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X©y dùng c©y ph¸t sinh chñng lo¹i cña loµi t¶o 
Pseudonitzschia sp.G3 ®−îc ph©n lËp ë thµnh phè H¶i phßng dùa 

trªn tr×nh tù nucleotit cña ®o¹n gien ITS1- 5,8 S-ITS2 
 

Hoµng ThÞ Lan Anh, §Æng DiÔm Hång 
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ViÖn Tµi nguyªn vµ M«i tr−êng biÓn 

HiÖn nay, t¶o ®éc ®ang lµ mèi quan t©m 
hµng ®Çu cña ngµnh nu«i trång thñy h¶i s¶n bëi 
nh÷ng thiÖt h¹i do chóng g©y ra −íc tÝnh lªn tíi 
hµng triÖu ®« la Mü mçi n¨m [3]. NhiÒu loµi 
t¶o ®· ®−îc kh¼ng ®Þnh lµ nguån gèc sinh ra 
c¸c ®éc tè ®e do¹ tµn ph¸ khu hÖ ®éng thùc vËt 
vµ ¶nh h−ëng nghiªm träng tíi søc kháe cña 
con ng−êi. §Ó gi¶m thiÓu nh÷ng t¸c h¹i do t¶o 
®éc g©y ra, vÊn ®Ò gi¸m s¸t cÇn ®−îc tiÕn hµnh 
th−êng xuyªn vµ réng kh¾p. ë n−íc ta, viÖc 
nghiªn cøu t¶o ®éc míi ®−îc tiÕn hµnh mét vµi 
n¨m gÇn ®©y. Theo thèng kª cña Lasen vµ cs. 
(2004), trong sè trªn 70 loµi t¶o cã kh¶ n¨ng 
g©y ®éc ®−îc x¸c ®Þnh ph©n bè ë c¸c vïng ven 
biÓn ViÖt Nam, cã 11 loµi t¶o silic thuéc chi 
Pseudonitzschia ®· ®−îc m« t¶, trong ®ã 2 loµi 
Pseudonitzschia pungens vµ P. calliantha ®−îc 
xem lµ nh÷ng loµi chiÕm −u thÕ, cã sù tÝch tô 
tiÒm tµng ®éc tè axit domoic g©y héi chøng ngé 
®éc mÊt trÝ nhí t¹m thêi (ASP-amnesic shellfish 
poisoning) trong c¸c loµi ®éng vËt th©n mÒm hai 
m¶nh vá [7]. Chi Pseudonitzschia b¾t ®Çu ®−îc 
quan t©m nhiÒu h¬n kÓ tõ khi ph¸t hiÖn ra axit 
domoic do loµi P. multiseries sinh ra lµm 153 
ng−êi trªn ®¶o Hoµng tö Edward (Canada) bÞ 
ngé ®éc vµ theo con sè thèng kª gÇn ®©y, ®· 
ph¸t hiÖn trªn thÕ giíi cã 10 loµi thuéc chi nµy 
cã kh¶ n¨ng sinh ra axit domoic, g©y ¶nh 
h−ëng tíi hÖ tiªu hãa, hÖ thÇn kinh vµ cã thÓ 
g©y tö vong cho ng−êi [2, 4, 7]. Do vËy, viÖc 
ph¸t hiÖn sù cã mÆt cña c¸c loµi trong chi t¶o 
nµy trong c¸c thñy vùc, ®Ó ®−a ra c¸c biÖn ph¸p 
nh»m gi¶m thiÓu t¸c h¹i cña chóng lµ rÊt quan 
träng.  

HiÖn nay trªn thÕ giíi, trong ph©n lo¹i t¶o, 
c¸c kü thuËt sinh häc ph©n tö nh− ®äc vµ so 

s¸nh tr×nh tù nucleotit cña ®o¹n gien ITS1-5,8S-
ITS2 ®ang ®−îc sö dông réng r·i trong viÖc 
nghiªn cøu ph¸t sinh chñng lo¹i cña t¶o nãi 
chung vµ cña chi Pseudonitzschia nãi riªng, bëi 
®©y lµ vïng x¶y ra nhiÒu biÕn ®æi ®Æc tr−ng cho 
loµi trong qu¸ tr×nh tiÕn hãa [1, 3, 5, 6, 8]. Víi 
mÉu nghiªn cøu lµ loµi Pseudonitzschia sp.G3 
®−îc ph©n lËp ë §å S¬n thuéc thµnh phè H¶i 
Phßng, chóng t«i ®· tiÕn hµnh ®Þnh tªn b»ng 
ph−¬ng ph¸p quan s¸t h×nh th¸i vµ ph©n tÝch 
tr×nh tù nucleotit cña ®o¹n gien ITS1-5,8S-ITS2. 
Nh÷ng kÕt qu¶ thu ®−îc ®· gãp phÇn kh¼ng ®Þnh 
vai trß cña sinh häc ph©n tö trong viÖc hç trî 
ph−¬ng ph¸p ph©n lo¹i t¶o truyÒn thèng dùa vµo 
h×nh th¸i. 

I. Ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

1. VËt liÖu  

- VËt mÉu cña loµi t¶o Pseudonitzschia 
sp.G3 do ViÖn Tµi nguyªn vµ M«i tr−êng biÓn 
H¶i Phßng ph©n lËp vµ cung cÊp, ®−îc nu«i cÊy 
trªn m«i tr−êng K cã nång ®é muèi 24‰, ë 
nhiÖt ®é 25oC ®Ó thu sinh khèi cho b−íc t¸ch 
chiÕt ADN. 

- Tr×nh tù nucleotit cña ®o¹n gien ITS1-
5,8S-ITS2 cña 12 loµi thuéc chi Pseudonitzschia 
bao gåm: Pseudonitzschia pungens (Grunow ex 
P. T. Cleve) Hasle 1993 cã sè ®¨ng ký t¹i Ng©n 
hµng gien quèc tÕ lµ AY544769, Pseudonitzschia 

sp..Hobart5 (AY257851), P. australis Frenguelli 
(ay452528), P. calliantha Lundholm, Moestrup 
et Hasle 2003 (AY257857), P. cf. australis 
Frenguelli (AY559850), P. cf. subpacifica (Hasle) 
Hasle (AY257860), P. cuspidata (Hasle) Hasle 



 69 

1993 (AY257853), P. delicatissima (P. T. Cleve) 
Heiden 1928 (AY257849), P. fraudulenta (P. T. 
Cleve) Hasle (AY257840), P. galaxiae Lundholm 
et Moestrup (AY257850), P. micropora Priisholm 
et Moestrup 2002 (AY257847) vµ P. multiseries 
(Hasle) Hasle (AY257844) ®−îc sö dông ®Ó x©y 
dùng c©y ph¸t sinh chñng lo¹i.  

- TOPO Kit của h·ng Invitrogen (Mỹ) 
dïng để t¸ch dßng gien. 

2. Ph−¬ng ph¸p 

- ADN tæng sè cña loµi Pseudonitzschia 
sp.G3 ®−îc t¸ch chiÕt theo ph−¬ng ph¸p cña Y. 
K. Hong cã c¶i tiÕn cho phï hîp víi ®iÒu kiÖn 
cña ViÖt Nam [5].  

- §o¹n gien ITS1-5,8S-ITS2 ®−îc nh©n b»ng 
kü thuËt PCR tõ ADN tæng sè víi cÆp måi: 

Pseu F: 5’-GGATCATTACCACACCGAT-
CCAAG -3’. 

PseuR: 5’-CGCAGATTCACATCCTGAG-
CTAGT- 3’. 

- Ph¶n øng PCR ®−îc thùc hiÖn víi 20 µl 
hçn hîp ph¶n øng chøa 1 µl ADN khu«n; 2 µl 
®Öm 10X; 1,5 µl dNTP víi nång ®é 2,5 mM mçi 
lo¹i; 0,3 µl Taq polymeraza. Chu tr×nh nhiÖt 
®−îc tiÕn hµnh nh− sau: 94oC-3 phót (94oC-30 
gi©y, 55oC-1 phót, 72oC-1 phót), lÆp l¹i 35 chu 
kú; 72oC-5 phót; gi÷ s¶n phÈm ë 4oC. Sau khi 
ch¹y ®iÖn di ®Ó kiÓm tra trªn gel agaroza 0,8%, 
s¶n phÈm PCR ®−îc g¾n vµo vect¬ pCR2.1 
TOPO vµ ®−îc biÕn n¹p vµo chñng vi khuÈn 
Esherichia coli DH5αT1’; cuèi cïng ®−îc nu«i 
trªn m«i tr−êng chän läc LB cã bæ sung 
ampixilin, X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl β-
D-galactopyranosit). ADN plasmit ®−îc t¸ch 
chiÕt vµ kiÓm tra sù cã mÆt cña ®o¹n gien ITS1-
5,8S-ITS2 [9]. 

- Tr×nh tù nucleotit ë mÉu nghiªn cøu ®−îc 
thùc hiÖn trªn m¸y ®äc tr×nh tù tù ®éng ABI 
PRISM (R) 3100-Avant Genetic Analyzer (USA) 
cña ViÖn C«ng nghÖ sinh häc. Dùa trªn ch−¬ng 
tr×nh Clustal X Multiple Sequence Alignment 
Program (version 1.81, June 2000) vµ DNASTAR, 
chóng t«i x©y dùng c©y ph¸t sinh chñng lo¹i cña 
loµi Pseudonitzschia sp.G3 thu t¹i §å S¬n, víi 
tr×nh tù nucleotit cña 12 loµi Pseudonitzschia ®· 
®−îc c«ng bè t¹i Ng©n hµng gien quèc tÕ. 

II. KÕt qu¶ vµ th¶o luËn 

1. M« t¶ h×nh th¸i cña loµi t¶o Pseudo-

nitzschia sp.G3 ®−îc ph©n lËp t¹i H¶i 
Phßng  

 

H×nh 1. Chuçi hai tÕ bào cña loài 
Pseudonizschia sp.G3 d−íi kÝnh hiÓn vi quang häc 

D−íi kÝnh hiÓn vi quang häc, vá cã cÊu tróc 
®èi xøng. Hai mÐp vá thu«n ®Òu vÒ hai ®Ønh cña 
tÕ bµo, tõ kho¶ng 1/4 chiÒu dµi cña tÕ bµo; hai 
®Ønh cña tÕ bµo trßn. ChiÒu dµi cña mÆt vá: 80 ± 
4,32, chiÒu réng 2 ± 0,36 µm. Trong chuçi c¸c 
tÕ bµo gèi lªn nhau mét ®o¹n b»ng 1/4 chiÒu dµi 
cña tÕ bµo. Dùa trªn c¸c ®Æc ®iÓm h×nh th¸i, 
mÉu Pseudonizschia sp.G3 cã thÓ lµ loµi P. 
pungens [7]. 

2. Nh©n ®o¹n gien ITS1-5,8S-ITS2 tõ ADN 
tæng sè 

ADN tæng sè ®−îc t¸ch chiÕt tõ sinh khèi cña 
loµi Pseudonitzschia sp.G3 ®−îc ®¶m b¶o ®é tinh 
s¹ch vµ nång ®é cÇn thiÕt ®Ó dïng cho c¸c thÝ 
nghiÖm tiÕp theo. KÕt qu¶ ®−îc chØ ra trªn h×nh 2. 
§o¹n gien ITS1-5,8S-ITS2 ®−îc nh©n lªn bëi 
ph¶n øng PCR víi cÆp måi ®Æc hiÖu ®−îc ký hiÖu 
lµ Pseu F-Pseu R (cÆp måi nµy ®−îc thiÕt kÕ dùa 
trªn tr×nh tù nucleotit cña c¸c loµi thuéc chi 
Pseudonitzschia ®· c«ng bè t¹i Ng©n hµng gien 
quèc tÕ). Theo tÝnh to¸n lý thuyÕt, s¶n phÈm PCR 
sÏ cã kÝch th−íc kho¶ng 825 bp. S¶n phÈm PCR 
thu ®−îc lµ ®Æc hiÖu víi kÝch th−íc ®óng nh− tÝnh 
to¸n lý thuyÕt (h×nh 3).  
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H×nh 2. ¶nh ®iÖn di kiÓm tra ADN cña loµi 
Pseudonitzschia sp.G3 

Cét 1: thang chuÈn cña ADN cã kÝch th−íc 1 Kb. Cét 
2: ADN tæng sè cña loµi Pseudonitzschia sp.G3 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

H×nh 3. KÕt qu¶ ®iÖn di s¶n phÈm PCR 

Cét 1: thang chuÈn cña ADN cã kÝch th−íc 1 Kb. Cét 
2, 3: s¶n phÈm PCR víi cÆp måi Pseu F-Pseu R. 

3. T¸ch dßng ®o¹n gien ITS1-5,8S-ITS2  

S¶n phÈm PCR ®Æc hiÖu ®−îc g¾n vµo vect¬ 
t¸ch dßng pCR2.1 vµ biÕn n¹p vµo chñng vi 
khuÈn E. coli DH5α T1’. Nh÷ng khuÈn l¹c tr¾ng 
mäc trªn m«i tr−êng nu«i cÊy cã bæ sung 
ampixilin vµ X-gal ®−îc chän lµm ADN khu«n 
cho ph¶n øng PCR-checking víi cÆp måi ®Æc 
hiÖu Pseu F vµ Pseu R (h×nh 4). Sau ph¶n øng 
PCR-checking, c¸c khuÈn l¹c tr¾ng ®−îc nghi 
ngê cã mang ®o¹n gien mong muèn, ®−îc nu«i 
cÊy vµ t¸ch chiÕt ADN plasmit. C¸c ADN 
plasmit ®−îc chän vµ c¾t kiÓm tra b»ng enzim 
c¾t giíi h¹n EcoRI. KÕt qu¶ sau khi c¾t thu ®−îc 
2 b¨ng: mét b¨ng cã kÝch th−íc kho¶ng 3,9 kb 
(kÝch th−íc cña vect¬ gèc) vµ mét b¨ng cã kÝch 
th−íc kho¶ng 825 bp ®· chøng tá ®o¹n gien 
mong muèn ®· ®−îc g¾n thµnh c«ng vµo vect¬ 
t¸ch dßng pCR2.1 (h×nh 5). Cuèi cïng, c¸c 
dßng plasmit t¸i tæ hîp ®−îc t¸ch chiÕt vµ tinh 
s¹ch mét l−îng ®ñ lín ®Ó dïng cho viÖc ®äc 
tr×nh tù nucleotit. 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 

H×nh 4. KÕt qu¶ PCR-checking c¸c dßng tÕ bµo 
mang vect¬ t¸i tæ hîp 

Cét 1-15: c¸c dßng tÕ bµo cã mang ®o¹n gien ITS1-
5,8S-ITS2. Cét 16: thang chuÈn ADN cã kÝch th−íc 1 
kb 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 

H×nh 5. KÕt qu¶ c¾t kiÓm tra ADN plasmit t¸i tæ 
hîp b»ng enzim EcoR I. 

Cét 1-2: vect¬ pCR(R) ®· g¾n s¶n phÈm PCR cña ®o¹n 
gien ITS1-5,8S-ITS2. Cét 3: thang chuÈn ADN cã 
kÝch th−íc 1 kb 

4. So s¸nh tr×nh tù nucleotit cña ®o¹n gien 
ITS1-5,8S-ITS2 cña c¸c loµi Pseudonitzschia  

Sau khi x¸c ®Þnh ®−îc tr×nh tù nucleotit cña 
®o¹n gien ITS1-5,8S-ITS2 cña loµi Pseudo-
nitzschia sp.G3, chóng t«i ®· tiÕn hµnh so s¸nh 
tr×nh tù thu ®−îc víi tr×nh tù nucleotit cña ®o¹n 
gien ITS1-5,8S-ITS2 cña 12 loµi Pseudo-
nitzschia ®· ®−îc c«ng bè t¹i Ng©n hµng gien 
quèc tÕ víi sù hç trî cña phÇn mÒm DNASTAR 
vµ Clustal X nh»m ®Þnh tªn mÉu vËt nµy. Trªn 
h×nh 6, chóng t«i ®−a ra kÕt qu¶ so s¸nh tr×nh tù 
nucleotit cña ®o¹n gien ITS1-5,8S-ITS2 cña loµi 
Pseudonitzschia sp.G3 víi tr×nh tù nucleotit cña 
®o¹n gien ITS1-5,8S-ITS2 cña loµi P. pungens 
(kÕt qu¶ so s¸nh víi 11 loµi Pseudonitzschia 
kh¸c kh«ng chØ ra ë ®©y). Tû lÖ phÇn tr¨m t−¬ng 
®ång cña tõng cÆp tr×nh tù nucleotit cña c¸c loµi 

21 kb 

1           2 

 825 bp 

   1       2      3 

825 bp 

    1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M  

825 bp 

     1        2        3 
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Pseudonitzschia ®−îc thèng kª d−íi d¹ng ma 
trËn t¹i b¶ng 1. KÕt qu¶ ë b¶ng 1 cho thÊy ®é 
t−¬ng ®ång cña ®o¹n gien ITS1-5,8S-ITS2 cña 
c¸c loµi thuéc chi Pseudonitzschia n»m trong 

kho¶ng 53,1-99,6% vµ loµi Pseudonitzschia 
sp.G3 cã ®é t−¬ng ®ång cao nhÊt (98,8%) víi 
loµi P. pungens (AY544769) vµ thÊp nhÊt víi 
loµi P. calliantha (AY257857 ) (53,1%).  

 
P. sp.G3  GGATCATTACCACACCGATCCAAGATCAGTCTTCATTGTGAATCTGATTGCACTGGTCTA 
P.pungens GGATCATTACCACACCGATCCAAGATCAGTCTTCATTGTGAATCTGATTGCACTGGTCTA 
          ************************************************************ 
  
P.sp.G3   GTATTTTTACTAAACCGCTGCCGTCAAACTTAAACTTGCAACGCGATGATTAATTCCGCC 
P.pungens GTATTTTTACTAAACCGCTGCCGTCAAACTTAAACTTGCAACGCGATGATTAATTCCGCC 
          ************************************************************ 
P.sp.G3   TTGCTGCCATTCTTCACGATTGGTAACTGGAAAGAACCAAATGACCTAAAGCAAAAATGA 
P.pungens TTGCCGCCATTCTTCACGATTGGTAACTGGAAAAAACCAAATGACCTAAAGCAAAAATGA 
          **** **************************** ************************** 
P.sp.G3   TGCAGTGTTTCGGAGCGCTGAGCGGGCGTCTTAAGTATTAGATGCATACCAAACCGACTC 
P.pungens TGCGGTGTTTCGGAGCGCTGAGCGGGCGTCTTAAGTATTAGATGCATACCAAACCGACTC 
          *** ******************************************************** 
P.sp.G3   TATTGCTGGCACTGCACATTACACCTAATACATTACAACTTTCAGCGGTGGATGTCTAGG 
P.pungens TATTGCTGGCACTGCACATTACACCTAATACATTACAACTTTCAGCGGTGGATGTCTAGG 
          ************************************************************ 
P.sp.G3   TTCCC-ACAACGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGCGAATTGCAAGACCTC 
P.pungens TTCCCCACAATGA--AAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGCGAATTGCAAGACCTC 
          ***** **** ** ********************************************* 
P.sp.G3   GTGAATCATCAAGATTTTGAACGCACATTGCGCTTTCGGGTATTCCCGGTAGCATGCTTG 
P.pungens GTGAATCATCAAGATTTTGAACGCACATTGCGCTTTCGGGTATTCCCGGTAGCATGCTTG 
          ************************************************************ 
P.sp.G3   TCTGAGTGTCTGTGGATCCCACTCAGCGCTGGCTTCGTGCTGGCTGCTGGTATTTTGGCC 
P.pungens TCTGAGT--CTGTGGATCCCACTCAGCGCTGGCTTCGTGCTGGCTGCTGGTATTTTGGCC 
          ******* *************************************************** 
P.sp.G3   GTGACTGAATTTGTTTAGTCTCGGCTTAAGTTTTACGTTAAGTACGTGCATAGATCTAGA 
P.pungens GTGACTGAATTTGTTTAGTCTCGGCTTAAGTTTTACGTTAAGTACGTGCATAGATCTAGA 
          ************************************************************ 
P.sp.G3   AAGCTCTGCCCGTTTAGTTAAAAACACGGCGTTGACACTCTTGTCTATCTCTGGTAGGTT 
P.pungens AAGCTCTGCCCGTTTAGTTAAAAACACGGCGTTGTCACTCTTGTCTATCTCTGGTAGGTT 
          ********************************** ************************* 
P.sp.G3   TATTCGACTGGAGTTTGCTACGAGTTGTCTATAGCTGTTTTGAAACTACTGGAATGAGCG 
P.pungens TATTCAACTGGAGTTTGCTACGAGTTGTCTATAGCTGTTTTGAAACTACTGGAATGAGCG 
          ***** ****************************************************** 
P.sp.G3   CTTGTAGATCTAACTAGCTGGAAACAGTTAGTTATACAATTCCGGATCTCAGATCAAGCA 
P.pungens CTTGTAGATCTAACTAGCTGGAAACAGTTAGTTATACAATTCCGGATCTCAGATCAAGCA 
          ************************************************************ 
P.sp.G3   AGAGGACCCGCCGAATTTAAGCATATAATTAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACTAGGATTC 
P.pungens AGAGGACACGCCGAATTTAAGCATATAATTAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACTAGGATTC 
          ******* **************************************************** 
P.sp.G3   CCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGGACTAGCTCAGGATGTGAATCTGCG 
P.pungens CCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGGACTAGCTCAGGATGTGAATCTGCG 
          ************************************************* 
  

 

H×nh 6. KÕt qu¶ so s¸nh tr×nh tù nucleotit cña ®o¹n gien ITS1-5,8S-ITS2 cña loµi Pseudonitzschia 
sp.G3 víi tr×nh tù nucleotit cña ®o¹n giem ITS1-5,8S-ITS2 cña loµi P. pungens cã m· sè lµ 

AY544769 t¹i Ng©n hµng gien quèc tÕ 

Nh− vËy, cã thÓ thÊy 11 sù sai kh¸c trong tr×nh 
tù nucleotit cña ®o¹n gien ITS1-5,8S-ITS2 cña loµi 
Pseudonitzschia sp.G3 so víi loµi P. pungens nh− 
sau: C125T (®ét biÕn thay thÕ C b»ng T t¹i vÞ trÝ 

nucleotit thø 125), A154G, G184A, C306Del (®ét 
biÕn mÊt C ë vÞ trÝ 306); ®ét biÕn thªm nucleotit T, 
G, G, T ë vÞ trÝ 314, 315, 428, 429, t−¬ng øng; 
T575A; A606G vµ A728C. 

Måi Pseu F 

Måi PseuR 
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B¶ng 1 

B¶ng thèng kª tû lÖ phÇn tr¨m t−¬ng ®ång (ma trËn tam gi¸c trªn) vµ kho¶ng c¸ch di truyÒn 
(ma trËn tam gi¸c d−íi) cña ®o¹n gien ITS1-5,8S-ITS2 gi÷a c¸c loµi trong chi Pseudonitzschia 

 Tû lÖ phÇn tr¨m t−¬ng ®ång 

 1 2 3 4 5 6 7 8 8 10 11 12 13  
1  79,5 99,6 76,3 77,4 80,5 80,3 77,9 84,8 81,0 77,7 76,6 79,1 1 
2 29,1  79,0 76,8 74,0 82,7 74,3 81,0 84,8 74,5 52,3 74,1 53,1 2 
3 0,1 29,2  76,8 77,7 81,2 81,1 78,4 85,2 81,4 78,0 76,6 79,4 3 
4 33,4 30,9 33,5  74,2 81,6 76,2 79,2 83,5 75,8 73,4 73,7 74,0 4 
5 28,7 33,8 28,8 35,6  84,3 76,7 82,5 74,6 61,3 75,0 95,1 60,9 5 
6 22,7 22,4 22,8 30,6 25,4  82,3 84,2 94,0 76,6 75,1 82,3 76,5 6 
7 29,5 29,2 29,6 31,0 32,4 26,2  81,0 86,1 80,3 74,9 76,7 63,7 7 
8 29,4 32,8 29,5 29,8 18,3 21,5 27,8  85,5 75,8 72,5 80,4 73,7 8 
9 22,0 19,8 22,1 27,9 23,5 7,6 23,9 19,5  77,8 76,0 71,2 77,3 9 

10 24,4 33,7 24,5 36,4 33,1 30,4 29,4 34,0 28,8  82,4 61,3 83,2 10 
11 22,4 36,4 22,5 36,0 30,4 32,7 32,6 33,6 29,6 16,4  73,4 98,8 11 
12 30,6 36,1 30,9 36,7 3,6 27,6 34,5 21,4 26,3 35,5 33,3  73,9 12 

K
h

o¶
n

g 
c¸

ch
 d

i 
tr

u
yÒ

n
 

13 21,4 34,7 21,6 35,0 28,8 31,1 31,4 32,2 28,0 15,8 1,0 31,9  13 
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13  

 

Ghi chó: c¸c loµi ®−îc ®¸nh sè theo thø tù: 1. P. australis; 2. P. calliantha; 3. P. cf. australis; 4. P. cf. 
subpacifica; 5. P. cuspidata; 6. P. delicatissima; 7. P. fraudulenta; 8. P. galaxiae; 9. P. micropora; 10. P. 
multiseries; 11. P. pungens; 12. Pseudonitzschia sp. Hobart5; 13. Pseudonitzschia sp. G3. 
 

 
 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 
 

H×nh 7. C©y ph¸t sinh chñng lo¹i cña 13 loµi Pseudonitzschia dùa trªn viÖc so s¸nh tr×nh tù 
nucleotit cña ®o¹n gien ITS1-5,8S-ITS2 

Dùa vµo kho¶ng c¸ch di truyÒn vµ tû lÖ % 
t−¬ng ®ång tr×nh tù nucleotit cña ®o¹n gien 
ITS1-5,8S-ITS2 cña c¸c loµi Pseudonitzschia vµ 
b»ng ch−¬ng tr×nh DNASTAR, chóng t«i ®· x©y 
dùng c©y ph¸t sinh chñng lo¹i cña 13 loµi 
Pseudonitzschia. C©y ph¸t sinh chñng lo¹i ®−îc 
chØ ra trªn h×nh 7 cho thÊy 13 loµi trong chi 
Pseudonitzschia ®· chia thµnh 3 nhãm chÝnh: 
nhãm 1 cã mét loµi lµ P. cf. subpacifica; nhãm 
2 cã 3 loµi gåm: P. calliantha, P. delicatissima 

vµ P. micropora; nhãm 3 chia thµnh hai nhãm 
nhá, bao gåm c¸c loµi: P. galaxiae, 
Pseudonitzschia sp.Hobart5, P. cuspidata, P. 
flaudulenta, P. australis, P. cf. australis, P. 
multiseries, P. pungens vµ Pseudonitzschia sp. 
G3; trong ®ã, loµi Pseudonitzschia sp.G3 cã mèi 
quan hÖ di truyÒn rÊt gÇn gòi víi loµi P. 
pungens. Tr×nh tù nucleotit cña ®o¹n gien ITS1-
5,8S-ITS2 thu ®−îc cña loµi Pseudonitzschia 

P. galaxiae 

Pseudonitzschia sp.Hobart5 

P. cf. subpacifica 

P. calliantha 
P. delicatissima 

P. micropora 

P. cuspidata 

P. fraudulenta 

P. australis 

P. cf. australis 

 P. multiseries 

Pseudonizschia sp.G3 
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sp.G3 ®· ®−îc ®¨ng ký t¹i Ng©n hµng gien quèc 
tÕ víi sè ®¨ng ký ®−îc cÊp lµ DQ166533. 

III. KÕt luËn 

1. ViÖc ph©n tÝch tr×nh tù nucleotit cña ®o¹n 
gien ITS1-5,8S-ITS2 cña loµi Pseudonitzschia 
sp.G3 ®· cho thÊy loµi nµy cã quan hÖ di truyÒn 
gÇn gòi víi loµi Pseudonitzschia pungens 
(AY544769) víi ®é t−¬ng ®ång ®¹t ®Õn 98,8%. 
KÕt qu¶ thu ®−îc cïng víi kÕt qu¶ trong nghiªn 
cøu vÒ ®Æc ®iÓm h×nh th¸i ®· cho phÐp chóng t«i 
kÕt luËn loµi Pseudonitzschia sp.G3 ®−îc thu t¹i 
§å S¬n, thµnh phè H¶i Phßng cã thÓ lµ loµi P. 
pungens.  

2. Tr×nh tù nucleotit cña ®o¹n gien ITS1-
5,8S-ITS2 cña loµi Pseudonitzschia sp.G3 ®· 
®−îc ®¨ng ký t¹i Ng©n hµng gien quèc tÕ víi sè 
®¨ng ký lµ DQ166533.  
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Construction of the phylogenetic tree of Pseudonitzschia 
sp.G3 isolated from HaiPhong city basing on the nucleotide 

sequence of the ITS1-5.8S-ITS2 gene fragment 

Hoang Thi Lan Anh, Dang Diem Hong, Chu Van Thuoc 

Summary 

Some species belonging to the marine diatom genus Pseudonitzschia were recognized to have capacity to 
produce domoic acid which caused amnesic shellfish poisoning (ASP). According to the traditional 
classification, researchers have relied on the morphological characters to identify the species of the genus 
Pseudonitzschia. In addition, the morphological study of the species belonging to the genus Pseudonitzschia 
were supported by phylogenetic analyses of the nuclear- encoded internal transcribed spacer 1-5.8S and the 
internal transcibed 2 rDNA (ITS1-5.8S-ITS2). In this study, the length of the ITS1-5.8S-ITS2 gene fragment of 
Pseudonitzschia sp.G3 was estimated about 825 bp. After, this fragment was amplified from Pseudonitzschia 
sp.G3 by using genomic DNA; the PCR products have been cloned into the pCR2.1 vector and the 
recombinant plasmids were transformed into the E. coli strain DH5α T1’. The result of the cloning was 
confirmed by PCR checking method and the restriction analysis by EcoRI enzyme. By comparing the 
Pseudonitzschia sp.G3 nucleotide sequence with the published nucleotide sequences of the ITS1-5.8S-ITS2 
gene fragments of Pseudonitzschia species in Gene Bank and constructing the phylogenetic tree, the 
phylogenetic relationships between Pseudonitzschia sp.G3 and 12 other Pseudonitzschia species were 
established. Our results indicated that Pseudonitzschia sp.G3 collected in Haiphong city had close 
phylogenetic relationship with Pseudonitzschia pungens (with accession number AY544769) with 
homological coefficient of 98.8%. The obtained results in this paper allowed us to conclude that may be the 
studied Pseudonitzschia sp.G3 species was Pseudonitzschia pungens. 
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