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TOÙM TAÉT Laàn ñaàu tieân ôû Vieät Nam ñaõ thaønh coâng trong vieäc söû duïng kyõ thuaät PCR ñeå 
nhaân ñöôïc ñoaïn ITS 1 khoaûng caùch noäi phieân maõ naèm giöõa vuøng ADN maõ 
hoùa cho 18S vaø 5,8S rADN (vôùi caëp moài ITS 1 vaø ITS 2) ôû moät soá loaøi rong 
bieån cuûa Vieät Nam. Döïa vaøo vieäc so saùnh trình töï nucleotit cuûa ñoaïn ITS 1, 
moái quan heä di truyeàn cuûa moät soá loaøi rong bieån ñaïi dieän cuûa Vieät Nam nhö 
Rong Caâu, Rong Mô, Rong Ñoâng … ñaõ ñöôïc phaân tích. Phöông phaùp naøy cho 
pheùp phaân tích moät caùch chính xaùc moái quan heä di truyeàn ngay trong cuøng 
moät loaøi rong bieån nhöng thu thaäp ñöôïc töø nhöõng vuøng sinh thaùi ñòa lyù caùch 
xa nhau ñaõ ñöôïc thaûo luaän trong baøi baùo naøy. 
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ABSTRACT The first time in Vietnam using PCR technique, we amplified ITS 1-internal 

transcribed spacer, located in the region of DNA encoding for 18S and 5.8S 
ribosome (with primer ITS 1 and ITS 2) for some seaweed species of Vietnam. 
Based on the alignment of the ITS-1 sequence, phylogenetic relationship 
among representative seaweeds of Vietnam as Gracilaria sp., Sargassum sp., 
Hypnea sp., Dunaliella sp. and so on was analyzed. This method also allows 
to identify very good genetic relationship in common species of seaweeds 
isolated from very different geographies, and this is also discussed in this 
paper. 
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I. MÔÛ ÑAÀU 
 
 Hieän nay taûo (bao goàm caû taûo 
nöôùc ngoït vaø taûo bieån) coù moät vò trí vaø 
lôïi ích to lôùn trong ñôøi soáng cuûa con 
ngöôøi (laø nguoàn thöùc aên, laøm thuoác 
chöõa beänh, xöû lyù oâ nhieãm moâi tröôøng, 
laøm nguyeân lieäu trong caùc ngaønh coâng 
nghieäp, y döôïc, quaân söï…), ñang ngaøy 
caøng thu huùt ñöôïc söï quan taâm nghieân 
cöùu cuûa caùc nhaø khoa hoïc treân theá giôùi 
noùi chung vaø ôû Vieät Nam noùi rieâng. 

Do söï ña daïng vaø phong phuù veà 
chuûng loaïi cuøng vôùi khaû naêng bieán ñoåi 
veà maët hình thaùi ñeå thích öùng trong 
nhöõng ñieàu kieän soáng khaùc nhau neân 
vieäc phaân loaïi vaø ñònh teân chính xaùc 
caùc loaøi taûo noùi chung gaëp raát nhieàu 
khoù khaên. Hieän nay, cuøng vôùi phöông 
phaùp phaân loaïi kinh ñieån (chuû yeáu döïa 
vaøo caùc ñaëc ñieåm hình thaùi) thì caùc kyõ 
thuaät sinh hoïc phaân töû hieän ñaïi ñang 
ñöôïc söû duïng roäng raõi ñeå phaân loaïi caùc 
loaøi taûo. Moät trong nhöõng cô sôû cuûa 
vieäc phaân loaïi naøy laø döïa vaøo söï sai 
khaùc veà trình töï nucleotit ôû moät soá gen 
coù tính baûo thuû cao trong quaù trình 
tieán hoùa. Heä gen ñöôïc söû duïng phoå 
bieán nhaát laø caùc gen maõ hoùa cho tieåu 
phaåm ribosom: 5,8S, 16S, 18S, 25S...[1, 
3, 5, 9, 10] vaø gen Rubisco [6] vv... 
Trong caùc heä gen naøy thöôøng coù moät soá 
ñoaïn ADN ngaén khoâng maõ hoùa ñoùng 
vai troø nhö laø caùc vuøng ñeäm ví duï nhö 
caùc ñoaïn ITS – 1 vaø 2  (nuclear 
ribosome internal transcribed spacer 1 
and 2).  Nhöõng bieán ñoåi di truyeàn ngaãu 
nhieân (ôû möùc ñoä nucleotit) thöôøng xaûy 
ra ôû caùc vuøng naøy keát quaû laø ñaõ taïo ra 
moät söï ña daïng raát lôùn veà loaøi cuõng 
nhö döôùi loaøi [2]. Hôn nöõa kích thöôùc 
cuûa nhöõng ñoaïn gen naøy thöôøng töông 

ñoái nhoû (khoaûng töø 190 ñeán 450 bp) 
neân raát thuaän tieän cho vieäc ñoïc trình 
töï nucleotit (ñaëc bieät laø trong ñieàu kieän 
Vieät Nam), neân chính vì vaäy ngöôøi ta 
hay söû duïng vieäc ñoïc vaø so saùnh trình 
töï nucleotit cuûa caùc ñoaïn ITS –1 vaø 2 
naøy hoaëc Rubisco spacer... ñeå kieåm tra 
vaø xaùc ñònh moái quan heä gaàn guõi giöõa 
caùc loaøi hoaëc moái quan heä di truyeàn 
trong caùc quaàn theå cuûa cuøng moät loaøi ôû 
nhöõng ñieàu kieän ñòa lyù, sinh thaùi khaùc 
nhau [2, 11, 13, 16].  

Theo höôùng treân trong baøi baùo 
naøy xin trình baøy caùc keát quaû thu ñöôïc 
veà taùch doøng gen vaø ñoïc trình töï 
nucleotit ñoaïn ITS-1 cuûa moät soá loaøi 
taûo ñaëc tröng cuûa Vieät Nam, treân cô sôû 
ñoù xaùc ñònh moái quan heä veà chuûng loaïi 
cuûa caùc loaøi taûo naøy. 

 
II. VAÄT LIEÄU VAØ PHÖÔNG PHAÙP 
NGHIEÂN CÖÙU  

1. Vaät lieäu nghieân cöùu 

 Hai loaøi taûo Dunaliella bardawil 
vaø Dunaliella salina ñöôïc laáy töø taäp 
ñoaøn gioáng cuûa Phoøng Coâng Ngheä Taûo, 
Vieän Coâng Ngheä Sinh Hoïc. 
 Gracilaria asiatica, G. blodgetti 
(Thu taïi traïm Quyù Kim – Haûi Phoøng),  
Gracilaria eucheumoides thu ôû vònh 
Nha Trang vaø ôû ñaûo Phan Vinh (thuoäc 
vuøng quaàn ñaûo Tröôøng Sa vaøo thaùng 
5/1999), Hypnea valentinae (8/2000 taïi 
ñaûo Phuù Quoác) do Huyønh Quang Naêng, 
Phaân Vieän Khoa Hoïc Vaät Lieäu Nha 
Trang phaân loaïi vaø ñònh teân.  

Caùc maãu taûo Scenedesmus ñöôïc 
phaân laäp töø hoà Hoaøn Kieám do Döông 
Ñöùc Tieán vaø coäng söï (Phoøng Coâng 
Ngheä Taûo vaø Thuûy Sinh Vaät thuoäc 
Trung Taâm Coâng Ngheä Sinh Hoïc, Ñaïi 
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Hoïc Quoác Gia Haø Noäi) cung caáp. 6 
chuûng ñaõ ñöôïc moâ taû hình thaùi vaø xeáp 
vaøo loaøi Scenedesmus quadricauda (Turp.) 
var. abudans Kirchn; Scenedesmus ellipsoides 
Chod; Scenedesmus obliquus (Turp.) var. 
alternans; Scenedesmus obliquus (Turp.) var. sp; 
Scenedesmus obliquus (Turp.) Kuetz. var obliquu 
367; Scenedesmus quadricauda var. sp.  laàn 
löôït ñöôïc kyù hieäu laø S-1695,  S-190,  S-
177,  S-4, S-35 vaø S-G [14]. 

Vector PCR®2.1 (cuûa TA Kit) vaø 
caùc hoùa chaát chuaån cuûa haõng In 
Vitrogen, vi khuaån E. coli chuûng DH5α 
do Vieän Coâng Ngheä Sinh Hoïc cung caáp. 

2. Phöông phaùp nghieân cöùu 

 Taùch chieát ADN: ADN toång soá 
ñöôïc taùch chieát theo phöông phaùp cuûa 
Traàn Höõu Quang vaø ctv [15]. 

 Phaûn öùng PCR: Ñeå nhaân ñoaïn 
ITS-1 baèng kyõ thuaät PCR töø ADN toång 
soá söû duïng caëp moài: ITS – 1 (5’-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG–3’) vaø ITS 
- 2 (5’-CGACGCAAGAAGTAGACTCG-
3’) (Edwardsen et al., 1998) [5]. Phaûn 
öùng PCR ñöôïc thöïc hieän treân maùy 
PTC-100 Programmable Thermal 
Controller MJ Research. Moãi phaûn öùng 
(20µl) goàm: ADN genom (50-100µg) 1X 
PCR buffer (10 mM Tris-HCl; pH 8,3; 
50mM KCl; 1,5 mM MgCl2; 0,01% 
Bovine serum albumin); 100µM moài; 
100 µM dNTP; 0,5 ñôn vò Taq 
polymerase. Phaûn öùng ñöôïc baét ñaàu 
baèng böôùc bieán tính ADN khuoân ôû 960C 
trong 3 phuùt, tieáp ñeán laø 35 chu kyø, 
moãi chu kyø bao goàm caùc böôùc thay ñoåi 
nhieät ñoä nhö sau: 950C – 30 giaây; 600C 
– 1 phuùt; 720C – 1 phuùt. Giai  
ñoaïn cuoái cuøng ñöôïc thöïc hieän ôû 720C 
trong  10  phuùt.  Saûn  phaåm  PCR ñöôïc  

ñieän di treân gel agarose 1%, nhuoäm 
baèng ethidium bromide, quan saùt treân 
maùy soi töû ngoaïi vaø chuïp aûnh. 
 Taïo doøng phaân töû ADN: Saûn 
phaåm PCR ñöôïc gaén vaøo vector PCR(R) 
2.1 TA Kit cuûa haõng In Vitrogen sau ñoù 
bieán naïp vaøo teá baøo E. coli (DH5α). 
Caùc khuaån laïc mang plasmit taùi toå hôïp 
ñöôïc choïn loïc treân moâi tröôøng coù boå 
sung Kanamycin, X - gal (5 - Bromo - 4 
- chloro - 3 - indol β - D - 
galactopyranoside) vaø IPTG (isopropylβ 
- D - thiogalactopyranoside). Treân moâi 
tröôøng choïn loïc thu ñöôïc nhöõng khuaån 
laïc xanh vaø traéng ôû caû 13 loaøi nghieân 
cöùu (caùc khuaån laïc mang plasmit taùi toå 
hôïp coù maøu traéng). Plasmit ñöôïc taùch 
töø caùc khuaån laïc traéng rieâng reõ vaø 
choïn loïc treân gel agarose 0,8%. Ñeå 
kieåm tra söï coù maët cuûa ñoaïn ITS-1 
trong plasmit ñaõ kieåm tra laïi baèng 
phaûn öùng PCR laàn 2 vaø caét baèng 
enzym caét giôùi haïn EcoRI. Nhöõng 
khuaån laïc ñaõ mang gen ñöôïc nhaân vôùi 
sinh khoái lôùn ñeå taùch vaø tinh saïch 
plasmit [12]. 
 Phöông phaùp xaùc ñònh trình 
töï ADN: Trình töï nucleotit ñoaïn ITS-1 
cuûa 13 loaøi rong taûo bieån ñöôïc thöïc 
hieän treân maùy ñoïc trình töï töï ñoäng 
ABI PRISM 377 ADN Sequencer, söû 
duïng ABI PRISM Big Dye Terminator 
Cycle Sequecing Ready Reaction Kit 
cuûa haõng Perkin-Elmer.  

Töø soá lieäu thu ñöôïc ñaõ phaân tích 
trình töï nucleotit ñoaïn ITS-1 cuûa 13 
maãu nghieân cöùu vaø xaây döïng caây phaân 
loaïi baèng maùy tính döïa treân chöông 
trình ClustalX Multiple Sequence 
Alignment Program (Version 1.81, June 
2000). 
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III. KEÁT QUAÛ VAØ THAÛO LUAÄN 

1. Nhaân ñoaïn ITS-1 baèng kyõ thuaät 
PCR 

 Ñeå nhaân ñöôïc ñoaïn ITS-1, tieán 
haønh phaûn öùng PCR caùc maãu ADN cuûa 
13 maãu taûo bieån ñöôïc choïn nghieân cöùu 
vôùi caëp moài ITS - 1 vaø ITS - 2 laø caëp 
moài ñaëc hieäu cho ñoaïn ITS-1. Keát quaû 
laø ñaõ nhaân ñöôïc gene ITS – 1 naøy ôû caû 
13 loaøi taûo bieån vôùi caùc kích thöôùc cuûa 
gene ñoù nhö sau: khoaûng 340 bp ñoái vôùi 
loaøi G. eucheumoides Nha Trang vaø 
Tröôøng Sa vaø 300 bp ñoái vôùi hai loaøi D. 
salina vaø D. bardawil, G. blodgettii 

(450bp), G. asiatica (300bp), H. 
valentiae (330 bp), Scenedesmus (35, g, 
4, 177) (240 bp), Scenedesmus (190, 
1695) (242 bp). Treân hình 1 chuùng toâi 
ñôn cöû ñaïi dieän keát quaû ñieän di saûn 
phaåm PCR cuûa gene ITS - 1 cuûa moät soá 
loaøi nhö G. eucheumoides (Nha Trang), 
G. eucheumoides (Tröôøng Sa), D. salina 
vaø D. bardawil.  
 Kích thöôùc caùc baêng thu ñöôïc phuø 
hôïp vôùi khoaûng caùch giöõa hai moài vaø 
vôùi caùc keát quaû cuûa caùc taùc giaû khaùc 
thu ñöôïc treân nhieàu loaøi taûo khaùc nhau 
[6].

 
M    1     2     3     4 

 
Hình 1: Keát quaû ñieän di saûn phaåm PCR vôùi moài ITS-1 cuûa caùc loaøi Gracilaria vaø 

Dunaliella. Coät 1: G. eucheumoides Nha Trang; Coät 2: G. eucheumoides  Tröôøng Sa;  
Coät 3: D. salina; Coät 4: D. bardawilI vaø Coät M: Marker 1Kb 

 
 

2. Choïn taïo doøng phaân töû ADN 

Nhaèm muïc ñích cho thí nghieäm 
ñoïc trình töï gen, tieán haønh gaén tröïc 
tieáp saûn phaåm PCR thu nhaän ñöôïc ôû 
treân vaøo vector pCR®2.1 trong TA 
cloning KIT (cuûa haõng In Vitrogene) vaø 

bieán naïp vaøo vi khuaån E. coli chuûng 
DH5α. Treân moâi tröôøng coù chöùa 
Kanamicin, X-gal vaø IPTG thu ñöôïc 
nhöõng khuaån laïc xanh vaø traéng ôû caû 13 
loaøi nghieân cöùu (caùc khuaån laïc chöùa 
plasmid ñính ñoaïn ADN ngoaïi lai coù 
maøu traéng) (ñaïi dieän ñôn cöû cho keát 
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quaû vector pCR(R) 2.1 coù gaén saûn phaåm 
PCR cuûa G. eucheumoides (Tröôøng Sa) 
vaø D. salina treân hình 2). 

Taùch chieát ADN plasmid töø 
nhöõng khuaån laïc traéng thu ñöôïc vaø 
choïn loïc nhöõng plasmid coù kích thöôùc 

lôùn hôn kích thöôùc cuûa vector goác baèng 
phöông phaùp ñieän di treân gel agarose 
0,8%. Keát quaû nhöõng plasmid coù kích 
thöôùc lôùn hôn laø nhöõng plasmid coù theå 
ñaõ mang ñoaïn ITS-1 ngoaïi lai (hình 3). 

 

 
Hình 2: Vector pCR®2.1 coù gaén saûn phaåm PCR cuûa G. eucheumoides Tröôøng Sa (A) 

vaø D. salina (B) sau khi bieán naïp vaøo vi khuaån E. coli chuûng DH5α. Treân moâi 
tröôøng coù chöùa Kanamicin, X-gal vaø IPTG. Khuaån laïc traéng: Vi khuaån E. coli 

chuûng DH5α chöùa plasmid taùi toå hôïp mang ñoaïn ITS-1. Khuaån laïc xanh: vi khuaån 
E. coli chuûng DH5α chöùa plasmid khoâng mang ñoaïn ITS-1 

 
 

  1   2          3    4    5    6   7    8    9  10 

 
Hình 3: ADN plasmid taùch töø caùc khuaån laïc traéng. Coät 5 Vector pCR®2.1 goác; 

Coät töø 1-2: Vector pCR®2.1 taùi toå hôïp coù ñính ñoaïn ITS-1 cuûa G. eucheumoides  Tröôøng Sa; 
Coät töø 3-4: Vector pCR®2.1 taùi toå hôïp coù ñính ñoaïn ITS-1 cuûa G. eucheumoides  Nha Trang; 
Coät 6-8: Vector pCR®2.1 taùi toå hôïp coù ñính ñoaïn ITS-1  cuûa D. salina; Coät 9-10: Vector pCR®2.1 taùi 

toå hôïp coù ñính ñoaïn gen ITS - 1  cuûa D. bardawil 
  

                  A       B 

4,24kb 4,2kb
3,9kb 
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Ñaõ tieán haønh kieåm tra caùc 
plasmit coù chöùa ñoaïn ITS–1 hay khoâng 
baèng phaân tích enzym giôùi haïn vaø 
baèng kyõ thuaät PCR duøng ADN plasmit 
laøm khuoân maãu. Trong vector pCR®2.1 
coù moät vò trí caét cuûa EcoRI ôû ñaàu 5’ vaø 
moät vò trí ôû ñaàu 3’ cuûa gen, vì vaäy khi 
caét baèng enzym EcoRI thì vector 

pCR®2.1 coù gaén ñoaïn ITS-1 seõ taùch ra 
moät ñoaïn ADN vôùi chieàu daøi laø 340 bp 
ñoái vôùi maãu G. eucheumoides Nha Trang 
vaø Tröôøng Sa vaø 300 bp ñoái vôùi hai maãu 
D. salina, D. bardawil (ôû ñaây chuùng toâi 
chæ ñöa ra keát quaû ñaïi dieän cho hai loaøi 
naøy, hình 4). 

 
A                                                           B 

                1      2      3      M      4       5                         1  2  M  3   4 

Hình 4: (A): Kieåm tra ñoaïn ITS-1 trong plasmid taùi toå hôïp baèng phaûn öùng PCR. 
Coät 1 vaø 4: Saûn phaåm PCR töø ADN toång soá cuûa G. eucheumoides Tröôøng Sa vaø D. 
salina; Coät 2, 3: Saûn phaåm PCR töø plasmid taùi toå hôïp cuûa G.eucheumoides Tröôøng 
Sa; Coät 5: saûn phaåm PCR töø plasmid taùi toå hôïp cuûa D. salina; Coät M: Marker 1Kb 
(B): Phaân tích enzym giôùi haïn caùc plasmid taùi toå hôïp mang ñoaïn ITS-1. Coät 1 vaø 2: 
Vector pCR®2.1 mang gen ITS-1 cuûa D. bardawil chöa caét vaø ñöôïc caét baèng EcoR I; Coät 

3 vaø 4: Vector pCR®2.1 mang gen ITS-1 cuûa G.eucheumoides Nha Trang chöa caét  
vaø ñöôïc caét baèng EcoR I; Coät M: Marker 1Kb 

 
Keát quaû treân hình 4 cho thaáy khi 

kieåm tra baèng phöông phaùp PCR söû 
duïng ADN plasmit laøm khuoân, ñaõ nhaän 
ñöôïc caùc baêng ADN coù kích thöôùc 
khoaûng 340 bp ñoái vôùi loaøi G. 
eucheumoides Nha Trang vaø Tröôøng Sa 
vaø 300 bp ñoái vôùi hai loaøi D. salina, D. 
bardawil ñuùng vôùi kích thöôùc cuûa saûn 
phaåm PCR goác töø ADN toång soá (hình 

4a). Tieáp theo, khi phaân tích caùc 
plasmit baèng enzym giôùi haïn EcoRI 
nhaän 2 baêng: moät baêng coù kích thöôùc 
khoaûng 3,9 kb vaø moät baêng coù kích 
thöôùc khoaûng 340 bp ñoái vôùi G. 
eucheumoides Nha Trang vaø Tröôøng Sa 
vaø 300 bp ñoái vôùi hai loaøi D. salina, D. 
bardawil. Trong ñoù 3,9 kb laø kích thöôùc 
cuûa vector goác, coøn 340 bp hoaëc 300 bp 

300bp 340bp 

340bp 

3,9 Kb 

300bp 
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laø kích thöôùc cuûa ñoaïn ITS-1 (hình 4b) 
[6]. Ñieàu naøy chöùng toû raèng ñoaïn ITS-1 
ñaõ ñöôïc gaén vaøo vector. 

3. Keát quaû ñoïc trình töï axít nucleic 
ITS-1 

Sau khi phaân tích caùc plasmit 
baèng enzym giôùi haïn EcoRI ñeå khaúng 
ñònh ñoaïn gen ITS – 1 ñaõ ñöôïc gaén vaøo  

vector hay chöa, tieán haønh ñoïc trình töï 
nucleotit treân maùy ñoïc trình töï töï ñoäng 
ABI PRISM 377 DNA Sequencer, söû 
duïng ABI PRISM Big Dye Terminator 
Cycle Sequecing Ready Reaction Kit 
cuûa haõng Perkin-Elmer. Keát quaû trình 
töï nucleotit cuûa ñoaïn ITS-1 cuûa caùc loaøi 
taûo bieån naøy ñöôïc trình baøy treân     
hình 5.  

 
G.blodgettii     TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTTGAGAAGCCGGAGGAATTCGTTTGCAGTG 60 
G.asiatica       ------------------------------------------------------------ 
G.eu_ TS          ------------------------------------------------------------ 
G.eu_ NT          ------------------------------------------------------------ 
H.valentiae      ------------------------------------------------------------ 
S.35             ------------------------------------------------------------ 
S.g              ------------------------------------------------------------ 
S.4              ------------------------------------------------------------ 
S.177            ------------------------------------------------------------ 
S.190            ------------------------------------------------------------ 
S.1695           ------------------------------------------------------------ 
D.bardawil       ------------------------------------------------------------ 
D.salina         ------------------------------------------------------------ 
                                                                              
 
G.blodgettii     AGAGTGGGTTTCAGTATAATATTTTTTATTGTGTTGCACGAAAAATCAAAATCTTGTTTT 120 
G.asiatica       ------------------------------------------------------------ 
G.eu_ TS          ---------------------------------------------------------TCC 3 
G.eu_ NT          ---------------------------------------------------------TCC 3 
H.valentiae      ---------------------------------------------------------TCC 3 
S.35             ------------------------------------------------------------ 
S.g              ------------------------------------------------------------ 
S.4              ------------------------------------------------------------ 
S.177            ------------------------------------------------------------ 
S.190            ------------------------------------------------------------ 
S.1695           ------------------------------------------------------------ 
D.bardawil       ------------------------------------------------------------ 
D.salina         ------------------------------------------------------------ 
 
 
G.blodgettii     CTGTGTGGTCTTG-AGTCTCGAAAACGGAGAAACAG---TAGAGCTGCCATTTCGAAAGT 176 
G.asiatica       -------------------------------------TCCGTAGGTGAAGGTGCGGAAGG 23 
G.eu_ TS          GTAGGTGAACCTGCGG-AAGGATCATTCAAAAATAAGCTCAAATCTGC--TTTTGGAAGT 60 
G.eu_ NT          GTAGGTGAACCTGCGGGAAGGATCATTCAAAAATAAGCTCAAATCTGC--TTTTGGAAGT 61 
H.valentiae      GTAGGTGAACCTGCGG-AAGGATCATTCAAAAATAAGCTCAAATCTGC--TTTTGGAAGT 60 
S.35             -------------------------------------TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGG 23 
S.g              -------------------------------------TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGG 23 
S.4              -------------------------------------TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGG 23 
S.177            -------------------------------------TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGG 23 
S.190            -------------------------------------TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGG 23 
S.1695           -------------------------------------TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGG 23 
D.bardawil       -------------------------------------TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGG 23 
D.salina         -------------------------------------TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGG 23 
                                                          *   * *     *   *  * * *   
 
 
G.blodgettii     TGTGG----AGTTGTGTTCCAGTTCAA--AATGAG---TACAGAT-TCGATCGCATGAAA 226 
G.asiatica       ATCATTATCGAATATCCAAA?-CTTACCGTGCGAATCCGTCGCG------CCGCAAGGCG 75 
G.eu_ TS          GTTAT----ATATATTTTCTTTTTGGGTGGATGAACTCTGCGAAA-AAAACTGT-TGAGA 114 
G.eu_ NT          GTTAT----ATATATTTTCTTTTTGGGTGGATGAACTCTGCGAAA-AAAACTGT-TGAGA 115 
H.valentiae      GTTAT----ATATATTTTCTTTTTGGGTGGATGAACTCTGCGAAA-AAAACTGT-TGAGA 114 
S.35             ATCATT---GAATATGCAAAC---CACAACACGCACTCTTTT------ACTTGT------ 65 
S.g              ATCATT---GAATATGCAAAC---CACAACACGCACTCTTTT------ACTTGT------ 65 
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S.4              ATCATT---GAATATGCAAAC---CACAACACGCACTCTTTT------ACTTGT------ 65 
S.177            ATCATT---GAATATGCAAAC---CACAACACGCACTCTTTT------ACTTGT------ 65 
S.190            ATCATT---GAATATGCAAAC---CACAACACGCACTCTTTT------ACTTGT------ 65 
S.1695           ATCATT---GAATATGCAAAC---CACAACACGCACTCTTTT------ACTTGT------ 65 
D.bardawil       ATCATT---GAATCTATTAACAACCACACCGTGAACCTTCTTTGTCTGGCCCATCATTCT 80 
D.salina         ATCATT---GAATCTATTAACAACCACACCGTGAACCTTCTTTGTCTGGCCCATCATTCT 80 
                             *  *                  *                             
 
G.blodgettii     AACAAAAAAAAGGGGTTTTGACT-----AGTAAGACAACATAATGCTGAAGCTTGCAATC 281 
G.asiatica       CGCCATGTCCGTTTGCGTGCGAACC--TCGCACACTCTCGGGCGAACCAATTCAAAACTT 133 
G.eu_ TS          ACTGAAATTCATGTTTTCCGGCTTTTGTATTGAGTCCTATCTATAAGAAAATGCGGAAGG 174 
G.eu_ NT          ACTGAAATTCATGTTTTCCGGCTTTTGTATTGAGTCCTATCTATAAGAAAATGCGGAAGG 175 
H.valentiae      ACTGAAATTCATGTTTTCCGGCTTTTGTATTGAGTCCTATCTATAAGAAAATGCGGAAGG 174 
S.35             ------------GTAC--------CGACGTTAGGTCG-------AACC---CTCACC--- 92 
S.g              ------------GTAC--------CGACGTTAGGTCG-------AACC---CTCACC--- 92 
S.4              ------------GTAC--------CGACGTTAGGTCG-------AACC---CTCACC--- 92 
S.177            ------------GTAC--------CGACGTTAGGTCG-------AACC---CTCACC--- 92 
S.190            ------------GTAC--------CGACGTTAGGTCG-------AACC---CTCACC--- 92 
S.1695           ------------GTAC--------CGACGTTAGGTCG-------AACC---CTCACC--- 92 
D.bardawil       CTCCGGAGTTTGGTGCTTCCTGGGCAGCATTAATTTGCTGTCTGGGTTGGGCTCGGC--- 137 
D.salina         CTCCGGAGTTTGGTGCTTCCTGGGCAGCATTAATTTGCTGTCTGGGTTGGGCTCGGC--- 137 
G.blodgettii     ATTCACGATTCCAGGGCTATA-AACAAATCACGCGAATAACTTTTTTTGAACCTTTTTTT 340 
G.asiatica       ATATACCACGATGCCGCTTAACGGTTTGGCACCCGTGCGCATTAAGTTCAA--------A 185 
G.eu_ TS          AAGCA-GATGGAGGCTTTAAA-AACGTAACACGTGAATAACTTTGTGGCCCTTTCTTTTT 232 
G.eu_ NT          AAGCA-GATGGAGGCTTTAAA-AACGTAACACGTGAATAACTTTGTGGCCCTTTCTTTTT 233 
H.valentiae      AAGCA-GATGGAGGCTTTAAA-AACGTAACACGTGAATAACTTTGTGGCCCTTTCTTTTT 232 
S.35             ------GGTTTGGCCTACTTA-CAC-----ACACACACA--CC---ATTGACCAAC--CA 133 
S.g              ------GGTTTGGCCTACTTA-CAC-----ACACACACA--CC---ATTGACCAAC--CA 133 
S.4              ------GGTTTGGCCTACTTA-CAC-----ACACACACA--CC---ATTGACCAAC--CA 133 
S.177            ------GGTTTGGCCTACTTA-CAC-----ACACACACA--CC---ATTGACCAAC--CA 133 
S.190            ------GGTTTGGCCTACTTA-CAC-----ACACACACACACC---ATTGACCAAC--CA 135 
S.1695           ------GGTTTGGCCTACTTA-CAC-----ACACACACACACC---ATTGACCAAC--CA 135 
D.bardawil       ------TGCCCAATCTTTTTG-GGT-----AGTCGGGTTGGTCTTAACTAACCAACAACA 185 
D.salina         ------TGCCCAATCTTTTTG-GGT-----AGTCGGGTTGGTCTTAACTAACCAACAACA 185 
                                               *                               
 
 
G.blodgettii     TGAACCTAAAACCTTATCAAACCATAAAAAGCTAACCATGTGTCTGAAAAGTAAAA---A 397 
G.asiatica       TTGACTGAAAGCCA-ATCTCGAAGCGCGCAAGTGCAACGA----GAAGTATATCAATTGT 240 
G.eu_ TS          TTTATTTCAAACCAAA---AACCA-AAAAAATTAAA---ACGTTGGGAAAAT-------- 277 
G.eu_ NT          TTTATTTCAAACCAAA---AACCA-AAAAAATTAAA---ACGTTGGGAAAAT-------- 278 
H.valentiae      TTTATTTCAAACCAAA---AACCA-AAAAAATTAAA---ACGTTGGGAAAAT-------- 277 
S.35             TTGATT--AAACCAAACTCTGAAGTTT-CGGCTGCTGTTA-ATCGGCA-GTTTTAACGAA 188 
S.g              TTGATT--AAACCAAACTCTGAAGTTT-CGGCTGCTGTTA-ATCGGCA-GTTTTAACGAA 188 
S.4              TTGATT--AAACCAAACTCTGAAGTTT-CGGCTGCTGTTA-ATCGGCA-GTTTTAACGAA 188 
S.177            TTGATT--AAACCAAACTCTGAAGTTT-CGGCTGCTGTTA-ATCGGCA-GTTTTAACGAA 188 
S.190            TTGATT--AAACCAAACTCTGAAGTTT-CGGCTGCTGTTA-ATCGGCA-GTTTTAACGAA 190 
S.1695           TTGATT--AAACCAAACTCTGAAGTTT-CGGCTGCTGTTA-ATCGGCA-GTTTTAACGAA 190 
D.bardawil       CCAATCCAAAACTAAAGCCAAAGATATGTGGTCGGC-CTA-GCCGTCACATCCTAACTGA 243 
D.salina         CCAATCCAAAACTAAAGCCAAAGATATGTGGTCGGC-CTA-GCCGTCACATCCTAACTGA 243 
                    *     * *  *    *                                              
 
 
G.blodgettii     TACAACTCGTAACGGTGGATGTCTCGGCTCCTGCATCGATGAAGAACGCAGC 449 
G.asiatica       GACAACTTTTAACAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGC 292 
G.eu_ TS          TACAACTCGTAACGGTGGATGTCTCGGCTCCTGCATCGATGAAGAACGCAGC 329 
G.eu_ NT          TACAACTCGTAACGGTGGATGTCTCGGCTCCTGCATCGATGAAGAACGCAGC 330 
H.valentiae      TACAACTCGTAACGGTGGATGTCTCGGCTCCTGCATCGATGAAGAACGCAGC 329 
S.35             AACAACTCTCAACAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGC 240 
S.g              AACAACTCTCAACAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGC 240 
S.4              AACAACTCTCAACAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGC 240 
S.177            AACAACTCTCAACAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGC 240 
S.190            AACAACTCTCAACAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGC 242 
S.1695           AACAACTCTCAACAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGC 242 
D.bardawil       GACAACTCTCAACAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGC 295 
D.salina         GACAACTCTCAACAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGC 295 
                  * * * * * *    * * *    * * * *  * * *  * * * * *   * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  

Hình 5: So saùnh trình töï nucleotit gen ITS –1 cuûa 13 loaøi taûo ñöôïc nghieân cöùu 
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Döïa treân chöông trình Clustal X 
Multiple Sequence Alignment Program 
(Version 1.81, June 2000) ñaõ xaây döïng 
caây phaân loaïi cuûa 13 loaøi taûo ñöôïc 
nghieân cöùu (hình 6). 
 Töø keát quaû chæ ra treân hình 5 
nhaän thaáy raèng: ñoái vôùi 2 loaøi D. 
bardawil vaø D. salina ñaõ nhaän ñöôïc 
trình töï nucleotit cuûa ñoaïn ITS-1 gioáng 
nhau hoaøn toaøn. Coøn ñoái vôùi Gracilaria 
eucheumoides Tröôøng Sa vaø Nha Trang 
coù trình töï taïi vò trí thöù 20 trong trình 
töï nucleotit ñoaïn ITS-1 cuûa G. 
eucheumoides Tröôøng Sa ñaõ bò maát ñi 1 
nucleotit loaïi Guanin (G) so vôùi trình töï 
nucleotit ñoaïn ITS-1 cuûa G. 
eucheumoides Nha Trang. 
 Töø keát quaû nhaän ñöôïc ôû treân (veà 
vieäc so saùnh trình töï nucleotit cuûa ñoaïn 
ITS-1) coù theå cho raèng D. bardawil vaø 
D. salina chæ laø 1 loaøi, maëc duø caùc nhaø 
phaân loaïi hoïc coå ñieån (döïa vaøo hình 
thaùi) ñaõ phaân chuùng thaønh 2 loaøi khaùc 

nhau, thuoäc chi Dunaliella. Ñieàu naøy boå 
sung cho nhöõng keát quaû nghieân cöùu vaø 
coâng boá tröôùc ñaây veà nghieân cöùu tính 
ña daïng cuûa moät soá loaøi Dunaliella 
baèng kyõ thuaät RAPD [8]. Trong coâng 
trình naøy ñaõ xaùc ñònh ñöôïc heä soá ñoàng 
daïng di truyeàn giöõa D. bardawil vaø D. 
salina coù giaù trò laø 0,6286. Ñaây laø moät 
giaù trò khaù cao thöôøng tính ñöôïc giöõa 
caùc loaøi raát gaàn nhau veà maët ñòa lyù 
hoaëc caùc ñôn vò döôùi loaøi. Nhö vaäy, 
cuøng vôùi kyõ thuaät RAPD vaø xaùc ñònh 
heä soá ñoàng daïng di truyeàn thì phöông 
phaùp xaùc ñònh trình töï nucleotit cuûa 
ñoaïn ITS-1 ñaõ uûng hoä cho giaû thieát 
raèng hai loaøi D. bardawil vaø D. salina 
coù theå xem laø moät loaøi. Hôn nöõa, baèng 
caùc phöông phaùp naøy coù theå xaùc ñònh 
ñöôïc söï sai khaùc veà maët di truyeàn ngay 
trong cuøng moät loaøi G. eucheumoides coù 
nguoàn goác töø caùc vuøng sinh thaùi khaùc 
nhau (Tröôøng Sa vaø Nha Trang).  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Hình 6: Caây phaân loaïi döïa treân vieäc so saùnh trình töï nucleotit cuûa 13 loaøi 
Gracilaria, Scenedesmus, Hypnea and Dunaliella 

 

S. 35 
S-G 
S.4 
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 Keát quaû thu ñöôïc ôû treân cho thaáy: 
4 chuûng (S-G), (S-4), (S-35) vaø (S-177) 
coù trình töï nucleotit hoaøn toaøn gioáng 
nhau. Hai chuûng coøn laïi laø (S-1695) vaø 
(S-190) chæ sai khaùc duy nhaát 1 
nucleotit ôû vò trí 162 treân chuoãi trình 
töï cuûa ñoaïn ITS-1. 

Theo caây phaân loaïi ôû treân, 6 
chuûng Scenedesmus ñaõ phaân chia 
thaønh 2 nhoùm: nhoùm thöù nhaát goàm 2 
chuûng S-177 vaø S-35,  nhoùm thöù  2 goàm 4 
chuûng S-4,  S-G, S-1695  vaø S-190.  

So saùnh vôùi keát quaû ñaõ coâng boá  
söû duïng kyõ thuaät RAPD ñeå xaùc ñònh 
moái quan heä giöõa caùc chuûng 
Scenedesmus [14] thì chuûng S-4 vaø S-G 
ñaõ taùch ra thaønh moät nhoùm vaø chuûng 
S-G trôû thaønh moät nhaùnh cuûa chuûng S-
4. Trong khi ñoù 2 chuûng S-1695 vaø S-
190 khoâng coù söï thay ñoåi, chuùng vaãn 
naèm treân cuøng moät nhaùnh vaø laø nhaùnh 
phuï cuûa chuûng S-G.  

Nhö vaäy, baèng caùch phaân tích 
trình töï nucleotit cuûa ñoaïn ITS-1 thì 4 
chuûng S-G, S-4, S-35 vaø S-177 coù theå laø 
cuøng moät loaøi thuoäc chi Scenedesmus 
coøn 2 chuûng S-1695 vaø S-190 laø 2 
chuûng khaùc nhau. Döïa vaøo chöông 
trình Clustal X Multiple Sequence 
Alignment Program (Version 1.81, June 
2000) vaø TreeView (1.6.1-2000) ñaõ xaùc 
ñònh ñöôïc heä soá xa nhau veà maët di 
truyeàn giöõa 4 chuûng (S-G, S-4, S-35 vaø 
S-177) vaø 2 chuûng (S-1695 vaø S-190) laø 
0,34179. Trong ñoù khoaûng caùch giöõa 2 
chuûng S-1695 vaø S-190 laø raát nhoû 
(0,00136) chöùng toû chuùng coù moái quan 
heä di truyeàn raát gaàn guõi. Keát quaû naøy 
boå sung cho keát quaû ñaõ coâng boá baèng 
kyõ thuaät RAPD vaø phaân loaïi kinh ñieån. 

Keát quaû thu ñöôïc veà trình töï 
nucleotit cuûa 13 loaøi taûo ñöôïc nghieân 
cöùu treân ñaõ ñöôïc caáp soá ñaêng kyù treân 
Database nhö sau: Hypnea valentiae 
(AJ 496 264, AJ 496 524), Dunaliella 
salina (AJ 496 573), Senedesmus 
quadricaud (AJ 496 521), Senedesmus 
obliquus (AJ 496 388), Gracilaria 
verrucosa (asiatica) (AJ 496 522), 
Gracilaria blodgettii (AJ 496 523), 
Gracilaria eucheumodes (Nha Trang) 
(AJ 504 691), Gracilaria eucheumoides 
(Tröôøng Sa) (AJ 504 692). 

 
IV. KEÁT LUAÄN 
 

Baèng kyõ thuaät PCR söû duïng caëp 
moài ITS1 vaø ITS2 ñaõ nhaân baûn ñöôïc 
ñoaïn ITS-1 coù kích thöôùc khoaûng 340 
bp ñoái vôùi loaøi G. eucheumoides Nha 
Trang vaø Tröôøng Sa vaø 300 bp ñoái vôùi 
hai loaøi D. salina vaø D. bardawil, 
450bp - G. blodgettii, 300bp - G. 
asiatica, 330 bp - H. valentiae, 240 bp - 
Scenedesmus (35, g, 4, 177), 242 bp 
Scenedesmus (190, 1695). 

Trình töï nucleotit cuûa ñoaïn ITS - 
1 cuûa caùc maãu thu ñöôïc ñaõ ñöôïc ñaêng 
kyù treân Database vôùi caùc soá ñaêng kyù ñaõ  
ñöôïc caáp. 

Loaøi Dunaliella bardawil vaø 
Dunaliella salina coù trình töï nucleotit 
cuûa ñoaïn ITS-1 gioáng nhau hoaøn toaøn. 
Döïa treân keát quaû so saùnh naøy coù theå 
xem chuùng laø cuøng moät loaøi (cuõng nhö 
ñoái vôùi 4 loaøi Scenedesmus (35, g, 4, 
177) vaø hai loaøi (190, 1695). 

Coù theå xaùc ñònh ñöôïc söï sai khaùc 
veà maët di truyeàn ngay trong cuøng moät 
loaøi (G. eucheumoides) coù nguoàn goác töø 
caùc vuøng sinh thaùi khaùc nhau (Tröôøng 
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Sa vaø Nha Trang) baèng caùch ñoïc vaø so 
saùnh söï sai khaùc nhau ôû trình töï 
nucleotit cuûa ñoaïn gene ITS - 1. 
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