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Pratylenchus coffeae (Zimmermann) Filipjev and Schuurmanns Stekhoven có phân b ố và ký 
chủ rộng (Siddiqi, 1972; Kaplan & MacGowan, 1982; Castillo & Vovlas, 2007). Rất nhiều nghiên 
cứu về hình thái, số đo cũng như là đặc trưng phân tử của loài này đã được công bố (Loof, 1960; 
Corbett & Clark, 1983; Mizukubo, 1992; Duncan et al., 1999; Inserra et al., 2001; Nguyen, 2010). 
Vì hình thái và số đo các quần thể loài P. coffeae khá tương đồng với các loài gần gũi khác như P. 
loosi, P. pseudocoffeae and P. jaehni, nên việc chẩn đoán chính xác loài này gặp nhiều khó khăn 
(Inserra et al., 2001). Số đo cũng như hình thái giữa các quần thể của cùng một loài tuyến trùng 
còn bị ảnh hưởng một phần bởi môi trường, phân bố địa lý (Mizukubo et al., 2003b) và cây ký chủ 
(Loof, 1960). Kỹ thuật phân tử có thể hữu ích trong việc xác định chính xác loài tuyến trùng (De 
Waele & Elsen, 2007; Subbotin et al., 2007). Vùng ITS-rDNA thường được sử dụng để xác định 
các loài trong giống Pratylenchus và dùng cho việc nghiên cứu sự đa dạng quần thể (Duncan et 
al., 1999; Inserra et al., 2001, 2007). Mục đích nghiên cứu trong báo cáo này cung cấp mức độ đa 
dạng về số đo, hình thái cũng như phân tử của các quần thể P. coffeae trên cây cà phê và chu ối dại 
ở Việt Nam, giúp ích cho việc phân loại giống Pratylenchus. 

I. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

Sáu quần thể tuyến trùng được phân lập từ cây cà phê thuộc miền Trung và Tây Nguyên năm 
2006 (Trinh et al., 2009) và một quần thể phân lập từ cây chuối dại ở Madrak (Đắk Lắk) được sử 
dụng làm quần thể tham khảo, được nhân nuôi trên môi trường mô sẹo cà rốt (O'Bannon & 
Taylor, 1968). Số đo từ tiêu bản cố định làm theo De Grisse (1969) và được đo qua kính Olympus 
BX50, kết hợp chụp ảnh bằng máy Leica image capture IM500. Các quần thể được định loại dựa 
theo mô tả gốc và khóa phân loại (Ryss, 2001a, b; Castillo & Vovlas, 2007). Tách chiết DNA tổng 
số theo Waeyenberge et al. (2000). Trình tự của hai vùn g  ITS ribosomal DNA được phân lập 
bằng kỹ thuật PCR sử dụng cặp mồi TW81-5′-GTTTCCGTAGGTGAACCTGC-3′ và AB28-5′-
ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT-3′ (Joyce et al., 1994), xác định trình tự bằng máy đọc trình tự 
và hoàn thiện với chương trình Chromas 2.00 (Technelysium Pty, Helensvale, Australia) và 
BioEdit 7.0.4.1 (Hall, 1999). Thiết lập mối quan hệ giữa các quần thể P. coffeae với các trình tự 
tương đồng của các loài gần gũi thuộc giống Pratylenchus có trên Genbank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Hai loài Belonolaimus euthychilus and B. longicaudatus được sử 
dụng làm outgroup theo Subbotin et al. (2006; 2008). Chương trình Clustal X 1.64 (Thompson et 
al., 1997) được sử dụng cho việc đối chiếu các trình tự. So sánh và phân tích theo phương pháp 
Bayesian (BI) và chương trình MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001). Cây tiến hóa 
được xây dựng với chương trình Treeview 1.6.6 (Page, 1996). 

II. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU  

1. Hình thái của Pratylenchus coffeae  
Hình thái (Hình 1) và số đo (Bảng 1) của 7 quần thể phù hợp với mô tả gốc và những nghiên 

cứu trước đó với loài P. coffeae (Loof, 1960; Ryss, 1988; Mizukubo, 1992; Inserra et al., 2001; 
Nguyen et al., 1997).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/�
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Bảng 1 

Số đo con trưởng thành từ các quần thể tuyến trùng Pratylenchus coffeae (Số đo theo (µm)) 

Chỉ số phân loại 
Con cái Con đực 

Cà phê Chuối dại Cà phê Chuối dại 

n 120 20 120 20 

L 452 - 670 506 - 580 395 - 538 414-496 

Chiều dài kim hút 14,9 - 17,9 15,6 - 17,1 12,6 - 16,3 13,8 - 15 

DGO 2 - 4,1 2,3 - 3,0 1,8 - 3,4 2,0-2,6 

a 18,7 - 32,8 23,9 - 30,9 23,6 - 36 26,6 - 32,4 

b 6 - 8,9 6,8 - 7,1 5,4 - 7,3 5,6 - 6,4 

b' 3,2 - 5,7 3,8-4,7 3,6 - 4,7 3,8 - 4,4 

c 16,6 - 22,4 19,8-24,8 15,9 - 22,9 16,8 - 20,7 

c' 1,5 - 2,4 2,0-2,7 1,9 - 2,9 2,2 - 3,1 

V 75,2 - 85,4 77,5-82,5 - - 

Chiều dài từ đầu đến lỗ bài tiết 69 - 90 71 - 88 68 - 86 73 - 82 

Chiều dài từ đầu đến giữa van thực quản và ruột 72 - 94 76 - 89 62 - 79 69 - 74 

Chiều dài từ đầu đến cuối thực quản tuyến 110 - 149 115 - 141 103 - 128 101 - 130 

Chiều dài thực quản tuyến 35,3 - 73 45 - 61 39 - 60 39 - 53 

PUS 13 - 36 19,2 - 26,4 - - 

Chiều dài đuôi 22 - 34 22,3 - 28,9 20 - 31 22-27 

Chiều dài  115 - 237 122 - 209 130 - 281 163 - 181 

Khoảng cách từ vulva đến túi chứa tinh 35 - 63,1 24,5-63,0 - - 

Chiều dài gai sinh dục - - 15 - 17,9 16,3-17,8 

Chiều dài gubernaculum  - - 3,2 - 6,9 4,1 - 5,6 

Con cái: Cơ thể hầu như thẳng và hơi cong về phía bụng sau khi được cố định nhiệt. Đốt cơ 
thể rộng từ 1-1,5 µm. Vùng môi thấp, bằng cao từ (1 ,9 - 2,9 µm) và rộng (6 ,6 - 8,8 µm), có hai 
đến ba vòng đầu, thường có một đến 2 vòng là không hoàn thiện. Vòng môi thứ hai thường cao 
hơn và rộng hơn vòng thứ nhất. Gốc kim hút tròn hoặc phẳng về phía trước cao 1,4 - 4,7 µm và 
rộng (2,2 - 4,8 µm). Lỗ bài tiết có vị trí ngay van thực quản và ruột. Hemizonid ngay phía trên 
lỗ bài tiết với hai đốt cutin. Thực quản tuyến phủ về phía bùng với độ dài 35.3 - 76 µm từ van 
thực quản và ruột. Vùng bên với 4 đường bên, hiếm khi sáu, bao gồm 3 dải tương đương nhau 
hoặc dải giữa rộng hơn hai dải bên, đôi khi dải giữa có những khứa chéo. Nhánh sinh dục phía 
trên kéo dài về phía  trước, túi chứa tinh hình ô van luôn chứa tinh. Túi sinh dục dài khoảng 
đường kính cơ thể tại lỗ sinh dục. Hình dạng đuôi thường dạng cắt cụt, đôi khi vát, bán cầu hay 
cầu, mút đuôi nhẵn, đôi khi có khía (Hình 2). Phasmid hình kim, thường nằm ở 1/3 đuôi từ phía 
lỗ hậu môn. 

Con đực: Hình thái của con đực tương đồng với con cái trừ những đặc điểm giới tính, cũng 
như các chỉ số về kích thước thường nhỏ hơn. 
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Các quần thể P. coffeae được nghiên cứu trước đó 

Loof (1960): Con cái (n = 69): L = 0.53 
(0.37-0.70) mm; a = 23.7 (17.7 -3 0.5); b = 6.8 
(5.0 - 7.8); c = 19.0 (13.7-23.9); V = 80 (76-
84); stylet = 14-17 μm. Con đực (n = 10): L = 
0.48 (0.41 - 0.56) mm; a = 27.4 (23.8 - 31.4); b 
= 6.5 (5.9 - 7.7); c = 19.1 (17.6-23.3); T = 48 
(37-58); stylet = 14-15 μm. 

Ryss (1988): Con cái (n = 10): L = 0.62 
(0.49 - 0.65) mm; a = 28 (25 - 31); b = 5.9 (5.1 
- 6.6); c = 21 (19 - 22); c’ = 2.9 (2.5 - 3.2); V = 
79 (76-82); stylet = 17 (15-18) μm. Con đực (n 
= 10): L = 0.52 (0.44-0.60) mm; a = 28 (25-
32); b = 6.2 (5.6-6.9); c = 20 (18-23); c’ = 2.6 
(2.3 - 2.8); stylet = 16 (15 - 17) μm; spicules = 
17 (16 - 18) μm; gubernaculum = 6 (5 - 7) μm. 

Mizukubo (1992): Con cái (n = 141): L = 
0.51 (0.36 - 0.66) mm; a = 26.5 (19.3 - 30.6); b 
= 6.2 (4.1 - 8.0); b’ = 3.8 (2.3 - 5.5); c = 19.0 
(15.7 - 23.6); c’ = 2.2 (1.6 - 2.8); V = 80 (74 - 
83); stylet = 16 (13 - 18) μm.  

Inserra et al. (2001): Con cái (n = 20): L = 
0.60 (0.52 - 0.72) mm; a = 28.7 (23.4 - 34.0); b 
= 6.7 (5.6 - 7.2); c = 20.9 (17.0 - 31.0); V = 81 
(76 - 83); stylet = 16.9 (16.5 - 17.0) μm. Con 
đực (n = 20): L = 0.59 (0.56 - 0.65) mm; a = 
30.8 (28.7 - 33.9); b = 6.7 (6.0 - 7.3); c = 21.8 
(19.4 - 25.4); T = 43(32 - 48); stylet = 15.0 
(14.5 - 15.5) μm; spicules = 17.5 (16 - 18) μm; 
gubernaculum = 5.3 (5.0 - 5.5) μm.  

 
Hình 1: Cấu trúc hiển vi của loài  
P. coffeae phân lập từ Việt Nam  

A: Vùng thực quản của con cái; B, C: Phần 
đuôi của con cái; D: Phần thực quản của con 
đực; E, F: Vùng bên ở giữa cơ thể; G, K: Đuôi 
con đực; H: Hệ sinh sản con cái; L - N: Đuôi con 
cái (ph ổ biến) (Thước đo = 20 µm (A, H, I, J); 

Thước đo = 10 µm (B - G; K - N)) 

Nguyen et al. (1997): Con cái 
(n = 5): L = 0.62 - 0.74 (0.67) 
mm; a = 25.3 - 30.5 (27.6); b = 
6.6 - 8.2 (7.4); b’ = 5.1 - 6.2 
(5.5); c = 20.5 - 30.5 (24); c’ = 
1.7 - 2.1 (2.0); V= 81 - 83.5 
(82.6) %; stylet = 17.5 μm. Con 
đực (n = 5): L = 0.47 - 0.56 (0.5) 
mm; a = 30.5 - 37 (35); b = 6.3 - 
74 (6.7); b’ = 3.6 - 5.5 (4.5) c = 
16.5 - 19 (18.3); c’ = 2.2 - 2.8 
(2.5); stylet = 15 - 16.5 (15.8) 
μm; spicule = 17.5 - 18.5 (18) 
μm; gubenaculum = 4 - 5.2 μm. 

 
Hình 2: Đa dạng về cấu trúc đuôi của con cái của loài 
P. coffeae phân lập từ Việt Nam (Thước đo = 10 µm) 

A: Đuôi cụt, mút đuôi nhẵn; B: Nửa bán cầu, mút đuôi nhẵn;  
C - E: Nửa ngón tay, mút đuôi nhẵn; F: Đuôi dạng móng 

nhọn, mút đuôi nhẵn; G - H: Đuôi bán cầu, mút đuôi nhẵn;  
I: Đuôi vát, mút đuôi lồi; J: Đuôi vát, mút đuôi có khía 
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2. Đặc trưng phân tử vùng ITS-rDNA và quan hệ di truyền   

Đã xác định đoạn DNA vùng ITS-rDNA của 7 quần thể có chiều dài từ 1030-1050 bp. Mức 
độ khác nhau giữa các quần thể P. coffeae ở Việt Nam thấp, từ 0 tới 1,5%. Mối quan hệ giữa các 
quần thể với các loài Pratylenchus được thiết lập theo phân tích Baeysian (Hình 3). Trong cây 
phả hệ cho thấy rõ ràng các quần thể P. coffeae được tách biệt với các loài P. hippeastri, 
P. loosi, P. gutierrezi, P.neglectus, P. penestrans, P. zeae, P. jaehni và P. brachyurus cùng độ 
tin cậy cao. Không có sự phân tách rõ ràng giữa các quần thể P. coffeae của Việt Nam với nhau 
cũng như với các quần thể của thế giới. 

Nghiên cứu của chúng tôi chỉ ra rằng các quần thể tuyến trùng Pratylenchus được phân lập 
từ cà phê cũng như chuối dại tại Việt Nam là loài P. coffeae dựa trên đặc điểm hình thái, số đo, 
cũng như như đặc trưng phân tử. Hình dạng đuôi và mút đuôi của các quần thể P. coffeae  rất đa 
dạng. Sự khác nhau rất ít về hình thái của các loài P. coffeae, P. jaehni và P. pseudocoffeae rất 
dễ dẫn đến phân loại nhầm nếu số lượng ít mẫu được giám định. Sự phân tách của các loài dựa 
chủ yếu trên vùng môi (Corbett & Clark, 1983; Duncan et al., 1999; Inserra et al., 2001), nhưng 
một vài đặc điểm phân loại rất dễ nhầm lẫn giữa các loài như: Đuôi nửa bán cầu với mút đuôi 
nhẵn đặc trưng của loài P. jaehni, nhưng cũng gặp ở loài P. coffeae và P. pseudocoffeae. Đặc 
điểm phân tách loài P. pseudocoffeae với ba vòng đầu so sánh với P. coffeae, nhưng cũng gặp ở 
quần thể P. coffeae ở Việt Nam. Chiều dài của thực quản tuyến của loài P. pseudocoffeae (60,5-
114,5 µm) nhưng chiều dài thực quản tuyến của loài P. coffeae (có thể lên tới 76 µm).  

Cây phả hệ dưới chỉ ra rằng các loài Pratylenchus là paraphyletic khi những loài với 3 vòng 
đầu cùng nằm trong nhánh của những loài có 2 vòng đầu. Điều này cũng được nói đến theo 
Inserra et al. (2007) và Palomares-Rius et al. (2010). Giống Pratylenchus tu chỉnh lại theo 
Castillo and Vovlas (2007) với 68 loài, sau đó các loài được mô tả thêm là P. lentis (Troccoli et 
al., 2008), P. araucensis (Munera et al., 2009) và P. hispaniensis (Palomares-Rius et al., 2010). 
Cây phả hệ của giống Pratylenchus được thực hiện bởi Subbotin et al. (2008) chứng minh rằng 
có 6 nhánh chính của những loài có cùng đặc điểm chẩn loại như vùng môi, số vòng đầu, hình 
dạng của túi chứa tinh của con cái. Palomares-Rius et al. (2010) gợi ý những đặc điểm phân loại 
các loài Pratylenchus như đuôi con cái, chiều dài của thực quản tuyến, tập tính sinh sản, chiều 
kim hút, tỷ lệ giữa chiều dài cơ thể với chiều dài tử cung sau, chiều dài cơ thể và số vòng đầu. 
Chiều dài của cơ thể bị ảnh hưởng bởi nhiệt độ môi trường hay sự hiện diện của tuyến trùng 
trong rễ hay trong đất (Duncan et al., 1998), bởi vậy đặc điểm này không có ý nghĩa nhiều trong 
phân tách các loài trong giống Pratylenchus. Tuy nhiên, Castillo and Vovlas (2007) chỉ ra rằng 
chiều dài kim hút và tỷ lệ V ít bị ảnh hưởng bởi các yếu tố môi trường, nên có thể được sử dụng 
trong đặc điểm chẩn loại. Rất nhiều giống tuyến trùng, đặc biệt là các giống tuyến trùng thực vật 
tồn tại rất ít những đặc điểm chẩn loại rõ ràng giữa các loài gần gũi về hình thái (De Waele & 
Elsen, 2007). Để phân loại chắc chắn loài P. coffeae, dữ liệu phân tử cũng như cây phả hệ cần 
được tiến hành đồng thời với hình thái. PCR-RFLP của vùng ITS rất hữu dụng trọng phân loại 
một số loài Pratylenchus bao gồm cả loài P. coffeae Orui & Mizukubo, 1999; Waeyenberge et 
al., 2000; Mizukubo et al., 2003a). Phát triển mồi đặc hiệu cho từng loài giúp ích rất nhiều trong 
việc phân loại nhanh, chính xác (Waeyenberge et al., 2009). Việc sử dụng phân tích PCA hay 
CDA về hình thái và số đo cũng giúp tách được các loài gần gũi (Duncan et al., 1999; de la 
Peña et al., 2007; Palomares-Rius et al., 2010). 
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Hình 3: Cây phả hệ (loại bỏ các nhánh có xác suất nhỏ hơn 50%) được xây dựng dựa trên trình tự 
đoạn gen ITS1-5.8S-ITS2 rDNA của các quần thể P. coffeae với một vài loài tuyến trùng Pratylenchus. 
Outgroup là Belonolaimus gracilis and B. longicaudatus. Phân tích Bayesian d ựa trên mô hình GTR + I + G. 
Xác suất của mỗi nhánh được đưa ra trên m ỗi nhánh. Chữ in đậm là các trình tự mới trong nghiên cứu này 

Ghi nhận: Công trình nghiên cứu được tài trợ bởi Quỹ VLIR (Vương quốc Bỉ) và một phần tài trợ 
của Quỹ Phát triển khoa học và công nghệ quốc gia (NAFOSTED). 
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MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERISTICS  
OF PRATYLENCHUS COFFEAE IN VIETNAM 

TRINH QUANG PHAP, NGUYEN NGOC CHAU, 
WAEYENBERGE L., M. MOENS 

SUMMARY 

The studies showed that nematodes originating from coffee and wild bananas could be 
identified without any doubt as P. coffeae on the basis of their morphology, morphometrics and 
molecular characteristics. Obviously, the variation of tail tip in P. coffeae is common. Shapes 
like truncate, slightly digitate, subhemispherical are regularly observed; some tails are blunty 
pointed and have a smooth terminus; hemispherical with smooth terminus; truncate with convex 
termini. It is clear that for a correct diagnosis of P. coffeae isolates, one should use molecular 
data and relative phylogeny. The development of a molecular species-specific tool may help for 
fast and reliable species identification. Using PCA or CDA analysis of the morphological and 
morphometrical data helps discriminate species It is recommended to use more morphological 
and morphometrical characteristics to improve separation between species.  


