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SӰ DӨNG TRÌNH TӴ NUCLEOTIDE VÙNG GEN NHÂN (ITS-rRNA) 
Ĉӆ XÁC ĈӎNH LOÀI LAN THUӜC CHI LAN HOÀNG THҦO 

(DENDROBIUM) 
VŨ ĈÌNH DUY (1) 

1. MӢ ĈҪU 
Chi lan Hoàng thҧo (Dendrobium) là mӝt trong nhӳng chi quan trӑng nhҩt 

trong hӑ Phong lan (Orchidaceae), bao gӗm 800-1400 loài [1, 2, 3, 4, 5] phân bӕ chӫ 
yӃu ӣ vùng nhiӋt ÿӟi và cұn nhiӋt ÿӟi, miӅn Bҳc và Ĉông Úc [6]. Ĉa sӕ các loài này 
nҵm trong Công ѭӟc quӕc tӃ vӅ buôn bán các loài ÿӝng vұt, thӵc vұt hoang dã nguy 
cҩp (CITES). Có 107 loài thuӝc Dendrobium ӣ ViӋt Nam và chúng phân bӕ rӝng rãi 
trên khҳp các vùng cӫa nѭӟc ta [7, 8]. Chúng có ý nghƭa dѭӧc liӋu ÿӕi vӟi sӭc khӓe 
con ngѭӡi nhѭ: tác dөng loҥi bӓ các chҩt ÿӝc hҥi tích lǊy trong các mô, tăng cѭӡng 
khҧ năng miӉn dӏch cӫa cѫ thӇ, giҧm lѭӧng ÿѭӡng trong máu và kéo dài tuәi thӑ [9, 
10]. Mһc dù hình thái cӫa các loài lan ÿã ÿѭӧc nghiên cӭu rӝng rãi, thông tin vӅ 
phân tӱ và di truyӅn quҫn thӇ cӫa loài phҫn lӟn chѭa ÿѭӧc biӃt ÿӃn. 

ViӋc xác ÿӏnh chính xác các loài lan là rҩt quan trӑng ÿӕi vӟi viӋc xác ÿӏnh 
giӕng cây trӗng, lӵa chӑn cha mҽ ÿӇ nhân giӕng, sӱ dөng và bҧo tӗn nguӗn gen cӫa 
chúng. Các phѭѫng pháp truyӅn thӕng ÿӇ xác ÿӏnh các loài trong Dendrobium chӫ 
yӃu dӵa trên các quan sát kiӇu hình [11, 12], trong khi các ÿһc ÿiӇm hình thái thѭӡng 
bӏ ҧnh hѭӣng bӣi các yӃu tӕ môi trѭӡng [1, 13, 14]. Ĉһc biӋt, trong giai ÿoҥn chѭa ra 
hoa, ÿһc ÿiӇm hình thái cӫa nhiӅu loài Dendrobium là vô cùng giӕng nhau, nên phân 
biӋt chúng rҩt khó khăn và ÿôi khi không thӇ thӵc hiӋn bҵng phѭѫng pháp truyӅn 
thӕng [1, 2, 6, 12, 15]. Do ÿó, mӝt phѭѫng pháp nhұn dҥng chính xác cho các loài 
Dendrobium là cҫn thiӃt.  

Mã vҥch DNA (DNA barcoding) là mӝt kӻ thuұt mӟi, sӱ dөng ÿoҥn DNA 
ngҳn ÿӇ chuҭn hóa phân biӋt giӳa các loài [16, 17]. Chúng ÿã trӣ thành công cө mӟi 
phөc vө có hiӋu quҧ cho công tác giám ÿӏnh, phân loҥi, ÿánh giá quan hӋ di truyӅn, 
phát hiӋn loài mӟi, quҧn lý chҩt lѭӧng, nguӗn gӕc, xuҩt xӭ, bҧn quyӅn cӫa sҧn phҭm 
tӯ sinh vұt [18, 19, 20]. Ӣ thӵc vұt, mӝt sӕ vùng gen lөc lҥp (matK, rbcL, psbA-trnH 
và atpF-atpH spacer) và vùng gen nhân (ITS-rDNA) ÿang ÿѭӧc ӭng dөng rӝng rãi 
trong các nghiên cӭu mӕi quan hӋ phát sinh chӫng loҥi (phylogeny), phân loҥi 
(taxonomy) và nhұn dҥng (identity) loài [18, 21, 22, 23]. Các chӍ thӏ di truyӅn phân 
tӱ ÿã ÿѭӧc sӱ dөng rӝng rãi trong viӋc xác ÿӏnh các loài lan: Paphiopedilum [12], 
Dendrobium [24], Cymbidium [25], Vanda [26], Phalaenopsis [27]. Ĉһc biӋt, cǊng 
có khá nhiӅu công bӕ vӅ mӕi quan hӋ di truyӅn và nhұn dҥng loài lan trên cѫ sӣ phân 
tích trình tӵ nucleotide vùng gen nhân (ITS-rDNA) [6, 15, 25, 28, 15, 29, 30]. 

Gҫn ÿây, phân loҥi các loài thuӝc chi Dendrobium là mӕi quan tâm lӟn cӫa các 
nhà thӵc vұt hӑc và ÿѭӧc coi là mӝt trong nhӳng thách thӭc phӭc tҥp nhҩt ӣ hӑ lan [4, 
6, 14, 31, 32]. Xác ÿӏnh loài vӟi thông tin chính xác là mӝt trong nhӳng chìa khóa ÿӇ 
cҧi thiӋn quҧn lý và bҧo tӗn loài [33]. Mӝt sӕ phân tích phân tӱ ÿã chӍ ra rҵng nhiӅu 
ÿһc ÿiӇm hình thái cӫa Dendrobium dѭӡng nhѭ là ÿӗng nhҩt, và mӝt sӕ ÿѫn vӏ phân 
loҥi Dendrobium ÿѭӧc xác ÿӏnh trѭӟc ÿây không phҧi là ÿѫn ngành [4, 6, 14, 34, 
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35]. Mӝt phѭѫng pháp nhanh chóng và chính xác ÿӇ xác ÿӏnh loài lan là ÿiӅu cҫn 
thiӃt góp phҫn cho viӋc bҧo tӗn nguӗn gen các loài lan có giá trӏ ӣ nѭӟc ta [12, 28]. 
Trung et al. (2013) [12] lҫn ÿҫu phân tích trình tӵ nucleotide vùng gen nhân (ITS-
rDNA) ÿӇ xây dӵng cѫ sӣ dӳ liӋu DNA phân tӱ và tìm ra mӕi quan hӋ di truyӅn giӳa 
các loài lan trong chi lan hài (Paphiopedilum) ӣ ViӋt Nam. KӃt quҧ cho thҩy vùng 
gen này rҩt hӳu ích cho phân tích phát sinh chӫng loҥi. Ĉһc biӋt, tác giҧ cǊng ÿã 
ÿӏnh hѭӟng trong tѭѫng lai tiӃp tөc phát triӇn các chӍ thӏ phân tӱ khác ÿӇ xác ÿӏnh 
các loài hay giӕng cӫa chi lan hài ӣ ViӋt Nam khó xác ÿӏnh hình thái (nӃu không có 
hoa). Feng et al. (2015) [15] cǊng ÿã nhұn dҥng 64 loài lan thuӝc chi Hoàng thҧo 
(Dendrobium) ӣ Trung Quӕc dӵa trên cѫ sӣ phân tích trình tӵ nucleotide vùng gen 
nhân (ITS2). KӃt quҧ chӍ ra rҵng trình tӵ nucleotide vùng gen ITS2 không chӍ ÿѭӧc sӱ 
dөng hiӋu quҧ nhѭ mӝt mã vҥch ÿӇ xác ÿӏnh các loài thuӝc chi Dendrobium, mà cǊng 
có khҧ năng ÿóng góp vào phân tích phát sinh loài cӫa chi lan ÿó.  

Trong nghiên cӭu này, chúng tôi ÿã giҧi mã trình tӵ nucleotide vùng gen nhân 
(ITS-rDNA) ÿӇ xác ÿӏnh loài lan Phi ÿiӋp, góp phҫn xây dӵng cѫ sӣ dӳ liӋu mã vҥch 
DNA nhҵm cung cҩp nӅn tҧng cho bҧo tӗn, tiӃn hóa và hӋ thӕng sinh hӑc cӫa loài. 

2. VҰT LIӊU VÀ PHѬѪNG PHÁP NGHIÊN CӬU 
V̵t li͏u: 15 mүu lan thuӝc chi Hoàng thҧo thu tҥi các hӝ gia ÿình hai tӍnh Hҧi 

Dѭѫng (T1-T8) và Hòa Bình (T9-T15) ÿѭӧc dùng làm vұt liӋu nghiên cӭu (hình 1) 

 
Hình 1. Loài lan thu tҥi Hҧi Dѭѫng 

Ph˱˯ng pháp tách chi͇t và tinh s̩ch ADN t͝ng s͙: DNA tәng sӕ ÿѭӧc tách 
chiӃt bҵng bӝ hóa chҩt Plant DNA isolation Kit (Norgenbiotek, Canada).  

Nhân b̫n gen ÿích b̹ng kͿ thu̵t PCR: Nhân bҧn vùng gen nhân (ITS-rDNA) 
bҵng kӻ thuұt PCR vӟi cһp mӗi ITS1: 5'- AGTCGTAACAAGGTTTCC-3' và ITS2: 
5'-GTAAGTTTCTTCTCCTCC-3' [36]. Thành phҫn mӛi phҧn ӭng PCR có thӇ tích 
25ȝl vӟi các thành phҫn: 7ȝl nѭӟc khӱ ion; 12,5ȝl PCR Master mix kit (2X); 1,25ȝl 
mӗi xuôi (10 pmol/ȝl); 1,25 ȝl mӗi ngѭӧc (10 pmol/ȝl); 3 ȝl ADN (10-20ng). Phҧn 
ӭng ÿѭӧc thӵc hiӋn trên máy PCR model 9700 (GeneAmp PCR System 9700, Mӻ). 
Chu trình nhiӋt cӫa phҧn ӭng PCR gӗm: 94oC trong 3 phút; tiӃp sau là 35 chu kǤ nӕi 
tiӃp nhau vӟi các bѭӟc: 94oC trong 45 giây, 55oC trong 45 giây, 72oC trong 45 giây; 
kӃt thúc phҧn ӭng nhân gen ӣ 72oC trong 10 phút, giӳ sҧn phҭm ӣ 4 C. 
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Gi̫i trình t͹ và hi͏u ch͑nh trình t͹: Sҧn phҭm PCR ÿѭӧc ÿiӋn di trên gel 
agarose 1,5% và quá trình xác ÿӏnh trình tӵ nucleotide ÿѭӧc thӵc hiӋn tҥi công ty 
Macrogen, Hàn Quӕc. Trình tӵ DNA sau khi giҧi trình tӵ ÿѭӧc hiӋu chӍnh và loҥi bӓ 
các xùng tín hiӋu nhiӉu vӟi sӵ trӧ giúp cӫa phҫn mӅm ChromasPro2.1.6 [37]. Trình 
tӵ nucleotide cӫa 15 mүu lan ÿѭӧc so sánh vӟi các trình tӵ ÿã có trên Genbank (sӱ 
dөng công cө BLAST trong NCBI - http:www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Các trình 
tӵ phân tích ÿѭӧc sҳp xӃp thҷng hàng bҵng phҫn mӅm Bioedit v7.0.5.2 [38]. Các 
vùng không có khҧ năng sҳp xӃp bӏ loҥi bӓ trѭӟc khi phân tích. 

Xây d͹ng cây phát sinh chͯng lo̩i: Cây phát sinh chӫng loҥi ÿѭӧc xây dӵng 
dӵa trên phѭѫng pháp xác suҩt tӕi ÿa ML (Maximum Likelihood) sӱ dөng phҫn mӅm 
Treefinder v 2011 [39] và phѭѫng pháp Bayesian inference (BI) bҵng phҫn mӅm 
MrBayes v 3.2.1 [40]. Trѭӟc khi phân tích ML và BI, dӳ liӋu trình tӵ nucleotide sӁ 
ÿѭӧc khҧo sát phân bӕ nucleotide, kiӇm tra các giҧ thuyӃt và xác ÿӏnh mô hình tiӃn 
hóa tӕi ѭu sӱ dөng bӣi Kakusan 4.0 [41] dӵa trên thông tin Akaie ÿѭӧc hiӋu chӍnh 
(corrected AICc - Akaike Information Criterion). Mô hình tiӃn hóa tӕt nhҩt ÿѭӧc 
chӑn cho ML là mô hình ÿҧo chiӅu thӡi gian tәng thӇ (GTR) vӟi giá trӏ tham sӕ 
gamma (G: 0,7675 trong ML và 0,4762 trong BI). KiӇm tra ѭӟc lѭӧng tham sӕ và 
ÿiӇm hӝi tө bҵng cách sӱ dөng phҫn mӅm Tracer 1.5 [42]. Thӵc hiӋn vӟi 1.000 lҫn 
lһp lҥi ÿӇ xác ÿӏnh giá trӏ ӫng hӝ (bootstrap) trong cây ML (MLBS) và BI (BPP) vӟi 
1.000 lҫn lһp lҥi. Ngoài ra, ÿánh giá các nút trong cây ML vӟi giá trӏ bootstrap 75% 
trӣ lên [43] và các nút có BPP 95% trӣ lên có ý nghƭa trong phân tích BI [44]. 
Khoҧng cách di truyӅn (P) giӳa các loài trong chi ÿѭӧc tính toán bҵng Mega 7.0 [45]. 

3. KӂT QUҦ VÀ THҦO LUҰN 
3.1. Tách chiӃt và làm sҥch DNA tәng sӕ tӯ 15 mүu lan  
DNA tәng sӕ cӫa 15 mүu lan ÿã ÿѭӧc tách chiӃt DNA thành công vӟi chҩt 

lѭӧng DNA cao (hình 2). KӃt quҧ ÿiӋn di kiӇm tra DNA trên gel agarose 1% cho 
thҩy ADN ít bӏ dӭt gãy và tѭѫng ÿӕi sҥch. KӃt quҧ ÿo OD cho thҩy chӍ sӕ 
OD260/OD280 cӫa các mүu luôn nҵm trong khoҧng 1,8 ÿӃn 2,0 cho thҩy hàm lѭӧng 
DNA có ÿӝ tinh khiӃt cao.  

 
Hình 2. KӃt quҧ kiӇm tra DNA tәng sӕ 15 mүu lan trên gel agarose 1% 

3.2. Nhân bҧn trình tӵ DNA vùng gen nhân (ITS-rDNA) vӟi cһp mӗi 
ITS1/ITS2 

Cһp mӗi ITS1/ITS2 ÿã nhân bҧn thành công ӣ nhiӋt ÿӝ gҳn mӗi là 55oC cho 15 
mүu nghiên cӭu (hình 3). Sҧn phҭm PCR có kích thѭӟc khoҧng 650 bp. Chҩt lѭӧng 
cӫa sҧn phҭm PCR ÿѭӧc thӇ hiӋn khi ÿiӋn di trên gel agarose 1,5% chӍ có mӝt băng 
duy nhҩt, sáng ÿұm, ÿӫ tiêu chuҭn ÿӇ giҧi mã trình tӵ nucleotide. 
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Hình 3. Sҧn phҭm PCR cӫa 15 mүu lan phân tích vӟi cһp mӗi ITS1/ITS2 ÿiӋn di 

trên gel agarose 1,5%. Marker phân tӱ 1 kb 

3.3. Xác ÿӏnh trình tӵ nucleotide vùng gen ITS-rDNA cӫa 15 mүu lan 
Sau khi xác ÿӏnh trình tӵ nucleotide vùng gen nhân (ITS-rDNA) cӫa 15 mүu 

lan tӯ 2 tӍnh Hҧi Dѭѫng và Hòa Bình. KӃt quҧ chӍ ra rҵng 15 mүu này có mӭc ÿӝ 
tѭѫng ÿӗng nucleotide 100% nên ÿã sӱ dөng kӃt quҧ cӫa 1 mүu ÿӇ tiӃn hành các 
phân tích tiӃp theo. Trình tӵ thu ÿѭӧc tӯ 15 mүu lan ÿѭӧc kiӇm tra tính tѭѫng ÿӗng 
(similarity) vӟi các trình tӵ sҹn có trên ngân hàng Genbank bҵng công cө BLAST. 
KӃt quҧ tìm kiӃm chӍ ra rҵng trình tӵ nucleotide cӫa 15 mүu lan tѭѫng ÿӗng cao vӟi 
các loài trong chi lan Hoàng thҧo (Dendrobium). Cө thӇ, tѭѫng ÿӗng di truyӅn cao 
100% vӟi loài lan Dã hҥc - Phi ÿiӋp (Giҧ hҥc) (Dendrobium anosmum EU477499); 
99% vӟi loài lan Giҧ hҥc thân ngҳn (D. parishii AB593630) và loài lan Hoàng thҧo 
kèn (D. lituiflorum KJ944624); 98% vӟi loài lan Hҥc vӻ (D. aphyllum KC205201). 
Tuy nhiên, mӭc ÿӝ tѭѫng ÿӗng di truyӅn khá thҩp vӟi loài lan Long tu (D. 
primulinum AB593641) (94%); lan Hoàng thҧo vôi (D. cretaceum KJ944626) 
(93%); Hoàng thҧo nghӋ tâm (D. loddigesii AB593604) (90%),... ViӋc so sánh vӟi 
cѫ sӣ dӳ liӋu trên Genbank nhҵm mөc ÿích cho mӝt kӃt quҧ tham chiӃu vӟi nhóm 
loài tѭѫng ÿӗng nhҩt vӟi trình tӵ nucleotide truy vҩn. KӃt quҧ BLAST không thӇ kӃt 
luұn chính xác vӅ loài. Vӟi nhӳng trѭӡng hӧp BLAST có ÿӝ bao phӫ và tѭѫng ÿӗng 
cao (99%) cǊng không thӇ suy ngѭӧc lҥi tên loài bӣi kӃt quҧ BLAST chӍ hiӇn thӏ 
trình tӵ nucleotide tѭѫng ÿӗng nhҩt mà trên Genbank hiӋn có. Do kӃt quҧ cӫa 
BLAST cho ra nhӳng ÿiӇm nghi vҩn chѭa chuҭn xác, vì vұy chúng tôi ÿã sӱ dөng 
phѭѫng pháp dӵng cây phát sinh chӫng loҥi ÿӇ xác ÿӏnh tên khoa hӑc cho 15 mүu 
lan trong nghiên cӭu. 

3.4. Khoҧng cách di truyӅn (P) giӳa các loài trong chi lan Hoàng thҧo 
(Dendrobium) 

Trình tӵ nucleotide vùng gen ITS cӫa mүu lan nghiên cӭu sӁ ÿѭӧc so sánh vӅ 
khoҧng cách di truyӅn vӟi trình tӵ cӫa 16 loài trong cùng chi (dӳ liӋu lҩy trên 
Genbank (bҧng 1)). Sau khi loҥi bӓ tҩt cҧ các vӏ trí trӕng, các vӏ trí còn lҥi ÿѭӧc sӱ 
dөng cho phân tích. KӃt quҧ phân tích cho thҩy có 278/648 vӏ trí biӃn ÿәi (variable), 
160/648 vӏ trí có giá trӏ mang thông tin (parsimony informative). Khoҧng cách di 
truyӅn giӳa các cһp loài trên cѫ sӣ phân tích theo phѭѫng pháp p-distance ÿã chӍ ra 
mӭc ÿӝ khác nhau giӳa các cһp loài trong chi lan Hoàng thҧo. KӃt quҧ cho thҩy, 
khoҧng cách di truyӅn giӳa các loài trong chi lan Hoàng thҧo dao ÿӝng khá lӟn trung 
bình 12,12% (1-17%). Tuy nhiên, không có sai khác nucleotide nào ÿѭӧc tìm thҩy 
giӳa 15 mүu lan trong nghiên cӭu và loài lan Phi ÿiӋp ÿã ÿѭӧc công bӕ trên 
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Genbank (D. anosmum EU477499); sӵ sai khác rҩt thҩp (1%) cǊng ÿѭӧc tìm thҩy 
giӳa loài lan dã hҥc vӟi loài lan Giҧ hҥc thân ngҳn (D. parishii) và loài lan Hoàng 
thҧo kèn (D. lituiflorum). Khoҧng cách di truyӅn giӳa các loài trong chi lan Hoàng 
thҧo (12,12%) cao hѫn so vӟi khoҧng cách di truyӅn giӳa các loài gӛ quý thuӝc chi 
Dalbergia trung bình 8,1% (6,5-9,3%) [46]. KӃt quҧ này phҧn ánh 15 mүu lan trên 
có tên khoa hӑc là (Dendrobium anosmum). ĈӇ có thêm các bҵng chӭng khoa hӑc 
chúng tôi xác ÿӏnh vӏ trí phân loҥi cӫa 15 mүu lan. 

Bҧng 1. Khoҧng cách di truyӅn cӫa 15 mүu lan (T) vӟi 16 loài trong chi lan Hoàng 
thҧo lҩy tӯ Genbank trên cѫ sӣ phân tích trình tӵ nucleotide vùng gen ITS-rDNA 

3.5. Vӏ trí phân loҥi cӫa các mүu lan  
Sѫ ÿӗ mӕi quan hӋ di truyӅn cӫa 16 loài thuӝc chi lan Hoàng thҧo ÿã ÿѭӧc xây 

dӵng theo cҧ 2 phѭѫng pháp ML và BI (hình 4) chӍ ra các kӃt quҧ nhұn ÿѭӧc là nhѭ 
nhau. Các phân tích ML và Bayesian (BI) ÿã tҥo ra vӟi thông sӕ (-lnL) = 1768,912 
và 1811,33 tѭѫng ӭng. 15 mүu trong nghiên cӭu và loài lan Phi ÿiӋp (D. anosmum 
EU477499) tҥo thành mӝt nhóm riêng có mӭc ÿӝ tѭѫng ÿӗng di truyӅn cao (100%) 
và quan hӋ mұt thiӃt vӟi nhau vӟi giá trӏ bootstrap (MLBS = 97%, BPP = 100%). 
KӃt quҧ này cho phép nhұn ÿӏnh 15 mүu lan nghiên cӭu có chung nguӗn gӕc vӟi loài 
lan Phi ÿiӋp trên thӃ giӟi. 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 
1. T -                 
2. Dendrobium 
anosmum 
EU477499 

0.00 -                

3. D. parishii 
AB593630 0.01 0.01 -               

4. D. lituiflorum 
KJ944624 0.01 0.01 0.01 -              

5. D. aphyllum 
KC205201 0.01 0.01 0.02 0.02 -             

6. D. primulinum 
AB593641 0.06 0.06 0.06 0.06 0.05 -            

7. D. cretaceum 
KJ944626 0.06 0.06 0.06 0.06 0.05 0.01 -           

8. D. 
macrostachyum 
AB847663 

0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 -          

9. D. loddigesii 
AB593604 0.11 0.11 0.11 0.11 0.10 0.11 0.11 0.11 -         

10. D. 
tetrachromum 
AB847672 

0.11 0.11 0.11 0.11 0.11 0.12 0.12 0.14 0.15 -        

11. D. aqueum 
HM054570 0.11 0.11 0.11 0.11 0.11 0.11 0.11 0.11 0.12 0.11 -       

12. D. brymerianum 
KJ210422 0.13 0.13 0.13 0.13 0.12 0.13 0.13 0.13 0.13 0.12 0.10 -      

13. D. transparens 
AB593679 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13 0.14 0.14 0.15 0.16 0.06 0.12 0.13 -     

14. D. hancockii 
KF143467 0.14 0.14 0.13 0.14 0.13 0.14 0.14 0.14 0.14 0.12 0.11 0.09 0.13 -    

15. D. formosum 
AB593564 0.15 0.15 0.15 0.15 0.14 0.15 0.15 0.15 0.16 0.14 0.13 0.12 0.15 0.12 -   

16. D. lobbii 
AB593603 0.16 0.16 0.16 0.16 0.15 0.15 0.16 0.18 0.17 0.16 0.15 0.14 0.17 0.13 0.10 -  

17. D. huoshanense 
KP264995 0.12 0.12 0.13 0.13 0.13 0.13 0.14 0.13 0.15 0.10 0.12 0.13 0.11 0.14 0.14 0.15 - 
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Hình 4. Mӕi quan hӋ hӑ hàng cӫa 15 mүu nghiên cӭu vӟi các loài trong cùng chi lҩy 

trên Genbank trên cѫ sӣ phân tích trình tӵ nucleotide vùng gen nhân (ITS-rDNA) 
bҵng phѭѫng pháp Maximum Likelihood (ML) và phѭѫng pháp Bayesian inference 
(BI). Các sӕ trên các nhánh tѭӧng trѭng cho sӵ hӛ trӧ bootstrap. Loài lan Hӗ ÿiӋp 

Papilionanthe teres DQ091682 ÿѭӧc xem nhѭ loài ngoài nhóm (outgroup) 

Trong nghiên cӭu này, chúng tôi thҩy rҵng trình tӵ nucleotide vùng gen nhân 
(ITS-rDNA) là mӝt vùng DNA hoàn toàn có thӇ xác ÿӏnh, giám ÿӏnh ÿѭӧc loài lan 
Phi ÿiӋp ӣ giai ÿoҥn cây chѭa ra hoa và cǊng nhѭ chӭng minh khҧ năng phân biӋt 
thành công giӳa các loài (hình 4). KӃt quҧ này phù hӧp vӟi công bӕ cӫa Tran Duy 
Duong et al. (2018) [28]. Tuy nhiên, cҫn lѭu ý rҵng mӝt sӕ ÿһc ÿiӇm hình thái tѭѫng 
ÿӗng cӫa các loài trong chi Dendrobium có thӇ làm cho viӋc phân loҥi các loài này 
gây tranh cãi. Do ÿó, cҫn thiӃt phҧi tiӃn hành phӕi kӃt hӧp chһt chӁ phѭѫng pháp 
phân loҥi truyӅn thӕng vӟi phѭѫng pháp phân loҥi hiӋn ÿҥi ÿӇ có cѫ sӣ khoa hӑc xác 
ÿӏnh chính xác tên loài và mӕi quan hӋ di truyӅn giӳa các loài. 

4. KӂT LUҰN 
- Vùng gen nhân (ITS-rDNA) cӫa 15 mүu lan thuӝc chi Hoàng thҧo ÿѭӧc giҧi 

trình tӵ có kích thѭӟc 648 nucleotide. Trong ÿó, 278/648 vӏ trí nucleotide biӃn ÿәi, 
160/648 vӏ trí nucleotide có giá trӏ mang thông tin.  
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- 15 mүu lan ÿѭӧc xác ÿӏnh thuӝc loài lan Phi ÿiӋp (Dendrobium anosmum) dӵa 
trên phân tích khoҧng cách di truyӅn và quan hӋ hӑ hàng vӟi các loài lan ÿã công bӕ.  

- Vùng gen nhân (ITS-rDNA) ÿҥi diӋn cho sӵ tiӃn hóa dүn ÿӃn sai khác 
nucleotide ÿӫ ÿӇ ÿҧm bҧo cho sӵ phân ÿӏnh loài. 

Lͥi c̫m ˯n: Ĉ͉ tài này ÿ˱ͫc h͟ trͫ bͧi ngu͛n kinh phí cͯa quͿ b̫o t͛n 
Mohamed bin Zayed cho VǊ Ĉình Duy, mã s͙: 180518329. 

TÀI LIӊU THAM KHҦO 
1. Wang H.Z., Feng S.G., Lu, J.J., Shi, N.N., Liu J.J., Phylogenetic study and 

molecular identification of 31 Dendrobium species using inter-simple 
sequence repeat (ISSR) markers. Scientia Horticulturae, 2009, 122:440-447.  

2. Feng S.G., Lu J.J., Gao L., Liu J.J., Wang H.Z., Molecular phylogeny analysis 
and species identification of Dendrobium (Orchidaceae) in China, 
Biochemical Genetics, 2014, 52:127-136.  

3. Tsi Z.H., Chen S.C., Luo Y.B., Zhu G.H., Orchidaceae (3). In flora republicae 
popularis sinicae, Science Press: Beijing, China, 1999.  

4. Adams P.B., Systematics of Dendrobiinae (Orchidaceae), with special 
reference to Australian taxa, Botanical Journal of the Linnean Society, 2011, 
166:105-126. 

5. Moudi M., Go R., Yien C.Y.S., Saleh M.N., A review on molecular systematic 
of the genus Dendrobium Sw, Acta Biologica Malaysiana, 2013, 2(2):71-78 

6. Xiang X.G., Schuiteman A., Li D.Z., Huang W.C., Chung S.W., Li J.W., Zhou 
H.L., Jin W.T., Lai Y.J., Li Z.Y., Jin X.H.., Molecular systematics of 
Dendrobium (Orchidaceae, Dendrobieae) from mainland Asia based on 
plastid and nuclear sequences, Molecular Phylogenetics and Evolution, 2013, 
69:950-960. 

7. Trҫn Hӧp., Phong lan Vi͏t Nam, NXB. Nông nghiӋp, Tp. Hӗ Chí Minh, 1998. 
8. Leonid Averyanov, Anna L. Averyanova., Updated checklist of the Orchids of 

Vietnam. Vietnam National University Publishing House, Hanoi, 2003.  
9. Bulpitt C.J., Li Y., Bulpitt P.F., The use of orchids in Chinese medicine, 

Journal of the Royal Society of Medicine, 2007, 100(12):558-563.  
10. Chinese Pharmmacopoeia Editorial Committee (CPEC). Pharmmacopoeia of 

the People’s Republic of China. In Theoretical and Applied Genetics, CPEC, 
Beijing, China, 2010.  

11. Jin W., Yao S., Cultivation and appreciation of noble spring Orchid cultivars; 
Guangdong Science and Technology Press: Guangzhou, China, 2006. 

12. Trung K.H., Khanh T.D., Ham L.H., Duong T.D., Khoa N.T., Molecular 
phylogeny of the endangered Vietnamese Paphiopedilum species based on the 
internal transcribed spacer of the nuclear ribosomal DNA, Advanced Studies 
in Biology, 2013, 5:337-346. 



 

Nghiên cӈu khoa hҸc công nghҵ 

TҢp chí Khoa hҸc và Công nghҵ nhiҵt ĜӀi, SҺ 18, 07/2019 10

13. Ding G., Li X., Ding X., Qian L., Genetic diversity across natural populations 
of Dendrobium officinale, the endangered medicinal herb endemic to China, 
revealed by ISSR and RAPD markers, Genetika, 2009, 45:375-382.  

14. Lau D.T., Shaw P.C., Wang J., But P.P., Authentication of medicinal 
Dendrobium species by the internal transcribed spacer of ribosomal DNA, 
Planta Medica, 2001, 67:456-460. 

15. Feng S., He R., Yang S., Chen Z., Jiang M., Lu J., Wang H., Start codon 
targeted (SCoT) and target region amplification polymorphism (TRAP) for 
evaluating the genetic relationship of Dendrobium species, Gene, 2015, 
567:182-188. 

16. Hebert P.D.N., Penton E.H., Burns J.M., Janzen D.H., Hallwachs W., Ten 
species in one: DNA barcoding reveals cryptic species in the neotropical 
skipper butterfly Astraptes fulgerator, Proceedings of the National Academy 
of Sciences of the United States of America, 2004, 101:14812-14817. 

17. Liu J., Provan J., Gao L.M., Li D.Z., Sampling strategy and potential utility of 
indels for DNA barcoding of closely related plant species: A case study in 
taxus, International Journal of Molecular Sciences, 2012a, 13:8740-8751. 

18. Chen S., Yao H., Han J., Liu, C., Song J., Shi L., Zhu Y., Ma X., Gao T., Pang 
X., Luo K., Li Y., Li X., Jia X., Lin Y., Leon C., Validation of the ITS2 region 
as a novel DNA barcode for identifying medicinal plant species, PLoS ONE, 
2010, 5:e8613.  

19. Gao T., Yao H., Song J., Liu C., Zhu Y., Ma X., Pang X., Xu H., Chen S., 
Identification of medicinal plants in the family Fabaceae using a potential 
DNA barcode ITS2, Journal of Ethnopharmacology, 2010, 130:116-121 

20. Liu Z., Zeng X., Yang D., Ren G., Chu G., Yuan Z., Luo K., Xiao P., Chen S., 
Identification of medicinal vines by ITS2 using complementary discrimination 
methods. Journal of Ethnopharmacology, 2012b, 141:242-249. 

21. Yao H., Song J.Y., Ma X.Y., Liu C., Li Y., Xu H.X., Han J.P., Duan L.S., 
Chen S.L., Identification of Dendrobium Species by a candidate DNA barcode 
sequence: the chloroplast psbA-trnH intergenic region. Planta Medica, 2009, 
75:667-669. 

22. Kress W.J., Erickson D.L., A two-locus global DNA barcode for land plants: 
The coding rbcL gene complements the non-coding trnH-psbA spacer region, 
PLoS ONE 2007, 2:e508.  

23. Lahaye R., van der Bank M., Bogarin D., Warner J., Pupulin F., Gigot G., 
Maurin O., Duthoit S. Barraclough T.G., Savolainen V., DNA barcoding the 
floras of biodiversity hotspots, Proceedings of the National Academy of 
Sciences of the United States of America, 2008, 105:2923-2928. 

24. Kumar P., Rawat G.S., Wood H.P., Diversity and ecology of Dendrobiums 
(Orchidaceae) in Chotanagpur plateau, India, Taiwania, 2011, 56(1):23-36. 

25. Sharma S.K., Dkhar J., Kumaria S., Tandon P., Rao S.R., Assessment of 
phylogenetic inter-relationships in the genus Cymbidium (Orchidaceae) based 
on internal transcribed spacer region of rDNA, Gene, 2012, 495:10-15. 



 

Nghiên cӈu khoa hҸc công nghҵ 

TҢp chí Khoa hҸc và Công nghҵ nhiҵt ĜӀi, SҺ 18, 07/2019 11

26. Peyachoknagul S., Nettuwakul C., Phuekvilai P., Wannapinpong S., 
Srikulnath K., Development of microsatellite markers of vandaceous orchids 
for species and variety identification, Genetics and Molecular Research, 2014, 
13:5441-5445.  

27. Chen W.H., Kao Y.L., Tang C.Y., Tsai C.C., Lin T.Y., Estimating nuclear 
DNA content within 50 species of the genus Phalaenopsis Blume 
(Orchidaceae), Scientia Horticulture, 2013, 161:70-75. 

28. Tran Duy Duong, Khuat Huu Trung, La Tuan Nghia, Nguyen Thi Thanh 
Thuy, Pham Bich Hien, Nguyen Truong Khoa, Tran Hoang Dung, Do Minh 
Trung, Tran Dang Khanh, Identification of Vietnamese native Dendrobium 
species based on ribosomal DNA internal transcribed spacer sequence, 
Advanced Studies in Biology, 2018, 10(1):1-12 

29. Liu Y.T., Chen R.K., Lin S.J., Chen Y.C., Chin S.W., Chen F.C., Lee C.Y., 
Analysis of sequence diversity through internal transcribed spacers and simple 
sequence repeats to identify Dendrobium species, Genetics and Molecular 
Research, 2014, 13(2):2709-2717. 

30. Burke J.M., Bayly M.J., Adams P.B., Ladiges P.Y., Molecular phylogenetic 
analysis of Dendrobium (Orchidaceae), with emphasis on the Australian 
section Dendrocoryne, and implications for generic classification, Australian 
Systematic Botany, 2008, 21:1-14 

31. Yukawa T., Uehara K., Vegetative diversification and radiation in subtribe 
Dendrobiinae (Orchidaceae):Evidence from chloroplast DNA phylogeny and 
anatomical characters, Plant Systematics and Evolution, 1996, 201:1-14 

32. Morris M.W., Steen W.L., Judd W.S., Vegetative anatomy and systematics of 
subtribe Dendrobiinae (Orchidaceae), Botanical Journal of the Linnean 
Society, 1996, 120:89-144. 

33. Blasi A.T., Vorontsova M., Plant identification is key to conservation, Nature, 
2015, 521:161 

34. Burke J.M., Bayly M.J., Adams P.B., Ladiges P.Y., Molecular phylogenetic 
analysis of Dendrobium (Orchidaceae), with emphasis on the Australian 
section Dendrocoryne, and implications for generic classification, Australian 
Systematic Botany, 2008, 21:1-14 

35. Schuiteman A., Dendrobium (Orchidaceae): To split or not split, Gard Bull 
Singapore, 2011, 63:245-257. 

36. Tsai C.C., Chiang Y.C., Huang S.C., Chen C.H., Chou C.H., Molecular 
phylogeny of Phalaenopsis Blume (Orchidaceae) on the basis of plastid and 
nuclear DNA, Plant Systematics and Evolution, 2010, 288:77-98. 

37. Chromas Pro2.1.6 (Technelysium Pty Ltd, Helensvale, Queensland, Australia) 
38. Hall T.A., 1999. BioEdit v7.0.5.2: a user-friendly biological sequence 

alignment editor and analysis program for Windows 95/98/NT, Nucleic Acids 
Symposium Series, 1999, 41:95-98 

39. Jobb G., TREEFINDER version March 2011. http://www.treefinder.de 
40. Ronquist F., Huelsenbeck J.P, MrBAYES 2.3: Bayesian phylogenetic inference 

under mixed models, Bioinformatics, 2003, 19:1572-1574 



 

Nghiên cӈu khoa hҸc công nghҵ 

TҢp chí Khoa hҸc và Công nghҵ nhiҵt ĜӀi, SҺ 18, 07/2019 12

41. Tanabe A.S., Kakusan 4 and Aminosan: two programs for comparing 
nonpartitioned, proportional and separate models for combined molecular 
phylogenetic analyses of multilocus sequence data. Molecular Ecology 
Resources, 2011, 11:914-921. 

42. Rambaut A., Drummond A., TRACER version 1.5, 2009 
http://beast.bio.ed.ac.uk/Tracer 

43. Huelsenbeck J.P., Hillis D.M., 1993. Success of phylogenetic methods in the 
fourtaxon case, Systematic Biology, 1993, 42:247-264. 

44. Leaché A.D., Reeder T.W., Molecular systematics of the eastern fence lizard 
(Sceloporus undulatus): a comparison of parsimony, likelihood, and Bayesian 
approaches, Systematic Biology, 2002, 51:44-68. 

45. Kumar S., Stecher G., Tamura K., MEGA7: Molecular evolutionary genetics 
analysis version 7.0 for bigger datasets, Molecular Biology and Evolution, 
2016, 33(7):1870-1874. 

46. Dѭѫng Văn Tăng, NguyӉn Quӕc Bình, Ĉinh Thӏ Phòng, Trình t͹ nucleotide 
vùng ITS nhân và m͙i quan h͏ di truy͉n cͯa 3 loài g͟ quý Vi͏t Nam: Tr̷c 
(Dalbergia cochinchinensis), C̱m lai (D. oliveri) và S˱a (D. tonkinensis). Hӝi 
nghӏ Khoa hӑc Toàn quӕc vӅ Sinh thái và Tài nguyên sinh vұt lҫn thӭ 4, 2011, 
tr.1296-1300. 

SUMMARY 
USING ITS NUCLEAR GENE NUCLEOTIDE SEQUENCES  

FOR IDENTIFICATION SPECIES IN DENDROBIUM 
DNA barcoding is a useful tool for species identification using standardized 

genomic DNA fragments. We used DNA barcodes (Internal transcribed spacer of 
the nuclear ribosomal DNA - ITS-rDNA) to explore Dendrobium anosmum, and to 
investigate the current taxonomy of Dendrobium. In this study, the success rate for 
PCR of ITS region was 100%. The success rate for bidirectional sequencing of PCR 
product was 100% with length of 650bp. All 15 samples from two provinces (Hai 
Duong and Hoa Binh) of Vietnam have close relationship with D. anosmum 
(MLBS=97%, BPP=100%). Genetic p-distances interspecific divergence within and 
among Dendrobium species was varied from 1% to 17%, average (12.12%). The 
genetic relationship of species/gender belonging to the Dendrobium genus showed 
that they have the same evolutionary origin. 

Keywords: Dendrobium anosmum, DNA barcoding, DNA Sequencing, 
identification, ITS (Internal Transcribed Spacer), nh̵n d̩ng, DNA mã v̩ch, lan Phi 
ÿi͏p, trình t͹ nucleotide. 
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