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¸P DôNG C¸C Kü THUËT DNA §Ó PH¢N LO¹I HAI GIèNG TUYÕN TRïNG 
STEINERNEMA TRAVASSOS, 1927 Vµ HETERORHABDITIS POINAR, 1975 

ë VIÖT NAM 
 

NGUYÔN NGäC CH¢U, PHAN KÕ LONG 

ViÖn Sinh th¸i vµ Tµi nguyªn sinh vËt 

C¸c ®Æc tr−ng ph©n tö DNA, ®Æc biÖt vïng 
phiªn m) ITS-rDNA, ®) trë thµnh c«ng cô ®¾c 
lùc trong viÖc ®Þnh lo¹i tuyÕn trïng nãi chung 
vµ tuyÕn trung ký sinh g©y bÖnh cho c«n trïng 
(entomopathogenic nematodes = epn) thuéc 2 
gièng Steinernema vµ Heterorhabditis nãi riªng. 
§Æc tr−ng ph©n tö DNA kh«ng nh÷ng cho phÐp 
ph©n biÖt cÊp ®é ph©n lo¹i cña c¸c taxon tuyÕn 
trïng mµ cßn chØ ra mèi quan hÖ hä hµng vµ ph¶ 
hÖ ph¸t sinh cña chóng.  

C¸c loµi tuyÕn trïng epn thuéc 2 gièng 
Steinernema vµ Heterorhabditis lµ c¸c loµi ký 
sinh b¾t buéc vµ g©y bÖnh cho c«n trïng. §©y lµ 
nhãm tuyÕn trïng cã triÓn väng rÊt lín trong 
phßng trõ sinh häc s©u h¹i. HiÖn nay, trªn thÕ 
giíi ®) ph¸t hiÖn kho¶ng 30 loµi thuéc gièng 
Steinernema vµ 8 loµi thuéc gièng 
Heterorhabditis. Tuy nhiªn, viÖc ®Þnh lo¹i h×nh 
th¸i c¸c loµi cña 2 gièng tuyÕn trïng nµy rÊt khã 
kh¨n do chóng cã h×nh d¹ng, kÝch th−íc cña giai 
®o¹n tr−ëng thµnh kh¸ gièng nhau gi÷a c¸c loµi, 
nh−ng l¹i rÊt kh¸c nhau gi÷a c¸c thÕ hÖ ngay 
trong cïng mét loµi. Mçi loµi tuyÕn trïng ký 
sinh trªn nhiÒu vËt chñ c«n trïng kh¸c nhau vµ 
trªn mçi vËt chñ, chóng cã thÓ ph¸t triÓn tõ 2-3 
thÕ hÖ, phô thuéc vµo vËt chñ. V× vËy, ®èi víi 
nhãm tuyÕn trïng nµy, ®Æc tr−ng ph©n tö DNA 
®−îc coi lµ mét chØ tiªu quan träng ®Ó m« t¶ 
mét loµi míi [2]. Nhê kü thuËt DNA, sè loµi 
valit gi¶m ®¸ng kÓ, hµng chôc loµi h×nh th¸i 
tr−íc ®©y nay trë thµnh loµi synonym.   

ë ViÖt Nam, tuyÕn trïng epn lµ mét trong 
nh÷ng nhãm ®éng vËt ®Çu tiªn ®−îc ¸p dông kü 
thuËt sinh häc ph©n tö ®Ó ph©n lo¹i. Tõ n¨m 
1997 ®Õn nay, ®) tiÕn hµnh ®iÒu tra, thu mÉu tõ

c¸c vïng sinh th¸i tù nhiªn, chñ yÕu lµ sinh c¶nh 
rõng nguyªn sinh t¹i 42 tØnh. KÕt qu¶ ®) ph©n 
lËp ®−îc gÇn 50 chñng (isolates) epn [5, 6]. TÊt 
c¶ c¸c chñng nµy ®−îc duy tr× nh©n nu«i b»ng 
kü thuËt in vivo trªn b−ím s¸p lín (Galleria 
mellonella Lin, 1758). Trªn c¬ së ph©n tÝch 
DNA, ®) x¸c ®Þnh thµnh c«ng 7 loµi epn, trong 
®ã 5 loµi thuéc gièng Steinernema vµ 2 loµi 
thuéc gièng Heterorhabditis. Trong sè nµy, cã 4 
loµi míi cho khoa häc thuéc gièng Steinernema 
lµ S. tami Pham et al, 2000;  S. sangi Phan et al., 
2001a; S. loci Phan et al., 2001b vµ S. thanhi 
Phan et al., 2001b ®) ®−îc c«ng bè [6, 7, 8] vµ 
®−îc ®¨ng ký b¶n quyÒn t¹i Ng©n hµng gien 
(GenBank). Bµi b¸o nµy tæng quan mét sè thµnh 
tùu ¸p dông kü thuËt ph©n tö DNA trong ®Þnh 
lo¹i tuyÕn trïng epn ë ViÖt Nam. 

I. PH¦¥NG PH¸P NGHI£N CøU 

1. Ph©n lËp tuyÕn trïng 

C¸c chñng tuyÕn trïng epn ®−îc ph©n lËp 
tõ ®Êt theo ph−¬ng ph¸p bÉy cña Bedding & 
Akhurst [1]. Sö dông Êu trïng tuæi 4 cña b−ím 
s¸p lín (BSL) lµm c«n trïng bÉy. Thu thËp 
tuyÕn trïng tõ BSL theo ph−¬ng ph¸p bÉy n−íc 
cña White [13].  Sau khi x¸c ®Þnh chñng tuyÕn 
trïng epn, tiÕn hµnh nhiÔm trë l¹i ®Ó thu con 
c¸i tr−ëng thµnh vµ Êu trïng thuÇn chñng (tinh 
s¹ch) phôc vô cho c¸c ph©n tÝch.  

Nghiªn cøu nµy ®−îc tiÕn hµnh trªn 4 
chñng epn, trong ®ã 3 chñng thuéc gièng 
Steinernema lµ S-TK10, S-TG10, S-TX1 vµ 1 
chñng thuéc gièng Heterorhabditis lµ H-MP11. 
C¸c chñng epn ®−îc ph©n lËp trong thêi gian tõ

C«ng tr×nh ®−îc hç trî vÒ kinh phÝ cña Ch−¬ng tr×nh nghiªn cøu c¬ b¶n. 
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1997-1999. C¸c ph©n tÝch ®a h×nh chiÒu dµi c¸c 
®o¹n ®Æc thï (RFLP) vµ tr×nh tù (sequencing) 
®−îc tiÕn hµnh t¹i Trung t©m nghiªn cøu n«ng 
nghiÖp Merelbeke (CLO), V−¬ng quèc BØ. 
Ngoµi ra, 3 chñng S-TK10, S-TG10 vµ H-MP11 
còng ®) ®−îc ph©n tÝch tr×nh tù gien  t¹i ViÖn 
C«ng nghÖ sinh häc vµ sau ®ã ®) ®−îc kiÓm tra 
t¹i CLO. 

2. T¸ch chiÕt vµ nh©n ®o¹n DNA cho ph©n 
tÝch RFLP 

Quy tr×nh t¸ch chiÕt vµ nh©n ®o¹n DNA cho 
ph©n tÝch RFLP ®−îc tiÕn hµnh theo Joyce et al. 
[2] vµ Reid et al. [9] gåm c¸c b−íc sau ®©y: 

T¸ch chiÕt DNA: ®èi víi mçi isolat (chñng 
ph©n lËp theo ®Þa ®iÓm), g¾p mét c¸ thÓ c¸i 
tr−ëng thµnh tõ nguån nh©n nu«i tinh s¹ch vµo 1 
èng eppendorf nhá ®) tiÖt trïng, cã chøa s½n 8µl 
dung dÞch ®Öm WLB (worm lysis buffer, gåm 
500 mM KCl; 100 mM Tris-Cl pH = 8,3; 1,5 
mM MgCl2; 10 mM DTT; 4,5% Tween 20% 
gelatin). Cho thªm 10 µl n−íc cÊt 2 lÇn (ddw) vµ 
2 µl proteinaza K (600 µl/ml). NghiÒn mÉu 
tuyÕn trïng b»ng m¸y nghiÒn rung (vibro mixer) 
trong vßng 2-3 phót. Lµm l¹nh ®Õn-80oC trong Ýt 
nhÊt 60 phót, sau ®ã ñ ë nhiÖt ®é 65oC trong 60 
phót vµ tiÕp tôc 95oC trong 10 phót trªn m¸y 
PCR. Ly t©m 1 phót ë 13.000 vßng/phót. LÊy 5 
µl dÞch tuyÕn trïng ®Ó chuÈn bÞ hçn hîp PCR, 
cßn l¹i b¶o qu¶n ë -80oC. Cã thÓ dïng mét dao 
mæ lo¹i nhá ®Ó c¾t tuyÕn trïng (®Æt s½n trªn lam 
lâm cã chøa 10 µl ddw) thµnh nhiÒu m¶nh d−íi 
kinh hiÓn vi soi næi thay cho c«ng ®o¹n xay 
nghiÒn; sau ®ã dïng pipet hót 5 µl cã chøa c¸c 
m¶nh tuyÕn trïng vµo èng eppendorf, thªm 8µl 
dung dÞch ®Öm vµ 2 µl proteinaza K; ñ nh− trªn 
sau khi ®Ó l¹nh -80oC trong Ýt nhÊt 60 phót.  

Ph¶n øng trïng hîp (PCR): chuÈn bÞ hçn 
hîp cho PCR bao gåm 10 µl dÞch tuyÕn trïng, 4 
µl 10x PCR buffer, 1 µl MgCl2 (25 mM), 1µl 
hçn hîp dNTP (10 mM), 0,2µl (500 nM) mçi 
måi, 1,5U Taq polymeraza vµ 33,3 µl ddw ®Ó cã 
®−îc khèi l−îng ®ñ 50 µl cho mçi mÉu. Hai 
®o¹n måi ®−îc sö dông trong ph¶n øng PCR lµ 
Vrain2 18S (> 5’-CTTTGTACACACCGCCC-
GTCGCT-3’) vµ Vrain2 26S (>5’- TTTC-
ACTCGCCGTTACTAAGGGAATC-3’) [11]. 

Chu tr×nh nhiÖt cho ph¶n øng PCR ®−îc lËp 
tr×nh trªn m¸y PCR nh− sau: 92oC trong 2 phót, 

35 chu kú ë 92oC trong 30 gi©y, t«i tiÕp ë 54oC 
trong 30 gi©y vµ trïng hîp (polymerization) ë 
72oC trong 2 phót vµ 72°C trong 10 phót sau 
khi ®) kÕt thóc 35 chu kú trªn. Sau khi PCR kÕt 
thóc, lÊy 5 µl dung dÞch PCR-DNA thªm 2 µl 
dung dÞch ®Öm diÖn di (loading buffer), ch¹y 
®iÖn di trªn gel 1% agaroza vµ 0,003% ethidium 
bromit (0,02 µg/ml) ë ®iÖn thÕ 100 V trong thêi 
gian 1 giê.  KiÓm tra kÕt qu¶ cña ph¶n øng PCR-
DNA vµ chôp ¶nh d−íi ®Ìn cùc tÝm.  

Ph©n tÝch RFLP: mçi mÉu PCR-DNA sö 
dông 5 µl s¶n phÈm PCR cho ph©n gi¶i víi mét 
trong sè 17 enzym ®Æc thï (endoenzyme) sau: 
Alu I, Mva I, Dde I, EcoR I, Hae III, Cfo I, 
Hind III, Hinf I, Msp I, Kpn I, Pst, Pvu II, Rsa 
I, Sal I, Nde II, Bsiz I vµ Xba I. Sö dông tñ ®Þnh 
«n b»ng n−íc (water-incubator) cho ph¶n øng 
c¾t ®o¹n DNA ë 37°C trong 24 giê. C¸c b−íc 
tiÕp theo lµ ch¹y ®iÖn di, kiÓm tra vµ chôp ¶nh 
RFLP, sau ®ã nh− m« t¶ ë phÇn trªn. 

C¸c kÕt qu¶ RFLP ®−îc so s¸nh víi c¬ së 
d÷ liÖu RFLP cña EPN ®−îc l−u tr÷ t¹i ViÖn 
Ký sinh trïng häc quèc tÕ ë V−¬ng quèc Anh. 

C¸c s¶n phÈm PCR-DNA ®−îc g¾n vµo 
vect¬ pBluescript KS (-). Sau ®ã, plasmit t¸i tæ 
hîp ®−îc biÕn n¹p vµo chñng E.Coli DH5a. 
T¸ch chiÕt DNA plasmit vµ c¸c kü thuËt DNA 
t¸i tæ hîp ®−îc tiÕn hµnh theo Sambrook et al. 
[10]. Tr×nh tù gien ®−îc ®äc trªn m¸y ALF 
express vµ ®−îc xö lý b»ng ch−¬ng tr×nh 
PC/GEN. 

II. KÕT QU¶ Vµ TH¶O LUËN 

1. Ph©n tÝch RFLP-rDNA 

VÒ mÆt h×nh th¸i, 3 chñng tuyÕn trïng S-
TK10, S-TG10 vµ S-TX1 rÊt gÇn nhau vÒ kÝch 
th−íc cña c¶ c¸ thÓ ®ùc vµ c¸ thÓ c¸i còng nh− 
cÊu tróc cña spicule vµ gubernaculum ë con 
®ùc. Chóng chØ kh¸c nhau ë chiÒu dµi cña c¬ 
thÓ, chiÒu dµi cña ®u«i vµ vÞ trÝ cña lç bµi tiÕt 
ë Êu trïng c¶m nhiÔm. Tuy nhiªn, mét trong 
nh÷ng kh¸c biÖt quan träng gi÷a 3 chñng nµy 
lµ vÒ mÆt sinh th¸i vµ sinh häc: ®ã lµ sù kh¸c 
xa nhau vÒ sinh c¶nh n¬i ph¸t hiÖn. Chñng S-
TK10 ®−îc ph©n lËp tõ sinh c¶nh b)i c¸t ven 
biÓn, chñng S-TG10 ®−îc ph¸t hiÖn tõ sinh 
c¶nh v−ên nhµ trong khi chñng S-TX1 ®−îc 
ph©n lËp tõ sinh c¶nh rõng nguyªn sinh. C¶ 3 
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®Þa ®iÓm ph¸t hiÖn c¸ch xa nhau vÒ kinh, vÜ 
tuyÕn. Thªm vµo ®ã, kh¶ n¨ng nhiÔm vµ sinh 

s¶n cña chóng trªn Êu trïng cña BSL vµ mét 
sè s©u h¹i kh¸c lµ kh¸ kh¸c biÖt. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

H×nh 1. MÉu v¹ch RFLP cña 3 loµi míi Steinernema sangi, S. loci vµ S. thanhi tõ ViÖt Nam 
 so víi 3 loµi S. arenarium, S. glaseri vµ S. kraussei 
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Wouts et al., 1982 
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Wouts et al., 1982 

Steinernema loci Phan et al, 2001 Steinernema thanhi Phan et al, 2001  
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KÕt qu¶ ph©n tÝch ®a h×nh chiÒu dµi cña c¸c 
®o¹n DNA ®Æc thï cña vïng ITS-rDNA cña 3 
chñng tuyÕn trïng S-TK10, S-TG10 vµ S-TX1 
cña ViÖt Nam so s¸nh víi mÉu PCR-RFLP 
®−îc l−u tr÷ t¹i ViÖn Ký sinh trïng häc quèc tÕ 
t¹i Anh (IIP-CABI) cña 3 loµi gÇn gòi kh¸c lµ 
Steinernema arenarium (Artyukhovsky, 1967) 
Wouts, Mracek, Gerdin & Bedding, 1982, S. 
glaseri (Steiner, 1929) Wouts, Mracek, Gerdin 
& Bedding, 1982 vµ S. kraussei (Steiner, 1923) 
Travassos, 1927 cho thÊy: mÉu v¹ch cña 3 
chñng Steinernema ®Òu kh¸c biÖt víi mÉu v¹ch 
cña 3 loµi ®) biÕt trªn ®©y (h×nh 1). Sù kh¸c 
biÖt nµy thÓ hiÖn rÊt râ vÒ sè v¹ch ®iÖn di thu 
®−îc vµ kÝch th−íc (bp) cña c¸c ®o¹n DNA ®Æc 
thï. 

§Æc biÖt, vÒ mÆt h×nh th¸i, cã thÓ coi 3 loµi 
Steinernema cña ViÖt Nam rÊt gÇn víi loµi S. 
kraussei, vµ cã thÓ xÕp c¸c loµi nµy vµo nhãm 
loµi lín. Tuy nhiªn, so s¸nh kÕt qu¶ ®iÖn di c¸c

mÉu ITS-rDNA gi÷a 3 chñng epn cña ViÖt Nam 
víi mÉu v¹ch cña loµi S. kraussei, cã sù sai kh¸c 
rÊt râ bëi cã Ýt nhÊt 6 vÕt RFLP kh¸c nhau hoµn 
toµn (xem b¶ng). Chóng kh¸c nhau kh«ng 
nh÷ng vÒ sè l−îng cña ®o¹n giíi h¹n ®−îc c¾t 
mµ cßn kh¸c nhau bëi dé dµi cña c¸c ®o¹n 
DNA. 6 mÉu v¹ch RFLP sai kh¸c nµy ®−îc c¾t 
®o¹n bëi 7 enzym lµ Alu I, Dde I, Cfo I, Hinf I, 
Msp I, Rsa I, Nde II. Trong sè c¸c enzym cßn 
l¹i, cã 5 enzym kh«ng cã kh¶ n¨ng tiªu hãa 
DNA lµ Mva I, Hind III, Kpn I vµ Pst vµ 5 
enzym kh¸c cho kÕt qu¶ ph©n c¾t t−¬ng ®ång, 
cho thÊy c¸c loµi/chñng epn cña ViÖt Nam thuéc 
nhãm loµi S. kraussei. 

KÕt qu¶ ph©n tÝch PCR-RFLP trªn ®©y ®−îc 
coi lµ mét trong nh÷ng c¨n cø quan träng vµ 
®¸ng tin cËy ®Ó ph©n biÖt vµ m« t¶ 3 loµi tuyÕn 
trïng míi tõ ViÖt Nam lµ Steinernema sangi 
(chñng S-TX1), S. loci (chñng S-TK10) vµ S. 
thanhi (chñng S-TG10). 

B¶ng 

KÝch th−íc ®o¹n ITS-rDNA cña 3 chñng Steinernema cña ViÖt Nam ®−îc c¾t bëi  
17 enzym ®Æc thï so víi loµi S. kraussei 

Enzym S. sangi (S-TX1) S. loci (S-TK10) S.  thanhi  (S-TG10) S. kraussei 

Alu I 
700, 280, 80, 500, 400, 

160 
320, 210, 200, 
180, 100, 40 

400, 200, 200, 
150, 120 

450, 280, 200, 
120 

Mva I 1050 1050 1050 1050 

Dde I 700, 155, 50 
680, 180, 60  

(3 bands) 
750, 180, 60, 60 950, 100 

EcoR I 
500, 480, 260, 260, 280, 

280 
1050 1050 1050 

Hae III 1050 1050 1050 880, 170 
Cfo I 510, 270, 140, 140 1050 910, 140 820, 230 
Hind III 1050 1050 1050 1050 

Hinf I 650, 250, 170 
525, 525, 900, 

150 
920, 130 700, 230, 120 

Msp I 650, 260, 150 900, 150 920, 120 950, 100 
Kpn I 1050 1050 1050 1050 
Pst 1050 1050 1050 1050 
Pvu II 1050 800, 250 750, 300 1050 

Rsa I 420, 260, 240, 140 
500, 220, 180, 

180 
700, 500, 250, 

230, 150 
700, 210, 140 

Sal I 1050 1050 1050 810, 240 

Nde II 370, 230, 180, 180, 100 550, 310, 200 550, 350, 180 
390, 320, 210, 

130 
Bsiz I 1050 1050 1050 1050 
Xba I 1050 800, 280 750, 300 1050 
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2. Ph©n tÝch tr×nh tù cña ®o¹n gien 18S 
rDNA  

§) sö dông 3 chñng epn, trong ®ã 2 chñng 
thuéc gièng Steinernema S-TK10, S-TG10 vµ 
1 chñng thuéc gièng Heterorhabditis H-MP11 
cho ph©n tÝch tr×nh tù mét phÇn cña ®o¹n gien 
18S rDNA. §o¹n 18S rDNA n»m truíc vïng 

phiªn m) (Internal Transcribed Spacer-ITS) 
nh− ë h×nh 2. §©y lµ vïng chøa c¸c gien cã 
tÝnh n¨ng b¶o tån di truyÒn cao nªn rÊt cã lîi 
cho c¸c ph©n tÝch tr×nh tù ®Ó ®¸nh gi¸ vµ so 
s¸nh ®Æc tr−ng sai kh¸c vÒ mÆt di truyÒn gi÷a 
c¸c loµi vµ còng ®Ó x¸c ®Þnh chñng lo¹i ph¸t 
sinh cña chóng [6]. 

 
     

 
                      

H×nh 2. S¬ ®å vïng phiªn m) rDNA 

C¸c ®o¹n gien (sequence) cña vïng 18S 
rDNA ®−îc c¨n chØnh (alignment) b»ng 
Chromas 1.45 vµ s¾p xÕp b»ng ch−¬ng tr×nh 
ClustalX 1.64   cïng víi ®o¹n gien 18S rDNA 

cña c¸c loµi kh¸c thuéc 2 gièng Steinernema vµ 
Heterorhabditis thu thËp tõ GenBank vµ ph©n 
tÝch b»ng ch−¬ng tr×nh PAUP (4.0 beta version) 
[11].  

 

 
H×nh 3. Mèi quan hÖ di truyÒn cña S. loci, S. thanhi vµ H. MP11 t¹i ViÖt Nam víi 11 loµi thuéc 
gièng Steinernema vµ 9 loµi thuéc gièng Heterorhabditis b»ng kÕt qu¶ so s¸nh tr×nh tù cña ®o¹n 

gien 18S-rDNA

18S 5,8S 26S 
ITS1 ITS2 

Meloidogyne chitwoodi 

S. intermedium 

S. bicornutum 

S. neocurtilae 

S. monticolum 

S. feltiae 

S. oregonense 

S. carpocasae 

S. scapterisci 

S. glaseri 

S. thanhi 

S. loci 

H. hawaiiensis 

H. indica 

H. MP1 

H. zealandica 

H. marelatus 

H. downesi 

H. megidis 

H. argentinensis 

H. bacteriophora 

99 

72 
92 

59 

65 

100 

92 

95 
83 

77 

100 

94 

51 
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So s¸nh kÕt qu¶ ph©n tÝch tr×nh tù cña 
®o¹n 18S rDNA cña hai loµi S. thanhi vµ S. 
loci cïng víi 11 loµi thuéc gièng Steinernema 
®) biÕt cho thÊy c¸c loµi nµy rÊt gÇn nhau 
(95%) vµ cã quan hÖ kiÓu “chÞ em” víi loµi S. 
glaseri (Steiner, 1929) Wouts, Mracek, Gerdin 
& Bedding, 1982 (h×nh 3). KÕt qu¶ ph©n tÝch 
tr×nh tù nµy còng phï hîp víi nghiªn cøu vÒ 
h×nh th¸i vµ ph©n tÝch PCR-RFLP trªn ®©y.  

VÒ mÆt h×nh th¸i, loµi míi Heterorhabditis 
sp. nov. (chñng H-MP11) cña ViÖt Nam rÊt 
gièng víi 2 loµi ®) ®−îc ph¸t hiÖn tr−íc ®©y ë 

khu vùc ch©u ¸-Th¸i B×nh D−¬ng lµ 
Heterorhabditis indica Poinar, Karunakar & 
David 1992 vµ Heterorhabditis hawaiiensis 
Gardner, Stock & Kaya, 1994. Tuy nhiªn, kÕt 
qu¶ ph©n tÝch ®o¹n gien 18S-rDNA cho thÊy, 
mÆc dï cïng møc t−¬ng ®ång vµ cïng mét 
nhãm nh−ng loµi Heterorhabditis (chñng H-
MP11) cña ViÖt Nam lµ loµi riªng biÖt (h×nh 
3). Tuy vËy, ®Ó cã ®ñ c¬ së kÕt luËn ®©y lµ 
loµi míi, cÇn ph©n tÝch tr×nh tù cña toµn bé 
vïng ITS (ITS1+ITS2) hoÆc ND4 cña c¶ 3 loµi 
nµy v× khi so s¸nh nh÷ng ®o¹n gien dµi nhu 
vËy, sÏ thÊy râ sù sai kh¸c ®Æc thï h¬n vµ cho 
kÕt qu¶ sÏ chuÈn x¸c h¬n. 

KÕt qu¶ so s¸nh tr×nh tù cña ®o¹n gien18S 
rDNA cho phÐp x©y dùng c©y chñng lo¹i ph¸t 
sinh thÓ hiÖn mèi quan hª di truyÒn cña S. 
loci, S. thanhi vµ H. MP11 t¹i ViÖt Nam víi 
11 loµi thuéc gièng Steinernema vµ 9 loµi 
thuéc gièng Heterorhabditis. S¬ ®å ph¸t sinh 
nµy còng cho thÊy sù kh¸c biÖt vÒ quan hÖ di 
truyÒn cña c¸c loµi epn thuéc 2 gièng 
Steinernema vµ Heterorhabditis so víi loµi 
Meloidogyne chitwoodi Golden, O’ Bannon, 
Santo & Finley, 1980. 

III. KÕt luËn 

LÇn ®Çu tiªn ë ViÖt Nam, c¸c kü thuËt 
ph©n tö DNA (PCR-RFLP vµ Sequencing) ®) 
®−îc ¸p dông thµnh c«ng ®Ó ph©n lo¹i nhãm 
tuyÕn trïng epn. §©y lµ mét trong nh÷ng 
nhãm tuyÕn trïng quan träng nh−ng còng rÊt 
khã ph©n lo¹i vÒ mÆt h×nh th¸i, v× hÇu hÕt c¸c 
loµi trong nhãm nµy võa mang tÝnh ®ång h×nh 
cao ë giai ®o¹n tr−ëng thµnh ë cïng mét thÕ 
hÖ nh−ng chóng còng rÊt dÞ h×nh ë c¸c thÕ hÖ 
kh¸c nhau trong cïng mét loµi.  

Trªn c¬ së nghiªn cøu h×nh th¸i vµ ®Æc tr−ng 
ph©n tö DNA, ®) x¸c ®Þnh 3 loµi tuyÕn trïng 
epn cña ViÖt Nam lµ Steinernema sangi, S. loci 
vµ S. thanhi. Sù sai kh¸c DNA lµ c¬ së v÷ng 
ch¾c cho ph©n lo¹i tuyÕn trïng, ®Æc biÖt ®èi víi 
c¸c nhãm võa biÓu hiÖn ®ång h×nh võa dÞ h×nh ë 
c¸c pha ph¸t triÓn kh¸c nhau nh− nhãm epn. 

KÕt qu¶ ph©n tÝch DNA, kh«ng nh÷ng cho 
phÐp ®Þnh lo¹i chÝnh x¸c loµi tuyÕn trïng mµ 
b−íc ®Çu còng ®) chØ ra quan hÖ tiÕn hãa vÒ mÆt 
di truyÒn cña 3 loµi tuyÕn trïng ë ViÖt Nam (S. 
loci, S. thanhi vµ Heterorhabditis sp.) víi c¸c 
loµi epn kh¸c trªn thÕ giíi.   
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APPLICATION OF DNA TECHNIQUES FOR THE IDENTIFICATION OF  
TWO ENTOMOPATHOGENIC NEMATODE GENERA STEINERNEMA AND 

HETERORHABDITIS FROM VIETNAM  

NGUYEN NGOC CHAU, PHAN KE LONG 

SUMMARY 

Entomopathogenic nematodes (epn), e.g. Steinernema Travassos, 1927 and Heterorhabditis Poinar, 1975 
belong to one of the most important groups among biological agents. Their morphological identification to 
species level is very difficult. Since they are often homomorphic in the adult stage of the first generation, but 
they are strongly polymorphic and variable among different generations that are usually occurred even in the 
same species. Therefore, the molecular techniques have become useful tools for the identification and 
taxonomy of these nematodes. 

The DNA techniques such as polymerise chain reaction (PCR), restriction fragment length polymorphism 
(RFLP) and sequencing have been employed for the molecular characterization of entomopathogenic 
nematode isolates collected from Vietnam. Based on the morphological diagnoses, morphometrics and genetic 
analyses of 18S-rDNA of collected isolates from Vietnam were revealed 7 species of two genera Steinernema 
and Heterorhabditis so far. Of these, four species viz. Steinernema tami Pham et al., 2000, S. sangi Phan et al., 
2001, S. loci Phan et al., 2001, and S. thanhi Phan et al., 2001 were described as new species for science.  

The results of the rDNA digestion with seventeen endoenzymes, e.g. Alu I, Mva I, Dde I, EcoR I, Hae III, 
Cfo I, Hind III, Hinf I, Msp I, Kpn I, Pst, Pvu II, Rsa I, Sal I, Nde II, Bsiz I and Xba I RFLP shown a 
significant difference in RFLP pattern between three isolates S-TK10, S-TG10, S-TX1 and that of S. Kraussei 
(Steiner, 1923) Travassos, 1927. Apparently, the complete differences which were occurred in six RFLP 
patterns digested by seven enzymes Alu I, Dde I, Cfo I, Hinf I, Msp I, Rsa I, Nde II.  were not only by the band 
number but are also by the size (bp) of the DNA fragment lengths, inspite of  five other enzymes were not 
digested any more. These might be documented the genetic similarly within  the S. kraussei group. Along with 
some morphological characters and morphometrics, these genetic characterizations were strongly support to 
reveal three new species of three correspondent isolates. 

Based on the sequencing of 18S according ITS (Internal Transcribed Spacer) of DNA ribosome, the paper 
gives also the phylogenic tree that shown the related relationship and degree of genetic distance of species 
among each genus of Steinernema and Heterorhabditis and that were also significantly distinguished to 
Meloidogyne chitwoodi Golden, O’ Bannon, Santo & Finley, 1980.  

Ngµy nhËn bµi: 1-10-2004 
 

 

 


