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TÓM TẮT 

Giống Bạch đàn lai UP35 (E. urophylla x E. pellita) và UP54 (E. urophylla x E. 

pellita) là giống cây có giá trị kinh tế cao ở Việt Nam. Tuy nhiên, việc xác định 

các giống này còn hết sức khó khăn do chúng có hình thái các giống cây rất 

giống nhau. Do đó, mục đích của nghiên cứu này là sử dụng phương pháp 

phân tử DNA mã vạch để xác định các giống Bạch đàn lai UP35 và UP54. Các 

kết quả cho thấy các băng của sản phẩm PCR đúng với kích thước dự kiến như 

643 bp, 743 bp, 626 bp, 563 bp và 214 bp tương ứng với các đoạn gen matK, 

rbcL, trnH-psbA, ITS và ITS2. Kết quả so sánh với các trình tự trên Ngân hàng 

gen Quốc tế (NCBI) cho thấy giống Bạch đàn lai UP35 và UP54 có tỷ lệ tương 

đồng của trình tự đoạn gen rbcL và matK và trnH-psbA là 100% và tỷ tương 

đồng là 99,06% và 98,29 % tương ứng của đoạn gen ITS và ITS2. Các kết quả 

này cho thấy sử dụng chỉ thị ITS và ITS2 làm DNA mã vạch để giám định giống 

Bạch đàn lai UP35, UP54 ở Việt Nam là tốt nhất. Kết quả nghiên cứu là cơ sở 

quan trọng cho việc xác định giống Bạch đàn lai UP35, UP54 đang trồng ở 

nước ta phục vụ các định hướng phát triển trong tương lai. 

ABSTRACT 

Hybrid Eucalyptus UP35 (E. urophylla x E. pellita) and UP54 (E. urophylla x E. 

pellita) varieties are economically valuable in Vietnam. However, identifying 
these varieties is challenging due to their very similar morphology. Therefore, 

this study aimed to use a DNA barcoding method to identify the hybrid 

Eucalyptus varieties UP35 and UP54. The results showed that the bands of PCR 

products had the expected size, which is 643 bp, 743 bp, 626 bp, 563 bp, and 

214 bp corresponding to the matK, rbcL, trnH-psbA, ITS, and ITS2 gene regions, 

respectively. Comparison with sequences from the other Eucalyptus species in 

NCBI revealed that the UP35 and UP54 hybrids have 100% sequence similarity 
for the rbcL, matK, and trnH-psbA gene regions, and 99.06% and 98.29% 

similarity for the ITS and ITS2 gene regions, respectively. These results suggest 

that using ITS2 and ITS markers as a DNA barcode is the most effective method 

for identifying the hybrid UP35 and UP54 in Vietnam. This research provides a 

crucial foundation for identifying the UP35 and UP54 hybrids currently planted 

in the country, supporting future development directions.  

1. ĐẶT VẤN ĐỀ  
Bạch đàn lai UP35 (Eucalyptus urophylla x 

Eucalyptus pellita) và UP54 (Eucalyptus 
urophylla x Eucalyptus pellita) được tạo ra từ 
hai loài Bạch đàn Eucalyptus urophylla và 

Eucalyptus pellita đã được công nhận là giống 
quốc gia (65/QĐ-BNN-TCLN, ngày 11 tháng 01 
năm 2013) và có giá trị kinh tế cao trong trồng 
rừng sản xuất. Hiện nay, việc phân loại Bạch 
đàn lai UP35 và UP54 với nhiều giống bạch đàn 
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khác trên thị thường bằng phương pháp hình 

thái là rất khó khăn. Do đó, nghiên cứu xác định 
các đoạn mã vạch DNA đặc trưng cho giống 
Bạch đàn lai UP35 và UP54 là cần thiết để phục 
vụ giám định giống và phát triển vùng trồng cho 
hai giống bạch này ở Việt Nam. 

 Sử dụng các chỉ thị DNA mã vạch là một 
phương pháp phân loại phân tử, trong đó sử 
dụng một đoạn DNA ngắn, chuẩn nằm trong hệ 
gen nhân, hệ gen lục lạp, hoặc hệ gen ty thể của 
sinh vật để giám định loài. Phương pháp này 
mang lại hiệu quả cao trong thời gian ngắn, góp 

phần định danh và bảo tồn các loài thực vật 
trên thế giới [1]. Phương pháp này là một công 
cụ bổ trợ hữu hiệu cho phân loại dựa vào hình 
thái, đưa lại kết quả chính xác cao [2]. Một số 
gen thường được sửa dụng để phân loại gồm: 

gen lục lạp matK, rbcL, rpoB, ycf...; vùng xen 
của gen vùng nhân ITS, ITS2, ITS1...; vùng xen 
của gen lục lạp trnH-psbA, psbKpsbI, trnL-
psbF... [3-8]. Trong nghiên cứu này, năm đoạn 

trình tự được lựa chọn làm mã vạch DNA là: 

matK, rbcL, trnH - psbA, ITS và ITS2. Các đoạn 
trình tự này đều có tính đặc trưng cao cho loài, 
có thể đem lại kết quả khả quan trong việc phân 
loại, giám định và xác định mối quan hệ di 
truyền, từ đó góp phần nâng cao hiệu quả bảo 
tồn và phát triển giống Bạch đàn lai UP35 và 
UP54 ở Việt Nam. 
2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU  
2.1. Vật liệu, hóa chất  

Vật liệu nghiên cứu: 06 mẫu lá bánh tẻ được 
lấy từ 03 cây Bạch đàn lai UP35  và 03 cây Bạch 

đàn lai UP54 khác nhau. Mẫu lá được bảo quản 
trong túi nilon có chứa hạt silicagel hút ẩm, sau 
đó được bảo quản ở -20oC để tách chiết DNA 
phục vụ nghiên cứu. Kí hiệu các mẫu Bạch đàn 
lai UP35 được đánh số lần lượt là UP35.1; 

UP35.2; UP35.3; các mẫu Bạch đàn lai UP54 
được đánh số lần lượt là UP54.1; UP54.2; 
UP54.3. 

 

 

Bảng 1. Danh sách các mồi sử dụng để nhân các đoạn DNA mã vạch 

Mồi xuôi/ 
mồi ngược 

Trình tự mồi (5ʼ-3ʼ) 
DNA  

mã vạch 

Nhiệt độ 
gắn mồi 

(EC) 
Tài liệu tham khảo 

matKF 5ʼ-TCCATGGGTTTATATGGATCCTTCCTGGTT-3ʼ matK 60.7  

matKR 5ʼ-CCCGCCATGGATGGAAGAATTCAAAAGATA-3ʼ  60.5  

rP1F 5ʼ-ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC-3ʼ rbcL 57.2 Levin et al., 2023 [9] 

rP1R 5ʼ- GTAAAATCAAGTCCACCRCG-3  52.8 Kress et al., 2007 [10] 

trnPF1 5ʼ-CGCGCATGGTGGATTCACAATCC-3 
trnH-
psbA 

61.1 Sang et al., 1997 [11] 

psbPR1 5ʼ- GTTATGCATGAACGTAATGCTC-3ʼ  52.3 Tate et al., 2003 [12] 

IsP2F 5ʼ-ACGAATTCATGGTCCGGTGAAGTGTTCG-3’ ITS 62.4 
www.dnabarcoding1

01.org 

IsP2R 5ʼ-TAGAATTCCCCGGTTCGCTCGCCGTTAC-3’  65.2 
www.dnabarcoding1

01.org 

Is2P-F 5ʼ-ATGCGATACTTGGTGTGAAT-3’ ITS2 51.9 
www.dnabarcoding1

01.org 

Is2P1-R 5ʼ- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3ʼ  52.1 
www.dnabarcoding1

01.org 
 

Hóa chất: Kit tách chiết DNA tổng số (Plant 
DNA Isolation Kit, Norgen, Canada); 2x PCR 
Master mix (Intron Biotechnology, Hàn Quốc); 
Kit tinh sạch sản phẩm PCR (PCR Purification 
Kit, Norgen, Canada); Agarose (Merck, Đức), 
DNA marker và Redsafe (Hàn Quốc).  
2.2. Phương pháp nghiên cứu  

DNA tổng số từ các mẫu lá của cây Bạch đàn 

lai UP35 và UP54 được tách bằng kit (Plant DNA 
Isolation Kit). Các mẫu DNA tổng số này được 
dùng làm khuôn để nhân bản các đoạn gen 
matK, rbcL, trnH-psbA, ITS và ITS2 bằng kỹ thuật 
PCR trên máy PCR 9700. Mỗi phản ứng PCR 
được thực hiện trong tổng thể tích 20 μl, bao 
gồm: H2O deion (7 µl), 2x PCR Master mix 
Solution (10 µl), 10 pmol/µl mồi xuôi (1,0 µl), 
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10 pmol/µl mồi ngược (1,0 µl) và 50 ng/µl DNA 

khuôn (1 µl). Chu kỳ nhiệt của phản ứng PCR: 
95oC trong 5 phút; (95oC: 30 giây, 48 – 52oC: 30 
giây, 72oC: 1 phút) lặp lại 40 chu kỳ; 72oC trong 
5 phút. Nhiệt độ gắn mồi các phản ứng phụ 
thuộc vào cặp mồi sử dụng. Mỗi phản ứng PCR 
được lặp lại 3 lần trên một mẫu thí nghiệm.  

Sản phẩm PCR được tinh sạch bằng Kit (PCR 
Purification Kit) và đọc trình tự tại Công ty 1st 
Base (Malaysia). Trình tự nucleotide của các 
đoạn DNA được xử lý, phân tích bằng các phần 
mềm chuyên dụng như Bioedit, NCBI, MegaX... 

Các trình tự này được so sánh trên Ngân hàng 
gen Quốc tế (NCBI) để tìm ra các loài tương 
đồng. Cây phát sinh chủng loại của từng đoạn 
gen được xây dựng bằng phương pháp 

Maximum Likelihood (ML), tính khoảng cách di 

truyền bằng phần mềm megaX. 
3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU  
3.1. Kết quả tách chiết DNA tổng số từ lá cây 
Bạch đàn lai UP35  và UP54 

Kết quả cho thấy DNA tổng số đã được tách 
chiết từ các mẫu lá cây Bạch đàn lai UP35 và 
UP54 (Hình 1). Kết quả xác định nồng độ và độ 
tinh sạch của dung dịch DNA tổng số cho thấy, 
dung dịch DNA tổng số có nồng độ dao động từ 
200 - 300 ng/µl và tỷ số OD260 nm/OD280 nm trong 
khoảng từ 1,7 - 2,05. Các kết quả này khẳng 

định đã tách chiết được DNA với nồng độ cao 
và đảm bảo độ tinh sạch. Sản phẩm tách chiết 
DNA tổng số đảm bảo làm khuôn cho nhân bản 
các đoạn DNA quan tâm bằng kỹ thuật PCR. 

 

 

 

 

 

 

Hình 1. Kết quả điện di DNA tổng số của UP35 và UP54 
 

3.2. Kết quả nhân bản các đoạn DNA mã vạch 
bằng kỹ thuật PCR  

Kết quả PCR sau khi kiểm tra bằng điện di 
trên gel agarose 1% (Hình 2, 3) cho thấy xuất 
hiện băng DNA có kích thước tương ứng với 
kích thước của các đoạn mã vạch DNA dự kiến 

trong Bảng 1. Sản phẩm PCR ở Hình 2 và Hình 3 
cho thấy không có băng DNA phụ xuất hiện, 
như vậy sản phẩn PCR rất đặc hiệu, sau khi tinh 
sạch có thể sử dụng trực tiếp các sản phẩm này 
để xác định trình tự nucleotide.  

 

 

 

 

 

 

 

Hình 2. Điện di sản phẩm PCR của UP35 với các đoạn gen matK, rbcL, trnH-psbA, ITS và ITS2 
 
 

 

 

 

 

 

 

Hình 3. Điện di sản phẩm PCR của UP54 với các đoạn gen matK, rbcL, trnH-psbA, ITS và ITS2 
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3.3. Kết quả xác định và phân tích trình tự 

nucleotide của các đoạn DNA mã vạch  

3.3.1. Trình tự đoạn gen rbcL  

Kết quả đọc trình tự nucleotide đoạn gen 

rbcL từ mẫu lá cây UP35 và UP54 được thể hiện 

tương ứng trong Hình 4 và Hình 5.  
 

ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGCAAGTGTTGGATTCAAAGCTGGTGTTAAAGATTATAAACTGACTTATTATACTCCTGACTATGAAACCAAAGATACTG

ATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACCTGGAGTTCCTCCTGAGGAAGCAGGGGCTGCGGTAGCTGCTGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTG

GACCGATGGGCTTACCAGCCTTGATCGTTATAAAGGAAGATGCTACCACATCGAGCCTGTTGCTGGAGAAGAAAATCAATATATATGTTATGTAGCTTACCCTTTAG

ACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAATATGTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGGGTTCAAAGCCCTGCGCGCTCTACGTCTGGAGGATCTGCGAATCCCTC

CTTCCTATACGAAAACTTTCCAAGGCCCGCCTCATGGCATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGAACAAATATGGGCGTCCCCTATTGGGATGTACTATTAAACCGAAA

TTGGGGTTATCCGCTAAGAACTACGGTAGAGCAGTTTATGAATGTCTTCGTGGTGGACTTGATTTTACGAAAGATGATGAGAACGTGAACTCACAACCATTTATGC

GTTGGAGAGACCGTTTCTTATTTTGTGCCGAAGCCATTTTTAAATCACAGGCTGAAACAGGTGAAATCAAAGGGCATTACTTGAATGCTACTGCAGGTACATGCGA 

Hình 4. Trình tự DNA trên đoạn gen rbcL của giống Bạch đàn lai UP35 
 

ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGCAAGTGTTGGATTCAAAGCTGGTGTTAAAGATTATAAACTGACTTATTATACTCCTGACTATGAAACCAAAGATACTG

ATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACCTGGAGTTCCTCCTGAGGAAGCAGGGGCTGCGGTAGCTGCTGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTG

GACCGATGGGCTTACCAGCCTTGATCGTTATAAAGGAAGATGCTACCACATCGAGCCTGTTGCTGGAGAAGAAAATCAATATATATGTTATGTAGCTTACCCTTTAG

ACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAATATGTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGGGTTCAAAGCCCTGCGCGCTCTACGTCTGGAGGATCTGCGAATCCCTC

CTTCCTATACGAAAACTTTCCAAGGCCCGCCTCATGGCATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGAACAAATATGGGCGTCCCCTATTGGGATGTACTATTAAACCGAAA

TTGGGGTTATCCGCTAAGAACTACGGTAGAGCAGTTTATGAATGTCTTCGTGGTGGACTTGATTTTACGAAAGATGATGAGAACGTGAACTCACAACCATTTATGC

GTTGGAGAGACCGTTTCTTATTTTGTGCCGAAGCCATTTTTAAATCACAGGCTGAAACAGGTGAAATCAAAGGGCATTACTTGAATGCTACTGCAGGTACATGCGA 

Hình 5. Trình tự DNA trên đoạn gen rbcL của giống Bạch đàn lai UP54 
       

Các trình tự này được so sánh với các trình 

tự trên Ngân hàng gen Quốc tế (NCBI) bằng 

phần mềm BLAST để tìm ra sự khác biệt ở cấp 

độ loài. Một số loài có trình tự gen tương đồng 

với giống Bạch đàn lai UP35 được trình bày ở 

Bảng 2.  
 

Bảng 2. Một số loài có trình tự đoạn rbcL tương đồng với giống UP35 trên NCBI 

TT Tên loài Mã số Hệ số tương đồng (%) 

1 E. urophylla KJ440000.1 100 

2 E. pellita KF496742.1  100 

3 E. grandis AB537496.1 100 

4 UP54_ E. urophylla x E. pellita UP54 100 

5 Syzygium aromaticum NC_047249.1 99,07 

    

Từ dữ liệu của các trình tự thu được khoảng 

cách di truyền (p-distance) của giống Bạch đàn 

lai UP35 và UP54 với các loài khác được xác 

định bằng phương pháp Kimura 2-parameter 

trong Mega X và trình bày trong Bảng 3. 

 

Bảng 3. Khoảng cách di truyền của giống Bạch đàn lai UP35 với các loài khác của đoạn rbcL 

  
Syzygium 
aromaticum 

E. 
urophylla 

E. 
pellita 

E. 
grandis 

E.urophylla x 
E.pellita_UP54 

E.urophylla x 
E.pellita_UP35 

Syzygium 
aromaticum 

            

E. urophylla 0,0093       

E. pellita 0,0093 0,0000      

E. grandis 0,0093 0,0000 0,0000     

E.urophylla x 
E.pellita_UP54 

0,0093 0,0000 0,0000 0,0000    

E.urophylla x 
E.pellita_UP35 

0,0093 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000   

 

Trên cơ sở của khoảng cách di truyền, cây 

phát sinh chủng loại được xây dựng để xác định 

mối quan hệ của giống UP35 và UP54 với các 

loài khác (Hình 6). 
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Hình 6. Cây quan hệ di truyền dựa trên đoạn gen rbcL của giống Bạch đàn lai UP35, UP54  

với một số loài trên Ngân hàng gen Quốc tế 

  

Từ cây phân loại dựa trên số liệu trình tự 

đoạn gen rbcL kết hợp với khoảng cách di 

truyền và hệ số tương đồng của giống Bạch đàn 

lai UP35 và UP54 với các loài khác ta thấy: 100% 

với đoạn gen của giống Bạch đàn lai UP54 và 

UP35 giống với các loài E. urophylla, E. pellita, 

E. grandis với hệ số tương đồng 100% (khoảng 

cách di truyền là 0,0000 ) và có quan hệ xa hơn 

với loài Syzygium aromaticum với hệ số tương 

đồng 99,07% (khoảng cách di truyền là 0,0093). 

Như vậy, với đoạn gen rbcL chưa xác định được 

sự khác nhau giữa hai dòng UP54 và UP35. 

3.3.2. Trình tự đoạn gen matK 

  Kết quả xác định trình tự nucleotide đoạn 

gen matK cho thấy cả 3 mẫu UP35.1; UP35.2; 

UP35.3 có kích thước 643 bp và 3 mẫu UP54.1; 

UP54.2; UP54.3 có kích thước 643 bp được thể 

hiện như Hình 7 và Hình 8. 

 
TGGCTTCAAAAGATACGCCTCTTCTGATGAAGAAATGGAAATATTACCTTGTTAATTTATGGCAATATCATTTTTACGCCTGGTTTCAACCAGGAAGGATCGAT

ATAAACCAATTATGCAAGTATTCTCTTTACTTTTTGGGCTATCGTTCAAGCGTGCGACTAAATTCTTCAGTGGTACGAAGTCAAATGCTAGAAAATTCATTTCTAATA

AATAATGCTATGAAGAAGTTCGAGACAATAGTTCCAATTATTCCTCTGATTGGATCATTGTCTAAAGCGAATTTTTGTGACACATTAGGGCATCCCATTAGTAAACC

GACCCGGGCTGATTCATCAGATTCTGATATTATCGACCGTTTTTTGCGTATATCCAGAAATCTTTCTCATTATCACAGCGGATCCTCAAAAAAAAAGAGTTTATATCG

AGTAAAATATATACTTCGACTTTCTTGTGTTAAAACTTTGGCTCGTAAACACAAAAAGACTGTACGTACTTTTTTAAAAAGATTAGGTTCGGAATTTTTGGAAGAATT

CCTTACGGAGGAAGAAGTTGTTCTTTCTTTGATCTTCCCAAGAACTTATTCTACTTCACGAAGGTTATATAGAGGGCGGATTTGGTATTTGGATATTACTTCTATCAA 

Hình 7. Trình tự DNA trên đoạn gen matK của giống Bạch đàn lai UP35 

 
TGGCTTCAAAAGATACGCCTCTTCTGATGAAGAAATGGAAATATTACCTTGTTAATTTATGGCAATATCATTTTTACGCCTGGTTTCAACCAGGAAGGATCGAT

ATAAACCAATTATGCAAGTATTCTCTTTACTTTTTGGGCTATCGTTCAAGCGTGCGACTAAATTCTTCAGTGGTACGAAGTCAAATGCTAGAAAATTCATTTCTAATA

AATAATGCTATGAAGAAGTTCGAGACAATAGTTCCAATTATTCCTCTGATTGGATCATTGTCTAAAGCGAATTTTTGTGACACATTAGGGCATCCCATTAGTAAACC

GACCCGGGCTGATTCATCAGATTCTGATATTATCGACCGTTTTTTGCGTATATCCAGAAATCTTTCTCATTATCACAGCGGATCCTCAAAAAAAAAGAGTTTATATCG

AGTAAAATATATACTTCGACTTTCTTGTGTTAAAACTTTGGCTCGTAAACACAAAAAGACTGTACGTACTTTTTTAAAAAGATTAGGTTCGGAATTTTTGGAAGAATT

CCTTACGGAGGAAGAAGTTGTTCTTTCTTTGATCTTCCCAAGAACTTATTCTACTTCACGAAGGTTATATAGAGGGCGGATTTGGTATTTGGATATTACTTCTATCAA 

Hình 8. Trình tự DNA trên đoạn gen matK của giống Bạch đàn lai UP54 

 

Trình tự này được so sánh với các trình tự 

trên Ngân hàng gen Quốc tế (NCBI) để tìm ra sự 

khác biệt ở cấp độ loài. Một số loài có trình tự 

gen tương đồng giống Bạch đàn lai UP35  được 

trình bày ở Bảng 4.  
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Bảng 4. Một số loài có trình tự đoạn matK tương đồng với giống UP35  trên NCBI 

TT Tên loài Mã số Hệ số tương đồng (%) 

1 E. urophylla KJ510901.1 100 

2 E. pellita KT633046.1 99,45 

3 E. grandis MG925369.1 99,45 

4 UP54_ E. urophylla x E. pellita UP54 100 

5 Syzygium aromaticum KM065365.1 98,07 
 

Từ dữ liệu của các trình tự thu được khoảng 

cách di truyền (p-distance) của giống Bạch đàn 

lai UP35 và UP54 với các loài khác được xác 

định bằng phương pháp Kimura 2-parameter 

trong Mega X và trình bày trong Bảng 5. 

 

 

Bảng 5. Khoảng cách di truyền của giống Bạch đàn lai  UP35 với các loài khác của đoạn matK 

  
Syzygium 

paniculatum 

E. 

urophylla 
E. pellita 

E. 

grandis 

E.urophylla x 

E.pellita_UP54 

E.urophylla x 

E.pellita_UP35 

Syzygium 

paniculatum 
            

E. urophylla 0,0196      

E. pellita 0,0196 0,0055     

E. grandis 0,0196 0,0055 0,0000    

E.urophylla x 

E.pellita_UP54 
0,0196 0,0000 0,0055 0,0055   

E.urophylla x 

E.pellita_UP35 
0,0196 0,0000 0,0055 0,0055 0,0000  

 

Trên cơ sở của khoảng cách di truyền, cây 

phát sinh chủng loại được xây dựng để xác định 

mối quan hệ của giống UP35 và UP54 với các 

loài khác (Hình 9). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Hình 9. Cây quan hệ di truyền dựa trên đoạn gen matK của giống Bạch đàn lai UP35, UP54 

 với một số loài trên Ngân hàng gen Quốc tế 
   

Từ cây phân loại dựa trên số liệu trình tự 

đoạn gen matK kết hợp với khoảng cách di 

truyền và hệ số tương đồng của giống Bạch đàn 

lai UP35 và UP54 với các loài khác ta thấy: giống 

Bạch đàn lai UP35  có trình tự gen giống 100% 

với đoạn gen của UP54, E. urophylla với khoảng 
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cách di truyền là 0,0000 và có quan hệ xa hơn 

với loài E. grandis, E. pellita với khoảng cách di 

truyền là 0,0055 (hệ số tương đồng 99,45%). 

Tuy nhiên, giống Bạch đàn lai UP35  có quan hệ 

xa nhất với loài Syzygium aromaticum với 

khoảng cách di truyền là 0,0196 (hệ số tương 

đồng 98,07%). Như vậy, với đoạn gen matK 

chưa xác định được sự khác nhau giữa hai dòng 

UP54 và UP35. 

3.3.3. Trình tự đoạn gen trnH-psbA 

Kết quả xác định trình tự nucleotide đoạn 

gen trnH-psbA cho thấy cả 3 mẫu UP35.1; 

UP35.2; UP35.3 có kích thước 626 bp và 3 mẫu 

UP54.1; UP54.2; UP54.3 có kích thước 626 bp 

được thể hiện như Hình 10 và Hình 11. 

 

CGCGCATGGTGGATTCACAATCCACTGCCTTGATCCACTTGGCTACATCCGCCCCCACTACTACTAATATTCTTTTTTTTCTTTTTAAATGGATTAAAAAGAAAAA

AAAGAATATTCCATTTTTAATGAAATAAAAAAAAGAAATTCATAATGGAAAATATTTCATTCGATTGTTAATTTTTAACATTTTTCTATACTTAATTATGAGTAACATT

TTTCTATCTTAATTATGAGATAGAAGAAGCAGAAAATTATAACCTTTCTATTTTATTTGATAAAAAAAAACTAGAAGATAATAATCTCACAAAGCCTTACAAAGGGTT

GAAAAGAATGTATATAAATTCATATCTAAGGAAAAAAGTATGATAAGCAATCATAAAGCAATCCCTAAGACTAGAATACTTTTTCTTATGTTGAAGTAAAGAAAAAC

TTATGTAAAGAAAAGAGCACTAAATAAAGGAACAATAACCAATTTCTTTTTCTATCAAGAGTGTTGGTTATTGCTCCTTTCCAATCAAAAACTCGGCTAGACTTATAC

TAAGACCAAAGTCTTATCCATTTGTAGATGGAACTTCGACAGCAGCTAGGTCTAGAGGGAAGTTATGAGCATTACGTTCATGCATAAC 
 

Hình 10. Trình tự DNA trên đoạn gen trnH-psbA của giống Bạch đàn lai UP35 
 

CGCGCATGGTGGATTCACAATCCACTGCCTTGATCCACTTGGCTACATCCGCCCCCACTACTACTAATATTCTTTTTTTTCTTTTTAAATGGATTAAAAAGAAAAA

AAAGAATATTCCATTTTTAATGAAATAAAAAAAAGAAATTCATAATGGAAAATATTTCATTCGATTGTTAATTTTTAACATTTTTCTATACTTAATTATGAGTAACATT

TTTCTATCTTAATTATGAGATAGAAGAAGCAGAAAATTATAACCTTTCTATTTTATTTGATAAAAAAAAACTAGAAGATAATAATCTCACAAAGCCTTACAAAGGGTT

GAAAAGAATGTATATAAATTCATATCTAAGGAAAAAAGTATGATAAGCAATCATAAAGCAATCCCTAAGACTAGAATACTTTTTCTTATGTTGAAGTAAAGAAAAAC

TTATGTAAAGAAAAGAGCACTAAATAAAGGAACAATAACCAATTTCTTTTTCTATCAAGAGTGTTGGTTATTGCTCCTTTCCAATCAAAAACTCGGCTAGACTTATAC

TAAGACCAAAGTCTTATCCATTTGTAGATGGAACTTCGACAGCAGCTAGGTCTAGAGGGAAGTTATGAGCATTACGTTCATGCATAAC 
 

Hình 11. Trình tự DNA trên đoạn gen trnH-psbA của giống Bạch đàn lai UP54 
 

Trình tự này được so sánh với các trình tự 

trên Ngân hàng gen Quốc tế (NCBI) để tìm ra sự 

khác biệt ở cấp độ loài. Một số loài có trình tự 

gen tương đồng với giống Bạch đàn lai UP35  

được trình bày ở Bảng 6. 

 

Bảng 6. Một số loài có trình tự đoạn trnH-psbA tương đồng với giống UP35  trên NCBI 

TT Tên loài Mã số Hệ số tương đồng (%) 

1 E. urophylla EF507887.1 100 

2 E. grandis EF507887.1 88,51 

3 UP54_ E. urophylla x E. pellita UP54 100 

4 Syzygium aromaticum MH070008.1 85,05 

       
Từ dữ liệu của các trình tự thu được khoảng 

cách di truyền (p-distance) của giống Bạch đàn 

lai UP35 và UP54 với các loài khác được xác 

định bằng phương pháp Kimura 2-parameter 

trong Mega X và trình bày trong Bảng 7. 

 
 

Bảng 7. Khoảng cách di truyền của giống UP35 với các loài khác của đoạn trnH-psbA 

  
Syzygium 

aromaticum 

E. 

urophylla 

E. 

grandis 

E.urophylla x 

E.pellita_UP54 

E.urophylla x 

E.pellita_UP35 

Syzygium 

aromaticum 
          

E. urophylla 0,1105     

E.grandis 0,0966 0,0087    

E.urophylla x 

E.pellita_UP54 
0,1105 0,0000 0,0087   

E.urophylla x 

E.pellita_UP35 
0,1105 0,0000 0,0087 0,0000  
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 Trên cơ sở của khoảng cách di truyền, cây 

phát sinh chủng loại được xây dựng để xác 

định mối quan hệ của giống UP35 và UP54 với 

các loài khác (Hình 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Hình 12. Cây quan hệ di truyền dựa trên đoạn gen trnH-psbA của giống Bạch đàn lai UP35, UP54 

 với một số loài trên Ngân hàng gen Quốc tế 
 

Từ cây phân loại dựa trên số liệu trình tự 
đoạn gen trnH-psbA kết hợp với hệ số tương 
đồng của giống Bạch đàn lai UP35 , UP54 với 

các loài khác ta thấy: giống Bạch đàn lai UP35  
có trình tự gen tương đồng 100% với giống 
UP54, với loài E. urophylla (khoảng cách di 
truyền 0,0000), tương đồng 88,51% với đoạn 
gen của loài E. grandis và có quan hệ xa nhất 
với loài Syzygium aromaticum với hệ số tương 
đồng 85,05% (khoảng cách di truyền 0,1105). 

Như vậy, với đoạn gen trnH-psbA chưa xác định 
được sự khác nhau giữa hai dòng UP54 và 
UP35. 

3.3.4. Trình tự đoạn gen ITS 
 Kết quả xác định trình tự nucleotide đoạn 

gen ITS cho thấy cả 3 mẫu UP35.1; UP35.2; 
UP35.3 có kích thước 534 bp và 3 mẫu UP54.1; 
UP54.2; UP54.3 có kích thước 563 bp được thể 
hiện như Hình 13 và Hình 14. 

 

CCGACGTCCCTCTCGACGCCGAGGATCGGGGCTCGGGCACCTCCGGGCGCTCGGCCTTTGTCCTCGGCGGCGCAACGAACCCCGGCGCGGAATGCGCCAAG

GAACTTTAACAAGAGTGCGATGCTCCCGCCGCCCCATACACGGTGCGCGCGCGGGATGCCATGCAATCTCATATTACTCATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTC

GGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAACTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAACCTTTG

GTCGAGGGCACGTTTGCCTGGGTGTCACACATGGCGTTGCCCCTAATCCCCTCCGTCCTCTAAACGGGGCGAGCGGGACTCGGGCGCGTACGATGGCCTCCCGCG

ACGACCACGTCCCGGTTGGCCCAAAATCGAGCGTCGGAGCGATCAGCACCACGACATTCGGTGGTTGATTAGACCCCAATGATCAATGTCGCGCGTGCCGCTCATC

GCGCGCTCCGCGAATCTGCTCCTTACCAACGCGACCCCA 
 

 

Hình 13. Trình tự DNA trên đoạn gen ITS của giống Bạch đàn lai UP35 
 

TCAGCCCGACGTCCCTCTCGACGCGGAGGATCGGGGCTCGGGCACCTCAGGGCGCTCGGCCTTTGTCCTCGGCGGCGCAACGAACCCCGGCGCGGAATGCG

CCAAGGAACTTTAACAAGAGTGCGATGCTCCCGCCGCCCCATACACGGTGCGCGCGCGGGATGCCATGCAATCTCATATTAGTCATAACGACTCTCGGCAACGGAT

ATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAACTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAAC

CTTTGGTCGAGGGCACGTTTGCCTGGGTGTCACACATGGCGTTGCCCCTAATCCCCTCCGCCCTCTGAACGGGGCGAGCGGGACTCGGGCGCGTACGATGGCCTCC

CGCGACGACCACGTCCCGGTTGGCCCAAAATCGAGCGTCGGAGCGATCAGCACCACGACATTCGGTGGTTGATTAGACCCCAATGATCAATGTCGCGCGTGCCGC

TCATCGCACGCTCCGCGAATCTGCTCCTTACCAACGCGACCCCA 
 

 

Hình 14. Trình tự DNA trên đoạn gen ITS của giống Bạch đàn lai UP54 
 

Trình tự này được so sánh với các trình tự 

trên Ngân hàng gen Quốc tế (NCBI) để tìm ra sự 

khác biệt ở cấp độ loài. Một số loài có trình tự 

gen tương đồng với giống Bạch đàn lai UP35  

được trình bày ở Bảng 8.  
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Bảng 8. Một số loài có trình tự đoạn ITS  tương đồng với giống UP35  trên NCBI 

TT Tên loài Mã số Hệ số tương đồng (%) 

1 E. urophylla HM596068.1                99,44 

2 E. pellita KT631261.1 98,88 

3 E. grandis AF058475.1 98,13 

4 UP54_ E. urophylla x E. pellita UP54 99,06 

5 Syzygium aromaticum KM064993.1 90,11 

      

Từ dữ liệu của các trình tự thu được khoảng 

cách di truyền (p-distance) của giống Bạch đàn 

lai UP35 và UP54 với các loài khác được xác 

định bằng phương pháp Kimura 2-parameter 

trong Mega X và trình bày trong Bảng 9. 

 

Bảng 9. Khoảng cách di truyền của giống Bạch đàn lai UP35 với các loài khác của đoạn ITS 

  
Syzygium 
aromaticum 

E. 
urophylla 

E. 
pellita 

E. 
grandis 

E.urophylla x 
E.pellita_UP54 

E.urophylla x 
E.pellita_UP35 

Syzygium 
aromaticum 

            

E. urophylla 0,1006       

E. pellita 0,1094 0,0076      

E. grandis 0,1080 0,0076 0,0095     

E.urophylla x 
E.pellita_UP54 

0,0983 0,0075 0,0171 0,0134    

E.urophylla x 
E.pellita_UP35 

0,1024 0,0038 0,0114 0,0133 0,0095   

Trên cơ sở của khoảng cách di truyền, cây 

phát sinh chủng loại được xây dựng để xác định 

mối quan hệ của giống UP35 và UP54 với các 

loài khác (Hình 15). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 15. Cây quan hệ di truyền dựa trên đoạn gen ITS của giống Bạch đàn lai UP35, UP54  

với một số loài trên Ngân hàng gen Quốc tế 
 

Từ cây phân loại dựa trên số liệu trình tự 

đoạn gen ITS kết hợp với hệ số tương đồng của 

giống Bạch đàn lai UP35, UP54 với các loài khác 

ta thấy: giống Bạch đàn lai UP35  có trình tự gen 
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tương đồng 99,06% với giống UP54, tương 

đồng 99,44% với loài E. urophylla, tương đồng 

99,88% với loài E. pellita, tương đồng 98,13% 

với đoạn gen của loài E. grandis và có quan hệ 

xa nhất với loài Syzygium aromaticum với hệ số 

tương đồng 90,11%. Do đó, đoạn gen ITS đã 

phân biệt được hai dòng UP54 và UP35 với tỷ 

lệ sai khác là 0,94%. 

3.3.5. Trình tự đoạn gen ITS2 

 Kết quả xác định trình tự nucleotide đoạn 

gen matK cho thấy cả 3 mẫu UP35.1; UP35.2; 

UP35.3 có kích thước 175 bp và 3 mẫu UP54.1; 

UP54.2; UP54.3 có kích thước 214 bp được thể 

hiện như Hình 16 và Hình 17. 
 

CACATGGCGTTGCCCCTAATCCCCTCCGTCCTCTAAACGGGGCGAGCGGGACTCGGGCGCGTACGATGGCCTCCCGCGACGACCACGTCCCGGTTGGCCCAA

AATCGAGCGTCGGAGCGATCAGCACCACGACATTCGGTGGTTGATTAGACCCCAATGATCAATGTCGCGCGTGCCGCTCATCGCGCGCTCCGCGAATCTGCTCCTT

ACCAAC 

Hình 16. Trình tự DNA trên đoạn gen ITS2 của giống Bạch đàn lai UP35 
 

CACATGGCGTTGCCCCTAATCCCCTCCGCCCTCTGAACGGGGCGAGCGGGACTCGGGCGCGTACGATGGCCTCCCGCGACGACCACGTCCCGGTTGGCCCAA

AATCGAGCGTCGGAGCGATCAGCACCACGACATTCGGTGGTTGATTAGACCCCAATGATCAATGTCGCGCGTGCCGCTCATCGCACGCTCCGCGAATCTGCTCCTT

ACCAAC 

Hình 17. Trình tự DNA trên đoạn gen ITS2 của giống Bạch đàn lai UP54 
       

Trình tự này được so sánh với các trình tự 

trên Ngân hàng gen Quốc tế (NCBI) để tìm ra sự 

khác biệt ở cấp độ loài. Một số loài có trình tự 

gen tương đồng với giống Bạch đàn lai UP35  

được trình bày ở Bảng 10. 

  

Bảng 10. Một số loài có trình tự đoạn ITS2 tương đồng với giống UP35  trên NCBI 

TT Tên loài Mã số Hệ số tương đồng (%) 

1 E. urophylla AF390492.1 100 

2 E. pellita KT631261.1 98,29 

3 E. grandis HM596050.1 97,71 

4 UP54_ E. urophylla x E. pellita UP54 98,29 

5 Syzygium aromaticum AY187204.2 89,58 

    

Từ dữ liệu của các trình tự thu được khoảng 

cách di truyền (p-distance) của giống Bạch đàn 

lai UP35 và UP54 với các loài khác được xác 

định bằng phương pháp Kimura 2-parameter 

trong Mega X và trình bày trong Bảng 11. 

 

Bảng 11. Khoảng cách di truyền của giống Bạch đàn lai UP35 với các loài khác của đoạn ITS2 

  
Syzygium 
paniculatum 

E. 
urophylla 

E. 
pellita 

E. 
grandis 

E.urophylla x 
E.pellita_UP54 

E.urophylla x 
E.pellita_UP35 

Syzygium 
paniculatum 

            

E. urophylla 0,1723       

E. pellita 0,1723 0,0175      

E. grandis 0,1667 0,0234 0,0175     

E.urophylla x 
E.pellita_UP54 

0,1485 0,0175 0,0357 0,0235    

E.urophylla x 
E.pellita_UP35 

0,1723 0,0000 0,0175 0,0234 0,0175   

Trên cơ sở của khoảng cách di truyền, cây 

phát sinh chủng loại được xây dựng để xác định  

mối quan hệ của giống UP35 và UP54 với các 

loài khác (Hình 18). 
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Hình 18. Cây quan hệ di truyền dựa trên đoạn gen ITS2 của giống Bạch đàn lai UP35, 

 UP54 với một số loài trên Ngân hàng gen Quốc tế 
 

Từ cây phân loại dựa trên số liệu trình tự 

đoạn gen ITS2 kết hợp với khoảng cách di 

truyền và hệ số tương đồng của giống Bạch đàn 

lai với các loài khác ta thấy: giống Bạch đàn lai 

UP35 có trình tự gen tương đồng 100% với 

đoạn gen của loài E. urophylla, tương đồng 

98,29% với giống UP54 và loài E. pellita, tương 

đồng 97,71% với loài E. grandis, tương đồng 

89,58% với loài Syzygium aromaticum (khoảng 

cách di truyền là 0,1723). Do đó, đoạn gen ITS2 

đã phân biệt được hai dòng UP54 và UP35 với 

tỷ lệ sai khác là 1,71%. 

4. THẢO LUẬN  

 Dựa vào kết quả so sánh trình tự 5 đoạn gen 

matK, rbcL, trnH-psbA, ITS và ITS2 của Bạch đàn 

lai UP35 và UP54 ở bảng 11 cho thấy: Các chỉ 

thị matK, rbcL và trnH-psbA không có sự khác 

nhau giữa hai giống UP35 và UP54. Tuy nhiên, 

hai chỉ thị ITS2, ITS đã chỉ ra có sự khác biệt nhỏ 

giữa hai giống UP35 và UP54 với tỷ lệ 1,71% và 

0,75%, tương ứng.  

 

Bảng 12. So sánh trình tự của các đoạn gen giữa Bạch đàn lai UP35 và UP54  

Tên đoạn gen matK rbcL trnH-psbA ITS ITS2 

Số điểm  
sai khác 

0 0 0 4 3 

Kích thước 
trình tự 

643 743 626 534 175 

Tỷ lệ sai khác 
(%) 

0 0 0 0,75 1,71 

 

Vị trí các nucleotide sai khác của đoạn gen ITS: vị trí 15; 149; 340 và 497 đã được đánh dấu in đậm 
Query  1    GGCTCGGGCACCTCCGGGCGCTCGGCCTTTGTCCTCGGCGGCGCAACGAACCCCGGCGCG  60 

            |||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1    GGCTCGGGCACCTCAGGGCGCTCGGCCTTTGTCCTCGGCGGCGCAACGAACCCCGGCGCG  60 

Query  121  GCGCGGGATGCCATGCAATCTCATATTACTCATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGG  180 

            |||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  121  GCGCGGGATGCCATGCAATCTCATATTAGTCATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGG  180 

Query  301  CCTGGGTGTCACACATGGCGTTGCCCCTAATCCCCTCCGTCCTCTAAACGGGGCGAGCGG  360 

            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||| |||||||||||||| 

Sbjct  301  CCTGGGTGTCACACATGGCGTTGCCCCTAATCCCCTCCGCCCTCTGAACGGGGCGAGCGG  360 

Query  481  CGCGTGCCGCTCATCGCGCGCTCCGCGAATCTGCTCCTTACCAACGCGACCCCA  534 

||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  481  CGCGTGCCGCTCATCGCACGCTCCGCGAATCTGCTCCTTACCAACGCGACCCCA  534 
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Vị trí các nucleotide sai khác của đoạn gen ITS2: vị trí 9; 15 và 167 đã được đánh dấu in đậm 
Query  1    CCCCTCCGTCCTCTAAACGGGGCGAGCGGGACTCGGGCGCGTACGATGGCCTCCCGCGAC  60 

            |||||||| ||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1    CCCCTCCGCCCTCTGAACGGGGCGAGCGGGACTCGGGCGCGTACGATGGCCTCCCGCGAC  60 

Query  121  GGTTGATTAGACCCCAATGATCAATGTCGCGCGTGCCGCTCATCGCGCGCTCCGC  175 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||| 

Sbjct  121  GGTTGATTAGACCCCAATGATCAATGTCGCGCGTGCCGCTCATCGCACGCTCCGC  175 
      

Trên thế giới các đoạn chỉ thị matK, rbcL, 
trnH-psbA, ITS và ITS2 đã được sử dụng phổ 
biến để phân loại các loài Bạch đàn. Năm 1999 
đoạn gen ITS đã được sử dụng để phân loại cho 
35 loài Bạch đàn khác nhau [13]. Fladung cũng 
đã sử dụng đoạn gen nhân ITS và 6 đoạn gen ở 

lục lạp (rbcL, matK, matK-trnK, trnG-psbK, 
psbK-psbl, psbA-matK) phân loại thành công 6 
loài Bạch đàn (Eucalyptus) sinh trưởng ở 
Mexico [14]. Như vậy, đối với các loài Bạch đàn  
khác nhau trên thế giới thì các chỉ thị DNA mã 
vạch của các đoạn gen nhân ITS và các đoạn chỉ 
thị ở lục lạp như rbcL, matK, trnH-psbA đã được 
sử dụng làm định danh là hoàn toàn tin cậy.  
5. KẾT LUẬN 

  Đã nhân gen thành công các đoạn gen 
matK, rbcL, trnH-psbA, ITS và ITS2 bằng kỹ thuật 
PCR. Trình tự nucleotide của các đoạn mã vạch 
đã được xác định: Đoạn matK có kích thước là 
643 bp, rbcL là 743 bp, trnH-psbA là 626 bp, ITS 
là 563 bp, và đoạn ITS2 là 214 bp. Kết quả cũng 
cho thấy sử dụng chỉ thị ITS2 và ITS làm mã vạch 
DNA để giám định giống Bạch đàn lai UP35 và 
UP54 ở Việt Nam là tốt hơn matK, rbcL và trnH-
psbA. Kết quả nghiên cứu này là cơ sở quan 
trọng trong việc định danh và phát triển giống 
cây Bạch đàn lai UP35 và UP54 ở Việt Nam. 
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