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TÓM TẮT 

Trong s ố 23 chủng nấm ký sinh trên r ệp sáp h ại cà phê chúng tôi đã thu th ập và phân l ập từ năm 
2009 đến nay, có 8 ch ủng khó giám định đến loài b ằng ph ương pháp hình thái h ọc, nên chúng tôi s ử 
dụng ph ương pháp gi ải trình t ự gene và so sánh v ới ngân hàng gene thông qua giao di ện tìm ki ếm 
BLAST nucleotide-nucleotide đặt tại National Center for Biotechnology Information, Be thesda, M ỹ để 
giám định. K ết qu ả cho th ấy 8 mẫu này thu ộc 6 loài khác nhau, trong đó: hai m ẫu BR2 và BR5 là loài 
Beauveria bassiana; hai m ẫu MR4 và MR7 là loài Metarhizium anisopliae; mẫu BR12 là loài 
Cephalosporium lanoso-niveum, mẫu BR7 là loài Cordyceps nutans, mẫu BR15 là loài 
Toxicocladosporium sp., BR16 là loài Paecilomyces cicadae 

Từ khóa: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, nấm ký sinh, r ệp sáp. 

SUMMARY 

Since 2009 up to date, we collected and isolated 23  strains of mycopathogens from coffee scale 
insects, among them 8 strains were difficult to ide ntify by morphology. Thus, we applied method of 
DNA sequencing and compared with the GeneBank by BL AST nucleotide-nucleotide from the National 
Center for Biotechnology Information, Bethesda, USA  for identification. The results revealed that 
these  8 strains belong to 6 species as follow: BR2  and BR5 are Beauveria bassiana; MR4 and MR7 are 
Metarhizium anisopliae; BR12 is Cephalosporium lanoso-niveum; BR7 is Cordyceps nutans; BR15 is 
Toxicocladosporium sp.; and BR16 is Paecilomyces cicadae. 
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1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Từ năm 2009 đến nay, Viện Bảo vệ 
thực vật đã thu thập và phân lập được 23 
chủng nấm ký sinh trên rệp sáp hại cà 
phê, đây là những nguồn vật liệu quý để 
phục vụ cho công tác nghiên cứu sản xuất 
chế phẩm để phòng trừ rệp sáp trên đồng 

ruộng, tuy nhiên, có một số chủng nấm rất 
khó giám định đến loài bằng hình thái học. 
Trên thế giới, hiện nay đã có một số nước 
giải trình tự gene của nấm ký sinh côn 
trùng và đăng ký trong ngân hàng gene 
của thế giới đặt tại Mỹ (Driver và Milner, 
1998).  Ở Việt Nam, Trường Đại học Nông 
Lâm thành phố Hồ Chí Minh đã xác định 
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16 mẫu nấm Metarhizium anisopliae và 
chia làm 2 nhóm Ma-VN1, Ma-VN2 đã 
được đăng ký trên ngân hàng dữ liệu 
GenBank (Võ Thị Thu Oanh và cs., 2009), 
tuy nhiên nhóm tác giả mới chỉ đi sâu 
nghiên cứu 1 loài nấm côn trùng. Giám 
định loài bằng so sánh trình tự gene đảm 
bảo độ chính xác cao và cho kết quả đồng 
nhất ở mọi pha sinh trưởng của nấm 
(Lawrence, 1997). Chính vì thế, nghiên cứu 
này sử dụng phương pháp giải trình tự 
gene và so sánh với ngân hàng gene để 
giám định đến loài nhằm đảm bảo độ chính 
xác cao cho công tác phân loại. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Tách chiết ADN 

Vi sinh vật được nuôi cấy trên môi 
trường Sabouraud. Lấy 1 vòng que cấy 
khuẩn ty vào ống eppendorf vô trùng, thêm 
500 µl 2 × SSC (sodium chloride and sodium 
citrate) vào mỗi ống. Lắc đều và giữ ở 99°C 
trong 10 phút. Ly tâm 13000 vòng/phút 
trong 2 phút. Hút bỏ phần dịch và tiến hành 
rửa tế bào 1 lần bằng nuớc cất vô trùng. 
Thêm khoảng 100 µl hạt thủy tinh có đường 
kính 0,2 - 0,5 mm (Roth, Đức), 100 µl dung 
dịch phenol/chloroform (tỉ lệ 1:1) và 100 µl 
nước cất vô trùng. Lắc ở 1400 vòng/phút 
trong 10 phút trên máy Thermocomfort 
(Eppendorf, Đức) sau đó ly tâm 13000 
vòng/phút trong 10 phút. Lấy phần dịch 
trong phía trên có chứa ADN làm khuôn cho 
phản ứng PCR không kết tủa và rửa bằng 
ethanol (White & cs., 1991). ADN sau khi 
tách chiết được giữ ở -20°C. 

2.2. Định tên vi sinh vật bằng giải trình 

tự 

Phân đoạn rADN của vi sinh vật được 
khuyếch đại bằng mồi ITS1, ITS4: 

ITS1 5’ to 3’:  
 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 

ITS4 5’ to 3’:  
 GGTCCGTGTTTCAAGACGG 

Trên thiết bị GeneAmp® PCRSystem 
9700 (PE Applied Biosystem, Mỹ) với 
chương trình nhiệt được thiết lập với pha 
biến tính ở 94°C trong 2 phút kế tiếp là 35 
chu kỳ nhiệt (94°C trong 30 giây, 52 °C 
trong 30 giây và 72 °C trong 1 phút). Quá 
trình khuyếch đại được hoàn tất ở 72 °C 
trong 7 phút và sau đó sản phẩm PCR được 
bảo quản ở 10°C. 

Sản phẩm PCR được tinh chiết hoặc thổi 
gel bằng QIAEX II (Qiagen, Đức) theo 
khuyến cáo của hãng. Trình tự ADN được 
đọc bằng phương pháp “dideoxy chain 
termination” với việc sử dụng kit AmpliTaq 
(Amersham) theo hướng dẫn của hãng. Máy 
đọc trình tự, model 377 của hãng Applied 
Biosystem được sử dụng. Các chuỗi ADN 
được so sánh với GeneBank thông qua giao 
diện tìm kiếm BLAST nucleotide-nucleotide 
đặt tại National Center for Biotechnology 
Information, Bethesda, Mỹ. Các chuỗi liên 
quan được chuyển tải về sau đó xử lý bằng 
phần mềm BioEdit (Hall, 1999) và so sánh 
bằng ClustalX (Thompson & cs., 1997). 

3. KẾT QUẢ V� THẢO LUẬN 

Trong số 23 chủng nấm ký sinh trên 
rệp sáp cà phê đã phân lập, có 8 chủng với 
đặc điểm hình thái về khuẩn lạc, cành bào 
tử và bào tử khó giám định được đến loài, 
nên sử dụng công nghệ đọc trình tự DNA 
và so sánh với ngân hàng gene. Các chủng 
và mồi sử dụng trong nghiên cứu và kết 
quả nghiên cứu sau khi giải mã trình tự 
gene từng chủng, so sánh độ tương đồng 
với các trình tự tham chiếu được trình bày 
trong bảng 1. 
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Bảng 1. Kết quả định tên các mẫu nấm ký sinh trên rệp sáp hại cà phê 

TT Mẫu Trình tự Mồi Loài gần nhất 
Trình tự tham 

chiếu Độ tương đồng 

1 BR2 VT589 ITS1 Beauveria bassiana GQ249879 527/527 (100%) 

2 BR5 VT590 ITS4 Beauveria bassiana GQ249879 512/513 (99,8%) 

3 
BR12 

VT591 ITS1 
Cephalosporium lanoso-
niveum 

AJ292396 518/519 (99,8%) 

4 BR7 VT592 ITS4 
Cordyceps nutans 

 
AF224274 541/541 (100%) 

5 BR15 VT629-VT630 ITS1 Toxicocladosporium sp. EU040243 243/255 (95,3%) 

6 MR4 VT631-VT632 ITS4 Metarhizium anisopliae FJ545308 552/552 (100%) 

7 MR7 VT633-VT634 ITS1 Metarhizium anisopliae AF134150 474/475 (99,8%) 

8 BR16 VT635-VT636 ITS4 Paecilomyces cicadae AB085888 543/543 (100%) 

 

Qua bảng 1 cho thấy, mẫu BR2 sau khi 
giải trình tự gen và so sánh với ngân hàng 
genbank có độ tương đồng 527/527 cặp 
nucleotide (đạt 100%) với loài Beauveria 
bassiana; mẫu BR5 có độ tương đồng 
512/513 cặp nucleotide (đạt 99,8%) là loài 
Beauveria bassiana; mẫu BR12 là loài 
Cephalosporium lanoso-niverum, độ tương 
đồng 518/519 cặp nucleotide (đạt 99,8%); 
mẫu BR7 có độ tương đồng 541/541 cặp 
nucleotide với loài Cordyceps nutans (đạt 
100%); Toxicocladosporium sp. là loài gần 
nhất với mẫu BR15 (độ tương đồng đạt 
95,3%, 243/255 cặp nucleotide); mẫu MR4, 

MR7 tương đồng 100% và 99,8 % với loài 
Metarhizium anisopliae; mẫu BR16 tương 
đồng 100% với loài Paecilomyces cicadae (đạt 
543/543 cặp nucleotide). 

Với kết quả giám định này chúng tôi 
thấy trên rệp sáp có 6 loài nấm bệnh ký sinh 
gây bệnh, với nguồn nấm ký sinh đa dạng 
này là nguồn vật liệu quan trọng cho việc 
nghiên cứu ứng dụng chúng trong sản xuất 
chế phẩm sinh học để phòng trừ rệp sáp hại 
cà phê. Đây là kết quả nghiên cứu đầu tiên 
về thành phần các loài nấm ký sinh trên rệp 
sáp hại cà phê tại Việt Nam. 

Sơ đồ trình tự gene của các chủng nấm đã giám định như sau: 

- BR2 (VT589) 

TCCCTAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCCCG
GACGCGGACTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCTTGTATTCCAGCATCTTC
TGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCT
CTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGT
TCGAGCGTCATTTCAACCCTCGACCTCCCCTTGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAG
CACACCGCCGGCCCTGAAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGCAGTAA
TACAGCTCGCACCGGGACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGT
TGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAA
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AGAAACCAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAAAATT
GAAATCTGGCTCTCAGGGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGCGAGGTGCC 

Beauveria bassiana 

Tương đồng 527/527 (100%) với trình tự GenBank GQ249879 

- BR5 (VT590) 

CTAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCCCGGA
CGCGGACTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCTTGTATTCCAGCATCTTCTG
AATACGCCGCAAGGCAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCT
GGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTC
GAGCGTCATTTCAACCCTCGACCTCCCCTTGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGC
ACACCGCCGGCCCTGAAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGCAGTAAT
ACAGCTCGCACCGGGACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTT
GACCTCGAATCAGGTAGGACTACCcCGCTGAACTTAAGCATATCAA 

Beauveria bassiana 

Tương đồng 512/513 (99,8%) với trình tự GenBank GQ249879 

- BR12 (VT591) 

GTGAACCTACCTTTATGTTGCTTCGGCGGTCTCGCGCCGGGTTGCTCCCTTGGGGG
CTCCCGGGACCACGCGTCCGCCGGAGACCAAAAACTCTTGATTTTGCGAAAGCAGTATT
ATTCTGAGTGGCCGAAAGGCAAAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCT
TGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAAT
TCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATG
CCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAGCTCGTCTTCATTGACGAGATCGGTGTTGGG
ACCCGGCGAGCGGGGACTCTTGTCCCCTGCCGGCCCCGAAATTCAGTGGCGGCCCGTT
GCGGCGACCTCTGCGTAGTAACTTAACCTCGCACCGGTAACAGCATCGTGGCCACGCCG
TAAAACCCCCGACTTTTTTAAGGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTA
AGCATATCAATAAGCGGGA 

Cephalosporium lanoso-niveum 

Tương đồng 518/519 (99,8%) với trình tự GenBank AJ292396 

- BR7 (VT592) 

AAACCCTTATGTGAACATACCATGATGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCGGCGTCCG
GACGGCCTAGCGCCGCCCGCGGCCCGGATCCAGGCGGCCGCCGGAGACCACCAAAACT
ATTTTGTATCAGCAGTTTTTTCTGAATCCGCCGCAAGGCAAAACAAATGAATCAAAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTA
ATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAG
CATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGACTTCCCTTTGGGGAA
ATCGGCGTTGGGGACTGGCAGCATACCGCCGGCCCCGAAATGGAGTGGCGGCCCGTCC
GCGGCGACCTCTGCGTAGTAATCCAACCTCGCACCGGAACCCCGACGTGGCCACGCCGT
AAAACACCCCACTTTCTGAACGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTA
AGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGT
GAAGCGGCAACAGCTC 
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Cordyceps nutans 

Tương đồng 541/541 (100%) với trình tự GenBank AF224274 

- BR15 (VT629-VT630) 

CCGTCCTCCGTGACGGGCTGCTACCAACCCTTTGGTGGCCGACCGCGATGCCTCCG
GGGCGACCCTGACCTTCGGGTTTTGGGGGACCCCGGGTGGACACCTAAACTCTGCGTAA
CTTTGTAGTCTGAGTAATAGATTAAATCAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTT
CTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGCAATTGCAAAATTCAA
GTGAAATCATCGAAATCTTT 

EU040243 Toxicocladosporium irritans 

Identities = 243/255 (95%), Gaps = 7/255 (3%) 

- MR4 (VT631-VT632) 

CGAGTTATCCAACTCCCAACCCCTGTGAATCATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGG
ACTTCGCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGG
TTAAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGA
ACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTT
GAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACGC
CCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGGCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAG
CCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAGCA
CTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTTG
ACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG
AAACCAACAGGGATTGCCCCA 

FJ545308 Metarhizium anisopliae 

Identities = 552/552 (100%), Gaps = 0/552 (0%) 

- MR7 (VT633-VT634) 

ACTCCCAACCCCTGTGAATCATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCC
GCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAAAT
GAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
GCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCC
CCTGTGGACTTTGTGTTGGGGATCGGCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAA
ATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAGCACTCGCAACAGG
AGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTTGACCCTCGAATC
AGG 

AF134150 Metarhizium anisopliae 

Identities = 474/475 (99%), Gaps = 1/475 (0%) 

- BR16 (VT635-VT636) 

ACTCCCAACCCTTCTGTGAACCTACCCATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCGT
CCGGACGGCCCTGCGCCGGCCCGCGACCTGGACCCAGGCGGCCGCCGGAGACCACGCA
ACCCTGTATCCATCAGTCTCTCTGAATCCGCCGCAAGGCAACACAAATGAATCAAAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTA
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ATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAG
CATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGACGTCCCCTGGGACGT
CGGCCTTGGGGACCGGCAGCACCCCGCCGGCCCTGAAATAGAGTGGCGGCCCGTCCGC
GGCGACCTCTGCGCAGTACAACCACTCGCACCGGGAACCCGACGCGGCCCGCCGTGAA
ACCCCCAACCTCTGAACGTTGACCTCGGATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCA
TATCAATAAGCGGAGG 

AB085888 Paecilomyces cicadae 

Identities = 543/543 (100%), Gaps = 0/543 (0%) 

4. KẾT LUẬN 

Định loại bằng phương pháp giải trình 
tự 8 mẫu khó giám định được bằng hình 
thái, kết quả cho thấy 8 mẫu này thuộc 6 
loài khác nhau, trong đó: 2 mẫu BR2 và BR5 
là loài Beauveria bassiana; 2 mẫu MR4 và 
MR7 là loài Metarhizium anisopliae; mẫu 
BR12 là loài Cephalosporium lanoso-
niveum, mẫu BR7 là loài Cordyceps nutans, 
mẫu BR15 là loài Toxicocladosporium sp., 
BR16 là loài Paecilomyces cicadae. Đặc biệt 
loài Toxicocladosporium sp. là loài lần đầu 
tiên công bố tại Việt Nam. 
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