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 Ph©n lo¹i chñng vi khuÈn BNA5 ®−îc ph©n lËp tõ ®Êt  
bÞ nhiÔm DDT b»ng ph−¬ng ph¸p ph©n tÝch tr×nh tù nucleotit 

cña gien 16s-rRNA 
 

Nghiªm Ngäc Minh, Cung ThÞ Ngäc Mai, 
§Æng ThÞ CÈm Hµ 

ViÖn C«ng nghÖ sinh häc 

Tr−íc ®©y, trªn thÕ giíi còng nh− ë ViÖt 
Nam, viÖc ph©n lo¹i vi sinh vËt chñ yÕu vÉn dùa 
vµo c¸c ®Æc ®iÓm h×nh th¸i, ®Æc ®iÓm nu«i cÊy, 
sinh lý, sinh hãa.... ViÖc ph©n lo¹i nµy cã nhiÒu 
−u ®iÓm xong còng béc lé nh÷ng nh−îc ®iÓm 
nhÊt ®Þnh. Ch¼ng h¹n mét chñng vi sinh vËt nµo 
®ã vÒ mÆt h×nh th¸i rÊt gÇn víi chi nµy nh−ng 
khi ph©n tÝch ë møc ®é ph©n tö th× l¹i thuéc chi 
kh¸c. Cïng víi sù ph¸t triÓn cña sinh häc ph©n 
tö vµ c«ng nghÖ gien, ph−¬ng ph¸p ph©n lo¹i 
häc ph©n tö ®M ra ®êi chñ yÕu dùa trªn c¸c kü 
thuËt ph©n tÝch ADN. Ph−¬ng ph¸p th−êng ®−îc 
sö dông trong nghiªn cøu ph©n lo¹i vµ ®a d¹ng 
vi sinh vËt lµ dïng c¸c kü thuËt sinh häc ph©n tö 
nh− ph©n tÝch tr×nh tù gien 16S rRNA, kü thuËt 
®iÖn di trªn gel biÕn tÝnh nång ®é (DGGE), ®iÖn 
di trªn gel biÕn tÝnh nhiÖt ®é (TGGE).... Nh÷ng 
kü thuËt nµy còng ®M ®−îc sö dông ®Ó ph¸t hiÖn 
vµ ®Þnh tªn ®Õn loµi c¸c ®¹i diÖn thuéc chi 
Streptomyces tõ m«i tr−êng nguyªn thuû hoÆc 
®M qua nu«i cÊy vµ cho hiÖu qu¶ cao h¬n nhiÒu 
so víi c¸c ph−¬ng ph¸p truyÒn thèng [7, 2]. 
ViÖc ®Þnh tªn c¸c loµi vi sinh vËt dùa trªn cÊu 
tróc gien 16S rRNA cã nhiÒu thuËn lîi, ®Æc biÖt 
rót ng¾n ®−îc thêi gian nghiªn cøu. GÇn ®©y sö 
dông kü thuËt ®iÖn di trªn gel biÕn tÝnh nång ®é 
(DGGE) ng−êi ta ®M cã kh¶ n¨ng nghiªn cøu tËp 
®oµn x¹ khuÈn trong c¸c mÉu tù nhiªn mét c¸ch 
dÔ dµng. §iÒu ®ã gióp chóng ta hiÓu s©u s¾c vÒ 
sù tån t¹i cña nhãm vi sinh vËt nµy ngay c¶ khi 
chóng kh«ng cã kh¶ n¨ng nu«i cÊy [2, 5].  

T¹i phßng C«ng nghÖ sinh häc m«i tr−êng 
thuéc ViÖn C«ng nghÖ sinh häc, ph−¬ng ph¸p 
ph©n lo¹i vi sinh vËt dùa trªn viÖc so s¸nh tr×nh tù 
nucleotit cña gien mM hãa 16S rRNA ®M ®−îc ¸p 
dông vµ thu ®−îc nhiÒu kÕt qu¶ cã gi¸ trÞ [1, 4, 5]. 
§Ó phôc vô cho viÖc gi¶m thiÓu DDT g©y « nhiÔm 
trong ®Êt, tËp ®oµn vi sinh vËt vµ mét sè chñng vi 

sinh vËt t¹i ®©y ®M ®−îc nghiªn cøu. Trong bµi b¸o 
nµy, chóng t«i tr×nh bµy kÕt qu¶ vÒ ph©n lo¹i h×nh 
th¸i vµ ph©n tö cña chñng vi khuÈn BNA5 ®−îc 
ph©n lËp tõ vïng ®Êt bÞ « nhiÔm 1,1,1-trichloro-
2,2-bis (p-chlrophenyl) ethane (DDT) t¹i khu vùc 
B¾c Trung Bé, ViÖt Nam. 

I. ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

1. Nguyªn liÖu 

Chñng vi khuÈn, cã ký hiÖu lµ BNA5, ®−îc 
ph©n lËp tõ ®Êt bÞ nhiÔm DDT ë khu vùc huyÖn 
NghÜa §µn, tØnh NghÖ An theo ph−¬ng ph¸p lµm 
giµu nhiÒu lÇn trªn m«i tr−êng kho¸ng dÞch vµ 
®−îc b¶o qu¶n trong glyxªrin 75% ë -80oC.  

Hãa chÊt tinh khiÕt cña c¸c hMng Sigma, 
Invitrogien, Fermentas, Prolabo, Merk. Sö dông 
bé Kit TA cloning Kit cña hMng InvitrogienTM. 
C¸c trang thiÕt bÞ hiÖn ®¹i, chÝnh x¸c thuéc 
Phßng C«ng nghÖ sinh häc m«i tr−êng vµ Phßng 
thÝ nghiÖm träng ®iÓm quèc gia vÒ C«ng nghÖ 
gien thuéc ViÖn C«ng nghÖ sinh häc. 

CÆp måi 341F (5’ - CCT ACG GGA GGC 
AGC AG - 3’) vµ 907R (5’ - CCG TGA ATT 
CCT TTT AGT TT - 3’) ®−îc thiÕt kÕ dùa trªn 
tr×nh tù nucleotit cña gien mM hãa 16S rRNA 
cña Esherichia coli ®Ó nh©n ®o¹n gien cã kÝch 
th−íc kho¶ng 550 bp.  

2. Ph−¬ng ph¸p  

a. Quan s¸t h×nh th¸i cña khuÈn l¹c vµ h×nh 
th¸i cña tÕ bµo 

H×nh th¸i cña khuÈn l¹c cña chñng BNA5 
®−îc quan s¸t b»ng ph−¬ng ph¸p cÊy g¹t trªn 
m«i tr−êng hiÕu khÝ tæng sè. H×nh th¸i cña tÕ 
bµo cña chñng BNA5 ®−îc quan s¸t d−íi kÝnh 
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hiÓn vi ®iÖn tö quÐt JSML 5410, víi sù hîp t¸c 
cña ViÖn 69. 

b. Ph©n lo¹i vi khuÈn dùa vµo gien m) hãa 
16S rRNA 

T¸ch chiÕt ADN tæng sè cña chñng BDN5 
theo ph−¬ng ph¸p cña Sambrook vµ Russell 
2001 [8]. ADN ®−îc tinh s¹ch vµ tiÕn hµnh lµm 
ph¶n øng PCR víi cÆp måi 314F vµ 907R. §iÒu 
kiÖn cña ph¶n øng PCR ®−îc tiÕn hµnh nh− sau: 
hçn hîp PCR víi tæng thÓ tÝch lµ 25µl gåm: 1 µl 
måi mçi lo¹i (20 pmol); 0,5 µl hçn hîp dNTPs 
(2,5 mM); 2,5 µl ®Öm PCR, 3 µl MgCl2 
(25mM); 0,2 µl Taq polymeraza (5 unit/µl), 1 µl 
ADN tæng sè vi khuÈn. Ph¶n øng ®−îc thùc hiÖn 
trªn m¸y PCR 9700 víi c¸c b−íc nh− sau: b−íc 
1: 95oC trong 5 phót; b−íc 2: 95oC trong 1 phót; 
b−íc 3: 55oC trong 1 phót; b−íc 4: 72oC trong 3 
phót; b−íc 5: lÆp l¹i 30 chu kú tõ b−íc 2 ®Õn 
b−íc 4; b−íc 6: 72oC trong 10 phót; b−íc 7: 4oC 
trong nhiÒu giê (®Ó gi÷ mÉu). S¶n phÈm cña 
ph¶n øng PCR ®−îc ®iÖn di kiÓm tra trªn gel 
agaroza nång ®é 0,8%, nhuém gel b»ng ªtium 
bromit vµ quan s¸t d−íi ¸nh s¸ng ®Ìn tö ngo¹i. 
S¶n phÈm PCR ®−îc g¾n trùc tiÕp vµo vect¬ 
pCRR 2.1 nhê enzim T4-DNA ligaza; s¶n phÈm 
lai ®−îc biÕn n¹p vµo chñng E. coli INV F' vµ 
chän läc trªn m«i tr−êng LB ®Æc cã chøa 50 
mg/l ampixillin, 80 mg/l X-Gal, nu«i cÊy ë 37oC 
qua ®ªm. T¸ch chiÕt vµ lµm s¹ch ADN plasmit 
theo Sambrook vµ Russell 2001 [8]. X¸c ®Þnh 
tr×nh tù nucleotit cña gien trªn m¸y ®äc tr×nh tù 
tù ®éng ABI PRISM 3100 Avant Gienetic 
Analyzer, sö dông bé kÝt chuÈn BigDye 
Terminator V3.1 Cycle Sequencing. So s¸nh 

tr×nh tù nucleotit cña ®o¹n gien 16S rRNA cña 
chñng vi khuÈn BNA5 víi c¸c tr×nh tù nucleotit 
cña ®o¹n gien 16S rRNA t−¬ng øng t¹i ng©n 
hµng gien quèc tÕ EMBL vµ sö dông phÇn mÒm 
Clustal X ®Ó x©y dùng c©y ph¸t sinh chñng lo¹i. 

ii. KÕt qu¶ vµ th¶o luËn 

1. Ph©n lËp c¸c chñng vi sinh vËt tõ ®Êt bÞ 
nhiÔm DDT 

Tõ nguån ®Êt bÞ nhiÔm DDT ban ®Çu, chóng 
t«i ®M tiÕn hµnh ph©n lËp vµ thu nhËn ®−îc mét 
tËp ®oµn c¸c vi khuÈn ph¸t triÓn trªn m«i tr−êng 
kho¸ng cã chøa DDT. Sau ®ã, c¸c lo¹i khuÈn l¹c 
nµy ®−îc lµm giµu 3 lÇn ®ång thêi trong m«i 
tr−êng kho¸ng cã bæ sung dÞch chiÕt DDT vµ 
glucoza 0,1%. 

Trong 5 chñng cã kh¶ n¨ng ph¸t triÓn tèt 
trªn m«i tr−êng cã DDT, chñng BNA5 cã kh¶ 
n¨ng ph¸t triÓn tèt h¬n c¶, qua nhiÒu lÇn tuyÓn 
chän. V× vËy, chóng t«i ®M chän chñng BNA5 ®Ó 
tiÕn hµnh nh÷ng nghiªn cøu tiÕp theo. 

2. §Æc ®iÓm h×nh th¸i vµ tÕ bµo cña chñng vi 
khuÈn BNA5 

Chñng BNA5 cã khuÈn l¹c h×nh trßn, bÒ mÆt 
låi, tr¬n, mµu tr¾ng ®ôc; ®−êng kÝnh cña khuÈn 
l¹c kho¶ng tõ 2-5 mm (h×nh 1A). Chñng vi 
khuÈn BNA5 thuéc nhãm vi khuÈn gram d−¬ng. 
H×nh d¹ng tÕ bµo cña chñng BNA5 ®M ®−îc 
quan s¸t b»ng kÝnh hiÓn vi ®iÖn tö quÐt víi ®é 
phãng ®¹i 15000 lÇn. TÕ bµo cã d¹ng h×nh que 
ng¾n, cã kÝch th−íc kho¶ng (1,80-1,87) × (0,27- 
0,53) µm (h×nh 1B).  

 

 
A 

 
B 

H×nh 1. H×nh d¹ng cña khuÈn l¹c (A) vµ h×nh th¸i cña tÕ bµo cña chñng BNA5 (B) 
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ViÖc quan s¸t h×nh d¹ng cña khuÈn l¹c vµ 
h×nh th¸i cña tÕ bµo cho thÊy, chñng vi khuÈn 
BNA5 cã nhiÒu ®Æc ®iÓm kh¸ gièng víi nh÷ng 
loµi thuéc chi Bacillus. §Ó lµm râ vÞ trÝ ph©n 
lo¹i cña chñng nµy, chóng t«i ®M tiÕn hµnh ph©n 
lo¹i ph©n tö chñng vi khuÈn BNA5 dùa trªn 
tr×nh tù nucleotit cña gien mM hãa 16S rRNA. 

3. Ph©n lo¹i dùa trªn tr×nh tù nucleotit cña 
gien m· hãa 16S rRNA 

HiÖn nay, c¸c nhµ ph©n lo¹i vi sinh vËt häc 
®M sö dông réng rMi kü thuËt x¸c ®Þnh tr×nh tù 
nucleotit cña gien mM hãa 16S rRNA ®Ó ph©n 
lo¹i vi khuÈn. KÕt qu¶ nghiªn cøu trªn gien 16S 
rRNA ®M ph¶n ¸nh kh¸ chÝnh x¸c vÞ trÝ ph©n lo¹i 
cña c¸c chñng vi khuÈn. Ngoµi ra, c¸c d÷ liÖu vÒ 
gien t¹i Ng©n hµng gien quèc tÕ còng gióp cho 
viÖc nghiªn cøu vÒ chñng lo¹i ph¸t sinh cña 
chóng mét c¸ch dÔ dµng vµ thuËn tiÖn h¬n. §Ó 
tiÕn hµnh ph©n lo¹i ph©n tö, chóng t«i ®M t¸ch 
dßng gien 16S rRNA, x¸c ®Þnh vµ so s¸nh tr×nh 
tù nucleotit cña chñng vi khuÈn BNA5 víi c¸c 
®¹i diÖn cña prokaryot kh¸c trong Ng©n hµng 
gien quèc tÕ. 

a. T¸ch chiÕt ADN tæng sè 

§Ó tiÕn hµnh c¸c nghiªn cøu vÒ ph©n lo¹i 
ph©n tö, viÖc thu ®−îc ADN tæng sè kh«ng bÞ 
®øt gMy vµ ®¹t ®é tinh s¹ch cao lµ rÊt quan träng. 
KÕt qu¶ t¸ch chiÕt ADN tæng sè ®−îc tr×nh bµy 
ë h×nh 2. 

 

 

 

 

 

 

 

H×nh 2. Phæ ®iÖn di ADN tæng sè cña chñng 
BNA5 

Ghi chó: giÕng 1. chØ thÞ ph©n tö λ ADN c¾t b»ng 
HindIII vµ E.coRI; giÕng 2. s¶n phÈm ADN tæng sè 
cña BNA5 

 
KÕt qu¶ ë h×nh 2 cho thÊy ADN tæng sè cña 

chñng vi khuÈn BNA5 kh«ng bÞ ®øt gMy, s¹ch ®Ó 
cã thÓ thùc hiÖn c¸c nghiªn cøu tiÕp theo. 

b. Nh©n ®o¹n gien 16S rRNA cña chñng vi 
khuÈn BNA5 b»ng kü thuËt PCR 

§Ó nh©n ®o¹n gien 16S rRNA, chóng t«i sö 
dông ADN tæng sè cña chñng BNA5 lµm khu«n, cÆp 
måi ®Æc hiÖu (314F vµ 907R) vµ chu tr×nh nhiÖt nh− 
®M tr×nh bµy ë phÇn ph−¬ng ph¸p. VÒ mÆt lý thuyÕt 
mét ®o¹n gien 16S rRNA (kho¶ng 550 bp) cña 
chñng nµy sÏ ®−îc nh©n ®o¹n b»ng kü thuËt PCR.  

Sau ph¶n øng, s¶n phÈm PCR ®−îc ®iÖn di 
kiÓm tra trªn gel agaroza 1%, vµ kÕt qu¶ ®−îc 
tr×nh bµy ë h×nh 3.  

 

Kho¶ng 
550 bp 

      750 bp 

500 bp 

   1           2 

 
H×nh 3. Phæ ®iÖn di s¶n phÈm PCR 

Ghi chó: giÕng 1. chØ thÞ ph©n tö 1kb (Fermentas); 
giÕng 2. s¶n phÈm PCR cña chñng BNA5 

Trªn ®iÖn di ®å (h×nh 3), chóng ta cã thÓ 
thÊy s¶n phÈm PCR nhËn ®−îc lµ mét b¨ng 
ADN duy nhÊt, s¾c nÐt vµ cã kÝch th−íc kho¶ng 
550 bp, ®óng víi kÝch th−íc theo nh− tÝnh to¸n 
lý thuyÕt. §iÒu nµy chøng tá ph¶n øng PCR ®M 
nh©n kh¸ ®Æc hiÖu ®o¹n gien 16S rRNA cã kÝch 
th−íc mong muèn. 

c. T¸ch dßng gien 16S rRNA trong vect¬ pCR 2.1 

1    2     3    4      5     6     7    8    9     10   11  12 

 

H×nh 4. §iÖn di ®å s¶n phÈm DNA plasmit 

Ghi chó: hai giÕng 1, 12. ®èi chøng (vect¬ pCR 2.1); 
c¸c giÕng 2- 11: ADN plasmit cña c¸c dßng tÕ bµo tõ 
1- 10. 

    1           2 
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1          2         3 

 500 bp 

 

H×nh 5. Phæ ®iÖn di s¶n phÈm PCR 

Ghi chó: giÕng 1. chØ thÞ ph©n tö 100 bp (fermentas); hai 
giÕng 2, 3. s¶n phÈm PCR ADN plasmit cña chñng 
BNA5 dßng 2 vµ dßng 7. 

 
Sau khi thu ®−îc s¶n phÈm PCR, chóng t«i 

®M tiÕn hµnh g¾n s¶n phÈm vµo vect¬ pCR 2.1 
nhê enzim T4 DNA ligaza vµ biÕn n¹p vµo tÕ 
bµo kh¶ biÕn E. coli (chñng INVαF'). Sau khi 
nu«i tÜnh trong 18 giê ë 37oC, trªn ®Üa biÕn n¹p 
xuÊt hiÖn nh÷ng khuÈn l¹c mµu tr¾ng xen kÏ víi 
mét sè khuÈn l¹c mµu xanh. Mét sè khuÈn l¹c 
mµu tr¾ng ®M ®−îc chän lùa ®Ó tiÕn hµnh t¸ch 
ADN plasmit. S¶n phÈm ADN plasmit thu ®−îc 
ë c¸c dßng tÕ bµo chän lùa ®−îc ®iÖn di kiÓm tra 
trªn gel agaroza 1%. KÕt qu¶ ®−îc tr×nh bµy ë 
h×nh 4. Trªn ®iÖn di ®å, chóng ta cã thÓ nhËn 
thÊy mét sè mÉu ADN plasmit ë c¸c giÕng 2, 3, 
5, 6, 7, 9, cao h¬n so víi mÉu ®èi chøng lµ vect¬ 
pCR 2.1 (hai giÕng 1, 12). C¸c ADN plasmit 
nµy cã kÝch th−íc ph©n tö lín h¬n nªn cã kh¶ 

n¨ng mang s¶n phÈm mong muèn. §Ó kiÓm tra 
dßng plasmit ®−îc lùa chän cã mang s¶n phÈm 
mong muèn hay kh«ng, chóng t«i ®M tiÕn hµnh 
c¾t c¸c dßng plasmit nµy b»ng enzim EcoRI, sau 
khi ®iÖn di thÊy mét b¨ng ®Ëm, dÇy cã kÝch 
th−íc lín h¬n 250 bp. Theo chóng t«i cã thÓ 
trong tr×nh tù cã ®iÓm c¾t n»m ë gÇn vïng gi÷a 
cña ®o¹n gien nµy nªn khã ph©n t¸ch thµnh 2 
b¨ng riªng biÖt trªn gel agaroza 1%. §Ó kiÓm tra 
l¹i hiÖn t−îng nµy, c¸c dßng ADN plasmit chän 
läc ®−îc dïng lµm khu«n vµ tiÕn hµnh PCR lÇn 
hai víi c¸c ®iÒu kiÖn ph¶n øng t−¬ng tù nh− ®M 
m« t¶ ë phÇn ph−¬ng ph¸p. S¶n phÈm PCR ®−îc 
kiÓm tra trªn gel agaroza 1% cho thÊy xuÊt hiÖn 
1 b¨ng cã kÝch th−íc kho¶ng h¬n 550 bp nh− 
®o¹n gien nghiªn cøu (h×nh 5). Phæ ®iÖn di ë 
h×nh 5 cho thÊy s¶n phÈm PCR cña chñng 
BNA5 dßng 7 thÓ hiÖn 1 b¨ng s¾c nÐt vµ cã kÝch 
th−íc ph©n tö hîp lý h¬n dßng 2, do vËy chóng 
t«i quyÕt ®Þnh chän dßng 7 ®Ó t¸ch víi sè l−îng 
lín ®Ó x¸c ®Þnh tr×nh tù cña chñng BNA5. 

d. X¸c ®Þnh tr×nh tù nucleotit ®o¹n gien 16S 
rRNA cña chñng BNA5 

ADN plasmit mang ®o¹n gien cã kÝch th−íc 
ph©n tö mong muèn ®M ®−îc t¸ch víi sè l−îng 
lín vµ lµm s¹ch ®Ó x¸c ®Þnh tr×nh tù nucleotit. 
Tr×nh tù nucleotit ®o¹n gien 16S rRNA cña 
chñng BNA5 ®−îc x¸c ®Þnh b»ng ph−¬ng ph¸p 
cña Sanger, sö dông cÆp måi M13F vµ M13R ®Ó 
PCR theo hai chiÒu. Sau khi ph©n tÝch sè liÖu 
cña tr×nh tù, kÕt qu¶ ®−îc chØ ra ë h×nh 6. 

 
TAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTA
AAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGCTCGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCA
CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGC
GCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGA
ACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAG
TGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGCGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACG
CATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTG 

H×nh 6. Tr×nh tù nucleotit cña ®o¹n gien 16S rRNA cña chñng BNA5 

Ghi chó: phÇn g¹ch d−íi, ch÷ ®Ëm lµ vÞ trÝ c¾t cña enzim c¾t h¹n chÕ E. coRI 

KÕt qu¶ ë h×nh 6 cho thÊy tr×nh tù nucleotit 
cña ®o¹n gien nhËn ®−îc cã kÝch th−íc 550 bp 
(hoµn toµn phï hîp víi tÝnh to¸n lý thuyÕt).  

So s¸nh tr×nh tù ®o¹n gien 16S rRNA cña 
chñng BNA5 víi c¸c tr×nh tù nucleotit cña c¸c vi 
sinh vËt nh©n s¬ (prokaryote) ®M ®−îc c«ng bè 
t¹i Ng©n hµng gien quèc tÕ EMBL vµ ph©n tÝch 

b»ng phÇn mÒm Clustal, chóng t«i ®M x©y dùng 
®−îc c©y ph¸t sinh chñng lo¹i nh− ë h×nh 7. 

Trªn c©y ph¸t sinh chñng lo¹i, chóng ta cã 
thÓ thÊy chñng vi khuÈn BNA5 cã quan hÖ chÆt 
chÏ víi c¸c chñng thuéc chi Bacillus vµ nã cã ®é 
t−¬ng ®ång kh¸ cao (99,83%) víi chñng Bacillus 
sp. R-16769 vµ víi loµi Bacillus megaterium do 
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vËy chñng BNA5 ®−îc xÕp vµo chi Bacillus vµ 
t¹m ®−îc ®Æt tªn lµ chñng Bacillus sp. BNA5. 
Tr×nh tù nucleotit cña ®o¹n gien 16S rRNA cña 
chñng nµy ®M ®−îc ®¨ng ký t¹i Ng©n hµng gien 
quèc tÕ EMBL víi mM sè AM398158.  

 Hichs vµ Corner (1972) ®M chøng minh 
chñng Bacillus megaterium cã kh¶ n¨ng ph©n 
hñy DDT [3], do vËy suy ra chñng Bacillus sp. 

BNA5 còng cã thÓ cã kh¶ n¨ng sö dông DDT. 
§iÒu nµy hoµn toµn cã thÓ x¶y ra bëi v× ®Þa ®iÓm 
ph©n lËp ®−îc chñng BNA5 lµ n¬i bÞ « nhiÔm 
nÆng DDT. Tuy nhiªn, ®Ó kh¼ng ®Þnh kh¶ n¨ng 
sö dông DDT cña chñng Bacillus sp. BNA5, cÇn 
cã thªm c¸c nghiªn cøu x¸c ®Þnh møc ®é 
chuyÓn hãa DDT vµ c¸c gien chøc n¨ng tham 
gia vµo qu¸ tr×nh khö ®éc. 

    
B ac illus  sp . XL  - 2004   

(A Y 788910)   

B ac illus  sp. F a 29    
(A Y 131222)   

  

B ac il lus   sp . R  - 16769   
(A J748259)   

  

B acillu s   sp . B N A5    
  

B acillus m egate rium   
stra in   

(D Q 267829)   
  

Low  G +C   gram  (+ )   
(A B 074721)   

B ac illus  sp. R 43S    
(A Y 572486)   

  

B ac illus m egate rium      
  

S tra in 
(A Y 553114)   

  

B ac illus  sp. LM G    
(B S P 316310)   

  
  

B acte rium   CW I015    
(D Q 334353)   

B acillus  sp . K R 076    
(A Y 822760)   

  

B ac illus flexus    
(A  B  021185)   

  
 

H×nh 7. C©y ph¸t sinh chñng lo¹i cña chñng vi khuÈn Bacillus sp. BNA5 

iii. KÕt luËn 

1. Chñng vi khuÈn BNA5 cã khuÈn l¹c h×nh 
trßn, bÒ mÆt låi, tr¬n, mµu tr¾ng ®ôc; ®−êng 
kÝnh cña khuÈn l¹c kho¶ng tõ 2-5 mm. Chñng 
BNA5 thuéc nhãm vi khuÈn gram d−¬ng. Quan 
s¸t d−íi kÝnh hiÓn vi ®iÖn tö quÐt víi ®é phãng 

®¹i 15.000 lÇn, tÕ bµo cña chñng BNA5 cã d¹ng 
h×nh que ng¾n, cã kÝch th−íc kho¶ng (1,80-
1,87) × (0,27-0,53) µm. 

2. KÕt qu¶ ph©n lo¹i th«ng qua viÖc x¸c ®Þnh 
tr×nh tù nucleotit cña ®o¹n gien mM hãa 16S 
rRNA cho thÊy chñng BNA5 cã mèi quan hÖ 
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gÇn gòi víi c¸c loµi thuéc chi Bacillus. §Æc biÖt, 
tr×nh tù nucleotit cña ®o¹n gien mM hãa 16S 
rRNA cña chñng nµy cã ®é t−¬ng ®ång cao víi 
loµi Bacillus megaterium (DQ267829) vµ víi 
chñng Bacillus sp. R-16769 (AJ748259), tíi 
99,83%. V× vËy, chñng BNA5 t¹m ®−îc ®Æt tªn 
lµ chñng Bacillus sp. BNA5. Tr×nh tù nucleotit 
cña ®o¹n gien mM hãa 16S rRNA cña chñng nµy 
®M ®−îc ®¨ng ký t¹i Ng©n hµng gien quèc tÕ 
EMBL víi mM sè AM398158.  
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Taxonomy of the bacterial strain bna5 isolated from ddt 
contaminated soil by analysing the nucleotide sequence of 

the 16s-rRNA gene 
 

Nghiem Ngoc Minh, Cung Thi Ngoc Mai,  
Dang thi cam ha  

 
Summary 

 
The bacterial strain BNA5 was isolated from the DDT contaminated soil of heavy polluted sites. 

Belonging to positive gram bacteria, this strain had round and smooth colony with 2-5 mm diameter. The cell 
morphology of the strain BNA5 observed under the Scaning Electron Microscopy (SEM) showed that it was a 
short rod with 1.80-1.87 µm in length and 0.27-0.53 µm in wide. 

In this paper, the nucleotide sequence of the 16S rRNA gene had been used for taxonomy of the strain 
BNA5. Results of the amplification of the nucleotide sequence with the primers 314F/907R indicated that the 
strain BNA5 had high homology with the species of the genus Bacillus and was close to the Bacillus 
megaterium strain (DQ267829) and the strain Bacillus sp. R-16769 (AJ748259) at 99.83%. Based on the 
morphology and the 16S rRNA gene nucleotide sequence this strain was classified in the genus Bacillus and 
named Bacillus sp. BNA5. The nucleotide sequence of the 16S rRNA gene (550bp) was of the strain Bacillus 
sp. BNA5 deposited in the EMBL genbank database (with assession number  AM398158) 
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