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Mèi quan hÖ di truyÒn cña MéT Sè chñng Senedesmus 
ph©n lËp tõ Hå Hoµn kiÕm dùa trªn tr×nh tù 

nucleotit cña ®o¹n ITS-1 ribosom 

nguyÔn ®øc b¸ch, ®Æng diÔm hång 

ViÖn C«ng nghÖ sinh häc 

d−¬ng ®øc tiÕn 

Trung t©m C«ng nghÖ sinh häc, §HQG Hµ Néi 

NguyÔn V¨n §ång 

ViÖn Di truyÒn n«ng nghiÖp  

Scenedesmus lµ mét chi thuéc ngµnh t¶o lôc 
(Chlorophyta) cã sè l−îng loµi vµ d−íi loµi kh¸ 
lín (trªn 200 taxon) [1]. NhiÒu chñng 
Scenedesmus cã gi¸ trÞ tÝch cùc trong viÖc gi¶m 
thiÓu « nhiÔm m«i tr−êng n−íc. Ngoµi ra, chóng 
cßn cã hµm l−îng protein rÊt cao (kho¶ng 50-
60% träng l−îng kh«) vµ giµu chÊt dinh d−ìng. 

ë ViÖt Nam, Scenedesmus rÊt phong phó trong 
c¸c lo¹i h×nh thñy vùc, trong ®ã hå Hoµn KiÕm 
(Hµ Néi) lµ n¬i tËp trung kh¸ nhiÒu lo¹i vi t¶o 
nµy. Do sù ®a d¹ng vµ phong phó vÒ chñng lo¹i 
cïng víi kh¶ n¨ng biÕn ®æi vÒ h×nh th¸i ®Ó thÝch 
øng víi nh÷ng ®iÒu kiÖn sèng kh¸c nhau nªn 
viÖc ph©n lo¹i vµ ®Þnh tªn chÝnh x¸c c¸c loµi t¶o 
nãi chung gÆp rÊt nhiÒu khã kh¨n, trong ®ã cã 
Scenedesmus. 

HiÖn nay, cïng víi ph−¬ng ph¸p ph©n lo¹i 
kinh ®iÓn th× c¸c kü thuËt sinh häc ph©n tö hiÖn 
®¹i ®ang ®−îc sö dông réng rXi ®Ó ph©n lo¹i. 
Mét trong nh÷ng c¬ së cña viÖc ph©n lo¹i nµy lµ 
dùa vµo sù sai kh¸c vÒ tr×nh tù nucleotit ë mét 
sè gien cã tÝnh b¶o thñ cao trong qu¸ tr×nh tiÕn 
hãa. HÖ gien ®−îc sö dông phæ biÕn nhËt lµ c¸c 
gien mX hãa cho tiÓu phÈn ribosom: 5,8S, 16S, 
18S, 25S...[5, 7, 8, 9, 10] vµ gien rubisco [6] 
vv... Trong c¸c hÖ gien nµy, th−êng cã mét sè 
®o¹n ADN ng¾n kh«ng mX hãa ®ãng vai trß nh− 
lµ c¸c vïng ®Öm. Nh÷ng biÕn ®æi di truyÒn ngÉu 
nhiªn (ë møc ®é nucleotit) th−êng x¶y ra ë c¸c 
vïng nµy, kÕt qu¶ lµ ®X t¹o ra mét sù ®a d¹ng rÊt 
lín vÒ loµi còng nh− d−íi loµi [6]. ChÝnh v× vËy, 
ng−êi ta hay sö dông c¸c ®o¹n ITS (nuclear 

ribosome internal transcribed spacer) hoÆc 
Rubisco spacer... ®Ó kiÓm tra vµ x¸c ®Þnh mèi 
quan hÖ gÇn gòi gi÷a c¸c loµi hoÆc mèi quan hÖ 
di truyÒn trong c¸c quÇn thÓ cña cïng mét loµi ë 
nh÷ng ®iÒu kiÖn ®Þa lý, sinh th¸i kh¸c nhau [6, 
11, 12, 13]. 

Theo h−íng trªn, chóng t«i ®X nghiªn cøu vÒ 
t¸ch dßng vµ ®äc tr×nh tù nucleotit ®o¹n ITS-1 
cña 6 chñng t¶o Scenedesmus ®−îc ph©n lËp tõ 
hå Hoµn KiÕm, trªn c¬ së ®ã x¸c ®Þnh mèi quan 
hÖ vÒ chñng lo¹i cña 6 chñng t¶o nµy. 

I. ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

1. Nguyªn liÖu 

C¸c mÉu t¶o Scenedesmus ®−îc ph©n lËp tõ 
hå Hoµn KiÕm do D−¬ng §øc TiÕn vµ cs. 
(Trung t©m C«ng nghÖ sinh häc, §HQGHN) 
cung cÊp. 6 chñng ®X ®−îc m« t¶ h×nh th¸i vµ 
xÕp vµo loµi 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. 
lÇn l−ît ®−îc ký hiÖu lµ S-1695, S-190, S-177, 
S-4, S-35 vµ S-G [3]. 

Vect¬ PCR2.1 TOPO vµ c¸c hãa chÊt 
chuÈn cña hXng In Vitrogen. 

2. Ph−¬ng ph¸p 

a. T¸ch ADN: ADN tæng sè ®−îc t¸ch chiÕt
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theo ph−¬ng ph¸p cña TrÇn H÷u Quang [4]. 
b. Ph¶n øng PCR: ®Ó nh©n ®o¹n ITS-1 b»ng 

kü thuËt PCR tõ ADN tæng sè, chóng t«i ®X sö 

dông cÆp måi ITS1 (5'-tccgtaggtgaa-
cctgcgg-3') vµ ITS2 (5'-Gctgcgttctt-
catcgatgc-3') ®Æc hiÖu cho c¸c loµi t¶o [8]. 
Ph¶n øng PCR ®−îc thùc hiÖn trªn m¸y PTC-
100 Programmable Thermal Controller MJ 
Reseach. Mçi ph¶n øng (20µl) gåm: ADN 
genom (50-100 ng) 1X PCR buffer (10 mM 
Tris-HCl, pH 8,3; 50 mM KCl; 1,5 mM MgCl2; 
0,01% bovine serum albumin); 100 nM måi; 
100 µM dNTP; 0,5 ®¬n vÞ Taq polymeraza. 
Ph¶n øng ®−îc b¾t ®Çu b»ng b−íc biÕn tÝnh 
ADN khu«n ë 96oC trong 3 phót; tiÕp ®Õn lµ 30 
chu kú, mçi chu kú bao gåm c¸c b−íc thay ®æi 
nhiÖt ®é nh− sau: 95oC - 30 gi©y; 60oC - 1 phót; 
72oC - 1 phót. Giai ®o¹n cuèi cïng ®−îc thùc 
hiÖn ë 72oC trong 10 phót. S¶n phÈm PCR ®−îc 
®iÖn di trªn gel agaroza 1%.  

c. T¹o dßng ph©n tö ADN: s¶n phÈm PCR 
®−îc g¾n vµo vect¬ PCR 2.1 TOPO cña hXng In 
Vitrogen, sau ®ã biÕn n¹p vµo tÕ bµo E.coli 
(DH5α). C¸c khuÈn l¹c mang plasmit t¸i tæ hîp 
®−îc chän läc trªn m«i tr−êng cã bæ sung 
kanamycin, X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indol β-
D-galactopyranosit) vµ IPTG (isopropylβ-D-
thiogalactopyranosit). Plasmit ®−îc t¸ch tõ c¸c 
khuÈn l¹c tr¾ng riªng rÏ vµ chän läc trªn gel 
agaroza 0,8%. Sù cã mÆt cña ®o¹n ITS-1 trong 
plasmit ®−îc kiÓm tra l¹i b»ng enzym c¾t giíi 
h¹n E.coRI. Nh÷ng khuÈn l¹c ®X mang gien 
®−îc nh©n víi sinh khèi lín ®Ó t¸ch vµ tinh s¹ch 
plasmit. 

d. X¸c ®Þnh tr×nh tù ADN: tr×nh tù nucleotit 
cña ®o¹n ITS-1 cña 6 mÉu Scenedesmus ®−îc 
thùc hiÖn trªn m¸y ®äc tr×nh tù tù ®éng ABI 
PRISM 377 ADN Sequencer, sö dông ABI 
PRISM Big Dye Terminator Cylcle Sequecing 
Ready Reaction Kit cña hXng Perkin-Elmer.  

Tõ sè liÖu thu ®−îc, chóng t«i ®X ph©n tÝch 
tr×nh tù nucleotit cña ®o¹n ITS-1 cña 6 mÉu 
Senedesmus vµ x©y dùng c©y ph©n lo¹i b»ng 
m¸y tÝnh dùa trªn ch−¬ng tr×nh ClustalX 
Multiple Sequence Alignment Program (version 
1.81, June 2000). 

II. KÕt qu¶ vµ th¶o luËn 

1. T¸ch chiÕt ADN 

ADN tæng sè ®−îc t¸ch chiÕt theo ph−¬ng 
ph¸p cña TrÇn H÷u Quang vµ cs. [4] vµ ®iÖn di 
kiÓm tra trªn gel agaroza 0,8%. KÕt qu¶ ®iÖn di 
ADN ®−îc tr×nh bµy trong h×nh 1. Sau khi ®o ®é 
hÊp thô ë b−íc sãng 260/280 nm cho thÊy ADN 
t¸ch chiÕt ®−îc cã hµm l−îng vµ ®é tinh s¹ch ®ñ 
®Ó lµm nguyªn liÖu cho ph¶n øng PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 
H×nh 1. ADN tæng sè cña 6 chñng Scenedesmus 

ph©n lËp tõ hå Hoµn KiÕm 

(M:  Marker  1 Kb;  Cét 1:  S-4;  Cét  2:  S-35;  Cét 3 
:  S-177; Cét 4:  S-190;  Cét 5:  S-1695;  Cét  6:  S-G) 

2. Ch¹y PCR nh©n ®o¹n ITS-1 

§Ó nh©n ®o¹n ITS-1 cña c¸c chñng 
Scenedesmus, chóng t«i ®X ch¹y PCR sö dông 
cÆp måi ITS1 vµ ITS2 ®Æc hiÖu cho c¸c loµi t¶o. 
S¶n phÈm ®−îc kiÓm tra trªn gel agaroza 0,8%, 
mark¬ ®−îc sö dông lµ 1 kb. KÕt qu¶ ®X thu 
®−îc nh÷ng s¶n phÈm ®Æc hiÖu cã kÝch th−íc 
kho¶ng 250 pb (kÕt qu¶ kh«ng chØ ra ë ®©y). 

3. T¹o dßng ph©n tö 

S¶n phÈm PCR ®−îc g¾n vµo plasmit 
PCR2.1 TOPO vµ biÕn n¹p vµo tÕ bµo E.coli 

(DH5α). Sau khi chän ®−îc khuÈn l¹c mang 
plasmit t¸i tæ hîp, chóng t«i ®X t¸ch plasmit. §Ó 
kiÓm tra sù cã mÆt cña ®o¹n ITS-1, chóng t«i ®X 
dïng enzym giíi h¹n E.coRI ®Ó c¾t. Sau khi 
ch¹y ®iÖn di, kiÓm tra thÊy ®X v¨ng ra mét b¨ng 
ADN cã kÝch th−íc kho¶ng 250 bp. §iÒu ®ã 
chøng tá ®o¹n ITS-1 ®X ®−îc g¾n vµo plasmit.  

M        1        2       3        4       5     6 
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H×nh 2. KiÓm tra ®o¹n ITS-1 cña 6 chñng Scenedesmus ®−îc g¾n trong plasmit 
b»ng enzym c¾t giíi h¹n E.coRI 

Ghi chó: M: Mark¬, Cét 2-9-10: ®èi chøng 
  Cét 1: S-1695, cét 3: S-190, cét 4: S-177, cét 5: S-4, cét 7: S-35, cét 8: S-G 

4. KÕt qu¶ ®äc tr×nh tù nucleotit ®o¹n ITS-1 

Sau khi tinh s¹ch plasmit, chóng t«i ®X x¸c ®Þnh tr×nh tù nucleotit trªn m¸y ®äc tr×nh tù tù ®éng 
ABI PRISM 377 DNA Sequencer, sö dông bé hãa chÊt chuÈn ABI PRISM Big Dye Terminator 
Cylcle Sequecing Ready Reaction Kit cña hXng Perkin-Elmer. KÕt qu¶ ®äc tr×nh tù nucleotit cña 6 
chñng Scenedesmus ®−îc tr×nh bµy trong h×nh 3. 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
H×nh 3. So s¸nh tr×nh tù nucleotit ®o¹n ITS-1 cña 6 chñng Scenedesmus ph©n lËp tõ hå Hoµn KiÕm 

M    1     2    3    4     5    6    7    8     9   10   M 

250 bp 

S-1695  GCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGATATCCGTTGTTGAGAGTTG   50 
S-190    GCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGATATCCGTTGTTGAGAGTTG 
S-G       GCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGATATCCGTTGTTGAGAGTTG 
S-4        GCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGATATCCGTTGTTGAGAGTTG 
S-35      GCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGATATCCGTTGTTGAGAGTTG 
S-177    GCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGATATCCGTTGTTGAGAGTTG 
         ***************************************************** 
S-1695  TTTTCGTTAAAACTGCCGATTAACAGCAGCCGAAACTTCAGAGTTTGGTT  100 
S-190    TTTTCGTTAAAACTGCCGATTAACAGCAGCCGAAACTTCAGAGTTTGGTT 
S-G       TTTTCGTTAAAACTGCCGATTAACAGCAGCCGAAACTTCAGAGTTTGGTT 
S-4        TTTTCGTTAAAACTGCCGATTAACAGCAGCCGAAACTTCAGAGTTTGGTT 
S-35      TTTTCGTTAAAACTGCCGATTAACAGCAGCCGAAACTTCAGAGTTTGGTT 
S-177    TTTTCGTTAAAACTGCCGATTAACAGCAGCCGAAACTTCAGAGTTTGGTT 
         ***************************************************** 
S-1695 TAATCAATGGTTGGTCAATGGTGTGTGTGTGTGTGTAAGTAGGCCAAACC  150 
S-190   TAATCAATGGTTGGTCAATGGTGTGTGTGTGTGTGTAAGTAGGCCAAACC 
S-G      TAATCAATGGTTGGTCAATGGTGTGTGTGTGTGTAAGTAGGCCAAAGGGG 
S-4       TAATCAATGGTTGGTCAATGGTGTGTGTGTGTGTAAGTAGGCCAAACCGG 
S-35     TAATCAATGGTTGGTCAATGGTGTGTGTGTGTGTAAGTAGGCCAAACCGG 
S-177   TAATCAATGGTTGGTCAATGGTGTGTGTGTGTGTAAGTAGGCCAAACCGG 
        ***********************************                     * 
S-1695 GGTGAGGGTTCGACCTAACGTCGGTACACAAGTAAAAGAGTGCGTGTTGT  200 
S-190   GGTGAGGGTTC -ACCTAACGTCGGTACACAAGTAAAAGAGTGCGTGTTGT 
S-G      TGAGGGTTCGACCTAACGTCGGTACACAAGTAAAAGAGTGCGTGTTGTGG 
S-4       TGAGGGTTCGACCTAACGTCGGTACACAAGTAAAAGAGTGCGTGTTGTGG 
S-35     TGAGGGTTCGACCTAACGTCGGTACACAAGTAAAAGAGTGCGTGTTGTGG 
S-177   TGAGGGTTCGACCTAACGTCGGTACACAAGTAAAAGAGTGCGTGTTGTGG 
              *  *                                   ***          **    *  *  *   *    * 
S-1695 GGTTTGCATATTCAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGA                          242 
S-190   GGTTTGCATATTCAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGA                          242 
S-G      TTTGCATATTCAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGA     240 
S-4       TTTGCATATTCAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGA     240 
S-35     TTTGCATATTCAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGA 

       240 
S-177   TTTGCATATTCAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGA     240 
            *       **                          *             * 
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S-117 

S-35 

S-4 

S-G 

S-190 

S-1695

KÕt qu¶ thu ®−îc ë trªn cho thÊy: 4 chñng 
(S-G), (S-4), (S-35) vµ (S-177) cã tr×nh tù 
nucleotit hoµn toµn gièng nhau. Hai chñng cßn 
l¹i lµ (S-1695) vµ (S-190) chØ sai kh¸c duy nhÊt 
1 nucleotit ë vÞ trÝ 162 trªn chuçi tr×nh tù cña 
®o¹n ITS-1. 

Dùa trªn ch−¬ng tr×nh ClustalX Multiple 
Sequence Alignment Program (version 1.81, 
June 2000), chóng t«i ®X x©y dùng c©y ph©n lo¹i 
cña 6 chñng Scenedesmus (h×nh 4). 

 
 
 
 
 
 
 
 

H×nh 4. C©y ph¸t sinh chñng lo¹i cña 6 chñng 
Scenedesmus ph©n lËp tõ hå Hoµn KiÕm 

Theo c©y ph©n lo¹i nµy, 6 chñng 
Scenedesmus ®X ph©n chia thµnh 2 nhãm: nhãm 
thø nhÊt gåm 2 chñng S-177 vµ S-35.  Nhãm thø  2 
gåm  4  chñng  S-4, S-G, S-1695 vµ S-190.  

So s¸nh víi kÕt qu¶ sö dông kü thuËt RAPD 
®Ó x¸c ®Þnh mèi quan hÖ gi÷a c¸c chñng 
Scenedesmus ®X c«ng bè [3] th× chñng S-4 vµ S-G 
®X t¸ch ra thµnh mét nhãm vµ chñng S-G trë 
thµnh mét nh¸nh cña chñng S-4. Trong khi ®ã, 2 
chñng S-1695 vµ S-190 kh«ng cã sù thay ®æi, 
chóng vÉn n»m trªn cïng mét nh¸nh vµ lµ nh¸nh 
phô cña chñng S-G.  

Nh− vËy, b»ng c¸ch ph©n tÝch tr×nh tù 
nucleotit cña ®o¹n ITS-1 th× 4 chñng S-G, S-4, 
S-35 vµ S-177 cã thÓ lµ cïng mét loµi thuéc chi 
Scenedesmus cßn 2 chñng S-1695 vµ S-190 
thuéc 2 loµi kh¸c nhau. Dùa vµo ch−¬ng tr×nh 
ClustalX Multiple Sequence Alignment Program 
(version 1.81, June 2000) vµ TreeView(1.6.1-
2000), chóng t«i ®X x¸c ®Þnh ®−îc hÖ sè xa nhau 
vÒ mÆt di truyÒn gi÷a 4 chñng (S-G, S-4, S-35 vµ 
S-177) vµ 2 chñng (S-1695 vµ S-190) lµ 
0,34179. Trong ®ã, kho¶ng c¸ch gi÷a 2 chñng S-
1695 vµ S-190 lµ rÊt nhá (0,00136) chøng tá 
chóng cã mèi quan hÖ di truyÒn rÊt gÇn gòi. KÕt 
qu¶ nµy bæ sung cho kÕt qu¶ ®X c«ng bè b»ng 
kü thuËt RAPD vµ ph©n lo¹i kinh ®iÓn [3]. 

III. KÕt luËn 

1. LÇn ®Çu tiªn ë ViÖt Nam, b»ng kü thuËt 
PCR sö dông cÆp måi ITS1& ITS2 ®Æc hiªu cho 
c¸c loµi t¶o, chóng t«i ®X nh©n vµ t¸ch dßng 
®−îc ®o¹n ITS-1 (kÝch th−íc 250 bp) cña 6 
chñng Scenedesmus ph©n lËp tõ hå Hoµn KiÕm.  

2. KÕt qu¶ ph©n tÝch vµ so s¸nh tr×nh tù 
nucleotit cña ®o¹n ITS-1 cho thÊy cã sù kh¸c 
biÖt vÒ mÆt di truyÒn gi÷a 6 chñng Scenedesmus 
nµy ë møc ®é ph©n tö. Trong ®ã, 4 chñng S. 
obliquus (Turp.) var. alternans, S. obliquus 
(Turp.) Kuetz. var obliquu 367, S. obliquus 
(Turp.) var. sp. vµ S. quadricauda var. sp. cã 
tr×nh tù nucleotit hoµn toµn gièng nhau. Nh− vËy 
chóng cã thÓ ®−îc xÕp vµo cïng mét loµi. 2 
chñng cßn l¹i S. quadricauda (Turp.) var. 
abudans Kirchn vµ S. ellipsoides Chod chØ kh¸c 
biÖt duy nhÊt ë 1 nucleotit, chøng tá chóng cã 
thÓ lµ 2 loµi kh¸c nhau nh−ng cã mèi quan hÖ di 
truyÒn rÊt gÇn gòi. 

3. §Ó lµm s¸ng tá h¬n n÷a mèi quan hÖ gi÷a 
c¸c chñng Scenedesmus còng nh− c¸c loµi vi t¶o 
kh¸c, cÇn ph¶i ®äc vµ so s¸nh tr×nh tù cña nhiÒu 
gien kh¸c n÷a nh− ®o¹n ITS-2, c¸c gien rubisco, 
nh÷ng vïng intron n»m trong c¸c gien b¶o thñ 
kh¸c v.v ... 
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Phylogenetic relationships of some Scenedesmus strains 
(Chlorophyta) isolated from the hoankiem lake 

by basing on ITS-1 DNA sequences 

Nguyen Duc Bach, Dang Diem Hong, Duong Duc Tien,  
Nguyen Van Dong 

Summary 

Six strains of Scenedesmus, differing in their organic body scale morphology, were isolated from the 
Hoankiem lake, Hanoi city. Using PCR technique, we amplified and sequenced the ITS-1 (internal transcribed 
spacer), located in the region of DNA encoding for 18S and 5,8 S ribosomes. Based on the alignment of the 
ITS-1 sequence and the phylogenetic representation, six strains were divided into two main clusters (genetic 
distant coefficient was 0.34179). One of which was absolutely identical in genetic-homology and composed of 
S. obliquus (Turp.) var. alternans, S. obliquus (Turp.) Kuetz. var obliquu 367, S. obliquus (Turp.) var. sp. and 
Scenedesmus quadricauda var. sp; these four strains were suggested to be an exclusive species of the genus 
Scenedesmus. The second group included Scenedesmus quadricauda (Turp.) var. abudans Kirchn and 
Scenedesmus ellipsoides Chod (genetic distant coefficient was 0.00136) might be two distinct species but 
were almost identical in genetic relationship. 
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