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MỞ ĐẦU 

- Lý do chọn đề tài: 

Chi Bacillus là một nhóm các vi khuẩn hiếu khí hình que, Gram dương, có khả 

năng tạo bào tử và có khả năng lên men. Tính đến năm 2020, chi Bacillus bao gồm 

396 loài có tên được công bố hợp lệ (http://www.bacterio.net/bacillus.html). Các loài 

thuộc chi Bacillus được sử dụng rộng rãi trong y tế, dược phẩm, nông nghiệp và công 

nghiệp, có khả năng sản xuất một loạt các enzyme (protease, amylase và cellulase), 

kháng sinh (bacitracin, polymyxin), và các chất chuyển hóa khác. Trong đó, có nhiều 

loài đang được sử dụng rộng rãi trong sản xuất và đời sống như B. subtilis, B. 

amyloliquefaciens, B. licheniformis... Có 3 phương pháp chính để định danh vi sinh 

vật là dựa vào đặc điểm hình thái, sinh hóa và đặc biệt là phương pháp sinh học phân 

tử được xem là phương pháp chính xác nhất. Phương pháp sử dụng phổ biến nhất là 

định danh dựa trên trình tự gen 16S rRNA, tuy nhiên phương pháp này không cung 

cấp đủ độ phân biệt giữa các loài có quan gần gũi, cho ra kết quả khác nhau và có sự 

nhầm lẫn giữa các loài như B. subtilis và B. amyloliquefaciens hay B. safensis, B. 

amyloliquefaciens, B. cereus và B. lichenformis. Ngược lại, phương pháp lai DNA-

DNA và DNA-fingerprinting có thể được sử dụng để phân biệt giữa các loài có quan 

hệ họ hàng gần, nhưng cả hai phương pháp này đều tốn nhiều công sức, không mang 

lại dữ liệu tích lũy và khó áp dụng cho số lượng lớn các chủng.  

Với các vấn đề nêu trên, cần một phương pháp chính xác và hiệu quả hơn để phân 

biệt các loài trong chi Bacillus và MLSA là phương pháp phù hợp để giải quyết các 

vấn đề trên, cung cấp dữ liệu chất lượng cao, có thể tích lũy để thiết lập các mối quan 

hệ trong và giữa các loài có quan hệ họ hàng gần. Mặc dù phương pháp MLSA đã 

được sử dụng rộng rãi để phân tích đa dạng di truyền của các loài có mối quan hệ gần 

gũi, tuy nhiên việc chọn số lượng gen sử dụng cho phương pháp MLSA vẫn chưa có 

các khuyến nghị chung, trái ngược với các khuyến nghị được cung cấp cho nghiên 

cứu phát sinh loài dựa trên gen 16S rRNA. Do đó việc khảo sát số lượng gen ghép 

nối để xây dựng các cây phát sinh loài đã được phân tích để so sánh mức độ phân 

biệt các loài khi thay đổi số lượng gen sử dụng trong phương pháp MLSA nhằm đem 

lại cái nhìn tổng quan hơn về việc lựa chọn số lượng gen để đạt được sự cân bằng 

giữa thời gian, chi phí và mức độ phân biệt chấp nhận được. 

- Mục đích nghiên cứu:  

Xây dựng phương pháp định danh các loài thuộc chi Bacillus bằng kỹ thuật 

Multilocus Sequencing Analysis (MLSA) nhằm phân loại đến loài các vi khuẩn thuộc 

chi Bacillus thuộc bộ sưu tập giống vi sinh vật HBCM 

http://www.bacterio.net/bacillus.html
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- Nội dung nghiên cứu:  

• Giải trình tự và phân tích trình tự các gen 16S rRNA, rpoD, glpF, ptA, pycA 

và purH của các chủng Bacillus spp. 

• Phân tích phát sinh loài các chủng Bacillus spp. từ trình tự các vùng gen 

16S rRNA, rpoD, glpF, ptA, pycA và purH 

• Phân tích phát sinh loài bằng phương pháp MLSA dựa trên các trình tự 

ghép nối từ các gen 16S rRNA, rpoD, glpF, ptA, pycA và purH. 

- Cơ sở khoa học và tính thực tiễn của đề tài: 

Phương pháp MLSA lần đầu tiên được áp dụng bởi Brady và cộng sự [1] để 

phân tích phát sinh loài của chi Pantoea. Sau đó, phương pháp MLSA đã được áp 

dụng để hỗ trợ đề xuất cho một số loài Pantoea mới và các loài Pantoea khác đã 

được phân loại lại Pantoea citrea, Pantoea punchtata và Pantoea terrea lần lượt 

được chuyển sang các chi Tatumella thành Tatumella citrea, Tatumella punctata và 

Tatumella terrea[2]. Việc áp dụng phương pháp MLSA đối với các loài thuộc chi 

Enterobacter dẫn đến việc phân loại lại 11 loài Enterobacter thành ba chi mới được 

đề xuất, Lelliottia, Pluralibacter và Kosakonia[3].  

Phương pháp này đã được sử dụng rộng rãi trong việc phân loại và xác định 

đa dạng vi khuẩn, để xác định mức độ trao đổi gen trong và giữa các loài và tương 

đối quan trọng để thiết lập việc tái tổ hợp trong di truyền học quần thể. Phương pháp 

MLSA cho thấy tiềm năng trong việc đánh giá mối quan hệ của các đơn vị phân loại 

vi khuẩn bằng cách sử dụng các mô hình biến đổi di truyền [4]. Như Hossein và cộng 

sự năm 2022 đã phân lập các loài Mycobacterium, vi khuẩn gây ra bệnh phổi lâm sàn 

bằng phương pháp MLSA để nối sáu gen rpoB, ssrA, tuf, atpE, ku và dnaK [5]. 

Phương pháp MLSA còn được sử dụng để phân biệt giữa các chủng thuộc nhóm 

Bacillus cereus [6], [7], [8]. Các nghiên cứu trước đây đã ghi nhận thành công phương 

pháp MLSA phân biệt các loài thuộc nhóm B. pumilus có liên kết chặt chẽ trong môi 

trường biển bằng cách sử dụng bảy gen giữ nhà (gyrB, rpoB, pyrA, pyrE, aroE, mutL 

và trpB) [9].  

Trong một bài đánh giá được viết vào năm 2009, Schleifer đã tiếp thu gợi ý 

của Gevers và cộng sự năm 2005 và cũng đề cập đến MLSA như một phương pháp 

có tiềm năng thay thế phương pháp lai DNA-DNA (DDH) để phân định loài. Tác giả 

tuyên bố rằng cây phát sinh loài dựa trên các trình tự (bằng phương pháp MLSA) có 

thể được sử dụng để làm sáng tỏ các cụm phân nhánh sâu. Quan điểm của ông là 

phương pháp MLSA nên được áp dụng như một phương pháp bổ sung để xác định 
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kiểu gen nhóm trong một chi hoặc loài [10]. Năm 2010, Tindall và cộng sự cũng nhấn 

mạnh tiềm năng của phương pháp MLSA dựa trên các gen mã hóa protein, thường là 

gen giữ nhà, để bổ sung cho các phân tích DDH và 16S rRNA để phân tích phân loại 

ở cấp độ loài [11]. Phương pháp MLSA được đề xuất sử dụng kết hợp một số gen 

giữ nhà để đánh giá lại định nghĩa loài trong vi khuẩn học, phương pháp MLSA đã 

làm mới về hệ thống sinh vật nhân sơ và phát sinh loài. Các mối quan hệ dựa trên 

trình tự gen 16S rRNA cung cấp một khuôn khổ vô giá cho các nghiên cứu phân tích 

MLSA nhưng không cung cấp đủ độ phân biệt giữa các loài có quan hệ họ hàng gần 

[12]. Ngược lại, phương pháp lai DNA-DNA (DDH) và DNA-fingerprinting có thể 

được sử dụng để phân biệt giữa các loài có quan hệ họ hàng gần, nhưng cả hai phương 

pháp này đều tốn nhiều công sức, không mang lại dữ liệu tích lũy và khó áp dụng cho 

số lượng lớn các chủng. Phương pháp MLSA cung cấp một giải pháp thay thế cho 

DDH bằng cách cung cấp dữ liệu chất lượng cao, có thể tái tạo để thiết lập các mối 

quan hệ trong và giữa các loài [4].  

- Những đóng góp của luận văn 

Phương pháp định danh các loài thuộc chi Bacillus bằng phương pháp phân 

tích phát sinh loài dựa trên trình tự ghép nối của 6 đoạn gen 16S rRNA, rpoD, glpF, 

ptA, pycA và purH và số lượng gen ghép nối cần thiết cho các mức độ phân loại khác 

nhau. 
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NỘI DUNG 

Chương 1. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

1. Phương pháp phát sinh loài 

Phân tích phát sinh loài là thiết lập mối quan hệ tiến hóa giữa các gen hoặc 

đặc điểm của sinh vật. Và mặc dù sự sống có một nguồn gốc duy nhất và chỉ có một 

lịch sử tiến hóa thực sự, nhiệm vụ tái tạo lại lịch sử này có thể từ dễ dàng đến khó 

khăn tùy thuộc vào các đơn vị phân loại cụ thể hoặc các sinh vật được phân tích. 

Những khó khăn phát sinh với việc tái tạo phát sinh loài do thực tế là hầu như tất cả 

các suy luận về sự tiến hóa và các mối quan hệ đều dựa trên nghiên cứu về các sinh 

vật hiện tại. Hiếm khi có thể lấp đầy những thiếu sót để xác minh thông tin về sự 

sống thực sự diễn ra như thế nào. Những vấn đề này được phóng đại ở vi khuẩn vì 

chúng có ít đặc điểm có thể nhìn thấy và hầu như không có hồ sơ hóa thạch. Hơn nữa, 

vi khuẩn thì cổ xưa và đã đa dạng hóa qua hàng tỷ năm và là đối tượng của các quá 

trình chuyển gen ngang (Horizontal gene transfer - HGT), có khả năng tạo ra bất kỳ 

đặc điểm nào trong bất kỳ dòng dõi nào và che khuất các mô hình tổ tiên truyền thống 

của Darwin, do đó làm cho lịch sử của chúng thậm chí còn khó xác định hơn [13]. 

Trong hàng trăm năm đầu tiên của ngành vi sinh học, vi khuẩn được phân loại, 

phân biệt và nhóm lại chủ yếu theo môi trường sống, đặc điểm sinh trưởng, thuộc 

tính sinh hóa và tiềm năng độc lực của chúng. Nhưng trong nửa sau của thế kỷ 20, 

đã có một sự thay đổi rõ rệt đối với việc sử dụng thông tin di truyền phân tử, thu được 

thông qua phân tích trình tự protein và axit nucleic. Điều này cung cấp ba lợi thế ngay 

lập tức.  

- Đầu tiên, các phân tích so sánh trở nên tập trung vào các ký tự được phân phối 

phổ biến, giúp loại bỏ các dòng được phân loại cùng nhau do thiếu các đặc 

điểm xác định cụ thể của chúng.  

- Thứ hai, kiến thức chuyên sâu về các cơ chế vật lý mà theo đó các đại phân tử 

thông tin có thể thay đổi đã dẫn đến sự phát triển của các mô hình mạnh mẽ 

về tiến hóa trình tự.  

- Thứ ba, việc sử dụng các trình tự phân tử đã làm tăng đáng kể số lượng các 

ký tự rời rạc, theo đó các vi sinh vật có thể được so sánh với mỗi nucleotide 

hoặc axit amin có thể đóng vai trò là một đặc điểm thông tin [13]. 

1.1 Phân tích phát sinh loài dựa vào trình tự phân tử 

Việc sử dụng dữ liệu trình tự phân tử để suy ra các mối quan hệ là trọng tâm 

về quá trình tiến hóa. Những thay đổi ở cấp độ phân tử đã được sử dụng để thiết lập 

phát sinh loài của nhiều loại sinh vật. Đối với vi khuẩn, đặc biệt, nơi các dấu hiệu 

kiểu hình cổ điển thường không hiệu quả hoặc không thực tế để nhóm các phân lập 

vi khuẩn, các phương pháp phát sinh loài phân tử đã mang tính cách mạng [13].   
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- Sắp xếp trình tự 

Điều kiện tiên quyết để tạo ra một kiểu phát sinh loài của sinh vật dựa trên 

trình tự phân tử là sự sắp xếp các trình tự trực giao (di truyền theo chiều dọc) gần 

đúng nhất với quá trình tiến hóa phân tử thực sự của chúng. Sự sắp xếp có thể được 

tạo bằng nhiều thuật toán, hầu hết trong số đó sử dụng một số dạng ma trận thay thế 

để định vị các nucleotide tương đồng hoặc axit amin để tối đa hóa số lượng vị trí 

giống hệt hoặc tương tự tại một vị trí nhất định. Clustal, hiện là phần mềm căn chỉnh 

phổ biến nhất, sử dụng ma trận IUB và ClustalW1.6 để sắp xếp DNA và ma trận 

PAM, BLOSUM và Gonnet để sắp xếp axit amin [13].  

Khi một tập dữ liệu trình tự được đưa vào chương trình căn chỉnh, chẳng hạn 

như Clustal, thuật toán bắt đầu bằng cách tạo sự căn chỉnh theo cặp của tất cả các 

trình tự một cách độc lập. Sau đó, thuật toán sẽ tính toán tất cả khoảng cách giữa các 

cặp trình tự, tạo ra một ma trận khoảng cách mà sau đó được chuyển thành biểu đồ 

cây (dendrogram). Như tên gọi của nó, cây này phục vụ như một hướng dẫn để bắt 

đầu căn chỉnh nhiều trình tự, với các trình tự giống nhau nhất được thêm vào trước, 

tiếp theo là bổ sung dần dần các trình tự khác nhau hơn. Loại phương pháp căn chỉnh 

trình tự lũy tiến theo cặp đơn giản và tương đối hiệu quả này đã được sử dụng rộng 

rãi trong nhiều nghiên cứu phát sinh gen, nhưng kém hiệu quả hơn đối với các bộ dữ 

liệu cụ thể. Điều này đã thúc đẩy sự phát triển của các thuật toán căn chỉnh cải tiến 

hơn, chẳng hạn như MUSCLE, T-Coffee, POA, DIALIGN, SAGA và MAFFT, hiệu 

quả và chính xác trong việc khôi phục các căn chỉnh tối ưu từ các bộ dữ liệu khác 

nhau, được thiết lập bằng cách so sánh với BAliBASE (cơ sở dữ liệu sắp xếp tham 

chiếu được tinh chỉnh thủ công). Tuy nhiên, không phải tất cả các thuật toán này đều 

tương đương về thuật toán, chẳng hạn như MUSCLE, T-Coffee và MAFFT, thực 

hiện một loạt các phép toán lũy tiến, căn chỉnh và tối ưu hóa trong mỗi lần lặp lại để 

đảm bảo độ chính xác căn chỉnh cao hơn đáng kể. Sự liên kết tiến bộ, tinh tế được 

cung cấp bởi các phương pháp này là điều cần thiết để tái tạo chính xác các mối quan 

hệ phát sinh gen. 

Bất kể chương trình hoặc thuật toán được sử dụng để tạo liên kết nhiều trình 

tự, mỗi liên kết phải được đánh giá trước khi sử dụng để tái tạo phát sinh gen. Biến 

thể trình tự trên một căn chỉnh có thể không đồng nhất, dẫn đến các vùng được bảo 

tồn nằm xen kẽ giữa các vùng biến đổi cao. Do sự liên kết của các vùng có thể siêu 

biến thường là vấn đề nên các phần này được che giấu hoặc loại bỏ tốt nhất. Điều này 

đặc biệt quan trọng bởi vì ngay cả những thay đổi nhỏ trong sự liên kết cũng sẽ bị 

nhiễu thông tin có khả năng che khuất sự phát sinh loài thực sự [13].  

1.2  Xây dựng cây phát sinh loài 

Khi một sự liên kết đáng tin cậy được tạo ra, nhiều phương pháp xây dựng cây 

có thể được sử dụng để chuyển đổi dữ liệu liên kết thành một cây phát sinh loài. Các 
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phương pháp xây dựng cây này được phân loại rộng rãi thành các phương pháp tiếp 

cận dựa trên khoảng cách, phân tích và xác suất [13]. 

1.2.1 Cây khoảng cách 

Các cách tiếp cận dựa trên khoảng cách phân loại đại diện cụm dựa trên số 

lượng thay thế nucleotide hoặc axit amin giữa các trình tự. Một trong những phương 

pháp dựa trên khoảng cách đầu tiên và đơn giản nhất, được phát triển để tạo ra các 

bản sao kiểu hình, là UPGMA (Phương pháp nhóm cặp không trọng số với trung bình 

số học). UPGMA sử dụng phương pháp phân cụm liên tiếp, theo đó một ma trận của 

tất cả các điểm tương đồng của trình tự theo cặp được tạo ra và hai đơn vị phân loại 

có khoảng cách nhỏ nhất được phân cụm trước. Ma trận khoảng cách được tính toán 

lại, coi các đơn vị phân loại đã được nhóm thành một đơn vị phân loại và đơn vị phân 

loại có khoảng cách nhỏ nhất tiếp theo được thêm vào cây. Điều này được lặp lại cho 

đến khi tất cả các đơn vị phân loại được thêm vào và một bộ phát sinh loài cuối cùng 

được hình thành. Do cách giải thích đơn giản này về ma trận khoảng cách và giả định 

về tốc độ tiến hóa không đổi (đồng hồ phân tử) cho tất cả các trình tự, UPGMA có 

xu hướng xây dựng các cây phát sinh loài không được hỗ trợ (unsupported 

phylograms).  

Phương pháp Neighbor-Joining (NJ)[14], có cách tiếp cận tương tự để phân 

nhóm theo phân loại như UPGMA, trước tiên phân cụm các chuỗi (láng giềng) gần 

nhất và sau đó tính toán lại khoảng cách giữa các cặp lân cận. Do đó, NJ không gặp 

phải những hạn chế giống như UPGMA và đã trở thành phương pháp dựa trên khoảng 

cách được ưa thích để tái tạo phát sinh gen[13]. 

1.2.2 Cây Likelihood 

Việc áp dụng các phương pháp likelihood để tái cấu trúc phát sinh loài đã trở 

nên ngày càng phổ biến, phần lớn là do độ chính xác và tính nhất quán cao hơn một 

chút của chúng trong việc khôi phục một phát sinh loài chính xác, và do sự gia tăng 

đáng kể về khả năng và tốc độ tính toán. Maximum Likelihood (ML) [15] và phương 

pháp tiếp cận Bayesian [16] đưa ra hai cách tiếp cận xác suất riêng biệt nhưng có liên 

quan để xác định kiểu phát sinh loài tốt nhất. Các phương pháp ML cố gắng xác định 

cấu trúc liên kết cây có xác suất cao nhất với dữ liệu chuỗi được cung cấp. ML cần 

nhiều tính toán và không phù hợp với các tập dữ liệu rất lớn [13]. 

Phương pháp Bayesian để tái cấu trúc phát sinh loài được xem là một giải 

pháp thay thế lý tưởng cho phương pháp ML. Không giống như cách tiếp cận dựa 

trên khoảng cách, cách tiếp cận Bayes không tạo ra một cây duy nhất, nó lấy mẫu 

một loạt các cấu trúc liên kết cây có thể xảy ra dựa trên bộ dữ liệu và các phân bố xác 

suất trước (Prior probability). Bởi vì các xác suất sau đã được tính toán trong quá 

trình lấy mẫu, chúng được sử dụng để xác định giá trị độ tin cậy tại mỗi nút trên cây, 

không cần hỗ trợ thống kê thêm các giá trị như bootstrap hoặc jackknife [13]. 
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1.2.3 Cây Parsimony 

Các phương pháp phân tích để xây dựng cây phát sinh loài được đặt tiền đề để 

ủng hộ con đường tiến hóa với số lượng thay đổi ít nhất. Không giống như các phương 

pháp dựa trên khoảng cách, tính phân tích dựa trên suy luận dựa trên ký tự của các 

kiểu phát sinh loài, sử dụng dữ liệu trình tự ở trạng thái ban đầu thay vì chuyển đổi 

nó thành khoảng cách. Một trong những phương pháp phân tích phổ biến hơn là 

Maximum Parsimony (MP)[17], một phương pháp tính toán các bước tiến hóa cho 

tất cả các cấu trúc liên kết có khả năng và trình bày cây có các bước tiến hóa ít nhất. 

Thông thường, có nhiều cây chi tiêu ngang nhau, một số có cấu trúc liên kết khác hẳn 

so với những cây khác. Giống như cách tiếp cận Bayesian, một kiểu phát sinh loài 

thống nhất được xây dựng trên tập hợp cây này, do đó kết hợp tất cả các cấu trúc liên 

kết thành một cấu trúc liên kết cây gần đúng duy nhất [13]. 

2. Chi Bacillus 

Các loài vi khuẩn thuộc chi Bacillus là vi khuẩn gram dương hình que (hình 

1.1), hình thành nội bào tử hoặc kỵ khí tùy ý; ở một số loài có thể chuyển sang Gram 

âm theo thời gian nuôi cấy. Nhiều loài thuộc chi thể hiện nhiều khả năng sinh lý cho 

phép chúng sống trong mọi môi trường tự nhiên [18].  

 

Hình 1. 1: Tế bào vi khuẩn Bacillus sp dưới kính hiển vi quang học [19] 

 Phân loại khoa học của chi Bacillus được thể hiện trong hình 1.2. Chi vi khuẩn 

Bacillus có lịch sử lâu dài và phong phú trong biên niên sử về vi sinh vật học. Việc 

sử dụng Bacillus để thúc đẩy tăng trưởng thực vật là một lĩnh vực có tiềm năng lớn 

cho nông nghiệp. Nhờ khả năng tạo nội bào tử thông qua một quá trình phát triển 

nguyên thủy nhưng phức tạp, chi Bacillus đã được nghiên cứu chuyên sâu trong lĩnh 

vực học thuật. Ở Châu Âu (trừ Vương quốc Anh), chế phẩm sinh học Bacillus được 

sử dụng để phòng ngừa các bệnh về đường tiêu hóa. Tầm quan trọng của Bacillus 

trong lĩnh vực y học đã được khẳng định vào cuối những năm 1800 khi Louis Pasteur 
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và A. Koch xác định Bacillus anthracis là tác nhân gây bệnh than. Thực vật là nguồn 

tài nguyên phong phú của các loài Bacillus mới, một số loài nội sinh và những loài 

khác có liên quan đến vùng rễ [20]. Nhiều đặc tính sinh lý và các chất chuyển hóa 

chuyên biệt của các loài Bacillus đã được sử dụng trong ngành dược phẩm, nông 

nghiệp và thực phẩm. Mặt khác, sức chống chịu của các bào tử đối với khử trùng và 

tiệt trùng rất mạnh khiến chúng trở thành chất gây ô nhiễm trong thực phẩm, vật tư y 

tế, quy trình phẫu thuật, v.v…[18] 

 

Hình 1. 2 Phân loại khoa học của chi Bacillus [21] 

Tính đến năm 2020, chi Bacillus bao gồm 396 loài có tên được công bố hợp 

lệ (http://www.bacterio.net/bacillus.html). Có 3 phương pháp chính để định danh vi 

sinh vật là dựa vào đặc điểm hình thái, sinh hóa và đặc biệt là phương pháp sinh học 

phân tử được xem là phương pháp chính xác nhất.  

Các phương pháp sinh học phân tử thường được sử dụng trong phân loại chi 

Bacillus là:  

- Giải trình tự DNA: dựa vào trình tự vùng gen như 16S rRNA, 23S rRNA để 

định danh chi Bacillus, các vùng gen như groEL, gyrB, recN, rpoB, spoIIA để 

định danh tới loài và gen hag để định danh tới dưới loài; hoặc dựa vào các 

vùng gen được ghép nối tạo thành trình tự đa gen - phương pháp MLSA có 

thể phân loại đến dưới loài. 

- DNA fingerprinting: gồm các kỹ thuật nghiên cứu tính đa hình chiều dài của 

các phân đoạn DNA dựa trên điểm cắt các enzyme giới hạn (RFLP), điện di 

trường xung đẩy (Pulsed Field Gel Electrophoresis - PFGE), Kỹ thuật dấu vân 

tay di truyền Rep-PCR (Repetitive DNA PCR fingerprinting), kỹ thuật khuếch 

http://www.bacterio.net/bacillus.html
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đại ngẫu nhiên DNA đa đình và kỹ thuật nhận dạng dấu vân tay dựa vào 

Oligonucleotide cho microarray (Oligonucleotide microarray fingerprinting) 

được sử dụng để phân loại đến dưới loài. 

- Một số phương pháp khác cũng được sử dụng để định danh tới dưới loài trong 

chi Bacillus như phân tích các acid béo (Fatty acid profiling), quang phổ khối 

MALDI-TOF (MALDI-TOF mass spectroscopy of spore proteins), Điện di 

enzyme đa locus (Multilocus Enzyme Electrophoresis - MLEE). [20] 

Mặc dù có nhiều phương pháp mang lại kết quả phân loại đến dưới loài trong chi 

Bacillus nhưng phương pháp dựa vào trình tự DNA là được sử dụng phổ biến nhất vì 

có nhiều ưu điểm như về chi phí và đòi hỏi kỹ thuật, thiết bị không quá phức tạp. 

Trong đó, trình tự gen 16S rRNA được xem như là dữ liệu nền tảng trong việc phân 

loại vi khuẩn [22], như đã nêu ở trên các loài thuộc chi Bacillus có mối quan hệ gần 

gũi nên nếu chỉ dựa vào trình tự 16S rRNA thì chưa đủ để phân biệt các loài trong 

chi. Từ đó có thể thấy phương pháp định danh dựa vào trình tự DNA của các gen 

ghép nối (MLSA) thích hợp cho việc phân biệt đến loài trong chi Bacillus. 

3. Multilocus Sequencing Analysing (MLSA)  

Multilocus sequence analysis/typing (MLSA/MLST) là một cách tiếp cận dựa 

trên trình tự nucleotide để mô tả đặc tính rõ ràng của sinh vật nhân sơ thông qua 

Internet, mô tả trực tiếp các biến thể trình tự DNA trong một bộ gen giữ nhà và đánh 

giá mối quan hệ giữa các chủng dựa trên cấu hình hoặc trình tự allelic độc đáo của 

chúng [23]. Phương pháp này đã được sử dụng rộng rãi trong việc phân loại và xác 

định đa dạng vi khuẩn, để xác định mức độ trao đổi gen trong và giữa các loài và 

tương đối quan trọng để thiết lập việc tái tổ hợp trong di truyền học quần thể. MLSA 

đang cung cấp cơ hội mới trong việc đánh giá mối quan hệ của các đơn vị phân loại 

vi khuẩn bằng cách sử dụng các mô hình biến đổi di truyền [4]. 

Phương pháp MLSA được phát triển từ việc áp dụng phương pháp Multilocus 

Sequencing Typing (MLST) để tái tạo lại các mối quan hệ tiến hóa giữa các sinh vật 

nhân sơ [24]. Phương pháp MLST so sánh dựa trên trình tự sắp xếp các đoạn 450–

500 bp của 5-7 gen giữ nhà cung cấp thông tin về sự lan truyền của sự phân tán 

nucleotide trên các nhiễm sắc thể của quần thể được lấy mẫu. Các trình tự khác nhau 

dù chỉ một nucleotide cho mỗi gen được chỉ định là các alen khác nhau, do đó làm 

cho MLSA rất thích hợp để phát hiện những thay đổi di truyền trong và giữa các loài. 
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Hình 1. 3: Phương pháp Phân tích trình tự đa gen MLSA [25] 

Phân tích phát sinh loài bằng phương pháp MLSA bao gồm các bước cơ bản sau:  

- Bước 1: Lựa chọn các chủng và gen giữ nhà 

- Bước 2: Tạo trình tự (khuếch đại phản ứng chuỗi polymerase (PCR) và giải 

trình tự DNA). 

- Bước 3: Phân tích trình tự để xác định các vị trí tương đồng trong mỗi gen  

- Bước 4: Sử dụng trình tự ghép nối.  

Gen giữ nhà được chọn để phân tích MLSA phải là các trình tự duy nhất, 

orthologous (là các gen có liên quan đến sự hình thành loài) và phổ biến trong số tất 

cả các chủng được lấy mẫu. Chúng cũng cần được bảo tồn cao, không có sự mất cân 

bằng liên kết trên nhiễm sắc thể nhưng phải chứa đủ các vị trí nucleotide khác nhau 

để thiết lập chính xác mối quan hệ giữa các chủng liên quan chặt chẽ. Để đạt được 

sự cân bằng giữa sức mạnh nhận dạng chấp nhận được, thời gian và chi phí cho việc 
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phân tích chủng, khoảng 5-7 gen giữ nhà thường được sử dụng. Tuy nhiên, không có 

gì lạ khi sử dụng tới 10 gen giữ nhà, như được minh họa trong trường hợp chi 

Nocardia nơi 14 gen mã hóa protein đã được kiểm tra bởi Tamura và cộng sự năm 

2012 [26]. Do đó, cả số lượng và loại gen giữ nhà được phân tích MLSA có thể khác 

nhau giữa các chi. PCR thường được sử dụng để tạo ra các đoạn trình tự. Hồ sơ bảo 

tồn của các gen mã hóa protein cung cấp các vùng được bảo tồn cao có thể được sử 

dụng để thiết kế các mồi khuếch đại và giải trình tự có tính đặc hiệu rộng đối với đa 

dạng phát sinh loài [4]. Bước phân tích dữ liệu, căn chỉnh trình tự kết hợp với cả việc 

kiểm tra chất lượng trước và sau của dữ liệu thô cho mỗi vị trí là điều kiện tiên quyết 

đối với phương pháp MLSA. Phân tích thống kê các trình tự của các đoạn gen được 

sử dụng trong các nghiên cứu MLSA, thống kê cho từng vị trí, chẳng hạn như số 

lượng và tỷ lệ các vị trí đa hình, hàm lượng G + C trung bình và chỉ số dN/dS (các tỷ 

lệ từ sự thay thế không đồng nghĩa đến hiện tượng đa hình), có thể được tóm tắt bằng 

cách sử dụng START2 (http://pubmlst.org/software/analysis/start2/), MEGA 

(http://www.megasoftware.net/) và DnaSP (http://www.ub.edu/dnasp/). Xây dựng 

cây phát sinh loài, sự tích lũy những thay đổi nucleotide trong gen là một quá trình 

tương đối chậm; do đó, các trình tự ghép nối của các dòng vi khuẩn phân lập đủ ổn 

định theo thời gian lý tưởng cho việc suy ra các mối quan hệ phát sinh loài. Để đảm 

bảo tính ổn định và độ tin cậy của các mối quan hệ phát sinh loài giữa các chủng dựa 

trên cách tiếp cận MLSA, cây phát sinh loài thường được xây dựng bằng cách sử 

dụng cả hai phương pháp dựa trên khoảng cách và đặc điểm, neighbour-joining (NJ) 

[14] là một trong những thuật toán được sử dụng thường xuyên nhất trong xây dựng 

cây phát sinh loài MLSA, vì nó có thể nhanh chóng được sử dụng để phản ánh khoảng 

cách theo từng cặp, đặc biệt là đối với các bộ dữ liệu có liên quan chặt chẽ. Cần lưu 

ý rằng các ước tính phát sinh loài có thể bị ảnh hưởng bởi độ dài nhánh, kích thước 

tập dữ liệu (cả số đơn vị phân loại và vị trí), tính không đồng nhất của trình tự, độ 

sâu tiến hóa, độ phức tạp của tập dữ liệu và khung phân tích. Ngay cả khi các cây 

phát sinh loài tối ưu được tạo ra thành công, chúng không phải lúc nào cũng cung 

cấp các mối quan hệ có ý nghĩa từ quan điểm sinh học. Điều này cho thấy chúng ta 

nên chú ý đến việc ước lượng phát sinh loài cũng như các kỹ thuật thuật toán để có 

được các giải pháp tối ưu [4]. 

2.1 So sánh với các phương pháp phân loại khác 

Các mối quan hệ dựa trên dữ liệu trình tự gen 16S rRNA cung cấp một khuôn khổ 

vô giá cho các nghiên cứu MLSA nhưng không đưa ra đủ giải pháp để phân biệt giữa 

các loài có liên quan chặt chẽ. Ngược lại, các phương pháp DNA-fingerprinting và 

phương pháp lai DNA-DNA (DDH) có thể được sử dụng để phân biệt giữa các loài 

http://www.ub.edu/dnasp/
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có quan hệ họ hàng gần, nhưng cả hai phương pháp này đều tốn nhiều công sức, 

không mang lại dữ liệu tích lũy và khó áp dụng cho số lượng lớn các chủng. MLSA 

cung cấp một giải pháp thay thế hấp dẫn cho DDH bằng cách cung cấp dữ liệu chất 

lượng cao, có thể tái tạo để thiết lập mối quan hệ trong và giữa các loài. Phương pháp 

MLSA cũng khác với DNA barcoding – mã vạch DNA, một phương pháp phân loại 

sử dụng các dấu hiệu di truyền ngắn để nhận ra các loài đã biết hoặc chưa biết và dựa 

trên DNA ty thể hoặc một số bộ phận của cistron DNA ribosome có tốc độ đột biến 

tương đối nhanh [4]. 

2.2 Tình hình nghiên cứu 

Phương pháp MLSA đã được phát triển rộng rãi và được sử dụng để phân biệt 

giữa các chủng thuộc nhóm Bacillus cereus bởi Ko và cộng sự năm 2004[6], Priest 

và cộng sự năm 2004 [7], Soufiane và cộng sự năm 2013[8] . Các nghiên cứu trước 

đây đã ghi nhận thành công MLSA để phân biệt các nhóm thuộc nhóm B. pumilus có 

liên kết chặt chẽ trong môi trường biển bằng cách sử dụng bảy gen giữ nhà (gyrB, 

rpoB, pyrA, pyrE, aroE, mutL và trpB) [9]. Năm 2019, Lê Xuân Thế và công sự cũng 

đã sử dụng phương pháp MLSA để đánh giá đa dạng di truyền của Bacillus spp. từ 

các ao nuôi tôm công nghiệp ở Việt Nam bằng cách sử dụng bảy gen giữ nhà (glpF, 

ilvD, ptA, purH, pycA, rpoD, và tpiA) [27]. 

4. Housekeeping gene – Gen giữ nhà 

Gen giữ nhà thường được định nghĩa là các gen có biểu hiện ổn định trong tất 

cả các tế bào và là điều kiện thiết yếu duy trì sự sống tế bào và được bảo tồn [28]. 

Khái niệm về gen giữ nhà đã hỗ trợ lý thuyết và ứng dụng sinh học bao gồm cả nghiên 

cứu về sự tiến hóa. Gen giữ nhà có thể được định nghĩa là tập hợp tối thiểu các gen 

cần thiết để duy trì sự sống [29]. Ở cấp độ thực tế, chúng có thể được định nghĩa là 

các gen biểu hiện ổn định trong tất cả các tế bào của một sinh vật bất kể loại mô, giai 

đoạn phát triển, trạng thái chu kỳ tế bào hoặc tín hiệu bên ngoài hoặc là dấu hiệu của 

trạng thái sinh học khỏe mạnh của sinh vật [30]. Ở cấp độ tiến hóa, chúng có thể cho 

phép chúng ta xác định loài và các đặc điểm bộ gen cụ thể của phân loại cao hơn và 

chức năng gen có thể thúc đẩy bảo tồn hoặc thay đổi. Do đó, kiến thức về gen giữ 

nhà có thể đóng góp đáng kể cho các nghiên cứu khám phá, cơ bản và mở rộng [28]. 

Bốn tính chất rất khác nhau của gen giữ nhà: sự ổn định biểu hiện (biểu hiện tương 

tự giữa các loại và điều kiện tế bào), chức năng (ví dụ: thuộc về xu hướng chính của 

tế bào), tính thiết yếu (mất chức năng này gây chết tế bào) và bảo tồn (trong trường 

hợp này, được biểu hiện ổn định và cần thiết trên các đơn vị phân loại) (Hình 1.3). 
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Hình 1. 4 Các tính chất của gen giữ nhà [28] 

2.1 Gen 16S rRNA 

Cấu trúc ribosome và gen 16S rRNA được thể hiện trong Hình. 1.3. Ribosome 

là một phức hợp protein và tiểu đơn vị RNA được tìm thấy trong tất cả các tế bào 

sống, đóng vai trò quan trọng trong tổng hợp protein sinh học (dịch mã). Ribosome 

bao gồm hai thành phần chính: tiểu đơn vị ribosome nhỏ (tiểu đơn vị ribosome 30S 

trong tế bào nhân sơ) và tiểu đơn vị lớn (tiểu đơn vị ribosome 50S trong tế bào nhân 

sơ). Mỗi tiểu đơn vị chứa một hoặc nhiều phân tử RNA ribosome (rRNA) và nhiều 

loại protein ribosome. Gen 16S rRNA mã hóa một phân tử RNA ribosome của tiểu 

đơn vị ribosome 30S có trong tất cả các tế bào nhân sơ, bao gồm vi khuẩn và vi khuẩn 

cổ. 23S rRNA và 5S rRNA là các tiểu đơn vị rRNA chứa trong tiểu đơn vị ribosome 

50S. Các gen mã hóa cho các thành phần của ribosome hầu hết được bảo tồn, có 

nghĩa là cấu trúc của chúng đã thay đổi rất ít theo thời gian do chức năng quan trọng 

của chúng, dịch mã mRNA thành protein. Việc phân loại ba miền (Eukarya, Vi khuẩn 

và Archaea) được đề xuất theo cây phát sinh loài dựa trên trình tự gen 16S rRNA 

[31]. 

Gen 16S rRNA là một công cụ thường được sử dụng để xác định vi khuẩn vì 

nhiều lý do. Đầu tiên, gen này tương đối ngắn (khoảng 1.500 bp). Thứ hai, có mười 
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vùng trong trình tự gen 16S rRNA phổ biến ở hầu hết các vi khuẩn (vùng được bảo 

tồn) và được tách thành chín vùng khác nhau (vùng siêu biến đổi) (Hình 1.4). Do đó, 

một số mồi phổ quát được thiết lập ở các khu vực được bảo tồn [32]. Thứ ba, các 

trình tự gen được đăng ký trong cơ sở dữ liệu công cộng đang tăng đáng kể, bởi vì 

trình tự gen là thông tin quan trọng để xác định và phân loại trong các nghiên cứu 

phân loại vi khuẩn [33]. 

 

Hình 1. 5 Sơ đồ phức hợp ribosome và gen 16S rRNA. 

Các mũi tên in đậm thể hiện vị trí gần đúng của các đoạn mồi phổ biến trên trình tự 

gen 16S rRNA của Escherichia coli. □các vùng được bảo tồn, ■: các vùng siêu biến 

(V1-V9). [33] 

2.2 Gen rpoD 

RpoD (còn được gọi là sigma 70) là yếu tố sigma chính và được nghiên cứu 

kỹ lưỡng chịu trách nhiệm phiên mã các gen giữ nhà ở hầu hết các vi khuẩn [34]. 

Trong quá trình điều hòa biểu hiện gen của vi khuẩn, quá trình bắt đầu phiên mã, 

được trung gian bởi holoenzyme RNA polymerase (RNAP) phụ thuộc DNA, đóng 

vai trò quan trọng là bước đầu tiên trong quy trình điều hòa. Holoenzyme RNAP bao 

gồm một enzyme lõi (thành phần tiểu đơn vị α2ββ'ω) có hoạt tính xúc tác cho quá 

trình trùng hợp RNA và một tiểu đơn vị bổ sung được gọi là yếu tố sigma liên quan 

đến nhận dạng trình khởi động và làm tan chảy DNA [34]. Hầu hết các vi khuẩn có 

nhiều yếu tố sigma nhận ra các bộ khởi động khác nhau như là bộ điều chỉnh chính 

của phản ứng căng thẳng đối với những thay đổi môi trường và biểu hiện gen cơ bản. 

Các protein họ sigma 70, bao gồm RpoD, chứa bốn vùng được bảo tồn được chỉ định 

từ 1 đến 4 [35], [36]. Nói chung, hai miền liên kết DNA cư trú ở vùng 2 và 4 nhận ra 

các trình tự hexamer khởi đầu được bảo tồn (các yếu tố khởi đầu) xung quanh các vị 

trí ngược dòng tương ứng khoảng 10 và 35 nucleotide của các vị trí bắt đầu phiên mã 

(TSS) [34]. Các nghiên cứu trước đây đã cho thấy rằng ở nhiều vi khuẩn, RpoD tương 
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tác với hai yếu tố khởi đầu nguyên mẫu (–35 5′-TTGACA-3′ và –10 5′-TATAAT-3′ 

được phân tách bằng một miếng đệm khoảng 17 bp)[36]. 

2.3  Gen glpF 

Gen Glycerol uptake facilitator (glpF) mã hóa cho protein Glycerol uptake 

facilitator được mô tả là trung gian khuếch tán glycerol qua màng tế bào chất thông 

qua cơ chế kiểu lỗ. Có khả năng thấm cao với glycerol, nhưng ít thấm nước hơn. 

Không vận chuyển ion. Nó cũng có thể có tính thấm hạn chế đối với nhiều chất nền 

khác bao gồm xylitol, erythritol, D-arabitol, L-arabitol, ribitol, D-galactitol, D-

mannitol, D-sorbitol, urê, glycine, D/L-glyceraldehyde và hóa trị ba dạng vô cơ của 

asen và antimon. Tính chất đáng chú ý của tính dẫn nước hiệu quả kết hợp với việc 

loại trừ nghiêm ngặt tất cả các ion bao gồm cả proton được trung gian bởi hai 

asparagine được bảo tồn, buộc một phân tử nước trung tâm đóng vai trò là chất cho 

liên kết hydro với các phân tử nước lân cận của nó. Được hỗ trợ bởi điện thế tĩnh điện 

được tạo ra bởi hai vòng lặp kéo dài nửa màng, điều này quyết định hướng ngược lại 

của các phân tử nước trong hai nửa kênh, và do đó ngăn chặn sự hình thành 'dây 

proton', đồng thời cho phép nước khuếch tán nhanh chóng [37].  

2.1  Gen pta 

Gen pta mã hóa protein Phosphate acetyltransferase, là enzyme tham gia vào 

quá trình chuyển hóa acetate. Xúc tác cho quá trình chuyển hóa thuận nghịch giữa 

acetyl-CoA và acetyl phosphate. Hướng của phản ứng tổng thể thay đổi tùy thuộc 

vào điều kiện tăng trưởng. Trên môi trường tối thiểu acetyl-CoA được tạo ra. Trong 

môi trường giàu acetyl-CoA được chuyển thành acetate và cho phép tế bào loại bỏ 

lượng acetyl hóa dư thừa để đổi lấy năng lượng dưới dạng ATP. Con đường chính để 

sản xuất acetate trong giai đoạn lũy thừa. Hoạt tính xúc tác: acetyl-CoA + phosphat 

= acetyl phosphat + CoA. Phản ứng này tiến hành theo hướng thuận và ngược [38]. 
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Hình 1. 6 Sơ đồ của con đường acetate kinase (AckA)-phosphotransacetylase (Pta) 

chuyển hóa xen kẽ acetyl-CoA và acetate. Công thức phân tử của acetyl-P [39]. 

2.2  Gen pycA  

Gen pycA và pycB mã hóa hai tiểu đơn vị của pyruvate carboxylase, là enzyme 

xúc tác phản ứng 2 bước, bao gồm quá trình carboxyl hóa của biotin phụ thuộc ATP, 

liên kết cộng hóa trị trong bước đầu tiên và chuyển nhóm carboxyl thành pyruvate 

trong bước thứ hai, dẫn đến sản xuất oxaloacetate. Hoàn thành chức năng hình thành 

các chất trung gian của quá trình trao đổi chất ở B. subtilis vì nó cần thiết cho sự tăng 

trưởng trên glucose, nhưng không cần thiết cho sự hình thành bào tử. Hoạt động xúc 

tác: ATP + hydrocacbonat + pyruvate = ADP + H+ + oxaloacetate + phosphate. 

 

Hình 1. 7 Gen pycA và pycB mã hóa hai tiểu đơn vị của pyruvate carboxylase [40] 

2.3  Gen purH 

Gen purH mã hóa enzyme AICAR transformylase, một trong mười enzyme 

tạo ra inosine 5’-monophosphate trong con đường sinh tổng hợp purine [41]. Ở hầu 

hết các sinh vật, inosine 5'-monophosphate (IMP) được hình thành từ các tiền chất 
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phân tử nhỏ thông qua con đường sinh tổng hợp purine. Bước xúc tác áp chót của 

con đường tổng hợp purine de novo là chuyển đổi aminoimidazole-4-carboxamide 

ribonucleotide (AICAR) thành 5-formyl-AICAR đòi hỏi đồng yếu tố N10-formyl-

tetrahydrofolate cung cấp formyl (Hình 1.7)[42]. 

 

Hình 1. 8 Con đường Chuyển hóa formyl và phản ứng IMP cyclohydrolase xúc tác 

bởi ATIC [42] 

Phản ứng này được xúc tác bởi enzyme AICAR transformylase của enzyme lưỡng 

chức năng AICAR transformylase /inosine monophosphate cyclohydrolase (ATIC) 

được mã hóa bởi gen purHJ (hình 1.8). 

 

Hình 1. 9 Cấu trúc gen purHJ mã hóa enzyme ATIC [41] 
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Chương 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Đối tượng nghiên cứu 

- Chủng giống vi sinh vật: 

Các chủng vi khuẩn Bacillus spp sử dụng trong nghiên cứu thuộc bộ sưu tập 

giống vi sinh vật HBCM được phát triển bởi Trung tâm Công Nghệ Sinh Học Thành 

Phố Hồ Chí Minh.  

Bảng 2. 1: Ký hiệu các chủng được sử dụng trong nghiên cứu này 

STT Mã số 

1 BC-B0020 

2 BC-B0027 

3 BC-B0028 

4 BC-B0029 

5 BC-B0037 

6 BC-B0039 

7 BC-B0112 

8 BC-B0116 

- Các chủng tham chiếu được lấy từ ngân hàng dữ liệu Genbank NCBI, số 

GenBank accession của thể hiện trong bảng 2.2 

Bảng 2. 2 Số GenBank accession của các chủng tham chiếu 

STT Loài Chủng Số GenBank 

accession  

Ghi Chú 

1 

B. amyloliquefaciens 

MBE1283 CP013727.1  

2 IT-45 CP004065.1  

3 S499 CP014700.1  

4 Y14 CP017953.1  

5 DH8030 CP041770.1  

6 

B. subtilis 

TL03 CP021169.1  

7 SRCM102754 CP028202.1  

8 MBI 600 CP033205.1  

9 ATCC 21228 CP020023.1  

10 ATCC 11774 CP026010.1  

11 SRCM103637 CP035414.1  

12 168 AL009126.3  

13 GOT9 CP047325.1  

https://drive.google.com/open?id=1D2EnOafcKXfx2eKXpZ_HpkwXPlZ59BFXbCRXrJ_bAdY
https://drive.google.com/open?id=116lNfBWk0FU3TV9ogA9FH3lMrAFbT0u2HyOm9Ub5Vv0
https://drive.google.com/open?id=1VsqgfXPU4mZctcdmsdPoL8xiBX30ZNo-fAT0N8LWNRk
https://drive.google.com/open?id=1j2c0Qbs_FPZbJNjbCi4yhDpTVAZLBojHr3mRD876ps4
https://drive.google.com/open?id=1leH5esTjMYjupgdMdjSnGV_9kB1cLMFJleB_2y-rh8M
https://drive.google.com/open?id=1KD1f2Pqg-T_MNprHDQnJHrSuf5YHbr3Lh6Cv0QQWPeI
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP017953.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP041770.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP021169.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP028202.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP033205.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP020023.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP026010.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP035414.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP047325.1
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14 CB0015 CP048852.1  

15 

B. velezensis 

JS25R CP009679.1  

16 SRCM103788 CP035399.1  

17 UCMB5044 CP041144.1  

18 
B. subtilis subsp. 

spizizenii 

ATCC 6633 CP034943.1  

19 TU-B-10 CP002905.1  

20 W23 CP002183.1  

21 

B. licheniformis 

DSM 13 AE017333.1  

22 ATCC 9789 CP023729.1  

23 SRCM100027 CP021677.1  

24 SCDB 14 CP014842.1  

25 
B. atrophaeus 

BA59 CP024051.1  

26 SRCM101359 CP021500.1  

27 B. pumilus UAMX CP058951.1  

28 

B. subtilis subsp. 

inaquosorum 
KCTC 13429 CP029465.1  

29 B. sonorensis SRCM101395 CP021920.1  

30 B. vallismortis 

 

Bac111 CP033052.1  

31 DSM 11031 CP026362.1  

32 B. mojavensis UCMB5075 CP051464.1  

33 
B. halotolerans 

ZB201702 CP029364.1  

34 F41-3 CP041357.1  

35 Listeria monocytogenes  ATCC 19117 NC_018584.1 Outgroup 

- Mồi:  

Vùng gen 16S rRNA, glpF, pta, purH, pycA và rpoD đã được chọn để phân 

tích phát sinh loài (www.pubmlst.org/bsubtilis). Các đoạn mồi để chạy phản ứng 

PCR 5 gen được tham khảo từ nghiên cứu của Lê Xuân Thế và cộng sự [27], trình tự 

mồi được trình bày trong Bảng 2. 

Bảng 2. 3: Thông tin các cặp mồi được sử dụng [27] 

Gen 

mục 

tiêu 

Tên 

mồi 
Trình tự (5’ – 3’) Tm 

Kích 

thước 

(bp) 

16S 

rRNA 

27F AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 

65°C 1500 
1492R 

TAC GGY TAC CTT GTT ACG 

ACTT 

rpoD 

rpoD-F 
GCY GAA GAA GAA TTT GAC 

CTB AA 
54 °C 854 

rpoD-R 
CGT TTR CTT CTG CTH GGA TGT 

CT 

glpF glpF-F WTG ACA GCA TTT TGG GG 54 °C 690 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP048852.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP009679.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP035399.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP041144.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP034943.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP002905.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP002183.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AE017333.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP023729.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP021677.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP014842.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP024051.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP021500.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP058951.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP029465.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP021920.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP033052.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP026362.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP051464.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP029364.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP041357.1
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glpF-R GTA AAA TAC RCC GCC GA 

ptA 
ptA-F 

ATA CAT AYG AAG GVA TGG 

AAG 54 °C 610 

ptA-R TAG CCG ATR TTY CCY GCT 

pycA 
pycA-F AAA TCA GAR GCG AAA GC 

54 °C 545 
pycA-R CCT GAG CGG TAA GCC AT 

purH 
purH-F AYA TTC ACG GMG GNC TBC T 

54 °C 568 
purH-R TGY TCK BTC GGY TCY CTT TT 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

Quy trình nghiên cứu tóm tắt trong sơ đồ sau: 

 

Hình 2. 1 Quy trình nghiên cứu 

2.2.1 Nuôi cấy 

Các chủng này được tăng sinh trong môi trường Tryptone Soya Broth (TSB) 

lắc 180 vòng/phút, 30 oC trong 24 giờ, cấy ria trên đĩa thạch Tryptone Soya Agar 

(TSA) để tạo các khuẩn lạc riêng lẻ, ủ ở 30oC trong 24 giờ. 

2.2.2 Tách chiết DNA tổng số của các chủng vi khuẩn:  

- Thu thập sinh khối từ khuẩn lạc thuần trên đĩa thạch TSA. 

- Thêm 500 µl STES Buffer, phá vỡ tế bào bởi các hạt bi thủy tinh. Thêm 

500 µl phenol - chloroform - isoamyl alcohol (25:24:1).  

- Vortex mạnh. Ly tâm 5 phút - tốc độ tối đa (15.000 vòng/phút). Chuẩn bị 

ống mới 1,5 ml, thêm 30 µl 3M CH3COONa pH 5,2 và 300 µl iso-

propanol, lắc đều.  

- Chuyển dịch nổi từ ống ly tâm sang ống mới, trộn đều.  
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- Ly tâm 5 phút - tốc độ tối đa (15.000 vòng/phút), loại bỏ phần nổi phía 

trên.  

- Rửa bằng Ethanol 70%. Bỏ Ethanol. Sấy ở 65oC - 15 phút.  

- Thêm 50 µl TE với Rnase (0,01 mg / ml). Ủ ở 65oC - 30 min để DNA tan 

hoàn toàn. 

- Kiểm tra nồng độ và chất lượng DNA dựa trên độ hấp thụ ở 260/ 280 nm 

và 260/230 nm bằng cách sử dụng máy Nano-Drop. 

2.2.3 Khảo sát nhiệt độ bắt cặp của các cặp mồi rpoD, glpF, ptA, 

pycA và purH 

- Thành phần phản ứng PCR (thể tích 50 µl) 

 PCR Master Mix (2X)  25 µL 

 Mồi xuôi (10µM)  1 µl 

 Mồi ngược (10µM)  1 µl 

 DNA tổng số 30 - 100 ng 

 ddH2O  vừa đủ 50 µl 

- Chu trình nhiệt phản ứng PCR:  

 95oC  5 phút 

 95oC  30 giây 

 Nhiệt độ khảo sát     30 giây  35 chu kỳ 

 72oC  1 phút 

 72oC  5 phút 

- Nhiệt độ bắt cặp được khảo sát trong khoảng nhiệt độ như sau:  

Bảng 2. 4 Gradient nhiệt độ bắt cặp 

Cặp mồi Nhiệt độ 

rpoD 

ptA 

glpF 

48,1 48,5 50,2 52,6 55,6 57,9 59,4 60,1 
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purH 

pycA 
40,1 40,7 42,2 44,5 47,6 49,9 51,4 52 

- Sản phẩm PCR được kiểm tra bằng điện di trên gel agarose 2%. 

- Nhiệt độ tối ưu được sử dụng để chạy phản ứng PCR cho bước giải 

trình tự. 

2.2.4 Giải trình tự 6 vùng gen 16S, rpoD, glpF, ptA, pycA và purH 

Tinh sạch sản phẩm PCR bằng kit GeneJET PCR Purification Kit (Thermo 

Scientific), các bước như sau:  

- Bước 1: Thêm thể tích dung dịch Binding Buffer 1:1 vào sản phẩm 

PCR (ví dụ: cứ 100 μL sản phẩm PCR, thêm 100 μL dung dịch Binding 

Buffer). Trộn kỹ. Kiểm tra màu sắc của dung dịch. Màu vàng cho thấy 

độ pH tối ưu để liên kết DNA. Nếu màu của dung dịch là cam hoặc tím, 

thêm 10 μL natri axetat 3 M, dung dịch pH 5,2 và trộn. Màu của hỗn 

hợp trở thành màu vàng.  

- Bước 2: nếu đoạn DNA ≤500 bp, thêm thể tích isopropanol 100% 1:2 

(ví dụ: nên thêm 100 μL isopropanol vào 100 μL hỗn hợp PCR kết hợp 

với 100 μL dung dịch Binding Buffer). Trộn kỹ.  

- Chuyển tối đa 800 μL dung dịch từ bước 1 (hoặc bước 2 tùy chọn) sang 

cột lọc GeneJET. Ly tâm trong 30-60 giây. Loại bỏ dung dịch.  

- Thêm 700 μL Dung dịch Wash Buffer vào cột lọc GeneJET. Ly tâm 

trong 30-60 giây. Loại bỏ dung dịch và đặt cột lọc trở lại ống thu. Lly 

tâm cột lọc GeneJET trống thêm 1 phút để loại bỏ hoàn toàn dung dịch 

Wash Buffer còn sót lại.  

- Chuyển cột lọc GeneJET sang tube sạch 1,5 mL. Thêm 50 μL dung 

dịch Elution Buffer vào giữa màng lọc của cột GeneJET và ly tâm trong 

1 phút.  

- Loại bỏ cột GeneJET và lưu trữ DNA tinh khiết ở -20°C. 

- Kiểm tra nồng độ và chất lượng DNA dựa trên độ hấp thụ ở 260/280 

nm và 260/230 nm bằng cách sử dụng máy Nano-Drop. Nồng độ DNA 

được sử dụng để chạy phản ứng Chain-termination PCR từ 10-100ng/ 

μL 

Chạy phản ứng Chain-termination PCR (thể tích 20 µl) 

- Thành phần: 



23 

BigDye™ Terminator 3.1 Ready Reaction Mix   8 µl 

Mồi (3.2 µM)    2 µl 

Mạch khuôn (sản phẩm PCR tinh sạch)    10 - 100 ng 

ddH2O    vừa đủ 20 µl 

- Chu trình nhiệt:  

96oC 1 phút 

96oC 10 giây 

50oC 5 giây 25 chu kỳ 

60oC 4 phút 

Sản phẩm Chain-termination PCR được tinh sạch bằng Sephadex G-50, ủ ở 

nhiệt độ 95oC 2 phút, và được giải trình tự. 

2.2.5 Phân tích trình tự 

- Các đầu trình tự chất lượng thấp được loại bỏ bằng phần mềm ATGC 

(GENETYX CORPORATION). Chỉ sử dụng các trình tự nucleotide chất lượng 

cao, có nghĩa là chúng phải dựa trên các peak không gạch chân. Các biểu đồ 

điện tử thu được bằng giải trình tự Sanger phải luôn được kiểm tra theo cách 

thủ công, đầu 5’và đầu 3’ "không rõ ràng" phải được cắt bỏ trước khi phân tích, 

các trình tự mồi trong quá trình khuếch đại PCR nên được loại bỏ khỏi phân 

tích vì các mồi có thể gây ra sai lệch trình tự [43] 

- Trình tự các đoạn gen của các chủng tham chiếu được tìm kiếm bằng cách 

BLAST trình tự thu được trên cơ sở dữ liệu GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  

- Sắp xếp thẳng hàng các trình tự nucleotide của các chủng mục tiêu và các chủng 

tham chiếu từ NCBI (43 chủng), bằng phương pháp MUltiple Sequence 

Comparison by Log Expectation – MUSCLE [44] của phần mềm MEGA 11, 

Với những vùng không có khả năng sắp xếp thẳng hàng, loại bỏ trước khi đưa 

vào phân tích 

- Phân tích thống kê các đặc điểm của gen: đa dạng nucleotide, hàm lượng G+C, 

Information Parsimony Site của tất cả trình tự đã được tính toán bằng chương 

trình DnaSP, phiên bản 6 (//www.ub.es/dnasp)[45]. 

2.2.6 Phân tích phát sinh loài  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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- Các cây phát sinh loài từ trình tự các trình tự gen riêng lẻ được xây dựng bằng 

phương pháp phân cụm Neighbor-Joining [14]. Cây tối ưu được hiển thị. Tỷ lệ 

cây sao chép trong đó các đơn vị phân loại liên quan được nhóm lại với nhau 

trong thử nghiệm bootstrap (1000 lần lặp lại) được hiển thị bên cạnh các nhánh 

[46]. Khoảng cách tiến hóa được tính toán bằng phương pháp P-distance [47] 

và được tính theo đơn vị số lượng khác biệt cơ sở trên mỗi vị trí. Phân tích này 

liên quan đến 43 trình tự nucleotide. Tất cả các vị trí không rõ ràng đã bị xóa 

cho từng cặp trình tự (tùy chọn xóa theo cặp). Có tổng cộng 4580 vị trí trong 

bộ dữ liệu cuối cùng. Các phân tích tiến hóa được tiến hành trong MEGA 11 

[48]. 

- Các cây phát sinh loài với số lượng các gen ghép nối tăng dần cũng được phân 

tích để so sánh mức độ phân biệt các loài khi thay đổi số lượng gen sử dụng 

trong phương pháp MLSA, tiêu chí để chọn lựa thứ tự gen ghép nối trong nghiên 

cứu này dựa vào giá trị khoảng cách trung bình của tập dữ liệu được phân tích 

bằng phương pháp p-distance. Cây phát sinh loài dựa vào trình tự ghép nối được 

xây dựng từ trình nối nhiều tệp chứa dữ liệu trình tự thành một liên kết trình tự 

duy nhất của phần mềm MEGA 11. Công cụ này được sử dụng như sau:  

• Tất cả các tệp đã được căn chỉnh, được nối phải được đặt cùng 

nhau vào một thư mục. Không được có tệp nào khác trong thư mục này 

và tất cả các tệp này phải là tệp có định dạng FASTA hoặc tệp có định 

dạng MEGA. Tất cả dữ liệu cũng phải cùng loại (không thể trộn dữ liệu 

DNA và axit amin). 

• Từ trang chính của MEGA, nhấp vào Data->Concatenate 

Sequence Alignments. Chọn thư mục chứa các tệp trình tự đã căn chỉnh. 

• MEGA xử lý các tệp đầu vào theo thứ tự bảng chữ cái, nối các 

chuỗi có cùng tên và thêm một chuỗi mới khi gặp tên mới.   

• Sau khi ghép xong, xây dựng cây phát sinh loài bằng phương 

pháp phân cụm Neighbor-Joining đã được nêu ở trên. 

- Với mỗi cây phát sinh loài, một ma trận khoảng cách được phân tích để so sánh 

mức độ sai khác trình tự giữa các loài thuộc chi Bacillus trong phạm vi nghiên 

cứu. Ước tính về sự khác biệt giữa các chuỗi trình tự. Số lượng khác biệt cơ sở 

trên mỗi vị trí giữa các chuỗi trình tự được hiển thị, kết quả thu được bằng quy 

trình bootstrap (1000 lần lặp lại). Phân tích này liên quan đến 43 trình tự 

nucleotide. Tất cả các vị trí không rõ ràng bị xóa cho từng cặp trình tự (tùy chọn 

xóa theo cặp). Có tổng cộng 2615 vị trí trong bộ dữ liệu cuối cùng [48]. 
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Chương 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Nuôi cấy 

Các chủng này được tăng sinh trong môi trường TSB lắc 180 vòng/phút, 30oC 

trong 24 giờ, cấy ria trên đĩa thạch TSA, ủ ở 30oC trong 24 giờ để tạo các khuẩn lạc 

thuần riêng lẻ, thu sinh khối tách chiết DNA tổng số. 

Đặc điểm hình thái các chủng đều có dạng hình tròn hoặc không đều, rìa 

nguyên hoặc răng cưa, có màu trắng đục. Tế bào có dạng hình que ngắn hoặc dài, 

Gram dương. Sinh khối thu từ các khuẩn lạc thuần được tách chiết DNA. 

Bảng 3. 1: Kết quả hình thái khuẩn lạc và tế bào của các chủng Bacillus spp. 

STT Mã chủng Hình ảnh khuẩn lạc Hình ảnh tế bào 

1 BC-B0020 

  

2 BC-B0027 

  

3 BC-B0028 

  

4 BC-B0029 

  

https://drive.google.com/open?id=1D2EnOafcKXfx2eKXpZ_HpkwXPlZ59BFXbCRXrJ_bAdY
https://drive.google.com/open?id=116lNfBWk0FU3TV9ogA9FH3lMrAFbT0u2HyOm9Ub5Vv0
https://drive.google.com/open?id=1VsqgfXPU4mZctcdmsdPoL8xiBX30ZNo-fAT0N8LWNRk
https://drive.google.com/open?id=1j2c0Qbs_FPZbJNjbCi4yhDpTVAZLBojHr3mRD876ps4
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3.2. Khảo sát nhiệt độ bắt cặp của các cặp mồi 

Dù đã chọn được hệ thống mồi thích hợp, các gen tương ứng vẫn có thể không 

được khuếch đại từ tất cả các chủng được khảo sát [49]. Trong trường hợp này, việc 

khảo sát nhiệt độ bắt cặp cho phản ứng PCR là cần thiết để khuếch đại các gen mục 

tiêu. Do đó, để tối ưu hóa phản ứng PCR khuếch đại các gen, nhiệt độ bắt cặp của 5 

cặp mồi đã được khảo sát để lựa chọn nhiệt độ tối ưu cho phản ứng PCRvới từng cặp 

mồi khác nhau.  

5 BC-B0037 

  

6 BC-B0039 

  

7 

BC-B0112 

 

 

  

8 BC-B0116 

  

https://drive.google.com/open?id=1leH5esTjMYjupgdMdjSnGV_9kB1cLMFJleB_2y-rh8M
https://drive.google.com/open?id=1KD1f2Pqg-T_MNprHDQnJHrSuf5YHbr3Lh6Cv0QQWPeI
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Hình 3. 1: Kết quả điện di sản phẩm PCR xác định nhiệt độ bắt cặp tối ưu của các 

cặp mồi cho phản ứng PCR khuếch đại các gen purH, pycA, rpoD, pta, glpF. Phản 

ứng PCR được thực hiện với mạch khuôn là gDNA của BC-B0029, sản phẩm PCR 

được kiểm ra bằng cách điện di bằng gel agarose 2%.  

Kết quả khảo sát nhiệt độ bắt cặp của các cặp mồi được thể hiện ở hình 3.1, 

đối với gen purH, tại nhiệt độ bắt cặp là 40,1oC, thì sản phẩm PCR khuếch đại gen 

purH cho kết quả điện di là một vạch duy nhất, còn đối với các nhiệt còn lại cho kết 

quả nhiều hơn một vạch chứng tỏ sản phẩm PCR tại các nhiệt độ này không đặc hiệu. 

Các nhiệt độ bắt cặp cho sản phẩm PCR không đặc hiệu không thể sử dụng để giải 

trình tự, vì có thể ra các đoạn trình tự không mong làm giảm chất lượng trình tự ở 

bước phân tích. Như vậy nhiệt độ bắt cặp tối ưu của cặp mồi cho phản ứng PCR 

khuếch đại gen purH là 40,1. Đối với gen pycA thì tại các nhiệt độ bắt cặp là 47,6 oC, 

49,9 oC, 51,4 oC và 52 oC đều cho sản phẩm PCR là một vạch duy nhất và rõ nét. Như 

vậy có thể chọn nhiệt độ bất kỳ trong dải nhiệt độ từ 47,6 oC đến 52 oC cho phản ứng 

PCR khuếch đại gen pycA. Tương tự với gen rpoD, trong khoảng nhiệt độ khảo sát 

48,1 oC, 48,5 oC, 50,2 oC, 52,6 oC, 55,6 oC, 57,9 oC, 59,4 oC và 60,1 oC, tất cả các mốc 

đều cho kết quả 1 vạch duy nhất rõ nét, do đó có thể kết luận các mốc nhiệt độ này 

đều thích hợp để chạy phản ứng PCR. Còn với gen pta, kết quả ở tất cả các nhiệt độ 

đều cho ra 1 vạch tuy nhiên chỉ có ở nhiệt độ 48,5oC là vạch điện di sáng nhất, chứng 

https://drive.google.com/open?id=1j2c0Qbs_FPZbJNjbCi4yhDpTVAZLBojHr3mRD876ps4
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tỏ tại nhiệt độ này nồng độ DNA được khuếch đại là cao nhất, cho nên đây là nhiệt 

độ được chọn để chạy phản ứng PCR. Cuối cùng là gen glpF, kết quả điện di cho 

thấy ở các nhiệt độ 57,9 oC, 59,4 oC và 60,1 oC đều có thể sử dụng chạy phản ứng 

PCR với một vạch duy nhất và nồng độ DNA cao tương tự nhau (Hình 3.1).  

Nhiệt độ bắt cặp dùng để chạy phản ứng PCR cho bước giải trình tự được thể 

hiện trong bảng 3.2 như sau: 

Bảng 3. 2: Nhiệt độ bắt cặp của các cặp mồi dùng để chạy PCR 

STT Mồi Nhiệt độ bắt cặp 

1 purH 40,1oC 

2 pycA 52oC 

3 rpoD 57,9oC 

4 pta 48,5oC 

5 glpF 57,9oC 

6 16S rRNA 55 oC 

Sau khi chọn được nhiệt độ bắt cặp tối ưu cho các phản ứng PCR, các gen 16S 

rRNA, rpoD, glpF, pta, pycA và purH đã được khuếch đại bằng phản ứng PCR sử 

dụng DNA tổng số của các chủng BC-B0020, BC-B0027, BC-B0028, BC-B0029, 

BC-B0037, BC-B0039, BC-B0112, BC-B0116 làm mạch khuôn, trình tự các cặp mồi 

được sử dụng trong phản ứng PCR được liệt kê trong bảng 2.3. Kiểm tra sự hiện diện 

của DNA sau khi khuếch đại bằng chạy điện di trên gel agarose 2%, kết quả điện di 

được thể hiện ở hình 3.2. Tất cả gen 16S rRNA của tám chủng phân tích được hiển 

thị dưới dạng điện di trên gel. Kích thước từ 1500-1600 kb tương ứng với kích thước 

mong muốn của gen 16S rRNA ở các loài Bacillus. 

Kết quả điện di sản phẩm PCR các gen rpoD, glpF, pta, pycA và purH của 8 

chủng Bacillus spp được thể hiện ở hình 3.3 cho thấy tất cả các chủng mục tiêu đều 

được khuếch đại thành công bằng phản ứng PCR. 40 mẫu được tinh sạch sản phẩm 

PCR bằng kit GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Scientific), sau đó chạy phản 

ứng Chain-termination PCR, sản phẩm được tinh sạch bằng Sephadex G-50 rồi tiến 

hành giải trình tự. 
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Hình 3. 2: Kết quả điện di sản phẩm PCR khuếch đại gen 16S rRNA của 8 chủng 

Bacillus spp. gel agarose 2%. Từ 1 – 8 lần lượt là BC-B0020, BC-B0027, BC-

B0028, BC-B0029, BC-B0037, BC-B0039, BC-B0112, BC-B0116 

 

Hình 3. 3: Kết quả điện di sản phẩm PCR khuếch đại các gen rpoD, glpF, pta, pycA 

và purH của 8 chủng Bacillus spp. trên gel agarose 2%. 

Chú thích: A, B, C, D, E, F, G, H lần lượt là BC-B0020, BC-B0027, BC-B0028, 

BC-B0029, BC-B0037, BC-B0039, BC-B0112, BC-B0116 
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3.3. Giải trình tự và phân tích trình tự 6 vùng gen 16S rRNA, rpoD, glpF, pta, 

pycA và purH 

Sau khi giải trình tự, tổng cộng thu được 48 trình tự từ 8 chủng Bacillus spp. 

ứng với 6 gen 16S rRNA, rpoD, glpF, pta, pycA và purH được thể hiện tóm tắt trong 

hình 3.4. Kết quả trình tự cho thấy các peak rõ ràng, không chồng chéo lên nhau. 

Các trình tự được xử lý bằng cách các đầu trình tự chất lượng thấp được loại 

bỏ bằng phần mềm ATGC (GENETYX CORPORATION), chỉ sử dụng các trình tự 

nucleotide chất lượng cao, có nghĩa là chúng phải dựa trên các peak rõ ràng, không 

gạch chân. Với mỗi gen, trình tự tham chiếu của 35 chủng đã được thu thập từ cơ sở 

dữ liệu GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), kết quả thu được 6 tập dữ liệu cho 

6 gen, mỗi tập dữ liệu bao gồm 8 chủng mục tiêu và 35 chủng tham chiếu (đã bao 

gồm 1 chủng outgroup). 

Hình 3. 4: Kết quả giải trình tự của 8 chủng mục tiêu với 6 gen 16S rRNA, rpoD, 

glpF, pta, pycA và purH 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Hình 3. 5 Trình tự được căn chỉnh, sắp xếp thẳng hàng bằng thuật toán MUSCLE 

của phần mềm MEGA11 

Với mỗi tập dữ liệu của mỗi gen được sắp xếp thẳng hàng các trình tự 

(Multiple sequence alignment) bằng thuật toán MUSCLE của phần mềm MEGA11. 

Một số đặc điểm của gen được phân tích bao gồm chiều dài (số lượng 

nucleotide), Information Parsimony Site, hàm lượng G+C và khoảng cách trung bình 

giữa các trình tự để thảo luận và so sánh thêm (Bảng 3.3). Kết quả phân tích giá trị 

khoảng cách P- distance trung bình giữa các trình tự của gen 16S rRNA trong bảng 

3.3 là 0,010%. Tương tự, khoảng cách trung bình giữa các trình tự của các gen lần 

lượt là 0,129 % (rpoD), 0,132% (pta), 0,152% (purH), 0,188% (pycA), và 0,184% 

(glpF). Giá trị P-distance trung bình giữa các housekeeping gen được sử dụng trong 

phương pháp MLSA cho thấy sự khác biệt đáng kể so với các trình tự 16S rRNA. 

Nhiều trình tự 16S rRNA giữa các loài có 100% độ tương đồng, điều này khiến các 

nhà nghiên cứu khó phân biệt các chủng mới hoặc thậm chí các loài mới nếu không 

tiến hành nghiên cứu sâu hơn. Các Information Parsimony Site (IPS) (vị trí chứa ít 

nhất hai loại nucleotide hoặc axit amin và ít nhất hai trong số chúng xảy ra với tần số 

tối thiểu là hai) ở gen 16S rRNA là 63, có nghĩa là ở gen 16S rRNA có 63 vị trí có sự 

thay đổi nuleotide với tần suất từ 2 trở lên giữa 43 trình tự đã được căn chỉnh trên 

tổng số 1475 nucleotide, tương ứng với tỷ lệ là 4,27%. Tương tự, IPS ở các gen rpoD, 

glpF, pta, pycA và purH lần lượt chiếm 31,1%, 33,8%, 38,7%, 42,7%, và 45,2%, điều 

này cho thấy IPS của 16S rRNA là thấp nhất trong 6 gen.  Như vậy mức độ bảo tồn 

của gen 16S rRNA là cao nhất trong tổng số 6 gen phân tích, tuy nhiên do mức độ 

bảo tồn cao, ít sai khác trong trình tự giữa các loài gần gũi nên các nghiên cứu dựa 

trên gen 16S rRNA là không đủ để phân biệt các loài và chủng có liên quan chặt chẽ. 



32 

So sánh các giá trị IPS của các gen rpoD, glpF, pta, pycA và purH có thể thấy mức 

độ bảo tồn của các gen này thấp hơn gen 16S rRNA do có nhiều vị trí thay đổi 

nucleotide giữa các trình tự hơn, chứng tỏ giữa các loài gần gũi thì ở các gen rpoD, 

glpF, pta, pycA và purH cũng cho thấy được nhiều sự khác biệt trình tự, có thể sử 

dụng các gen này với mục đích phân biệt các loài có mối quan hệ gần gũi. Tuy nhiên 

nếu chỉ sử dụng riêng lẻ các gen rpoD, glpF, pta, pycA hoặc purH để phân tích phát 

sinh loài có thể gây mâu thuẫn loài (kết quả cây phát sinh loài của từng gen hình 3.6 

đến 3.11). Từ đó việc kết hợp giữa gen 16S rRNA với các gen rpoD, glpF, pta, pycA 

và purH đã được tiến hành với mục tiêu tăng cả mức độ bảo tồn gen và mức độ phân 

biệt các loài gần gũi. Và việc ghép nối các gen với nhau dựa vào chỉ số IPS tăng dần 

với mục đích ưu tiên sự bảo tồn gen, thứ tự các gen ghép nối là: 16S rRNA-rpoD, 16S 

rRNA-rpoD-pta, 16S rRNA-rpoD-pta-purH, 16S rRNA-rpoD-pta-purH-glpF, 16S 

rRNA-rpoD-pta-purH-glpF-pycA và các giá trị IPS của các trình tự ghép nối với số 

lượng gen tăng dần lần lượt là 12,2%, 18,3%, 24,1%, 26,0% và 27,3%. Kết quả cho 

thấy mức độ bảo tồn từ 1 gen lên 2 gen đã tăng lên đáng kể tương ứng với giá trị IPS 

giảm, như với gen rpoD từ 31,1% còn 12,2% khi ghép nối với gen 16S rRNA. Và khi 

số lượng gen tăng lên thì giá trị IPS cũng tăng dần đồng nghĩa với mức độ bảo tồn lại 

càng giảm dẫn tới giảm độ tin cậy. Do đó không phải số lượng gen càng nhiều thì 

phân biệt loài càng tốt, tuy nhiên chưa có nghiên cứu nào đưa ra khuyến nghị rằng 

với giá trị IPS trong khoảng bao nhiêu thì có kết quả phân biệt tốt nhất, có lẽ do nó 

còn tùy thuộc vào các chủng, loài mục tiêu và phạm vi nghiên cứu nên chưa có 

khuyến nghị chung nào. Cần kết hợp thêm các dữ liệu từ cây phát sinh loài để đưa ra 

kết luận cho vấn đề này. 

Hàm lượng GC của gen 16S rRNA cao hơn so với các phân tích MLSA (Bảng 

3.3), có nghĩa là trình tự 16S rRNA có nhiều khả năng được bảo tồn hơn so với trình 

tự phân tích MLSA kết quả này phù hợp với nhận định trên về độ bảo tồn của gen 

16S rRNA. 

Bảng 3. 3: Các đặc điểm của các gen và các gen ghép nối 

Gen 

Chiều 

dài 

(gần 

đúng) 

Information 

Parsimony Site Hàm lượng 

G+C (%) 

P-distane 

(%) 
Số lượng 

Tỉ lệ 

(%) 

16S rRNA 1475 63 4,27 54,9 0,010 

rpoD 1100 351 31,1 46,3 0,129 

pta 960 329 33,8 46,4 0,132 
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Gen 

Chiều 

dài 

(gần 

đúng) 

Information 

Parsimony Site 

Hàm lượng 

G+C (%) 

P-distane 

(%) 

purH 1200 484 38,7 47,9 0,152 

pycA 720 309 42,7 46 0,188 

glpF 820 375 45,2 46,9 0,184 

16s-rpoD 2500 305 12,2 49,9 0,063 

16s-rpoD-pta 3479 635 18,3 48,9 0,083 

16s-rpoD-pta-

purH 
5018 1209 24,1 48,6 0,104 

16s-rpoD-pta-

purH-glpF 
5839 1518 26,0 48,4 0,111 

16s-rpoD-pta-

purH-glpF-pycA 
6293 1718 27,3 48,1 0,120 

3.4 Phân tích phát sinh loài  

3.4.1 Phân tích phát sinh loài từ trình tự các vùng gen 16S rRNA, rpoD, 

glpF, ptA, pycA và purH 

Cây phát sinh loài được xây dựng để phân tích phát sinh chủng loại của 8 chủng 

mục tiêu so với 35 chủng tham chiếu. Dựa vào kết quả của cây phát sinh loài từ trình 

tự gen 16S rRNA Hình 3.6, có thể chia thành bốn nhóm như sau: 

- Nhóm 1 gồm B. subtilis, B. subtilis subsp subtilis, B. subtilis subsp spizizenii 

và B. subtilis subsp inaquosorum, B. tequilensis, B. mojavensis, B. 

halotolerans và B. velezensis 

- Nhóm 2 gồm B. amyloliquefaciens, B. vallismortis và B. atrophaeus, B. 

velezensis 

- Nhóm 3 gồm B. licheniformis và B. sonorensis 

- Nhóm 4 gồm B. pumilus  

B. velezensis được xuất hiện trong hai nhóm, nhóm 1 và nhóm 2. Các nghiên cứu 

dựa trên gen 16S rRNA thường cung cấp độ phân loại thấp trong việc phân biệt giữa 

các loài có liên hệ chặt chẽ. Nhiều bài báo trước đây đã chỉ ra rằng một số loài chia 

sẻ trên 97% hoặc thậm chí 100% trình tự gen 16S rRNA [50][51][52]. Như vậy, trình 

tự gen 16S rRNA không thể sử dụng để phân biệt các loài có mối quan hệ gần gũi.. 

Hình 3.6 chỉ ra rằng, ở Nhóm 1, B. subtilis MBI 600 có mối quan hệ gần gũi với B. 

tequilensis EA-CB0015 hơn các chủng B. subtilis khác. Điều này là không phù hợp 
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vì các chủng thuộc loài B. subtilis phải có mối quan hệ gần gũi hơn với loài B. 

tequilensis (các chủng Bacillus spp. trên GeneBank được sử dụng trong nghiên cứu 

này đã được giải trình tự bộ gen nên loại trừ trường hợp các chủng này được định 

danh không chính xác). Ngoài ra, sự tương đồng về trình tự 16S rRNA là giữa B. 

subtilis và B. amyloliquefaciens, B. velezensis và B. amyloliquefaciens cao hơn 99% 

(cụ thể lần lượt là 99,52%, 99,64%), điều này cho thấy rằng đây là các loài rất khó 

phân biệt. Hơn nữa, giá trị bootstrap thấp ở nhiều nhánh (đa số <70%), cây phát sinh 

loài không được coi là đáng tin cậy. Trong bảng ma trận khoảng cách giữa các loài 

được thể hiện bằng phần trăm sự khác biệt nucleotide của trình tự gen 16S rRNA 

(bảng 3.4) ví dụ như giữa loài B. subtilis và B. amyloliquefaciens là 0,48%, B. 

velezensis và B. amyloliquefaciens là 0,36%, sự chồng chéo giữa các loài là rất lớn 

hầu như không phân biệt được. Kết hợp các dữ liệu trên, có thể nói rằng các nghiên 

cứu dựa trên gen 16S rRNA đã được công nhận rộng rãi để xác định mối quan hệ phát 

sinh loài của vi sinh vật trong một thời gian rất dài, nó có ưu điểm là phân biệt tốt 

các loài vi sinh vật có quan hệ xa, nhưng lại không tốt cho các nghiên cứu sâu hơn 

nhằm phân loại chính xác các loài có mối quan hệ gần gũi, ví dụ như các thành viên 

của chi Bacillus trong nghiên cứu này. Cây phát sinh loài của gen rpoD, glpF, ptA, 

pycA và purH cũng được xây dựng để xem liệu một gen trong các gen này có thể 

phân biệt tốt hơn gen 16S rRNA hay không.  
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Hình 3. 6: Cây phát sinh loài từ trình tự gen 16S rRNA, sử dụng phương pháp 

Neighbor-Joining.  

Tỷ lệ phần trăm bootstrap (1000 lần lặp lại) được hiển thị bên cạnh các nhánh Loài 

outgroup được sử dụng là Listeria monocytogenes strain ATCC. Scale bar = 0,01. 

Tám chủng mục tiêu được đánh dấu ♦. 

Kết quả cho thấy, cấu trúc cây phát sinh loài từ trình tự riêng lẻ của gen glpF và 

rpoD (hình 3.7 và 3.8) tương tự nhau, có thể phân biệt rõ ràng B. licheniformis và B. 

sonorensis (bootstrap đạt 100%), các nhánh dài hơn và tách biệt rõ ràng hơn so với 

cây phát sinh loài từ trình tự 16S rRNA, tuy nhiên có nhiều giá trị bootstrap bé hơn 

95% được cho là không đáng tin cậy. Bên cạnh đó, 2 cây phát sinh loài này cũng cho 
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thấy loài B. pumilus có quan hệ gần gũi với các loài còn lại hơn B. licheniformis và 

B. sonorensis.  

Cây phát sinh loài được dựng từ trình tự gen pta (hình 3.9) và 16S rRNA có cấu 

trúc tương tự nhau, ở gen pta các nhánh đã có sự phân tách rõ ràng hơn và có giá trị 

bootstrap cao hơn, tuy nhiên với giá trị bootstrap đáng tin cậy (>95%) chỉ có thể phân 

biệt ở loài B. pumilis (100%), còn lại giá trị bootstrap còn thấp tương tự mức độ phân 

loại của cây 16S rRNA. 

Tương tự với cây phát sinh loài từ trình tự gen purH (hình 3.10), các nhánh đã có 

sự phân tách rõ ràng hơn và có giá trị bootstrap cao hơn so với trình tự 16S rRNA, có 

thể phân biệt được loài B. pumilis, B. licheniformis và B. sonorensis (100%). Cây 

phát sinh loài từ trình tự gen pycA (hình 3.11), các nhánh đã tách biệt rõ ràng hơn, 

tuy nhiên giá trị bootstrap vẫn rất thấp (58%). 

Đặc điểm chung của cây phát sinh loài của các gen rpoD, pta, purH, pycA và 

glpF là có giá trị bootstrap cao ở các nhánh phụ và các nhánh chính thì giá trị 

bootstrap thấp, ngược lại với cây phát sinh loài của gen 16S rRNA, các nhánh chính 

có giá trị bootstrap cao >99%, còn các nhánh phụ thì giá trị bootstrap rất thấp như 

nhánh của nhóm 1 giá trị bootstrap chỉ đạt 12%. Điều này phù hợp với lập luận ở trên 

rằng gen 16S rRNA thì không thích hợp để phân tích phát sinh loài của các chủng có 

quan hệ gần gũi mà sử dụng các gen rpoD, pta, purH, pycA và glpF sẽ thích hợp hơn. 

Tuy nhiên, nếu chỉ sử dụng các gen rpoD, pta, purH, pycA và glpF để phân tích phát 

sinh loài thì độ tin cậy của cây phát sinh loài không cao, do các nhánh chính có giá 

trị bootstrap thấp. Kết quả này có thể ảnh hưởng bởi chỉ số IPS của các gen rpoD, 

pta, purH, pycA và glpF cụ thể lần lượt là 31,1%, 33,8%, 38,7%, 42,7%, và 45,2%, 

thể hiện mức độ bảo tồn của các gen này thấp hơn so với gen 16S rRNA. Do đó việc 

kết hợp gen 16S rRNA với các gen còn lại vừa đảm bảo mức độ bảo tồn gen vừa có 

thể tăng mức độ phân biệt các loài gần gũi, tăng độ tin cậy cho các cây phát sinh loài 

từ trình tự ghép nối. 
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Hình 3. 7: cây phát sinh loài từ trình tự gen glpF, sử dụng phương pháp 

Neighbor-Joining.  

Tỷ lệ phần trăm bootstrap (1000 lần lặp lại) được hiển thị bên cạnh các nhánh Loài 

outgroup được sử dụng là Listeria monocytogenes strain ATCC. Scale bar = 0,050. 

Tám chủng mục tiêu được đánh dấu ♦. 
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Hình 3. 8: Cây phát sinh loài từ trình tự gen rpoD, sử dụng phương pháp Neighbor-

Joining.  

Tỷ lệ phần trăm bootstrap (1000 lần lặp lại) được hiển thị bên cạnh các nhánh Loài 

outgroup được sử dụng là Listeria monocytogenes strain ATCC. Scale bar = 0,050. 

Tám chủng mục tiêu được đánh dấu ♦. 
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Hình 3. 9: Cây phát sinh loài từ trình tự gen pta, sử dụng phương pháp Neighbor-

Joining.  

Tỷ lệ phần trăm bootstrap (1000 lần lặp lại) được hiển thị bên cạnh các nhánh Loài 

outgroup được sử dụng là Listeria monocytogenes strain ATCC. Scale bar = 0,050. 

Tám chủng mục tiêu được đánh dấu ♦. 
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Hình 3. 10: Cây phát sinh loài từ trình tự gen purH, sử dụng phương pháp 

Neighbor-Joining.  

Tỷ lệ phần trăm bootstrap (1000 lần lặp lại) được hiển thị bên cạnh các nhánh Loài 

outgroup được sử dụng là Listeria monocytogenes strain ATCC. Scale bar = 0,050. 

Tám chủng mục tiêu được đánh dấu ♦. 
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Hình 3. 11: cây phát sinh loài từ trình tự gen pycA, sử dụng phương pháp Neighbor-

Joining.  

Tỷ lệ phần trăm bootstrap (1000 lần lặp lại) được hiển thị bên cạnh các nhánh Loài 

outgroup được sử dụng là Listeria monocytogenes strain ATCC. Scale bar = 0,050. 

Tám chủng mục tiêu được đánh dấu ♦. 
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3.4.2 Khảo sát số lượng gen  

Số lượng gen ghép nối cần được xem xét, dựa vào các nghiên cứu khác nhau, 

ít nhất 4-5 gen có thể được sử dụng, thậm chí nhiều gen hơn nên được xem xét [53]. 

Tuy nhiên, điều này không phổ biến đối với các nghiên cứu phân tích MLSA. Một 

số nghiên cứu cho rằng, ít hơn bốn gen được coi là đủ (mặc dù với số lượng gen này 

có thể cho kết quả đáng nghi ngờ), Ví dụ, năm 2006, Konstantinidis và cộng sự cho 

thấy rằng sự phân tích phát sinh loài của Escherichia coli bằng phương pháp MLSA 

dựa trên việc lựa chọn ba gen thì phù hợp nhất, kết quả đã được xác nhận với độ phân 

biệt thu được từ ba gen tương đương kết quả từ dữ liệu của toàn bộ genome[54]. Điều 

này xảy ra là do các khuyến nghị chung cho nghiên cứu MLSA vẫn chưa được áp 

dụng, trái ngược với các khuyến nghị được cung cấp cho nghiên cứu phát sinh loài 

dựa trên gen 16S rRNA. Như năm 2011, De Vos đã chỉ ra, số lượng gen được chọn 

thường dựa trên sự cân bằng giữa các mục tiêu như tính khả thi trong thực tế và sức 

mạnh phân biệt cần thiết [55]. Do đó việc khảo sát số lượng gen ghép nối để xây 

dựng các cây phát sinh loài đã được phân tích để so sánh mức độ phân biệt các loài 

khi thay đổi số lượng gen sử dụng trong phương pháp MLSA nhằm đem lại cái nhìn 

tổng quan hơn về việc lựa chọn số lượng gen. 

Khi so sánh cây phát sinh loài dựng từ trình tự ghép nối của gen 16S rRNA-

rpoD (Hình 3.12) với 16S rRNA (hình 3.6) cho thấy khác biệt rõ ràng nhất giữ 2 cây 

phát sinh loài này là ở cây phát sinh loài từ gen 16S rRNA cho thấy 4 chủng mục tiêu 

BC-B0027, BC-B0028, BC-B0039 và BC-B0116 đều thuộc loài B. subtilis, còn ở 

cây phát sinh loài của gen 16S rRNA-rpoD thì chỉ có 3 chủng BC-B0027, BC-B0028 

và BC-B0116 thuộc loài B. subtilis và chủng BC-B0039 là B. tequilensis với giá trị 

bootstrap đạt (100%). B. velezensis cũng không còn bị lẫn với các loài B. subtilis, tuy 

nhiên giá trị bootstrap vẫn còn tương đối thấp như nhánh các loài B. atrophaeus, B. 

amyloliquefaciens và B. velezensis chỉ đạt 78%. Với giá trị bootstrap 100% có thể 

khẳng định chủng BC-0020 là B. licheniformis. Nhìn chung các giá trị bootstrap cao 

hơn so với cây phát sinh loài từ trình tự 16S rRNA, các nhánh cũng có sự phân tách 

rõ ràng hơn nhưng vẫn chưa phân biệt được các loài khác, và giá trị bootstrap của 

nhánh chính còn thấp 93%. Như đã đề cập trước đó, 2 loài B. amyloliquefaciens và 

B. subtilis có mức độ tương đồng >99%, là 2 loài không thể phân biệt chỉ với trình 

tự 16S rRNA nên khi ghép nối thêm trình tự rpoD vào thì giá trị khoảng cách của 2 

đã tăng từ 0.48% lên 6.24% (bảng 3.4) cho thấy mức độ tương đồng trình tự của 2 

loài này đã giảm nhiều. Kết quả từ cây phát sinh loài này chỉ ra rằng có thể phân biệt 

2 loài B. amyloliquefaciens và B. subtilis này như sau: sau khi giải trình tự gen 16S 
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rRNA có thể sử dụng phương pháp MLSA kết hợp gen rpoD vào trình tự 16S rRNA 

để đưa ra kết luận loài. 

 

Hình 3. 12: Cây phát sinh loài từ trình tự 2 gen 16S rRNA-rpoD, sử dụng phương 

pháp Neighbor-Joining.  

Tỷ lệ phần trăm bootstrap (1000 lần lặp lại) được hiển thị bên cạnh các nhánh Loài 

utgroup được sử dụng là Listeria monocytogenes strain ATCC. Scale bar = 0,020. 

Tám chủng mục tiêu được đánh dấu ♦ 
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Cây phát sinh loài dựng từ 3 gen 16S rRNA-rpoD-pta (Hình 3.13) đưa ra một 

cái nhìn khác về mối quan hệ phát sinh loài trong nhóm loài B. subtilis cụ thể B. 

atrophaeus gần với B. subtilis hơn nhóm B. amyloliquefaciens và B. velezensis so với 

2 cây phát sinh loài từ gen 16S rRNA và 16S rRNA-rpoD, nhóm này cũng tách biệt 

hẳn với nhóm B. subtilis (giá trị bootstrap 100%), kết quả này phù hợp với kết quả 

nghiên cứu phân loại về phức hợp loài Bacillus subtilis của Rooney và cộng sự năm 

2009 [56]. Nghiên cứu này cho thấy khi phân tích phát sinh loài bằng phương pháp 

MLSA với sự kết hợp của 5 gen giữ nhà (gyrA, rpoB, purH, polC và groEL) cũng 

cho ra kết quả B. atrophaeus gần với B. subtilis hơn nhóm B. amyloliquefaciens và 

B. velezensis, và 2 loài B. subtilis và B. amyloliquefaciens đã được phân biệt rõ. Tuy 

nhiên chưa thể phân biệt 2 loài B. amyloliquefaciens và B. velezensis, có sự lẫn lộn 

giữa 2 loài này với giá trị bootstrap tương đối thấp 78%, kết quả này phù hợp với giá 

trị khoảng cách giữa 2 loài, chỉ đạt 0.53% cho thấy mức độ tương đồng trình tự của 

hai loài này là rất cao (bảng 3.4). Dù cùng một loài B. velezensis tuy nhiên chủng B. 

velezensis UCMB5044 có sự sai khác trình tự với các chủng còn lại dẫn đến sự phân 

nhánh, lẫn lộn giữa 2 loài B. amyloliquefaciens và B. velezensis. Có lẽ đó là lý do dẫn 

đến giá trị khoảng cách trung bình của 2 loài này là rất thấp.  
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Hình 3. 13: Cây phát sinh loài từ trình tự 3 gen 16S rRNA-rpoD-pta, sử dụng 

phương pháp Neighbor-Joining.  

Tỷ lệ phần trăm bootstrap (1000 lần lặp lại) được hiển thị bên cạnh các nhánh Loài 

outgroup được sử dụng là Listeria monocytogenes strain ATCC. Scale bar = 0,020. 

Tám chủng mục tiêu được đánh dấu ♦ 
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Tiếp tục ghép nối thêm gen purH vào kết quả trên có được cây phát sinh loài 

từ trình tự 4 gen 16S rRNA-rpoD-pta-purH (hình 3.14). Từ đây ta có thể thấy, nhánh 

B. amyloliquefaciens và B. velezensis đã tách biệt rõ ràng hơn, với giá trị bootstrap 

100% có thể kết luận 2 chủng BC-0029 và BC-0112 là B. amyloliquefaciens. Kết quả 

này tương đương với kết quả nghiên cứu genome của nhóm loài B. amyloliquefaciens 

được thực hiện bởi Ben Fan và cộng sự năm 2017 [57]. Dựa vào kết quả nghiên cứu 

genome, tác giả đã đề xuất rằng nhánh B. amyloliquefaciens nên được coi là một đơn 

vị phân loại trên cấp độ loài, bao gồm các loài B. amyloliquefaciens, B. siamensis và 

B. velezensis. Trong nhóm B. subtilis đã có sự phân nhánh rõ rệt với giá trị bootstrap 

100% như loài B. atrophaeus, B. halotolerans, B. mojavensis, và có thể kết luận BC-

0039 là B. tequilensis với giá trị bootstrap đạt 100%. Ở cây phát sinh loài từ trình tự 

ghép nối của 4 gen này gần như đã phân biệt rõ được các loài trong chi Bacilus ở 

phạm vi nghiên cứu này, tuy nhiên nhánh chính của nhóm loài B. subtilis và B. 

amyloliquefaciens có giá trị bootstraps tương đối thấp là 94% và nhánh B. subtilis và 

B. subtilis subsp subtilis chỉ đạt 80% cho thấy mức độ tin cậy vẫn chưa cao. 
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Hình 3. 14: Cây phát sinh loài từ trình tự 4 gen 16S rRNA-rpoD-pta-purH, sử dụng 

phương pháp Neighbor-Joining.  

Tỷ lệ phần trăm bootstrap (1000 lần lặp lại) được hiển thị bên cạnh các nhánh Loài 

outgroup được sử dụng là Listeria monocytogenes strain ATCC. Scale bar = 0,020. 

Tám chủng mục tiêu được đánh dấu ♦ 
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Trình tự gen pycA được ghép nối vào trình tự ở trên, xây dựng được cây phát 

sinh loài của trình tự 5 gen 16S rRNA-rpoD-pta-purH- pycA (Hình 3.15). Với kết quả 

này, các nhánh đã được phân biệt rõ ràng với giá trị bootstraps đáng tin cậy >95%. 

Tuy nhiên cấu trúc cây phát sinh loài tại nhánh các loài B. subtilis, B. inaquosorum, 

B. spizizenii, B. tequilensis, B. vallismortis có sự thay đổi đáng kể cụ thể như loài B. 

tequelensis có mối quan hệ rất gần gũi với nhóm B. subtilis, không phân biệt được rõ 

như ở trình tự 4 gen.  Đáng chú ý là nhánh loài B. spizizenii đã tách ra thành 1 nhánh 

riêng với giá trị bootstrap đạt 100% với 2 chủng B. spizizenii W23 và B. spizizenii 

ATCC 6633, nhưng chủng B. spizizenii TU-B-10 lại không nằm trong nhánh này mà 

lại xuất hiện trong nhánh của nhóm loài B. subtilis. Với kết quả này có thể đặt vấn đề 

rằng liệu chủng B. spizizenii TU-B-10 có thuộc phân loài B. subtilis subsp spizizenii 

hay không. Từ các kết quả này có thể thấy việc lựa chọn gen sử dụng trong phân tích 

MLSA ảnh hưởng đáng để đến mức độ phát sinh loài, các khảo sát tương tự nên được 

thực hiện trước khi phân tích phát sinh loài bằng phương pháp MLSA. 
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Hình 3. 15: Cây phát sinh loài từ trình tự 5 gen 16S rRNA-rpoD-pta-purH- pycA, sử 

dụng phương pháp Neighbor-Joining.  

Tỷ lệ phần trăm bootstrap (1000 lần lặp lại) được hiển thị bên cạnh các nhánh Loài 

outgroup được sử dụng là Listeria monocytogenes strain ATCC. Scale bar = 0,050. 

Tám chủng mục tiêu được đánh dấu ♦ 
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Khi ghép nối tiếp gen glpF ta được cây phát sinh loài từ 6 gen 16S rRNA-

rpoD-pta-purH-pycA-glpF (Hình 3.16), so với cây phát sinh loài từ 5 gen thì chỉ khác 

biệt ở nhánh các loài B. subtilis, B. inaquosorum, B. spizizenii, B. tequilensis, B. 

vallismortis, đặc biệt chú ý là nhánh loài B. vallismortis đã tách ra thành 1 nhánh 

riêng biệt với giá trị bootstrap 100%, chủng B. spizizenii TU-B-10 đã gần gũi với loài 

B. spizizenii hơn với giá trị bootstrap 83%. Các loài còn lại cũng phân tách thành các 

nhánh dài hơn và có giá trị bootstrap cao hơn (98% - 100%), cụ thể như nhánh nhóm 

loài B. subtilis và B. tequelensis đã có giá trị bootstrap tăng từ 63% lên 93%, và các 

nhánh loài B. subtilis và B. tequelensis đạt 100%, có thể kết luận các chủng BC-0027, 

BC-0028, BC-0116 là loài B. subtilis, BC-0039 là loài B. tequelensis. Kết quả từ cây 

phát sinh loài này cho thấy các loài được xếp vào phân loài của B. subtilis như B. 

spizizenii và B. inaquosorum, đã tách ra hẳn thành các nhánh riêng biệt, dù rằng giá 

trị bootstrap tại các nhánh này cũng còn tương đối thấp (41%). Với các nghiên cứu 

có mục đích làm rõ mối quan hệ phát sinh loài của phân loài B. inaquosorum và B. 

spizizenii thì cần tăng số lượng gen phân tích MLSA để tăng độ tin cậy cho cây phát 

sinh loài hoặc tham khảo lựa chọn các gen gyrA, rpoB, purH, polC và groEL như 

trong nghiên cứu của Rooney và cộng sự, 2009 [56].  
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Hình 3. 16: cây phát sinh loài từ trình tự 6 gen 16S rRNA-rpoD-pta-purH-pycA-

glpF, sử dụng phương pháp Neighbor-Joining.  

Tỷ lệ phần trăm bootstrap (1000 lần lặp lại) được hiển thị bên cạnh các nhánh Loài 

outgroup được sử dụng là Listeria monocytogenes strain ATCC. Scale bar = 0,020. 

Tám chủng mục tiêu được đánh dấu ♦ 
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Trong tất cả các trường hợp, các loài không chỉ được xác định dựa vào cấu 

trúc liên kết cây phát sinh loài và giá trị bootstrap mà còn ở sự tương đồng trình tự 

giữa các loài được thể hiện trong Bảng 3.4, cho thấy cái nhìn tổng quát về mức độ 

phân loại khi thay đổi số lượng gen sử dụng trong phương pháp MLSA, cụ thể như 

để phân biệt 2 loài B. subtilis và B. amyloliquefaciens có thể sử dụng phương pháp 

MLSA với chỉ 2 gen ghép nối là 16S rRNA-rpoD có thể tăng tỉ lệ khác biệt trình tự 

từ 0,48% lên 6,24%. Hoặc như loài B. amyloliquefaciens và B. velezensis thì khi sử 

dụng 6 gen thì vẫn chưa phân biệt tốt với giá trị khoảng cách rất thấp 1.18% tương 

đương tỉ lệ tương đồng trình tự lên tới 98,82% mặc dù khi quan sát bằng cây phát 

sinh loài thì cho thấy 2 loài này đã tách biệt và có chỉ số bootstrap đạt 100%, để phân 

tích phát sinh loài của 2 loài này theo Fan và cộng sự (2017) đã sử dụng phương pháp 

so sánh trình tự toàn bộ genome [57] nên việc sử dụng 6 gen để phân tích MLSA 

trong nghiên cứu này cho ra kết quả không cao là phù hợp, tuy nhiên nếu chỉ xét mục 

đích định danh đến loài 2 loài này thì sử dụng phương pháp MLSA đã chứng minh 

được ưu điểm của phương pháp này. 

Nhìn chung khi tăng số lượng gen thì mức độ khác biệt trình tự các loài tăng. 

Dựa vào kết quả từ bảng 3.4 kết hợp với kết quả từ cây phát sinh loài của các trình 

tự ghép nối càng khẳng định thêm ý kiến với 6 gen sử dụng phân tích MLSA thì phân 

loài B. inaquosorum và B. spizizenii của B. subtilis là chưa có khác biệt rõ ràng. Bên 

cạnh đó cũng cho thấy tầm quan trọng của việc chọn lựa gen trước khi tiến hành 

phương pháp MLSA, rõ ràng rằng các gen giữ nhà có chức năng quan trọng nên được 

lựa chọn vì chúng ổn định và có tính bảo tồn cao. Tuy nhiên, một số gen phổ biến 

cho phép phân loại phân cấp của tất cả các sinh vật nhân sơ phải phù hợp với gen tốt 

nhất để phân biệt các đơn vị phân loại có liên quan chặt chẽ [58]. Có nghĩa là việc 

chọn lựa gen không chỉ dựa vào mức độ phổ biến của gen đó trong nhóm loài mục 

tiêu mà còn phải là gen phân biệt tốt nhất, như trong nghiên cứu của Mulet và cộng 

sự năm 2010 về việc sử dụng phương pháp MLSA dựa trên bốn gen giữ nhà (16S 

rRNA, gyrB, rpoB và rpoD) của 107 loài trong chi Pseudomonas [59] đã thực hiện 

khảo sát mức độ bảo tồn cũng như đánh giá khả năng phân biệt các loài mục tiêu của 

các gen trước khi tiến hành phân tích MLSA. Các gen thường được lựa chọn độc lập 

cho mỗi đơn vị phân loại mới được điều tra. Sự phát triển của phương pháp MLSA 

dựa trên các housekeeping gene xuất hiện rộng rãi làm cho việc mở rộng các nghiên 

cứu MLSA (ví dụ: đối với các loài, chi hoặc họ khác nhau) trở nên dễ dàng hơn tùy 

thuộc vào mục đích nghiên cứu. Như đã được chỉ ra bởi Gevers và cộng sự [58], các 

nghiên cứu quy mô lớn về các chi nổi tiếng vẫn cần thiết để cung cấp khuôn khổ cho 

các nghiên cứu tiếp theo. Nói chung, các gen phải là các trình tự duy nhất trong bộ 
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gen, cũng như tương đồng và phổ biến trong các đơn vị phân loại được nghiên cứu. 

Zeigler [60] và De Vos [55] đưa ra thông tin chi tiết hơn về tiêu chí chọn gen để phân 

tích MLSA, những gen này chủ yếu là thành phần chính của các chức năng trao đổi 

chất cơ bản nên được lấy từ dữ liệu WGS; các gen phải là các trình tự duy nhất trong 

bộ gen, đây là điều kiện tiên quyết để tránh giải trình tự các gen cận thân là kết quả 

của sự sao chép gen và do đó có thể đã tiến hóa sang một chức năng khác; độc lập di 

truyền so với các gen khác để hạn chế khả năng chuyển gen ngang – việc chuyển gen 

giữa các tế bào độc lâp – xảy ra giữa nhiều gen; các gen được chọn phải có mặt trong 

tất cả các chủng thuộc về các đơn vị phân loại đang nghiên cứu (tức là thuộc về lõi 

bộ gen của nhóm sinh vật nhân sơ cụ thể đó); và sự biến đổi trình tự của các gen phải 

trùng với sự tương đồng bộ gen tổng thể.  

Để cung cấp giải pháp tốt hơn cho việc phân tích mối quan hệ phát sinh loài, 

cách phương pháp MLSA đã đưa ra con đường mới để nghiên cứu sâu hơn và đã 

được sử dụng rộng rãi [61] [51] [62] . Trong quá trình điều tra về sự tiến hóa và phân 

loại của các loài Glycyrrhiza làm thuốc có nốt sần bản địa ở Trung Quốc, 4 chủng 

được đề xuất là các loài mới thuộc chi Mesorhizobium bởi MLSA [63]. Rooney năm 

2009 đã sử dụng phương pháp MLSA để phân tích phát sinh loài của nhóm phức loài 

Bacillus subtilis đã đưa ra một đại diện cho một đơn vị phân loại mới là B. subtilis 

subsp. Inaquosorum[56]. 

Trong nghiên cứu này, MLSA đã trình bày một số ưu điểm so với các nghiên 

cứu dựa trên gen 16S rRNA. Mặc dù cây phát sinh loài dựa trên MLSA cho thấy cấu 

trúc liên kết tương tự với cây trình tự gen 16S rRNA, nhưng phương pháp MLSA cho 

thấy độ phân biệt rõ ràng hơn, các nhánh cũng dài hơn và được hỗ trợ bởi các giá trị 

bootstrap cao hơn nhiều. Thay vì các loài chồng chéo trong cây phát sinh loài 16S 

rRNA hình 3.6, các loài Bacillus trong phương pháp MLSA được tách biệt. Chúng ta 

có thể dễ dàng nhận thấy 13 loài khác nhau thuộc chi Bacillus có bất kỳ sự trộn lẫn 

nào. Cùng với đó, phương pháp MLSA đã đưa ra một cái nhìn mới về mối quan hệ 

phát sinh loài trong quần thể chi Bacillus đặc biệt là nhóm loài Bacillus subtilis. Bởi 

vì sự phân biệt hiện nay đã rõ ràng hơn nhiều, một số loài dường như có mối quan hệ 

khác, chẳng hạn như B. atrophaeus gần với B. subtilis hơn B. amyloliquefaciens hoặc 

B. velezensis hiện thuộc các nhánh khác với B. amyloliquefaciens.  
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Bảng 3. 4 Giá trị khoảng cách trình tự (%) giữa các loài khi thay đổi số lượng gen 

phân tích MLSA. Ma trận khoảng cách được tính toán bằng phương pháp p-

distance, bootstraps 1000 (số lần lặp lại), bằng chương trình MEGA11 

 

                 Gen

 

Loài 16S rRNA

16S rRNA-

ropD

16S rRNA-

ropD-pta

16S rRNA-

ropD-pta-

purH

16S rRNA-

ropD-pta-

purH-glpF

16S rRNA-

ropD-pta-

purH-glpF-

pycA 

B.amyloliquefaciens

B.subtilis 0,48 6,24 8,98 11,78 13,04 13,63

B.tequilensis 0,40 6,34 9,11 11,71 12,92 13,48

B.licheniformis 2,04 9,14 11,31 14,01 16,01 16,69

B.velezensis 0,36 0,53 0,69 1,10 1,12 1,18

B.spizizenii 0,59 6,44 9,25 11,95 13,26 13,83

B.atrophaeus 0,14 4,89 7,85 11,17 12,46 13,28

B.inaquosorum 0,74 6,53 9,16 11,79 13,02 13,63

B.sonorensis 2,37 8,97 11,26 13,85 15,84 16,71

B.vallismortis 0,57 6,28 9,19 11,88 13,16 13,96

B.mojavensis 0,67 6,41 9,06 11,74 13,14 13,78

B.halotolerans 0,66 6,33 8,96 11,70 13,07 13,82

B.pumilus 2,91 9,97 13,19 16,95 18,39 19,06

B.subtilis 16S rRNA

16S rRNA-

ropD

16S rRNA-

ropD-pta

16S rRNA-

ropD-pta-

purH

16S rRNA-

ropD-pta-

purH-glpF

16S rRNA-

ropD-pta-

purH-glpF-

pycA 

B.tequilensis 0,12 1,60 2,33 3,70 4,21 4,23

B.licheniformis 1,83 9,02 11,48 13,50 15,33 16,19

B.velezensis 0,18 6,20 8,86 11,63 12,84 13,44

B.spizizenii 0,21 1,35 1,90 3,34 4,07 4,25

B.atrophaeus 0,44 5,53 7,78 10,46 11,17 11,82

B.inaquosorum 0,33 1,27 1,62 3,02 3,43 3,59

B.sonorensis 2,11 9,19 11,71 13,88 15,80 16,58

B.vallismortis 0,49 1,80 2,72 4,06 4,62 5,11

B.mojavensis 0,29 2,93 4,20 5,72 6,65 7,07

B.halotolerans 0,27 2,78 4,03 5,87 6,68 7,20

B.pumilus 2,85 9,95 12,82 15,62 16,95 17,50

B.tequilensis 16S rRNA

16S rRNA-

ropD

16S rRNA-

ropD-pta

16S rRNA-

ropD-pta-

purH

16S rRNA-

ropD-pta-

purH-glpF

16S rRNA-

ropD-pta-

purH-glpF-

pycA 

B.licheniformis 1,81 8,62 11,48 13,60 15,23 16,12

B.velezensis 0,14 6,18 8,94 11,57 12,78 13,35

B.spizizenii 0,24 1,46 2,25 3,51 4,35 4,55

B.atrophaeus 0,36 5,54 7,90 10,47 11,34 12,01

B.inaquosorum 0,36 1,43 2,10 3,37 3,80 3,98

B.sonorensis 2,08 8,76 11,52 13,65 15,56 16,37

B.vallismortis 0,47 2,09 3,00 4,25 4,69 5,18

B.mojavensis 0,29 3,19 4,48 6,05 6,91 7,29

B.halotolerans 0,29 2,89 4,41 6,38 7,13 7,58

B.pumilus 2,80 9,93 12,86 15,62 17,24 17,77

B.licheniformis 16S rRNA

16S rRNA-

ropD

16S rRNA-

ropD-pta

16S rRNA-

ropD-pta-

purH

16S rRNA-

ropD-pta-

purH-glpF

16S rRNA-

ropD-pta-

purH-glpF-

pycA 

B.velezensis 1,86 8,84 11,17 13,77 15,79 16,48

B.spizizenii 1,81 8,87 11,59 13,78 15,61 16,46

B.atrophaeus 2,04 9,64 11,49 13,47 15,06 15,91

B.inaquosorum 1,95 8,99 11,51 13,37 15,13 15,96

B.sonorensis 0,62 4,97 6,92 8,54 9,56 10,22

B.vallismortis 2,04 8,84 11,39 13,52 15,32 16,17

B.mojavensis 1,88 9,29 11,82 13,77 15,55 16,24

B.halotolerans 1,88 9,23 11,69 13,91 15,69 16,40

B.pumilus 3,84 11,83 14,44 17,51 18,93 19,65
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                 Gen

 

Loài 16S rRNA

16S rRNA-

ropD

16S rRNA-

ropD-pta

16S rRNA-

ropD-pta-

purH

16S rRNA-

ropD-pta-

purH-glpF

16S rRNA-

ropD-pta-

purH-glpF-

pycA 

B.velezensis

B.spizizenii 0,29 6,38 9,17 11,88 13,15 13,71

B.atrophaeus 0,31 4,99 7,92 11,27 12,48 13,20

B.inaquosorum 0,41 6,46 9,11 11,73 12,91 13,51

B.sonorensis 2,15 8,81 11,22 13,74 15,73 16,61

B.vallismortis 0,47 6,41 9,23 11,86 13,12 13,92

B.mojavensis 0,33 6,32 9,03 11,72 13,05 13,68

B.halotolerans 0,34 6,25 8,90 11,59 12,92 13,67

B.pumilus 2,85 10,06 13,22 16,92 18,27 18,93

B.spizizenii 16S rRNA

16S rRNA-

ropD

16S rRNA-

ropD-pta

16S rRNA-

ropD-pta-

purH

16S rRNA-

ropD-pta-

purH-glpF

16S rRNA-

ropD-pta-

purH-glpF-

pycA 

B.atrophaeus 0,57 5,46 7,54 9,99 10,90 11,58

B.inaquosorum 0,19 0,85 1,46 2,28 3,23 3,27

B.sonorensis 2,08 9,04 11,62 13,52 15,57 16,40

B.vallismortis 0,37 1,39 2,13 3,22 4,11 4,66

B.mojavensis 0,22 2,99 4,19 5,62 5,74 6,23

B.halotolerans 0,14 2,70 4,06 5,73 5,81 6,46

B.pumilus 2,88 10,30 12,96 15,59 17,10 17,64

B.atrophaeus 16S rRNA

16S rRNA-

ropD

16S rRNA-

ropD-pta

16S rRNA-

ropD-pta-

purH

16S rRNA-

ropD-pta-

purH-glpF

16S rRNA-

ropD-pta-

purH-glpF-

pycA 

B.inaquosorum 0,72 5,66 7,81 10,17 10,95 11,55

B.sonorensis 2,37 9,32 11,58 13,60 15,45 16,43

B.vallismortis 0,54 5,64 7,74 10,29 11,21 11,87

B.mojavensis 0,65 5,06 7,34 9,89 10,86 11,64

B.halotolerans 0,65 5,18 7,31 9,85 10,71 11,53

B.pumilus 2,88 10,39 13,11 15,85 17,07 17,58

B.inaquosorum 16S rRNA

16S rRNA-

ropD

16S rRNA-

ropD-pta

16S rRNA-

ropD-pta-

purH

16S rRNA-

ropD-pta-

purH-glpF

16S rRNA-

ropD-pta-

purH-glpF-

pycA 

B.sonorensis 2,08 9,20 11,66 13,61 15,58 16,42

B.vallismortis 0,47 1,18 2,14 2,97 3,58 4,09

B.mojavensis 0,36 2,95 4,02 5,28 6,31 6,68

B.halotolerans 0,29 2,69 3,92 5,47 6,42 6,95

B.pumilus 2,88 10,09 12,72 15,41 16,94 17,46

B.sonorensis 16S rRNA

16S rRNA-

ropD

16S rRNA-

ropD-pta

16S rRNA-

ropD-pta-

purH

16S rRNA-

ropD-pta-

purH-glpF

16S rRNA-

ropD-pta-

purH-glpF-

pycA 

B.vallismortis 2,37 9,34 12,02 13,92 15,95 16,75

B.mojavensis 2,15 9,32 11,57 13,75 15,80 16,54

B.halotolerans 2,15 9,07 11,45 13,69 15,74 16,47

B.pumilus 3,95 11,22 14,23 17,54 19,01 19,76

B.vallismortis 16S rRNA

16S rRNA-

ropD

16S rRNA-

ropD-pta

16S rRNA-

ropD-pta-

purH

16S rRNA-

ropD-pta-

purH-glpF

16S rRNA-

ropD-pta-

purH-glpF-

pycA 

B.mojavensis 0,54 3,39 4,77 6,21 7,12 7,40

B.halotolerans 0,47 3,21 4,73 6,39 7,27 7,58

B.pumilus 2,88 10,29 12,92 15,57 17,19 17,91

B.mojavensis 16S rRNA

16S rRNA-

ropD

16S rRNA-

ropD-pta

16S rRNA-

ropD-pta-

purH

16S rRNA-

ropD-pta-

purH-glpF

16S rRNA-

ropD-pta-

purH-glpF-

pycA 

B.halotolerans 0,14 0,54 0,88 1,86 1,98 2,06

B.pumilus 3,09 10,13 13,06 15,84 17,37 17,98

B.halotolerans 16S rRNA

16S rRNA-

ropD

16S rRNA-

ropD-pta

16S rRNA-

ropD-pta-

purH

16S rRNA-

ropD-pta-

purH-glpF

16S rRNA-

ropD-pta-

purH-glpF-

pycA 

B.pumilus 2,99 9,98 12,82 15,68 17,27 17,95
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUẬN 

- Đã xác định được nhiệt độ bắt cặp tối ưu đối với các cặp mồi sử dụng cho 

phản ứng PCR khuếch đại các gen rpoD, pta, purH, glpF và pycA. Các gen 

16S rRNA, rpoD, pta, purH, pycA và glpF của 8 chủng Bacillus spp. đã được 

giải trình tự thành công và các trình tự này được sử dụng để phân tích phát 

sinh loài 

- Gen 16S rRNA, rpoD, pta, purH, pycA và glpF riêng lẻ thì không thích hợp để 

phân tích phát sinh loài của các chủng có quan hệ gần gũi và độ tin cậy của 

cây phát sinh loài không cao. 

- Thứ tự các gen ghép nối phân tích MLSA: 16S rRNA-rpoD, 16S rRNA-rpoD-

pta, 16S rRNA-rpoD-pta-purH, 16S rRNA-rpoD-pta-purH-glpF, 16S rRNA-

rpoD-pta-purH-glpF-pycA 

- Có thể định danh loài B. amyloliquefaciens và B. subtilis bằng phương pháp 

MLSA với trình tự gen ghép nối 16S rRNA-rpoD. 

- BC-B0020 là Bacillus licheniformis; BC-B0027, BC-B0028, BC-B0116 là 

Bacillus subtilis; BC-B0029, BC-B0112 là Bacillus amyloliquefaciens; BC-

B0037 là Bacillus pumilus, BC-B0039 là Bacillus tequelensis 

KIẾN NGHỊ 

- Khảo sát thêm các housekeeping gen khác để phân tích phát sinh loài bằng 

phương pháp MLSA 

- So sánh kết quả phát sinh loài bằng phương pháp MLSA với dữ liệu toàn bộ 

genome  
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TÓM TẮT 

Bacillus subtilis và B. amyloliquefaciens thuộc nhóm loài Bacillus subtilis. Sự tương đồng về đặc điểm hình thái, 

sinh hóa và trình tự 16S rRNA ở hai loài này là rất cao, lên đến 99%. Nghiên cứu này được thực hiện nhằm ứng dụng 

kỹ thuật Multilocus Sequence Analysis (MLSA) dựa trên sự kết hợp của trình tự của 5 gen giữ nhà (housekeeping 

genes): glpF, pta, purH, pycA và rpoD để phân tích phát sinh loài của 2 loài B. subtilis và B. amyloliquefaciens. Sau 

khi khuếch đại bằng phản ứng PCR và giải trình tự 5 gen, cây phát sinh loài được xây dựng từ trình tự ghép nối của 5 

gen giữ nhà và so sánh với cây phát sinh loài được xây dựng chỉ dựa trên trình tự vùng16S rRNA. Kết quả cho thấy 

rằng, cây phát sinh loài được xây dựng bằng kỹ thuật MLSA có sự phân nhánh rõ rệt hơn giữa B. subtilis và B. 

amyloliquefaciens, các nhánh cũng dài hơn và có giá trị tin cậy cao hơn so với cây phát sinh loài từ 16S rRNA. Các 

loài khác thuộc chi Bacillus cũng có sự tách biệt rõ hơn. Sử dụng kỹ thuật MLSA để xây dựng cây phát sinh loài đã 

đưa ra một cái nhìn mới về mối quan hệ về tiến hóa trong nhóm loài B. subtilis. Bởi vì sự phân tách giữa các nhóm 

loài rõ hơn, một số loài thuộc chi Bacillus dường như có mối quan hệ khác nhau trong quá trình tiến hóa, chẳng hạn 

như B. atrophaeus gần với B. subtilis hơn B. amyloliquefaciens hoặc B. velezensis hiện thuộc các nhánh khác với B. 

amyloliquefaciens.  

Từ khóa: Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis, housekeeping gene, Multilocus Sequence Analysis, phát sinh 

loài. 
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SUMMARY 

Bacillus subtilis and B. amyloliquefaciens belong to the subgenus, namely Bacillus subtilis species complex. The 

colonical morphology, biochemical characteristics and 16S rRNA sequences of the two species are more than 99 

percent indentical to each other. In this study, we created the MLSA scheme based on the concatenation of the five 

protein-coding housekeeping genes, glpF, pta, purH, pycA, and rpoD, to generate phylogentic tree and subsequently 

deduce phylogenies. After PCR amplification and sequencing, phylogenetic tree from the five-concatenated 

sequences is constructed and compared with 16S rRNA gene-based phylogenetic tree. The results show that the 

phylogenetic tree created by MLSA scheme displays higher resolution between the two species, B. subtilis and B. 

amyloliquefaciens, the phylogenetic branches are also longer and supported by much higher bootstrap values 

compared to the 16S rRNA gene-based phylogenetic tree. Other Bacillus species were also obviously distinguished. 

Using MLSA scheme to generate phylogentic tree has given a new look for evolution relationship in the B. subtilis 

species complex. Because of the more discrimination between Bacillus species, some species seem to have different 

relationship, such as B. atrophaeus are closer to B. subtilis than B. amyloliquefaciens or B. velezensis are belong 

other branches with B. amyloliquefaciens. 

Keywords: Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis, housekeeping gene, Multilocus Sequence Analysis, 

phylogeny. 
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A multi locus sequence analysis (MLSA approach) was 

studied on the Bacillus genus, or the Bacillus subtilis species 

complex for specific, including 08 strains from four species (B. 

subtilis, B. pumilus, B. licheniformis and B. amyloliquefaciens) 

were provided by Biotechnology Center of Ho Chi Minh City. The 

research was based on sequences of 16S rRNA genes, the 

concatenation of five protein-coding housekeeping genes: glpF, 

pta, purH, pycA, and rpoD. After PCR amplification and 

sequencing the phylogenetic tree of 16S rRNA sequences, 

concatenate sequences (as well as the phylogenetic tree of each 

housekeeping gene) are constructed for comparison and discussion. 

The aim of this study is reach for better resolution and 

differentiation of strains and species within the B. subtilis species 

and to determine whether MLSA scheme show advantages in 16S 

rRNA gene-based studies. 

1. Introduction  

The genus Bacillus was named in 1835 by Christian Gottfried Ehrenberg, to contain rod-

shaped (bacillus) bacteria (Ehrenberg, 1835). Bacillus was later amended by Ferdinand Cohn to 

further describe them as spore-forming, Gram-positive, aerobic, or facultatively anaerobic 

bacteria (Cohn, 1872).  Since identified, Bacillus species have been studied worldwide for their 

uses in many medical, pharmaceutical, agricultural, and industrial processes that take advantage 

of their wide range of physiology characteristics and capacity to produce a variety of enzymes, 

antibiotics, and other metabolites (Turnbull & Baron, 1966). At the time of writing, there are 318 

species have been named in total, with Bacillus subtilis as the type species (Skerman, McGowan, 

& Sneath, 1980). The Bacillus subtilis species complex is a group that presents phylogenetically 

and phonetically homogenous species, consisting of the important species B. subtilis, B. 

licheniformis, and B. pumilus (Fritze, 2004). Besides the three original species has been 

mentioned above, which were described in 1973 (Gordon, Haynes, & Pang, 1973), many novel 

species have been identified that belong to the B. subtilis species complex, which is: B. 

atrophaeus (Nakamura, 1989), B. mojavensis (Roberts, Nakamura, & Cohan, 1994), B. 

vallismortis  (Roberts et al., 1994), B. sonorensis (Palmisano, Nakamura, Duncan, Istock, & 

Cohan, 2001), B. velezensis (Ruiz-García, Béjar, Martinez-Checa, Llamas, & Quesada, 2005), B. 
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tequilensis (Gatson et al., 2006), B. halotolerans (Bacon & Hinton, 2002) and B. 

amyloliquefacien (Priest, Goodfellow, Shute, & Berkeley, 1987). Also, in 1999 (Nakamura, 

Roberts, & Cohan, 1999) B. subtilis was subdivided into two subspecies: 

B. subtilis subsp. subtilis, B. subtilis subsp. spizizenii and in 2009 (Rooney, Price, Ehrhardt, 

Swezey, & Bannan, 2009), B. subtilis subsp. inaquosorum has been classified as the third 

subspecies of B. subtilis. For the B. subtilis species complex, it has been recognized that these 

species are hard to distinguish on the basis of traditional phenotypic methods for many years.  

For over 40 years, in perspective of phylogenetic analyses of bacteria, the 16S rRNA gene 

is most popular genetic marker for identification of bacteria (Yarza et al., 2014). Liu’s study that 

we use 16S rRNA gene sequence is unable to distingguish different strains (Liu et al., 2013).  

The Multi Locus Sequence Analysis (MLSA) method has been increasingly used in 

phylogeny and taxonomy (Gevers et al., 2005) (Peeters et al., 2016). In general, MLSA 

concatenates the sequence of gene fragments of the housekeeping genes and utilize this 

concatenated sequence to determine phylogenetic relationships.  

Many housekeeping genes are rpoD (RNA polymerase sigma factor), pycA (pyruvate 

carboxylase), pta (phosphate acetyltransferase), glpF (glycerol uptake facilitator) and purH 

(phosphoribosyl aminoimidazole carboxamide formyl transferase), because (Glaeser & Kämpfer, 

2015). The concatenated housekeeping genes could minimize the weight, combination and 

position of closely strains (Glaeser & Kämpfer, 2015; Timilsina et al., 2015). This analysis 

MLSA assigns a high similarity between sequences differing only a single nucleotide. As a 

result, this analysis is more suitable for organisms with clonal evolution and can determine 

phylogenic relationships between closely related species. 

In this study, the new MLSA scheme was created based on five housekeeping genes with 

glpF, pta, purH, pycA, rpoD and 16S rRNA, then construct the phylogenetic tree to compare 

between 16S rRNA gene-based studies and MLSA scheme to show that whether MLSA 

approach truly better resolution than 16S rRNA sequences. 

2. Materials and methods 

2.1. Strains and primers 

Eight strains from the Bacillus subtilis species complex whose names have been validly 

published belonging to the genus Bacillus were analyzed in this study (Table 1). All strains 

belonged to the HCMBiotech Collection of Microorganisms (HBCM) in the Biotechnology 

Center of Ho Chi Minh City, Vietnam. 

These strains were grown aerobically on TSA agar. An addition of 35 Bacillus species 

(34 species belong to the B. subtilis species complex, one used as an outgroup) was used to 

reconstruct the phylogenetic tree. All 35 Bacillus species were retrieved from National Center 

for Biotechnology Information (NCBI) accession number can be found in Supplementary Table 

1. All oligonucleotide primers used in this study are listed in Table 2. Primers’s names include 

all information on the region amplified for each gene. 
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Table 1 

The information of all strains used in this study include strains ID, Bacterium’s name 

Strains number Strains ID Bacterium 

1 HBCM-B0029 B. amyloliquefaciens 

2 HBCM-B0037 B. pumilus 

3 HBCM-B0027 B. subtilis 

4 HBCM-B0028 B. subtilis 

5 HBCM-B0039 B. tequilensis 

6 HBCM-B0020 B. licheniformis 

7 HBCM-B0116 B. subtilis 

8 HBCM-B0112 B. amyloliquefaciens 

Source: HBCM data bacteria of collecting species 

Table 2 

List of primers were used in this study 

Primers Sequence (5’-3’)1 Target genes Source 

20F AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 
16S rRNA 

Integrated 

DNA 

Technologies 

1500R CGA TCC TAC TTG CGT AG 

glpF-F WTG ACA GCA TTT TGG GG glycerol uptake 

facilitator (glpF) glpF-R GTA AAA TAC RCC GCC GA 

pycA-F AAA TCA GAR GCG AAA GC pyruvate carboxylase 

(pycA) pycA-R CCT GAG CGG TAA GCC AT 

pta-F ATA CAT AYG AAG GVA TGG AAG A phosphotransacet

ylase (pta) pta-R TAG CCG ATR TTY CCY GCT 

purH-F AYA TTC ACG GMG GNC TBC T phosphoribosyl 

aminoimidazole 

carboxamide formyl 

transferase (purH) 
purH-R TGY TCK BTC GGY TCY CTT TT 

rpoD-F GCY GAA GAA GAA TTT GAC CTB AA RNA polymerase 

sigma factor (rpoD) rpoD-R CGT TTR CTT CTG CTH GGA TGT CT 

1Degenerate base codes: R = A+G; Y = C+T; M = A+C; K = G+T; W = A+T; H = A+T+C; B = G+T+C;  

N = A+C+G+T; V = A+C+G 

Source: The researcher’s data analysis 

2.2. DNA extraction and Annealing temperature determining 

Total DNA extraction were completed by using chemical and enzymatic lysis protocol to 

extract DNA from bacterial biomass (Elkins, 2013). The quantity and purity of the total DNA 
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were measured using a Nanodrop spectrophotometer at 260/280nm. The optimum annealing 

temperature of each primer pair was determined by gradient PCR, using a range of eight 

different temperatures with Tm - 5 degrees as the middle temperature. The PCR results were 

analysis by 1% agarose gel electrophoresis with a DNA ladder from Thermo Fisher Scientific. 

The annealing temperature displaying a good amplification was selected for later PCR reactions. 

The base Tm of each primer was taken from the production, and was shown in Supplementary 

Table 2. Five different temperatures for each primer are shown in Supplementary Table 3. 

2.3. Amplification and Sequencing 

In each strain, five gene fragments glpF, pycA, pta, purH and rpoD were amplified and 

sequenced. The 16S rRNA region was also amplified and sequenced for comparison. PCR 

amplification was performed on total DNA extraction. The amplification recipe followed 

Thermal Scientific DreamTaq DNA Polymerase according to the manufacturer’s 

recommendation. All reactions were performed in an Eppendorf Mastercycler EP gradient 

thermocycler. After amplification step, PCR products were visualized by 1% electrophoresis 

agarose gel and stained with GelRed® Nucleic Acid Gel Stain (Biotium). Their concentration is 

verified by a Nanodrop spectrophotometer at 260/280nm. Then, PCR products were purified 

using the PCR purification kit (Axygen Scientific, Inc., USA) according to the manufacturer’s 

instructions and collected DNA purified PCR products were. Next, purified PCR products were 

sequenced using the Sanger sequencing method with BigDye™ Direct Cycle Sequencing Kit 

(Thermo Fisher Scientific). 

2.4. Individual gene analyses 

Some characteristics of the individual gene was analyzed such as parsimony informative 

sites, GC content and sequence similarities for further discussion and comparison. 

2.5. Multisequence alignment 

PCR sequencing products were then imported into machine to get fully nucleotide 

sequences. The nucleotide sequences were edited by using ATGC software (GENETYX 

CORPORATION). After that, all gene sequences were analyzed using the software MEGA-X to 

compare. Sequences from the 16S region and five other housekeeping genes glpF, pycA, pta, 

purH and rpoD from different Bacillus isolates strains and one species from outside of the B. 

subtilis species complex are obtained from NCBI. Multisequence alignment using ClustalW with 

default settings to align the same region on different strains obtained. Phylogenic analysis from 

individual genes was conducted, then gene fragments of each species were concatenated. 

Phylogenic reconstructions were generated in each strain in this study using Neighbor-Joining 

Analysis in MEGA-X. 

3. Results 

3.1. Primers optimal annealing temperature 

The goal of this experiment was to determine the optimal annealing temperature of five 

pairs of primers: glpF, pycA, pta, purH, rpoD. Gradient PCR was used to determine the optimal 

annealing temperature for PCR reactions to amplify the five genes’ fragments. PCR products 

were visualized under agarose gel electrophoresis. The result shows that in the glpF fragment the 

optimal temperature is 48˚C. Similarly, the optimal temperature for four genes fragments pycA; 

pta purH, rpoD is 46˚C, 49˚C, 54˚C, and 51˚C, respectively. 
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Figure 1. Gradient PCR results for determination of optimal annealing temperature (46˚C, 49˚C, 

54˚C, 51˚C) for primer pairs of the five genes fragments. (A) is glpF, (B) is pycA, (C) is pta, (D) 

is purH, (E) is rpoD. The “L” is short for DNA ladder 

3.2. PCR amplification and sequencing 

The five gene fragments and 16S region were amplified and sequenced on eight strains. 

 

Figure 2. PCR amplification on eight strains. The “L” is short for DNA ladder.  

(A) to (H) are strain 1 to strain 8, respectively 
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Figure 3. PCR amplification on eight 

strains for 16S region. Lanes 1 to 8: 

strain 1 to strain 8, respectively 

 

Figure 4. Phylogenetic tree of Bacillus subtilis species complex using 16S rRNA sequence 

analyzed by Neighbor-Joining method. Bacillus cereus ATCC 14579 was used as an outgroup. All 

phylogenetic trees were based on 1,000 replications (bootstraps). Scale bar = 0.0050 substitutions 

per nucleotide position. Eight strains which used for analysis are labeled with black dot 
Source: Gordon et al. (1973) 
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Figure 5. Phylogenetic tree of Bacillus subtilis species complex using MLSA scheme analyzed 

by Neighbor-Joining method. Bacillus cereus ATCC 14579 was used as an outgroup.  

All phylogenetic trees were based on 1,000 replications (bootstraps). Scale bar = 0.050 substitutions 

per nucleotide position. Eight strains dwhich used for analysis are labeled with black dot 

Source: Gordon et al. (1973) 

Table 3 

Characteristics of the 16S rRNA gene, single housekeeping gene and the concatenated genes 

from all strains. (Konstantinidis & Tiedje, 2005) 

Locus 
Length 

(approximate) 

Parsimony informative site 
GC content (%) Similarities (%) 

No. % 

16S rRNA 1475 63 4.27 54.9 96.95 - 100 

glpF 820 375 45.2 46.9 73.41 - 100 

pta 960 329 33.8 46.4 78.42 - 100 



 
   Dao Nu Dieu Hong et al. HCMCOUJS-Engineering and Technology, 12(2), 22-33 29 

purH 1200 484 38.7 47.9 77.91 - 99.92 

pycA 720 309 42.7 46 75.29 - 99.91 

rpoD 1100 351 31.1 46.3 81.02 - 100 

MLSA 4800 1902 38.7 47.1 78.77 - 99.66 

4. Discussion 

All 16S rRNA region of eight analyzed strains is visualized under gel electrophoresis. 

The length was easy to determine as it goes from 1,500 base pairs to 1,600 base pairs, which 

match with the common length of 16S rRNA region in Bacillus species. All sequences are 

reverse complement (if needed) for the same plus strand. To maintain the right order for a further 

experiment, we came to the decision that the order of gene fragments concatenate would follow 

alphabet order. The final concatenate gene will be glpF-pta-purH-pycA-rpoD, and the length of 

the concatenate gene will be approximately 4,700 base pairs. 

We suggest that within the B. subtilis species complex four groups can be distinguished 

based on the result of the 16S rRNA phylogenetic tree: 

 Group (I) consisting of B. subtilis including its three subspecies: B. subtilis subsp 

subtilis, B. subtilis subsp spizizenii, and B. subtilis subsp inaquosorum, B. tequilensis, B. 

mojavensis, B. halotolerans 

 Group (II) consisting of B. amyloliquefaciens and B. vallismortis and B. atrophaeus 

 Group (III) consisting of B. licheniformis and B. sonorensis 

 Group (IV) consisting of B. pumilus  

B. velezensis was appeared in two group, Group (I) and Group (II). 

As we had mention above, 16S rRNA gene-based studies often provides low resolution in 

differentiation between species that are very closely related. Many previous papers have shown 

that some species share over 97% or even 100% of 16S rRNA gene sequences (Das, Dash, 

Mangwani, Chakraborty, & Kumari, 2014). In this study, we found that there are two problems 

in dealing with 16S rRNA gene-based studies. The first thing is that the strains in the same 

species have almost 99.9% similarities between 16S rRNA gene sequences. For instance, in 

Figure 4, in Group (I), there are 02 strains of B. subtilis retrieved from NCBI (SCRM 103637 

and GOT9) sharing 100% sequence similarities. This also occurred in three other groups. The 

second thing is 16S rRNA region between species to species also shown no significant 

difference. Look at Group (I) when B. subtilis MBI 600 shares more similarities with B. 

tequilensis EA-CB0015 than other B. subtilis species. Also, the sequence identity means between 

B. subtilis and B. amyloliquefaciens is higher than 99% (approximate 99.35%). This is a really 

high identity considering these two species are very hard to distinguish. Furthermore, the 

bootstrap value is low in many branches, the tree is not considered reliable. Combine all the 

observation, we can say that although 16S rRNA gene-based studies has been widely recognized 

for microorganisms’ phylogenetic relationships identification for a very long time, it still has a 

downside and not good for further research to examine the accurate taxonomic position or to 

obtain higher resolution for phylogenetic relationships, for example, the strains of the B. subtilis 

species complex in this study. 

In order to provide better resolution for relationship phylogenetic resolution, the MLSA 

approach has given a new path for further research and has been extensively used (Martens et al., 

2008). Some species used the MLSA method based on housekeeping genes such as 

Pseudomonas, Glycyrrhiza, Mesorhizobium (Ampomah, Mousavi, Lindstrom, & Huss-Danell, 
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2017; Mulet, Lalucat, & Garcia-Valdes, 2010). 

 In this study, MLSA has presented some advantages over 16S rRNA gene-based studies. 

Although the phylogenetic tree based on MLSA shown a similar topology to the 16S rRNA 

genes sequences tree, the MLSA approach demonstrated more clear resolution, the branches are 

also longer and supported by much higher bootstrap values. Instead of the disorders species in 

16S rRNA phylogenetic tree, Bacillus species in the MLSA approach are separated. We can 

easily see that 13 different species belong to the Bacillus subtilis species complex without any 

mixing. Along with that, the MLSA approach has given a new look at phylogeny relationship in 

the Bacillus subtilis species complex. Because the resolution is much clearer now, some species 

seem to have a different relationship, such as B. atrophaeus are closer to B. subtilis than B. 

amyloliquefaciens or B. velezensis now belong to other branches with B. amyloliquefaciens.  

There are some materials that support the MLSA approach to making phylogenetic trees. 

The similarities between sequences in the MLSA scheme shown significantly different than 

sequences in 16S rRNA. In 16S rRNA, some sequences share 100% similarities, which is make 

researchers harder to distinguish new strains or even new species if not conduct further research. 

Parsimony informative sites also state that 16S rRNA gene-based studies are inadequate to 

discriminate closely related strains and species with only 4.27%. MLSA approach with 38.7% 

parsimony informative site is much more supported for better resolution in phylogeny. A 

phylogenetic tree of each housekeeping gene was also conducted to see if one housekeeping 

gene can also show better resolution than 16S rRNA. All five trees (Supplementary Figure 1 to 

Supplementary Figure 5) demonstrated a similar topology tree to the MLSA tree, but bootstrap 

values are lower, with some species still showning high similarities in sequences. The order of 

phylogenetic species is also not homologous with the MLSA tree, for instance, the phylogenetic 

tree of pta genes (Supplementary Figure 2) and purH genes (Supplementary Figure 5). Despite 

many reasons to support the MLSA approach, there still cannot completely reject 16S rRNA 

gene-base studies. GC content of 16S rRNA is higher than MLSA approach, which means 16S 

rRNA sequences are more likely conserved than MLSA sequences, also higher GC content 

contains more information about phylogenetics although in this study GC content of 16S rRNA 

and MLSA are considered low (< 60%). Besides that, there is something in the MLSA tree that 

strongly consider. B. subtilis since 2009 (Nakamura et al., 1999) as been B. subtilis has been 

subdivided into three subspecies: B. subtilis subsp. subtilis, B. subtilis subsp. spizizenii and B. 

subtilis subsp. inaquosorum. This study shown something otherwise. B. subtilis subsp. subtilis 

and B. subtilis subsp. inaquosorum are still in the same branch with B. subtilis, but MLSA 

approach has separated B. subtilis subsp. spizizenii into new branches, suggesting the species is 

not subspecies of B. subtilis anymore. Unfortunately, our study cannot provide enough materials 

to strongly prove that hypothesis, so it is still the hypothesis for considering the MLSA can give 

new look for phylogeny analysis.  

MLSA is a practical, easy-to-do, and reliable technique for replacing 16S rRNA gene-

based studies for better phylogenetic relationship resolution of bacteria species (Glaeser & 

Kämpfer, 2015) it still has some disadvantages. The MLSA approach does not based on one 

particular canonical scheme. Many housekeeping genes from different strains were used and 

with analytical methodologies make it difficult to unify one scheme that can access to all bacteria 

genera. In the formation about a public database combination are limited (Liu, Lai, & Shao, 

2017), the study about genome sequencing of Dddh AND and will contribute to compensate for 

the shortcomings in the MLSA method (Hahnke et al., 2016). 

5. Conclusion 

In this study, we successfully described the better resolution and differentiation of species 

within the B. subtilis species complex, including 08 strains from four species (B. subtilis, B. 
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amyloliquefaciens, B. licheniformis, and B. pumilus) were provided by Biotechnology Center of 

Ho Chi Minh City. A multi locus sequence analysis (MLSA approach with the concatenation of 

five protein-coding housekeeping genes: glpF, purH, pycA and rpoD) was established and 

performed on the Bacillus genus, MLSA scheme shown more advantages upon 16S rRNA gene-

based studies. 
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