleotid mix (10mM mỗi dNTP)
	200mM mỗi dNTP

	Mồi xuôi 1.2  g/  l
	50ng
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	Mồi ngƣợc 1.3  g/  l
	50ng

	Tag DNA polymerase 5UI/  l
	0.04UI

	DNA khuôn mẫu
	125ng

	Nƣớc cất 2 lần vô trùng
	vừa đủ 50  l

	
	



Quy trình PCR khuếch đại gen Pr1


	Các bƣớc
	Nhiệt độ
	Thời gian

	
	
	

	Tách đoạn DNA
	900C
	4 phút

	Số chu kỳ lặp lại (37 chu kỳ)
	
	

	-Tách đoạn DNA
	940C
	1 phút

	-Ủ bắt cặp
	530C
	1 phút

	- Kéo dài
	720C
	2 phút

	Kéo dài
	720C
	6 phút

	Ủ
	40C
	10 phút


Quy trình nhiệt của phản ứng PCR đƣợc cụ thể hóa qua hình 3.1

	94oC
	94oC
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	72oC
	72oC

	
	
	
	
	
	
	
	

	4’
	1’
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	53oC
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	2’
	
	6’
	4oC

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	1’
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	10’



Hình 3.1: Chu kỳ nhiệt của phản ứng PCR

3.4.2.5. Điện di trên gel agarose

Cho 0.125 gram agarose vào 12.5ml dung dịch 0.5X TAE
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Đun sôi hỗn hợp trên khoảng 2 phút trong lò viba Để nguội ở nhiệt độ phòng.


Đổ gel vào bể điện di (đặt lƣợc tạo giếng trƣớc khi đổ gel), chú ý tránh bọt khí trên gel.


Để nguội ở nhiệt độ phòng khoảng 30 phút, cẩn thận rút lƣợc ra khỏi gel, cho dung dịch 0.5X TAE vào bể điện di sao cho bảo đảm ngập gel khoảng 1-1.5cm.


Trộn 5 l sản phẩm PCR với 2 l loading dye 6X trên mặt giấy paraffin. Cho hỗn hợp vào các giếng của gel: gồm có giếng than chuẩn, giếng đối chứng và các giếng chứa các mẫu cần xác định kiểu gen, vận hành máy điện di trong 30 phút ở 100V và 250mA.


3.4.2.6. Đọc kết quả điện di


Sau khi điện di ngâm gel trong hỗn hợp ethidium bromide 1 l/ml và TAE 0,5X trong 15 phút.


Rửa lại bằng nƣớc nhiều lần và đặt vào máy chụp gel hiệu Bio-Rad (phần mềm quantity one 2000).


Ethidium bromide liên kết với DNA sẽ phát sáng dƣới tia UV, kết quả sẽ xuất hiện những băng sáng trên gel.


Xác định kết quả dự kiến: đối với cặp primer METPR1/METPR4 thì trên màn hình xuất hiện băng có kích thƣớc 1,5kb.


3.4.3. Sử dụng phƣơng pháp giải trình tự để xác định và phát hiện sự sai khác trong trình tự của gen Pr1

Sau khi chạy PCR chúng tôi tiến hành đọc trình tự sản phẩm PCR vừa khuếch đại để xác định chính xác đây là đoạn gen gây độc Pr1 và nhằm xác định trình tự nucleotide của đoạn gen Pr1 này, từ đó so sánh với ngân hàng gen thế giới.

Đầu tiên phải tiến hành tinh sạch sản phẩm PCR để việc đọc trình tự đạt đƣợc kết quả cao.

3.4.3.1. Tinh sạch sản phẩm PCR

1. Lấy GFX cho vào ống thu dịch lọc đã khử trùng sạch (số lƣợng GFX tƣơng ứng với số mẫu cần tinh sạch).

2. Cho vào GFX 500µl capture buffer.
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3. Cho 100 µl sản phẩm PCR vào GFX.

4. Trộn đều lên xuống bằng pipette khoảng 4-6 lần.

5. Ly tâm với tốc độ khoảng 12000 vòng trong 30 giây ở 40C.

6. Loại bỏ dung dịch trong ống thu dịch lọc, sau đó đặt lại GFX vào ống thu dịch lọc.

7. Thêm 500µl wash buffer vào cột GFX. Ly tâm ở tốc độ 12000 vòng khoảng 30 giây ở 40C.

8. Loại bỏ ống thu dịch lọc và chuyển GFX sang effpendorf mới.

9. Thêm 50µl elution buffer trực tiếp vào giữa cột GFX.

10. Giữ ở nhiệt độ phòng khoảng 1 phút.

11. Ly tâm 10000 vòng trong 1 phút ở 40C.

Sản phẩm tinh sạch đƣợc bảo quản ở 40C

3.4.3.2. Lƣợng DNA thích hợp cho phản ứng đọc trình tự

Sản phẩm DNA PCR có thể định lƣợng bằng cách đo OD ở bƣớc sóng 260nm hoặc bằng phƣơng pháp khác nhƣ chạy với Mass.

Lƣợng DNA sử dụng cho phản ứng đọc trình tự thay đổi theo kích thƣớc sản phẩm DNA sau khi chạy PCR.


	Mẫu
	Lƣợng DNA cần tƣơng ứng

	
	

	Sản phẩm PCR
	

	100-200 bp
	1-3 ng

	200-500 bp
	3-10 ng

	500-1000 bp
	5-20 ng

	1000-2000 bp
	10-40 ng

	>2000 bp
	20-50 ng

	Mạch đơn
	25-50 ng

	Mạch đôi
	150-300 ng

	Cosmid, BAC
	0.5-1 µg

	Genome DNA của vi khuẩn
	2-3 µg
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Lƣợng sản phẩm PCR sử dụng cho đọc trình tự cũng dựa vào sự tinh sạch của sản phẩm PCR.

3.4.3.3. Thành phần của phản ứng đọc trình tự

Buffer đƣợc sử dụng ở nồng độ 5X nhƣng nồng độ cuối cùng phải đạt là 1X


	Thành phần
	Nồng độ
	Thể tích

	
	
	

	Ready reaction premix
	2,5 X
	4µl

	BigDye Sequencing Buffer
	5 X
	2µl

	Primer
	3.2 pmol
	1µl

	Temlate
	10-40 ng
	1µl

	Nƣớc
	
	cho đến 10 µl

	
	
	


3.4.3.4. Quy trình nhiệt của phản ứng PCR trong đọc trình tự

1. Đặt tube vào máy PCR và chỉnh đến thể tích chính xác

2. Biến tính hoàn toàn: 960C trong 1 phút

3. Lặp lại 25 chu kỳ: 960C trong 10 giây

500C trong 5 giây

600C trong 4 phút

4. Giữ ở 40C

3.4.3.5. Tinh sạch sản phẩm PCR

Tinh sạch bằng phƣơng pháp Ethanol/ EDTA precipitation.

Cho 5µl EDTA vào mỗi eppendorf. Chú ý phải cho vào giữa eppendorf.


Thêm vào 60µl ethanol 100% vào mỗi eppendorf.
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Trộn lên xuống cẩn thận khoảng 4 lần.


Ủ ở nhiệt độ phòng khoảng 15 phút.


Ly tâm với tốc độ 12000 vòng trong 30 phút.


Lƣu ý: các bƣớc phải thực hiện liên tục. Nếu không thực hiện liên tục thì phải cộng thêm 2 phút trƣớc khi thực hiện bƣớc tiếp theo.


Lấy eppendorf ra khỏi máy ly tâm và loại bỏ phần dung dịch bên trên.


Thêm vào 60µl ethanol 70%


Ly tâm 12000 vòng trong 15 phút ở 40C


Thu lấy DNA, dùng giấy bạc bịt kín eppendorf lại để bảo quản tốt hơn


Làm khô DNA


Cho vào DNA đã làm khô 2µl hidi


Tiến hành biến tính DNA ở 950C trong 5 phút. Sau đó load mẫu vào máy đọc trình tự và tiến hành cài đặt chƣơng trình máy để bắt đầu đọc trình tự.
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CHƢƠNG 4: KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

4.1. Phân lập, tách chủng nấm Metarrhizium anisopliae trên một số sâu hại cây trồng.

Qua quá trình thu thập mẫu bệnh ở một số tỉnh thành, chúng tôi đã phân lập đƣợc 12 nguồn nấm ký sinh trên nhiều loại sâu hại ở nhiều loại cây trồng khác nhau. Các nguồn nấm có ký hiệu nhƣ sau: RBCQ92, RBCQ915, BDQ96, BDTV1, BDTN4, BXĐLA3, BXĐTV7, SCLLLA1, RNBT1.5, BXĐLA8, BDLA8, BXĐTG1. Tên nguồn nấm đƣợc ký hiệu theo công thức: ký chủ + nơi thu thập + số đơn bào tử (nếu có).

Bảng 4.1: Nguồn nấm Metarrhizium anisopliae đƣợc thu thập ở một số địa phƣơng dùng trong thí nghiệm


	Ký chủ
	Tên la tinh
	Cây trồng
	Địa điểm thu thập

	
	
	
	

	Rầy bông cúc
	Icerya aegyptiaca Dg.
	Sầu riêng
	Quận 9 TP HCM

	Rầy bông cúc
	Icerya aegyptiaca Dg.
	Sầu riêng
	Quận 2 TP HCM

	Bọ dừa
	Brontispa longissima
	Dừa
	Quận 9 TP HCM

	Bọ dừa
	Brontispa longissima
	Dừa
	Trà Vinh

	Bọ dừa
	Brontispa longissima
	Dừa
	Long An

	Bọ dừa
	Brontispa longissima
	Dừa
	Tây Ninh

	Bọ xít đen
	Scotinophara coartata Fab. Lúa
	Long An

	Bọ xít đen
	Scotinophara coartata Fab. Lúa
	Trà Vinh
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	Bọ xít đen
	Scotinophara coartata Fab. Lúa
	Tiền Giang

	Sâu cuốn lá lúa
	Parnara guttata B&G.
	Lúa
	Long An

	Rầy nâu
	Nilaparvata lugens Stal.
	Lúa
	Bến Tre

	
	
	
	



	Hình 4.1: Nấm
	
	Hình 4.2: Nấm Metarrhizium

	Metarrhizium anisopliae
	
	anisopliae ký sinh trên bọ dừa

	ký sinh trên rầy nâu
	
	

	
	
	

	
	
	



	Hình 4.3: Nấm Metarrhizium
	Hình 4.4: Nấm Metarrhizium

	anisopliae ký sinh trên sâu cuốn lá lúa
	anisopliae ký sinh trên bọ xít đen

	
	


Từ các nguồn nấm thu thập đƣợc chúng tôi tiến hành tách đơn bào tử để tạo dòng thuần, nuôi cấy sợi nấm trong môi trƣờng lỏng CZA.
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Hình 4.5: Sự nảy mầm của bào tử nấm dƣới kính hiển vi ở độ phóng đại 400 lần


Hình 4.6: Khuẩn lạc nấm Metarrhizium anisopliae sau khi tách đơn bào tử

4.2. Sử dụng phƣơng pháp PCR phát hiện gen liên quan đến tính độc của nấm Metarrhizium anisopliae, gen protease (Pr1).

4.2.1. Quy trình ly trích DNA của các mẫu nấm Metarrhizium anisopliae.

Giai đoạn tách chiết DNA là một giai đoạn khá đơn giản nhƣng nó lại đóng vai trò quan trọng đầu tiên cho phép phản ứng PCR thành công hay không.Việc tách chiết phải đảm bảo có lƣợng DNA có trong mẫu. Các thao tác phải nhẹ nhàng để tránh DNA bị gãy. Kết quả tách chiết có ý nghĩa cao là phải đảm bảo độ tinh khiết cao để phản ứng PCR có thể xảy ra.

Với mục đích sử dụng qui trình tách chiết đơn giản mà vẫn đảm bảo đƣợc lƣợng DNA có thể khuếch đại đƣợc đoạn gen Pr1 mong muốn, chúng tôi thực hiện tách chiết DNA nhƣ phƣơng pháp nhƣ trên.
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Sau khi tiến hành tách chiết DNA theo đúng qui trình, chúng tôi thu đƣợc lƣợng DNA của các mẫu nhƣ sau:


DNA thu đƣợc

Phần tạp

nhiễm

Hình 4.7: Kết quả ly trích DNA của các nguồn nấm Metarrhizium

anisopliae

Tuy nhiên, để đảm bảo cho phản ứng xảy ra tốt hoặc biết đƣợc nguyên nhân nếu phản ứng PCR không xảy ra, chúng tôi cố gắng hoàn thiện tốt từng giai đoạn. Sản phẩm ly trích còn nhiều tạp nhiễm, do đó chúng tôi tiến hành loại bỏ tạp nhiễm bằng RNAse. Kết quả tinh sạch đem lại kết quả rất tốt, đã loại bỏ đƣợc tạp nhiễm.
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DNA thu

đƣợc

Phần tạp

nhiễm

Hình 4.8: DNA của các nguồn nấm Metarrhizium anisopliae sau khi đƣợc

xử lý với RNAse

Kết quả cho thấy hầu hết các mẫu ly trích đều tốt. Nhƣng do thao tác còn kém nên sản phẩm DNA ly trích bị gãy và còn nhiều tạp nhiễm. Do đó, giai đoạn tinh sạch bằng RNAse rất cần thiết. Kết quả tinh sạch bằng RNAse rất khả quan, các mẫu DNA hầu nhƣ không còn tạp nhiễm. Tuy giai đoạn tinh sạch bằng RNAse sẽ làm gãy một lƣợng nhỏ DNA nhƣng không gây ảnh hƣởng nhiều đến chất lƣợng DNA mà còn giúp cho giai đoạn chạy PCR đƣợc dễ dàng hơn.

4.2.2. Kết quả phản ứng PCR

Phản ứng PCR chịu ảnh hƣởng của nhiều yếu tố nhƣ nồng độ DNA, nhiệt độ bắt cặp của primer, nhiệt độ kéo dài, sự cân đối giữa các thành phần của phản ứng PCR. Phản ứng PCR xảy ra tốt trong điều kiện DNA ly trích phải đúng, phải đảm bảo DNA có nồng độ và độ tinh sạch nhất định. Đối với nấm Metarrhizium anisopliae trong nghiên cứu này thì nồng độ DNA thích hợp là 125ng. Nồng độ DNA cao hay thấp phụ thuộc vào việc pha loãng DNA trong dung dịch đệm (TE 1X) hay nƣớc vô trùng.

Phản ứng PCR thích hợp cho sự khuếch đại gen Pr1 của nấm Metarrhizium anisopliae với cặp mồi METPR1/METPR4 có điều kiện nhƣ sau:


	Thành phần
	Nồng độ đầu
	Thể tích hút
	Nồng độ cuối

	
	
	
	

	Dung dịch đệm
	10X
	2.5  l
	1X
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	dNTP
	10mM
	
	0.5  l
	200  M mỗi dNTP

	MgCl2
	50mM
	
	1
	l
	2mM

	Primer 1
	1.2
	g/
	l
	2
	l
	114ng

	Primer 2
	1.3
	g/
	l
	2
	l
	114ng

	Taq polymerase
	5UI/  l
	
	0.5  l
	2.5UI

	DNA khuôn
	125ng
	
	1
	l
	125ng

	Nƣớc
	
	
	
	15.5
	l



	Tổng thể tích là 25
	l
	

	
	
	

	Quy trình nhiệt :
	Tách đoạn DNA:
	940C 4 phút

	
	Số chu kỳ lặp lại:
	37 chu kỳ

	
	-Tách đoạn DNA
	940C 1 phút

	
	-Ủ bắt cặp
	530C 1 phút

	
	-Kéo dài
	720C 2 phút

	
	Kéo dài
	760C 6 phút


Sau khi hoàn thiện đƣợc quy trình phản ứng PCR đáng tin cậy cho việc xác định sự hiện diện của gen gây độc Pr1, chúng tôi tiến hành phân tích những dòng nấm Metarrhizium thu thập đƣợc và các dòng nấm khác nhƣ Beauveria bassiana, Rhizoctonia, Corynespora làm đối chứng để xác định tần số xuất hiện tƣơng đối của gen Pr1.

Sản phẩm PCR thu đƣợc là một đoạn DNA dài khoảng 1.5kb. Trong 12 nguồn nấm phân lập đƣợc thì chỉ có 5 nguồn nấm có xuất hiện đoạn băng có kích thƣớc 1.5kb sau khi điện di. Đó là các nguồn: BXĐTG1, BXĐTV7, BXĐLA3, RBCQ915, RBCQ2. Cũng cùng điều kiện PCR nhƣ thế, các nguồn nấm khác là Beauveria bassiana (là nấm ký sinh côn trùng gây hại), Rhizoctonia (gây bệnh trên lúa), Corynespora (gây bệnh rụng lá trên cao su) không xuất hiện băng 1.5kb. Kết quả này hoàn toàn phù hợp với nghiên cứu của Leal S.C.M. (1997) đã nghiên cứu trên 40 dòng nấm Metarrhizium ở Mỹ. Kết quả, chỉ có những nguồn nấm có xuất hiện band 1.5kb là

	có gen gây độc Pr1.
	
	
	
	
	
	
	

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
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2 kb

1.5 kb

1 kb

Hình 4.9: Kết quả phát hiện gen Pr1 của các dòng nấm qua PCR

1: BXĐTV7,  2:  Beauveria  bassiana,  3:  BXĐLA3,  4:  Rhizoctonia,  5:

Corynespora, 6: RBCQ915, 7: BXĐTG1, 8: RBCQ2.

Có nhiều lý do giải thích cho việc những dòng nấm Metarrhizium còn lại không xuất hiện gen Pr1. Thứ nhất , bản thân dòng nấm Metarrhzium đó chứa gen Pr1 có sự sai khác đáng kể trong vùng primer liên kết trên gen, do đó dẫn đến primer không thể bắt cặp đƣợc và không khuếch đại tạo sản phẩm . Trong trƣờng hợp này, cũng có thể do những dòng nấm khi nuôi cấy đơn bào tử không đƣợc thuần, có sự tạp nhiễm giữa các dòng nấm Metarrhizium khác nhau mà mỗi dòng có thể có gen Pr1 khác nhau. Thứ ba là những dòng nấm Metarrhizium đã bị tạp nhiễm những dòng nấm khác trong phòng thí nghiệm khi phân lập và tách đơn bào tử. Một khả năng nữa không thể thiếu là chính những dòng nấm Metarrhizium đó có độc tính yếu hoặc không có sự hiện diện của gen Pr1 do bị mất đi một đoạn chromosome (Wang C., Skrobek A. and Butt T.M., 2003).

Kết quả PCR đã đƣa ra một tần số không cao về sự hiện diện của gen Pr1 ở Metarrhizium (5/12). Trong đó, bọ xít đen là ký chủ có khả năng đƣợc phát hiện gen gây độc Pr1 nhiều nhất với cặp mồi METPR1/METPR4. Do số lƣợng mẫu còn hạn chế nên chƣa đánh giá một cách tổng quát sự hiện diện của Pr1 cũng nhƣ sự phân bố của nấm Metarrhizium trong tự nhiên. Chúng tôi sẽ tiếp tục nghiên cứu với số lƣợng mẫu lớn hơn nếu có điều kiện.
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4.2.3. Xác định trình tự nucleotide trong đoạn gen gây độc Pr1 của nấm Metarrhizium.

Để xác định chính xác đoạn gen khuếch đại đƣợc từ PCR là gen gây độc Pr1, chúng tôi tiến hành giải trình tự đoạn gen này bằng máy đọc trình tự tự động ABI PRISM 3100. Bƣớc đọc trình tự này cũng nhằm khẳng định mức độ tin cậy của quy trình PCR khuếch đại gen Pr1 và xác định sự sai khác giữa các dòng nấm Metarrhizium trong nƣớc với nhau cũng nhƣ giữa dòng nấm Metarrhizium trong nƣớc và thế giới.

Sản phẩm PCR với cặp mồi METPR1/METPR4 đƣợc tinh sạch bằng kit: GFX PCR DNA and GelBand Purification kit (Amersham Biosciences) và đọc trình tự bằng cặp mồi METPR5/METPR2 – là cặp mồi đƣợc thiết kế nằm bên trong cặp mồi METPR1/METPR4.

Còn nhiều hạn chế về thời gian thực hiện đề tài cũng nhƣ hóa chất, chúng tôi chỉ tiến hành giải trình tự hai mẫu BXĐTG1 và BXĐTV7. Kích thƣớc đoạn gen Pr1 khá dài nên việc đọc trình tự gặp nhiều khó khăn. Kết quả trình tự đọc đƣợc không đảm bảo độ chính xác 100%. Những đoạn trình tự lúc primer bắt đầu đọc và lúc primer sắp kết thúc quá trình đọc thì có những tín hiệu rất xấu, không rõ ràng. Chúng tôi sẽ lấy một đoạn trình tự đáng tin cây nhất sau khi đọc bằng hai mồi xuôi và ngƣợc để phân tích trong những bƣớc tiếp theo. Một đoạn trình tự của gen Pr1 dài khoảng 1038 bp của mẫu BXĐTG1và BXĐTV7 nhƣ sau:

1 GGATGATATTGCCCGGATCGCTACCGATGACAAGGTCATCGCTCTTACCTCCAAAGCGCG 60

61 ACTTCGTTTACGAGCACGCCTTCCATGGGTTTGCAGGCTCCCTCACCAAGGAGGAGCTGA 120

121 AGATGCTTCGTGAGCACCCCGGTGTAAGTTCCCCCTCCCACTTACCTAGGTAGTCAAAGG 180

181 AGACATGTAGTTGTTTGTTCCTGACCCGCTGCGCCATAGGTCGATTTCATTGAGAAGGAC 240

241 GCTGTGATGCGTATCAGCGGCCTCACTGAGCAGAGCGGTGCTCCCTGGGGTCTTGGGCGC 300

301 ATCTCTCACCGCAGTAGGGGAAGCACCACCTATCGCTACGATGATAGTGCTGGTGAGGGT 360

361 ACTTGCGTATATATCATTGACACTGGTATTGAGGCCTCCCACCCCGTAAGTTGTGCCGCC 420

421 AAAACTCCATAGGGAGGAGTAGGAAATTTAACAATATCATCCAGGAGTTTGAGGGTCGCG 480

481 CCACTTTTCTTAGGAGCTTCATCAGCGGTCAAGAAACTGATGGCCACGGCCATGGGACTC 540

541 ACTGCGCTGGTACCATTGGTAGCAAAAGCTACGGTGTTGCCAAAAAGGCTAAGCTCTATG 600
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601 GTGTCAAGGTTCTTGACAACCAGGGCAGTGGTTCCTACTCCGGTATCATCAGTGGCATGG 660

661 ACTACGTTGCCAGTGACTCCAAGACCCGCGGCTGCCCCAAAGGCGCCATTGCTTCCATGA 720

721 GCCTGGGAGGTGGCTACTCGGCGTCCGTCAACCAAGGTGCTGCTGCTTTGGTGAATTCTG 780

781 GTGTCTTCCTTGCCGTCGCCGCTGGCAACGATAACCGGGATGCCCAGAACACCTCTCCCG 840

841 CTTCCGAGCCTTCTGCCTGCACTGTTGGTGCCACTGATTCAAGTGACAGACGATCTTCCT 900

901 TCTCCAACTTCGGCAGAGTTGTCGATATTTTCGCTCCTGGTACCGGTGTTCTTTCCACCT 960

961 GGATTGGTGGCAGCACTGTAAGTATTGTACCTACCTCGATAAGCTTAGAGACAGCCTTT 1020

1021 TGCTTCAGAACCAGCTCT 1038

Trình tự của các nguồn nấm trên genbank đƣợc sử dụng trong các phân tích tiếp theo có thông tin cụ thể đƣợc nêu ở bảng 4.2.

Bảng 4.2: Các nguồn nấm Metarrhizum trên genbank đƣợc dùng để so

sánh.


	Accession
	
	
	

	number
	Tác giả
	Nguồn nấm
	Ký chủ

	
	
	
	

	AY389128
	Wang C.
	M. anisopliae var anisopliae
	Rầy nâu

	AY389135
	Wang C.
	M. anisopliae var anisopliae
	Chƣa biết

	AY389134
	Wang C.
	M. anisopliae var anisopliae
	Rầy nâu

	AY389130
	Wang C.
	M. anisopliae var acridum
	Schistocerca picefrons

	
	
	
	(Acrididae)

	AY389131
	Wang C.  M. anisopliae var acridum
	Schistocerca picefrons

	
	
	
	(Acrididae)

	AJ416695
	Bagga S.  M. anisopliae var anisopliae
	Con tằm

	
	
	
	


50

Trình tự các mẫu nấm Metarrhizium anisopliae sau khi tiến hành so sánh bằng phần mềm Clustal W có kết quả nhƣ bảng 4.3

Bảng 4.3: So sánh trình tự nucleotid đoạn gen Pr1 của hai mẫu BXĐTG1, BXĐTV7 với các trình tự trên genbank.

AJ416695
GGATGATATTGCCCGTATCGCTACCGATGATACGGTGAGCGCTCTTACCTCCAAAGCCGA

AY389134
GGATGATATTGCCCGTATCGCTACCGATGATACGGTGAGCGCTCTTACCTCCAAAGCCGA

MAU8.1
GGATGATATTGCCCGTATCGCTACCGATGACAAGGTCAGCGCTCTTACCTCCAAAGCCGA

MAU5.1
GGATGATATTGCCCGTATCGCTACCGATGACAAGGTCAGCGCTCTTACCTCCAAAGCCGA

AY389128
GGATGATATTGCCCGTATCGCTACCGATGACAAGGTCAGCGCTCTTACCTCCAAAGCCGA

AY389135
GGATGATATTGCCCGTATCGCTACCGATGACAAGGTCAGCGCTCTTACCTCCAAAGCCGA

AY389131
GGATGATATTGCCCGTATCGCTACCGATGACACGGTCAGCGCTCTTACCTCCAAAGCCGA

AY389130
GGATGATATTGCCCGTATCGCTACCGATGACACGGTCAGCGCTCTTACCTCCAAAGCCGA

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

AJ416695
CTTCGTTTACGAGCACGCCTTCCATGGGTTTGCAGGCTCCCTCACCAAGGAGGAGCTGAA

AY389134
CTTCGTTTACGAGCACGCCTTCCATGGGTTTGCAGGCTCCCTCACCAAGGAGGAGCTGAA

MAU8.1
CTTCGTTTACGAGCACGCCTTCCATGGGTTTGCAGGCTCCCTCACCAAGGAGGAGCTGAA

MAU5.1
CTTCGTTTACGAGCACGCCTTCCATGGGTTTGCAGGCTCCCTCACCAAGGAGGAGCTGAA

AY389128
CTTCGTTTACGAGCACGCCTTCCATGGGTTTGCAGGCTCCCTCACCAAGGAGGAGCTGAA

AY389135
CTTCGTTTACGAGCACGCCTTCCATGGGTTTGCAGGCTCCCTCACCAAGGAGGAGCTGAA

AY389131
CTTCGTTTACGAGCACGCCTTCCATGGGTTTGCAGGCTCCCCCACCAAGGAGGAGCTGAA

AY389130
CTTCGTTTACGAGCACGCCTTCCATGGGTTTGCAGGCTCCCTCACCAAGGAGGAGCTGAA

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

AJ416695
GATGCTTCGTGAGCACCCCGGTGTAAGTACCCCCTCCCACTTACCTAGGTAGTCAAAGGA

AY389134
GATGCTTCGTGAGCACCCCGGTGTAAGTACCCCCTCCCACTTACCTAGGTAGTCAAAGGA

MAU8.1
GATGCTTCGTGAGCACCCCGGTGTAAGTTCCCCCTCCCACTTACCTAGGTAGTCAAAGGA

MAU5.1
GATGCTTCGTGAGCACCCCGGTGTAAGTTCCCCCTCCCACTTACCTAGGTAGTCAAAGGA

AY389128
GATGCTTCGTGAGCACCCCGGTGTAAGTACCCCCTCCCACTTACCTAGGTAGTCAAAGGA

AY389135
GATGCTTCGTGAGCACCCCGGTGTAAGTACCCCCTCCCACTTACCTAGGTAGTCAAAGGA

AY389131
GATGCTTCGTGAGCACCCCGGTGTAAGTACCCCCTCCCACTTACCTAGGTAGTCAAGGGA

AY389130
GATGCTTCGTGAGCACCCCGGTGTAAGTACCCCCTCCCACTTACCTAGGTAGTCAAGGGA

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

AJ416695
GACATGTAGTTGTTTGTTCCTGACCCGCTGCGCCATAGGTCGATTTCATTGAGAAGGACG

AY389134
GACATGTAGTTGTTTGTTCCTGACCCGCTGCGCCATAGGTCGATTTCATTGAGAAGGACG

MAU8.1
GACATGTAGTTGTTTGTTCCTGACCCGCTGCGCCATAGGTCGATTTCATTGAGAAGGACG

MAU5.1
GACATGTAGTTGTTTGTTCCTGACCCGCTGCGCCATAGGTCGATTTCATTGAGAAGGACG

AY389128
GACATGTAGTTGTTTGTTCCTGACCCGCTGCGCCATAGGTCGATTTCATTGAGAAGGACG

AY389135
GACATGTAGTTGTTTGTTCCTGACCCGCTGCGCCATAGGTCGATTTCATTGAGAAGGACG

AY389131
GACATGTAGGTGTTTGTTGCTGACCCGCTGCCCCATAGGTCGATTTCATTGAGAAGGACG

AY389130
GACATGTAGGTGTTTGTTGCTGACCCGCTGCCCCATAGGTCGATTTCATTGAGAAGGACG

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

AJ416695
CTGTGATGCGTATCAGCGGCATCACTGAGCAGAGCGGTGCTCCCTGGGGTCTTGGGCGCA

AY389134
CTGTGATGCGTATCAGCGGCATCACTGAGCAGAGCGGTGCTCCCTGGGGTCTTGGGCGCA

MAU8.1
CTGTGATGCGTATCAGCGGCCTCACTGAGCAGAGCGGTGCTCCCTGGGGTCTTGGGCGCA

MAU5.1
CTGTGATGCGTATCAGCGGCCTCACTGAGCAGAGCGGTGCTCCCTGGGGTCTTGGGCGCA

AY389128
CTGTGATGCGTATCAGCGGCCTCACTGAGCAGAGCGGTGCTCCCTGGGGTCTTGGGCGCA

AY389135
CTGTGATGCGTATCAGCGGCCTCACTGAGCAGAGCGGTGCTCCCTGGGGTCTTGGGCGCA
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	AY389131
	CCGTGATGCGTATCAGCGGCATCACTGAGCAGAGCGGTGCTCCCTGGGGTCTTGGGCGCA

	AY389130
	CCGTGATGCGTATCAGCGGCATCACTGAGCAGAGCGGTGCTCCCTGGGGTCTTGGGCGCA

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

	AJ416695
	TCTCTCACCGCAGTAAGGGAAGCACCACCTATCGCTACGATGATAGTGCTGGTCAGGGTA

	AY389134
	TCTCTCACCGCAGTAAGGGAAGCACCACCTATCGCTACGATGATAGTGCTGGTCAGGGTA

	MAU8.1
	TCTCTCACCGCAGTAGGGGAAGCACCACCTATCGCTACGATGATAGTGCTGGTGAGGGTA

	MAU5.1
	TCTCTCACCGCAGTAGGGGAAGCACCACCTATCGCTACGATGATAGTGCTGGTGAGGGTA

	AY389128
	TCTCTCACCGCAGTAGGGGAAGCACCACCTATCGCTACGATGATAGTGCTGGTGAGGGTA

	AY389135
	TCTCTCACCGCAGTAGGGGAAGCACCACCTATCGCTACGATGATAGTGCTGGTGAAGGTA

	AY389131
	TCTCACACCGCCAGAAGGGAAGCACCACCTATCGCTACGATGATAGTGCCGGTGAGGGTA

	AY389130
	TCTCACACCGCCAGAAGGGAAGCACCACCTATCGCTACGATGATAGTGCCGGTGAGGGTA

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

	AJ416695
	CTTGCGTATATATCATTGACACTGGTATTGAGGCCTCCCACCCCGTAAGTTGTGCCGTCA

	AY389134
	CTTGCGTATATATCATTGACACTGGTATTGAGGCCTCCCACCCCGTAAGTTGTGCCGTCA

	MAU8.1
	CTTGCGTATATATCATTGACACTGGTATTGAGGCCTCCCACCCCGTAAGTTGTGCCGCCA

	MAU5.1
	CTTGCGTATATATCATTGACACTGGTATTGAGGCCTCCCACCCCGTAAGTTGTGCCGCCA

	AY389128
	CTTGCGTATATATCATTGACACTGGTATTGAGGCCTCCCACCCCGTAAGTTGTGCCGCCA

	AY389135
	CTTGCGTATATATCATTGACACTGGTATTGAGGCCTCCCACCCCGTAAGTTGTGCCGCCA

	AY389131
	CTTGCGTATATATCATTGACACTGGTATTGAGGCCTCCCACCCCGTAAGTTGTGCCGTCA

	AY389130
	CTTGCGTATATATCATTGACACTGGTATTGAGGCCTCCCACCCCGTAAGTTGTGCCGTCA

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

	AJ416695
	AAACTCCATAGTGCGGAGTAGGAAATTTAACAATATCATCCAGGAGTTTGAGGGTCGCGC

	AY389134
	AAACTCCATAGTGCGGAGTAGGAAATTTAACAATATCATCCAGGAGTTTGAGGGTCGCGC

	MAU8.1
	AAACTCCATAGGGAGGAGTAGGAAATTTAACAATATCATCCAGGAGTTTGAGGGTCGCGC

	MAU5.1
	AAACTCCATAGGGAGGAGTAGGAAATTTAACAATATCATCCAGGAGTTTGAGGGTCGCGC

	AY389128
	AAACTCCATAGGGAGGAGTAGGAAATTTAACAATATCATCCAGGAGTTTGAGGGTCGCGC

	AY389135
	AAACTCCATAGGGCGGAGTAGGAAATTTAACAATATCATCCAGGAGTTTGAGGGTCGCGC

	AY389131
	AAACTCCATAGCGCGGAGTAGGAAATTTAACAATATCATCCAGGAGTTTGAGGGTCGCGC

	AY389130
	AAACTCCATAGCGCGGAGTAGGAAATTTAACAATATCATCCAGGAGTTGGAGGGTCGTGC

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

	AJ416695
	CACTTTTCTTAAGAGCTTCATCAGCGGTCAAAACACTGATGGCCACGGCCATGGGACTCA

	AY389134
	CACTTTTCTTAAGAGCTTCATCAGCGGTCAAAACACTGATGGCCACGGCCATGGGACTCA

	MAU8.1
	CACTTTTCTTAGGAGCTTCATCAGCGGTCAAGAAACTGATGGCCACGGCCATGGGACTCA

	MAU5.1
	CACTTTTCTTAGGAGCTTCATCAGCGGTCAAGAAACTGATGGCCACGGCCATGGGACTCA

	AY389128
	CACTTTTCTTAGGAGCTTCATCAGCGGTCAAGAAACTGATGGCCACGGCCATGGGACTCA

	AY389135
	CACTTTTCTTAGGAGCTTCATCAGCGGTCAAGAAACTGATGGGCACGGCCATGGGACTCA

	AY389131
	CACTTTTCTTAAGAGCTTCATCAGCGGTCAAACCTCTGATGGCCACGGCCATGGGACTCA

	AY389130
	CACTTTTCTAAAGAGCTTCATCAGCGGTCAAACCTCTGATGGCCACGGCCATGGGACTCA

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

	AJ416695
	CTGCGCTGGTACCATTGGTAGCAAGACCTACGGTGTTGCCAAAAAGGCTAAGCTCTATGG

	AY389134
	CTGCGCTGGTACCATTGGTAGCAAGACCTACGGTGTTGCCAAAAAGGCTAAGCTCTATGG

	MAU8.1
	CTGCGCTGGTACCATTGGTAGCAAAAGCTACGGTGTTGCCAAAAAGGCTAAGCTCTATGG

	MAU5.1
	CTGCGCTGGTACCATTGGTAGCAAAAGCTACGGTGTTGCCAAAAAGGCTAAGCTCTATGG

	AY389128
	CTGCGCTGGTACCATTGGTAGCAAAAGCTACGGTGTTGCCAAAAAGGCTAAGCTCTATGG

	AY389135
	CTGCGCTGGTACCATTGGTAGCAAAAGCTACGGTGTTGCCCAAAAGGCTAAGCTCTATGG

	AY389131
	CTGCGCTGGTACCATTGGTAGCAAAAGCTACGGTGTTGCCAAAAAGGCTAAGCTCTATGG

	AY389130
	CTGCGCTGGTACCATTGGTAGCAAAAGCTACGGCGTTGCCAAAAAGGTTAAGCTCTATGG

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

	AJ416695
	TGTCAAGGTTCTTGACAACCAGGGCAGTGGTTCCTACTCCGGTATCATCAGTGGCATGGA

	AY389134
	TGTCAAGGTTCTTGACAACCAGGGCAGTGGTTCCTACTCCGGTATCATCAGTGGCATGGA

	MAU8.1
	TGTCAAGGTTCTTGACAACCAGGGCAGTGGTTCCTACTCCGGTATCATCAGTGGCATGGA

	MAU5.1
	TGTCAAGGTTCTTGACAACCAGGGCAGTGGTTCCTACTCCGGTATCATCAGTGGCATGGA

	AY389128
	TGTCAAGGTTCTTGACAACCAGGGCAGTGGTTCCTACTCCGGTATCATCAGTGGCATGGA

	AY389135
	TGTCAAGGTTCTTGACAACCAGGGCAGTGGTTCCTACTCCGGTATCATCAGTGGCATGGA

	AY389131
	TGTCAAGGTTCTTGACAACCAGGGCAGTGGTTCCTACTCCGGTATCATCAGTGGCATGGA

	AY389130
	TGTCAAGGTTCTTGACAACCAGGGCAGTGGTTCCTACTCCGGTATCATCAGTGGCATGGA

	
	************************************************************
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	AJ416695
	CTACGTTGCACAGGACTCCAAGACCCGCGGCTGCCCCAACGGCGCCATTGCTTCCATGAG

	AY389134
	CTACGTTGCACAGGACTCCAAGACCCGCGGCTGCCCCAACGGCGCCATTGCTTCCATGAG

	MAU8.1
	CTACGTTGCCAGTGACTCCAAGACCCGCGGCTGCCCCAAAGGCGCCATTGCTTCCATGAG

	MAU5.1
	CTACGTTGCCAGTGACTCCAAGACCCGCGGCTGCCCCAAAGGCGCCATTGCTTCCATGAG

	AY389128
	CTACGTTGCCAGTGACTCCAAGACCCGCGGCTGCCCCAAAGGCGCCATTGCTTCCATGAG

	AY389135
	CTACGTTGCCAGTGACTCCAAGACCCGCGGCTGCCCCAAAGGCGCCATTGCTTCCATGAG

	AY389131
	CTACGTTGCACAGGACTCCAAGACCCGCGGCTGCCCTAAAGGCGCCATTGCTTCCATGAG

	AY389130
	CTACGTTGCACAGGACTCCAAGACCCGCGGCTGCCCTAAAGGCGCCATTGCTTCCATGAG

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

	AJ416695
	CCTGGGAGGTGGCTACTCGGCGTCCGTCAACCAAGGTGCTGCTGCTTTGGTCAATTCTGG

	AY389134
	CCTGGGAGGTGGCTACTCGGCGTCCGTCAACCAAGGTGCTGCTGCTTTGGTCAATTCTGG

	MAU8.1
	CCTGGGAGGTGGCTACTCGGCGTCCGTCAACCAAGGTGCTGCTGCTTTGGTGAATTCTGG

	MAU5.1
	CCTGGGAGGTGGCTACTCGGCGTCCGTCAACCAAGGTGCTGCTGCTTTGGTGAATTCTGG

	AY389128
	CCTGGGAGGTGGCTACTCGGCGTCCGTCAACCAAGGTGCTGCTGCTTTGGTGAATTCTGG

	AY389135
	CCTGGGAGGTGGCTACTCGGCGTCCGTCAACCAAGGTGCTGCTGCTTTGGTGAATTCTGG

	AY389131
	CCTGGGAGGTGGCTACTCGGCGTCCGTCAACCAAGGTGCTGCTGCTTTGGTCAATTCTGG

	AY389130
	CCTGGGAGGTGGCTACTCGGCGTCCGTCAACCAAGGTGCTGCTGCTTTGGTCAATTCTGG

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

	AJ416695
	TGTCTTCCTTGCCGTCGCCGCTGGCAACGATAACCGGGATGCCCAGAACACCTCTCCCGC

	AY389134
	TGTCTTCCTTGCCGTCGCCGCTGGCAACGATAACCGGGATGCCCAGAACACCTCTCCCGC

	MAU8.1
	TGTCTTCCTTGCCGTCGCCGCTGGCAACGATAACCGGGATGCCCAGAACACCTCTCCCGC

	MAU5.1
	TGTCTTCCTTGCCGTCGCCGCTGGCAACGATAACCGGGATGCCCAGAACACCTCTCCCGC

	AY389128
	TGTCTTCCTTGCCGTCGCCGCTGGCAACGATAACCGGGATGCCCAGAACACCTCTCCCGC

	AY389135
	TGTCTTCCTCGCCGTCGCCGCTGGCAACGATAACCGGGATGCCCAGAACACCTCTCCCGC

	AY389131
	TGTCTTCCTTGCCGTCGCCGCTGGCAACGATAACCGGGATGCCCAGAACACCTCTCCCGC

	AY389130
	TGTCTTCCTTGCCGTCGCCGCTGGCAACGATAACCGGGATGCCCAGAACACCTCTCCCGC

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

	J416695
	TTCCGAGCCTTCTGCCTGCACTGTTGGTGCCTCTGCGGAAAATGACAGCCGATCTTCCTT

	AY389134
	TTCCGAGCCTTCTGCCTGCACTGTTGGTGCCTCTGCGGAAAATGACAGCCGATCTTCCTT

	MAU8.1
	TTCCGAGCCTTCTGCCTGCACTGTTGGTGCCACTGATTCAAGTGACAGACGATCTTCCTT

	MAU5.1
	TTCCGAGCCTTCTGCCTGCACTGTTGGTGCCACTGATTCAAGTGACAGACGATCTTCCTT

	AY389128
	TTCCGAGCCTTCTGCCTGCACTGTTGGTGCCACTGATTCAAGTGACAGACGATCTTCCTT

	AY389135
	TTCCGAGCCTTCTGCCTGCACTGTTGGTGCCACTGATTCAAGTGACAGACGATCTTCCTT

	AY389131
	TTCCGAGCCTTCTGCCTGCACTGTTGGTGCCACTGATTCAAATGACAACCGATCTTCCTT

	AY389130
	TTCCGAGCCTTCTGCCTGCACTGTTGGTGCCACTGATTCAAATGACAACCGATCTTCCTT

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

	AJ416695
	CTCCAACTACGGCAGAGTTGTCGATATTTTCGCTCCTGGTAGCAATGTTCTTTCCACCTG

	AY389134
	CTCCAACTACGGCAGAGTTGTCGATATTTTCGCTCCTGGTAGCAATGTTCTTTCCACCTG

	MAU8.1
	CTCCAACTTCGGCAGAGTTGTCGATATTTTCGCTCCTGGTACCGGTGTTCTTTCCACCTG

	MAU5.1
	CTCCAACTTCGGCAGAGTTGTCGATATTTTCGCTCCTGGTACCGGTGTTCTTTCCACCTG

	AY389128
	CTCCAACTTCGGCAGAGTTGTCGATATTTTCGCTCCTGGTACCGGTGTTCTTTCCACCTG

	AY389135
	CTCCAACTTCGGCAGAGTTGTCGATATTTTCGCTCCTGGTACCGGTGTTCTTTCCACCTG

	AY389131
	CTCCAACTACGGCAAAGTTGTCGATATTTTCGCTCCTGGTACCGGTGTTCTTTCCACCTG

	AY389130
	CTCCAACTACGGCAAAGTTGTCGATATTTTCGCTCCTGGTACCGGTGTTCTTTCCACCTG

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

	AJ416695
	G-ATTGGTGGCCGCACAGTAAGTATTGTACCT----CGATAAGCTCGGAGACACGCTTTT

	AY389134
	G-ATTGGTGGCCGCACAGTAAGTATTGTACCT----CGATAAGCTCGGAGACACGCTTTT

	MAU8.1
	GGATTGGTGGCAGCACTGTAAGTATTGTACCTACCTCGATAAGCTTAGAGACAGGCTTTT

	MAU5.1
	G
	G
	ATTGGTGGCAGCACTGTAAGTATTGTACCTACCTCGATAAGCTTAGAGACAGGCTTTT

	AY389128
	G-ATTGGTGGCAGCACTGTAAGTATTGTACCTACCTCGATAAGCTTAGAGACAGGCTTTT

	AY389135
	G-ATTGGTGGCAGCACTGTAAGTATTGTACCTACCTCGATAAGCTTAGAGACAGGCTTTT

	AY389131
	G-ATTGGTGGCAGCACTGTAAGTATTGTACCTACCTCGATAAGCTTAGAGATACGCTTTT

	AY389130
	G-ATTGGTGGCAGCACTGTAAGTATTGTACCTACCTCGATAAGCTTAGAGACACGCTTTT

	
	* ********* **** ***************
	*********
	**** * ******
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AJ416695
GCTTCAGCACCAGCTCT

AY389134
GCTTCAGCACCAGCTCT

MAU8.1
GCTTCAGAACCAGCTCT

MAU5.1
GCTTCAGAACCAGCTCT

AY389128
GCTTCAGAACCAGCTCT

AY389135
GCTTCAGAACCAGCTCT

AY389131
GCTTCAGCACCAGCTC-

AY389130
GCTTCAGCACCAGCTC-

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

Chú thích: MAU8.1 là mẫu BXĐTG1, MAU5.1 là mẫu BXĐTV7.

Kết quả so sánh cho thấy:

· Hai nguồn nấm BXĐTG1 và BXĐTV7 không có sự khác nhau về trình tự nucleotide của đoạn gen Pr1 thu đƣợc. Hai nguồn nấm này đƣợc phân lập trên cùng một ký chủ là bọ xít đen chỉ có nơi phân lập là khác nhau. Tiền Giang và Trà Vinh là hai vùng không có sự khác nhau đáng kể về mặt điều kiện tự nhiên. Do đó, trong trƣờng hợp này vị trí địa lí không thể hiện sự ảnh hƣởng đối với sự đa dạng của gen

Pr1. Nếu có điều kiện chúng tôi sẽ giải trình tự trên nhiều ký chủ cũng nhƣ vùng phân lập khác nhau để có kết quả chính xác hơn.

· Trình tự gen Pr1 của hai nguồn nấm BXĐTG1 và BXĐTV7 có độ tƣơng đồng khá cao với các công bố trên genbank (thấp nhất là 96% đối với hai mẫu AY389130 và AY389131). Chúng tôi khẳng định đây chính là gen Pr1 của nấm

· Kết quả so sánh có ý nghĩa nhất là đã phát hiện đƣợc hai vị trí đột biến ở BXĐTG1 và BXĐTV7 so với 6 mẫu của genbank. Hai đột biến đó là đột biến chèn một G và đột biến thay A thành T (vị trí có gạch dƣới). Điều đó chứng tỏ dòng nấm

Metarrhizium annisopliae ở Việt Nam có khác biệt so với thế giới. Dựa trên sự khác biệt này để thiết kế những primer chuyên biệt cho những dòng nấm Metarrhizium ở Việt Nam. Điều đó sẽ giúp cho tần số phát hiện gen Pr1 cao hơn.

Kết quả khác biệt giữa các mẫu nấm Metarrhizium anisopliae của Việt Nam so với thế giới là điều hoàn toàn có thể xảy ra. Bởi lẻ, vị trí địa lý có sự khác biệt rất lớn về điều kiện tự nhiên, khí hậu và thời tiết. Bản thân các nguồn nấm genbank cung cấp cũng có sự khác biệt. Điều đó chứng tỏ có nhiều yếu tố ảnh hƣởng đến sự đa dạng di truyền của gen Pr1, cụ thể nhƣ vị trí địa lý, ký chủ, cây trồng.

Cây phát sinh loài đƣợc vẽ bằng chƣơng trình phylip của phần mềm Treeview cũng chứng minh cụ thể mức độ tƣơng đồng giữa các mẫu qua hình 4.10.
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M. anisopliae var.

anisopliae

(AY389135)

M. anisopliae var. anisopliae

M. anisopliae var. anisopliae (AY389128)
	M. anisopliae
	M. anisopliae

	var. acridum
	

	(AY389130)
	var. anisopliae

	
	(AY389134)

	
	M. anisopliae

	
	var. acridum

	
	(AY389131)
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Hình 4.10: Cây phát sinh loài của các nguồn nấm Metarrhizium anisopliae Đơn vị di truyền là 0.01

CHƢƠNG 5: KẾT LUẬN VÀ ĐỀ NGHỊ

5.1. Kết luận

5.1.1. Phân lập, tách chủng nấm Metarrhizium.
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· Phân lập và tách chủng nấm đƣợc 12 nguồn nấm Metarrhizium anisopliae
trên các côn trùng khác nhau: bọ xít đen, bọ dừa, sâu cuốn lá lúa, rầy bông cúc, rầy nâu ở các tỉnh Tiền Giang, Trà Vinh, Tây Ninh, Long An, Bến Tre, Quận 9 – Thành phố Hồ Chí Minh, Quận 2 – thành phố Hồ Chí Minh.

5.1.2. Phƣơng pháp ly trích DNA và kỹ thuật PCR.

· Quy trình tách chiết DNA đơn giản, đảm bảo lƣợng DNA thu đƣợc có độ tinh sạch cao phục vụ tốt cho việc chạy PCR. Quy trình tách chiết thực hiện nhƣ ở mục 3.4.2.2 và mục 3.4.2.2

· Sử dụng kỹ thuật PCR đã cho phép phát hiện gen gây độc  Pr1 ở nấm

Metarrhizium với cặp mồi METPR1/METPR4 với các thành phần hóa chất và chu kỳ nhiệt cụ thể đã đƣợc hoàn thiện.

· Với 12 dòng nấm Metarrhizium đƣợc phân tích, chúng tôi đã tìm ra 5 dòng nấm có gen Pr1: BXĐTG1, BXĐTV7, BXĐLA3, RBCQ915, RBCQ2.

5.1.3. Phƣơng pháp đọc trình tự gen Pr1.

· Tiến hành giải trình tự đoạn gen Pr1 với cặp mồi METPR2/METPR5 xác định đƣợc chính xác đoạn gen Pr1 của các dòng nấm Metarrhizium. Kết quả phân tích thu đƣợc một đoạn của gen Pr1 có kích thƣớc khoảng 1038bp ở cả hai mẫu BXĐTG1 và BXĐTV7.

· Trình tự của hai mẫu BXĐTG1 và BXĐTV7 giống nhau 100% nhƣng so với các mẫu trên genbank thì có một vài sai khác (có độ tƣơng đồng 96 – 99.8%).

5.2. Đề nghị

Với những thuận lợi sẵn có về trang thiết bị, điều kiện làm việc và nguồn nấm

Metarrhizium đã xuất hiện khắp nơi ở nƣớc ta, chúng tôi có một vài đề nghị nhƣ sau:

· Tiếp tục thu thập với số lƣợng mẫu lớn hơn từ nhiều địa phƣơng trong cả nƣớc nhằm làm phong phú thêm bộ giống các chủng nấm ký sinh côn trùng phân lập từ tự nhiên ở Việt Nam. Việc phân tích trên nhiều nguồn nấm sẽ đánh giá chính xác hơn về mức độ của gen Pr1 giữa các dòng nấm có ký chủ cũng nhƣ vị trí địa lý khác

nhau.

· Dùng phƣơng pháp cloning để chuyển gen Pr1 vào plasmid và giữ lại gen này cho những nghiên cứu tiếp theo. Đọc trình tự bằng phƣơng pháp cloning sẽ cho ta một đoạn trình tự của gen Pr1 hoàn chỉnh. Từ những đột biến trong trình tự giúp cho việc
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thiết kế primer mới để việc phát hiện gen Pr1 dễ dàng hơn trên những đối tƣợng côn trùng khác nhau ở những cây trồng khác nhau.
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PHỤ LỤC

1. Cách thức pha một số hóa chất cần thiết

Pha lysis buffer
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Lysis buffer có các thành phần cụ thể nhƣ sau: Tris HCl 50mM, EDTA 50mM, SDS 3%, - mercaptoethanol 1%.


· Cho vào beaker một thể tích nƣớc siêu sạch gần bằng với thể tích dung dich buffer mong muốn.

· Lần lƣợt cho các thành phần khác: Tris HCl, EDTA và SDS vào dung dịch với một lƣợng sao cho đảm bảo nồng độ cuối cùng nhƣ mong muốn.


- Khuấy đều cho hỗn hợp hòa tan, sau đó cho
- mercaptoethanol vào.

· Khuấy đều và chuẩn độ cho dung dịch lysis buffer đạt pH 8. Nếu sao khi chuẩn độ thể tích cuối cùng chƣa đạt nhƣ mong muốn thì thêm nƣớc cất siêu sạch vào cho đạt thể tích mong muốn.

Pha Phenol

· Hòa tan 100g phenol (tinh thể) đặt trong bồn ủ nhiệt ở 650C (phải bịt kín dụng cụ đựng phenol khi hòa tan).

· Sau khi phenol đã tan hoàn toàn, thêm vào 100ml dung dịch bazơ 0.5M, pH8.

· Khuấy từ 10 phút, để yên ở nhiệt độ phòng cho đến khi hỗn hợp tách thành hai pha, hút bỏ phần dung dịch bên trên một cách cẩn thận. Lƣu ý các thao tác này nên thực hiện ở trong tủ hood và phải luôn giữ phenol trong tối để tránh oxy hóa và nguy hiểm đến sức khỏe.

· Tiếp tục cho vào 100ml dung dịch tris HCl 0.5M, pH8.

· Khuấy từ 10 phút, để yên ở nhiệt độ phòng cho đến khi dung dịch tách làm hai pha, hút bỏ phần dung dịch bên trên.

· Lập lại chu ký này một lần nữa. Sau đó phủ lên trên dung dịch phenol thu đƣợc một lớp TE 1X (50ml).

· Bảo quản phenol trong tối (dùng bình đựng có màu tối hoặc bịt kín bình bằng


giấy bạc).


Pha dung dịch TE 1X

Thành phần gồm: 10mM Tris HCl, 1mM EDTA, pH8

Trƣớc hết pha dung dịch Tris HCl stock, pH8.


Cho dung dịch Tris HCl và EDTA vào nƣớc tinh sạch.


Khuấy đều và chuẩn độ pH đến 8.


2. Thành phần môi trƣờng
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· Môi trƣờng thạch PGA

	Khoai tây
	200g

	Agar
	15-20 g

	Glucose
	20g

	Nƣớc cất đủ
	1000ml


· Môi trƣờng thạch Agar

	Agar
	18g

	Nƣớc đủ
	1000ml


· Môi trƣờng lỏng CZA (Czapek – Dox):

	Glucose
	15g

	Yeast extract không có agar
	2,5 g

	NaNO3
	1,5 g

	KH2PO4
	0,5 g

	MgSO4.7H2O
	0,25g

	Nƣớc cất đủ
	500 ml


3. Kết quả đọc trình tự

Kết quả đọc trình tự qua các tín hiệu dạng bit màu. Mẫu 8.1 là mẫu BXĐTG1 đọc với primer xuôi (METPR5), mẫu BXD_P5 là mẫu BXĐTV7 đọc với primer xuôi (METPR5).

