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TÓM TẮT 
Mã vạch DNA là một công cụ định danh nhanh các loài dựa vào một đoạn trình tự DNA 

ngắn, dễ khuếch đại và có thông tin di truyền. Ở phía Nam Việt Nam, có tám loài tắc kè Gekko 
(Squamata: Gekkonidae) phân bố. Hầu hết các loài này có hình thái tương tự nhau và đang bị khai 
thác để làm thực phẩm, thuốc và buôn bán động vật cảnh. Nghiên cứu này thu thập tất cả tám loài 
tắc kè kể trên để xây dựng bộ mã vạch DNA chuẩn phục vụ công tác phân loại hoặc truy xuất 
nhanh nguồn gốc các cá thể buôn bán. Kết quả thu được bộ mã vạch DNA gồm 11 trình tự từ vùng 
gene COI (681 bp) đầu tiên của tất cả tám loài tắc kè Gekko ở phía Nam Việt Nam với số hiệu 
GenBank MN062174-84. Có sáu loài được thu tại địa điểm mô tả gốc. Khác biệt di truyền trung 
bình giữa các loài 20,3%, dao động từ 17,6% đến 25,3%. Cây phát sinh chủng loại phân tách 
riêng từng loài nhưng quan hệ tiến hóa giữa chúng không rõ ràng. 

Từ khóa: mã vạch DNA; tắc kè Gekko; phía Nam Việt Nam 
 

1. Giới thiệu 
Mã vạch DNA (DNA barcoding) là một công cụ định danh nhanh các loài dựa vào 

trình tự DNA của chúng. Trình tự dùng làm mã vạch này phải đảm bảo ba điều kiện: (1) 
chứa đựng thông tin di truyền đủ khác biệt để phân biệt loài, (2) tồn tại những vùng gene 
bảo tồn ở hai đầu để phát triển cặp mồi chung áp dụng cho nhiều nhóm loài khác nhau và 
(3) độ dài vừa đủ để các kĩ thuật phân tử hiện nay có thể nhanh chóng tách chiết và khuếch 
đại thành công (khoảng 400-800 bp). Để định danh nhanh một loài bằng mã vạch DNA, 
trước hết cần phải có bộ mã vạch DNA chuẩn từ các loài đã biết, sau đó so sánh trình tự 
của mẫu vật cần biết với bộ dữ liệu chuẩn để tìm ra loài (Kress, & Erickson, 2012). Do đó, 
thuận tiện của phương pháp định danh này là chỉ cần một mẫu mô nhỏ từ một bộ phận bất 
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kì (đuôi, cơ, trứng, lá, hoa…) là có thể định danh đến loài mà không cần mẫu vật đặc trưng 
(con trưởng thành, hoa quả…) như cách phân loại truyền thống. Mã vạch DNA mới chỉ 
được biết đến (Hebert et al., 2003a) và thống nhất sử dụng cho việc định loại (Marshall, 
2005) từ đầu thế kỉ XXI. Nó được áp dụng thành công trên nhiều đối tượng sinh vật như 
thực vật có hoa (Kress et al., 2005), côn trùng (Hajibabaei et al., 2006; Hebert et al., 2009), 
cá (Ivanova et al., 2007), lưỡng cư (Che et al., 2012), bò sát (Nagy et al., 2012), chim 
(Hebert et al., 2003b)… Ở động vật, gene mã hóa protein trên ti thể cytochrome c oxidase 
subunit I (COI hoặc COX1) được chọn làm mã vạch DNA (Hebert et al., 2003b) và cặp 
mồi cho gene này cũng được phát triển cho nhiều nhóm động vật khác nhau (Che et al., 
2012; Folmer et al., 1994; Ivanova et al., 2007). 

Tắc kè (Gekko) là một giống trong họ Tắc kè (Gekkonidae) với 59 loài (Uetz et al., 
2019) phân bố chủ yếu ở châu Á, từ Ấn Độ đến các đảo ở Thái Bình Dương (Rosler et al., 
2011). Đặc điểm chung của chúng là có mắt to, con ngươi thẳng đứng, dưới ngón chân có 
các nếp mỏng nguyên, ngón chân thứ nhất không có móng vuốt và mỗi lứa thường đẻ hai 
trứng có vỏ vôi (Rosler et al., 2011). Ở phía Nam Việt Nam, có tám loài tắc kè được ghi 
nhận (Uetz et al., 2019). Tắc kè Bà đen (G. badenii) phân bố ở núi Bà Đen (Tây Ninh, địa 
điểm mô tả gốc), Hòn Me (Kiên Giang) và một điểm không xác định ở Kon Tum (Nguyen 
et al., 2010; Ziegler et al., 2015). Tắc kè (thằn lằn) đá Cà ná (G. canaensis) phân bố ở Cà 
Ná (Bình Thuận) (Ngo, & Gamble, 2011). Tắc kè (G. gecko) phân bố rộng ở châu Á và đã 
được di nhập qua châu Mĩ (Uetz et al., 2019). Tắc kè Grossman (G. grossmanni) phân bố ở 
Khánh Hòa (Nguyen et al., 2009). Theo Gunther (1994) và Fritz (2002), các mẫu vật dùng 
để mô tả loài này được thu tại nơi buôn bán động vật và chúng có thể được bắt từ Nha 
Trang. Do đó, địa điểm thu mẫu chuẩn của loài này vẫn chưa được xác định. Tắc kè (thằn 
lằn) đá Russell-train (G. russelltraini) phân bố ở núi Chứa Chan (Đồng Nai) (Ngo et al., 
2009). Tắc kè (thằn lằn) đá Tà kóu (G. takouensis) phân bố ở núi Tà Kóu (Bình Thuận) 
(Ngo, & Gamble, 2010). Tắc kè Trường (G. truongi) phân bố ở Vạn Thạnh (Khánh Hòa) 
(Phung, & Ziegler, 2011). Tắc kè Việt Nam (G. vietnamensis) phân bố ở đồi Tức Dụp (An 
Giang) (Nguyen, 2010). Ngoại trừ loài Gekko gecko, tất cả bảy loài trên đều chưa có bộ mã 
vạch DNA chuẩn từ gene COI. Đối với Gekko gecko, trên ngân hàng gene (GenBank) đã 
có nhiều đoạn trình tự gene COI từ nhiều nước ở châu Á. Tuy nhiên, mã vạch DNA của 
các cá thể ở phía Nam Việt Nam vẫn còn thiếu. Trong tự nhiên, hầu hết các loài này đang 
bị đe dọa bởi sự mất dần sinh cảnh sống và đặc biệt là hoạt động săn bắt của con người để 
làm thức ăn, làm thuốc hoặc vật nuôi cảnh (Bain, 2010; Ngo, & Gamble, 2010, Ngo, & 
Gamble 2011; Nguyen, & Hoang, 2005; Trinh et al., 2013). 

Nghiên cứu này nhằm xây dựng bộ mã vạch DNA chuẩn cho tất cả tám loài tắc kè ở 
phía Nam Việt Nam để phục vụ công tác phân loại hoặc truy xuất nhanh nguồn gốc của các 
cá thể buôn bán. Ngoài ra, chúng tôi còn bước đầu tìm hiểu mối quan hệ phát sinh chủng 
loại giữa chúng dựa trên đoạn trình tự mã vạch này. 
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2. Phương pháp nghiên cứu 
2.1. Thu thập và xử lí mẫu vật  

Khảo sát thực địa được thực hiện từ 2016-2018. Mẫu vật của sáu loài sau được thu tại 
các địa điểm mô tả gốc (type locality) của chúng: G. badenii, G. canaensis,  
G. russelltraini, G. takouensis, G. truongi và G. vietnamensis. Đối với loài G. grossmanni, do 
địa điểm mô tả gốc chưa rõ ràng nên mẫu vật được thu từ ba địa điểm ở Khánh Hòa trong đất 
liền và đảo ven bờ, gồm Ninh Vân (bán đảo), Hòn Bà (đất liền) và Bình Hưng (đảo). Mẫu vật 
loài G. gecko được thu Vườn Quốc gia Chư Yang Sin, Đắk Lắk (Hình 1, Bảng 1). 

Mẫu mô gan của các cá thể tắc kè được thu thập tại thực địa và lưu trữ trong cồn 
tuyệt đối, sau đó bảo quản trong tủ lạnh ở nhiệt độ -20oC. Mẫu vật, sau khi lấy mẫu mô và 
chụp hình, được cố định bằng dung dịch formaldehyde 5% trong 24 giờ và chuyển sang 
lưu trữ trong cồn 70% tại Bộ sưu tập Động vật Viện Sinh học Nhiệt đới (ITBCZ). 

Bảng 1. Danh sách mẫu vật tắc kè sử dụng trong nghiên cứu này. 
Số phía trước mỗi địa điểm thu mẫu tương ứng với vị trí thu mẫu ở Hình 1;  

(#) = mẫu vật được thu tại địa điểm mô tả gốc 

Loài Số hiệu mẫu 
(ITBCZ) Địa điểm thu mẫu Số hiệu GenBank 

(COI) 
G. badenii# 6263 9. Núi Bà Đen, Tây Ninh MN062174 
G. canaensis# 5884 6. Cà Ná, Bình Thuận MN062175 
G. cf. grossmanni 6637 3.Ninh Vân, Ninh Hòa, Khánh Hòa MN062176 
G. cf. grossmanni 6638 2.Ninh Vân, Ninh Hòa, Khánh Hòa MN062177 
G. cf. grossmanni 5719 4. Hòn Bà, Khánh Hòa MN062178 
G. cf. grossmanni 6017 5. Bình Hưng, Khánh Hòa MN062179 
G. gecko 6053 1. Chư Yang Sin, Đắk Lắk MN062180 
G. russelltraini# 5801 8. Núi Chứa Chan, Đồng Nai MN062181 
G. takouensis# 5765 7. Tà Kóu, Bình Thuận MN062182 
G. truongi# 6252 2. Vạn Thạnh, Khánh Hòa MN062183 
G. vietnamensis# 5647 10. Núi Tức Dụp, An Giang MN062184 

 
2.2. Giải trình tự DNA 

Tách chiết DNA. Sử dụng bộ kit DNeasy Blood and Tissue của nhà sản xuất Qiagen 
(Germany) để tách chiết DNA tổng số từ mẫu mô. 

PCR và đọc trình tự. Trình tự DNA vùng gene COI được giải mã sử dụng cặp mồi 
VF1d (5’-TTC TCA ACC AAC CAC AAR GAY ATY GG-3’) và VR1d (5’-TAG ACT 
TCT GGG TGG CCR AAR AAY CA-3’) (Ivanova et al., 2007). PCR được tiến hành trong 
21µl dung dịch gồm: 2 µl DNA tổng số, 2µl mỗi mồi, 5µl nước và 10µl HotStarTaq 
Mastermix (Qiagen, Germany). Điều kiện phản ứng khuếch đại được thiết lập theo các 
bước như sau: (1) khởi đầu (initialization) ở 95oC trong 15 phút, (2) biến tính 
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(denaturation) ở 95oC trong 30 giây, (3) gắn mồi (annealing) ở 48oC trong 45 giây, (4) kéo 
dài (elongation) ở 72oC trong 60 giây, (5) lặp lại 35 lần bước 2-4, (6) kéo dài lần cuối 
(final elongation) ở 72oC trong 6 phút, sau đó bảo quản tạm thời kết quả khuếch đại tại 
máy ở 4oC. Mẫu đối chứng âm được sử dụng khi thực hiện phản ứng khuếch đại. Sản phẩm 
PCR được kiểm tra bằng điện di với thạch 1%, dung dịch đệm TBE 1X, thang đo 1kb 
(ThermoFisher Scienttific, Lithuania), đánh dấu bằng ethidium bromide và chụp ảnh UV. 
Sản phẩm khuếch đại thành công được tinh sạch bằng bộ kit GeneJet PCR Purification 
(ThermoFisher Scientific, Lithuania) và được gởi đến Công ty First Base (Malaysia) để 
đọc trình tự. 
2.3. Khoảng cách di truyền và cây phát sinh chủng loại 

Bộ dữ liệu phân tích gồm 11 trình tự COI của tám loài tắc kè ở phía Nam Việt Nam. 
Loài Lepidodactylus lugubris (số hiệu GenBank NC_025782) được chọn làm nhóm ngoài 
(outgroup) (Rosler et al., 2011) cho bộ dữ liệu. 

Các trình tự DNA thô thu được từ máy đọc trình tự được kiểm tra bằng mắt trên phần 
mềm SeqMan Pro (DNASTAR Lasergene 7, Madison, WI, USA) để xem chất lượng. Sau 
đó, chúng được gióng cột bằng công cụ ClustalW (Thompson et al., 1994) tích hợp trên 
phần mềm MEGA X (Kumar et al., 2018). Phần mềm này cũng được sử dụng để xác nhận 
bộ ba dừng phiên mã (stop codon) và quãng trống bên trong (internal gap) không xuất hiện 
trong bộ dữ liệu phân tích. 

Khoảng cách di truyền giữa các loài và trong cùng một loài được ước tính bằng 
phương pháp khoảng cách tối thiểu (p-distance) sử dụng phần mềm MEGA X. 

Cây phát sinh chủng loại được xây dựng bằng hai phương pháp là suy luận Bayes 
(Bayesian Inference, BI) và hợp lí cực đại (Maximum Likelihood, ML). Mô hình tiến hóa 
phù hợp nhất cho bộ dữ liệu là GTR+I+G được chọn bởi phần mềm MrModeltest 2.3 
(Nylander, 2004). Phần mềm MrBayes 3.1.2 (Ronquist, & Huelsenbeck, 2003) được sử 
dụng để xây dựng cây BI. Xác suất hậu nghiệm (posterior probablity) của cây BI được ước 
lượng bằng phương pháp Metropolis-coupled Markov Chain Monte Carlo với tần số lấy 
mẫu là mỗi 100 thế hệ ngẫu nhiên trong 1.000.000 thế hệ, đến khi trung bình độ lệch chuẩn 
đạt 0,009. Cây ML được thực hiện trên phần mềm RAxML (Stamatakis et al., 2008) sử 
dụng mô hình tiến hóa GTR+G với 1000 lần giả lặp (pseudoreplicate) để lấy chỉ số tin cậy 
ở gốc nhánh. Nhánh có giá trị gốc nhánh (bootstrap) ≥ 70% ở cây MLvà xác xuất hậu 
nghiệm ≥ 95% ở cây BI được xem là đáng tin cậy (Felsenstein, 2004; Hillis, & Bull, 1993). 
3. Kết quả 
3.1. Mã vạch DNA  

Xác định được 11 trình tự COI của tám loài Gekko (loài G. cf. grossmanni có bốn 
trình tự) ở phía Nam Việt Nam. Chiều dài cuối cùng sau gióng cột của các đoạn mã vạch là 
681 bp. Trong đó, 286 vị trí có đột biến thay thế và 395 vị trí bảo tồn. Bộ dữ liệu được đưa 
lên ngân hàng gene với mã số MN062174-MN062184. 
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3.2. Khoảng cách di truyền 
Khoảng cách di truyền giữa tám loài tắc kè ở phía Nam Việt Nam (Bảng 2) dao động 

từ 17,6% (giữa loài G. cf. grossmanni và G. russelltraini) đến 25,3% (giữa loài G. 
canaensis và G. gecko), trung bình 20,3%. Khoảng cách di truyền giữa ba quần thể ở loài 
G. cf. grossmanni (Ninh Vân, Hòn Bà và Bình Hưng) dao động từ 8,8% đến 14,4%. 

Bảng 2. Khoảng cách di truyền (p-distance) giữa các loài tắc kè ở phía Nam Việt Nam  
Loài 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1. Gekko badenii#           
2. G. canaensis# 23,6          
3. G. cf. grossmanni 
(NV) 

22,2 21,1         

4. G. cf. grossmanni 
(NV) 

21,7 21,3 0,7        

5. G. cf. grossmanni 
(HB) 

22,3 20,0 13,7 13,8       

6. G. cf. grossmanni 
(BH) 

21,0 20,1 14,2 14,4 8,8      

7. G. gecko 23,6 25,3 24,2 24,4 23,1 22,9     
8. G. russelltraini# 21,4 19,7 17,8 17,6 17,9 18,6 24,5    
9. G. takouensis# 21,7 21,1 19,5 19,5 20,7 20,0 23,3 19,5   
10. G. truongi# 19,5 22,6 21,4 21,4 21,7 20,7 22,0 22,8 24,8  
11. G. vietnamensis# 19,1 23,3 21,7 21,6 20,0 21,9 23,2 20,7 22,9 21,4 

Ghi chú: NV = Ninh Vân, HB = Hòn Bà, BH = Bình Hưng; (#) = mẫu vật được thu 
tại địa điểm mô tả gốc 

3.3. Cây phát sinh chủng loại 
Cây phát sinh chủng loại của tám loài tắc kè phục dựng từ hai phương pháp BI và 

ML tương đồng với nhau về trật tự phân nhánh. Tuy nhiên, độ tin cậy ở gốc nhánh trên cây 
BI cao hơn cây ML (Hình 1). Kết quả phân tích phát sinh chủng loại cho thấy tiến hóa của 
các loài tắc kè ở khu vực nghiên cứu có thể được chia làm bốn nhánh chính. Nhánh thứ 
nhất gồm hai loài G. truongi và G. gecko. Nhánh này có độ tin cậy cao ở phân tích BI 
nhưng không đạt độ tin cậy ở phân tích ML. Nhánh thứ hai và thứ ba mỗi nhánh chỉ có một 
loài là G. badenii và G. vietnamensis. Nhánh cuối cùng gồm bốn loài còn lại  
(G. cf. grossmanni, G. canaensis, G. takouensis và G. russelltraini) có độ tin cậy cao ở cả 
hai phân tích. Trên nhánh này, ba quần thể G. cf. grossmanni ở Khánh Hòa hợp thành một 
phân nhánh có độ tin cậy cao từ cả hai phân tích. Trong đó, hai quần thể ở Hòn Bà và Bình 
Hưng có quan hệ gần gũi với nhau và khác xa so với quần thể ở Ninh Vân. Về mặt địa lí, 
đây là nhánh gồm các loài sống ở khu vực ven biển. Nhìn tổng thể, mối quan hệ phát sinh 
chủng loại giữa bốn nhánh chính không rõ ràng. 
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Hình 1. Cây phát sinh chủng loài phục dựng theo phương pháp suy luận Bayes (trái) 

và bản đồ thể hiện vị trí thu mẫu (phải) của các loài tắc kè trong nghiên cứu này. Chỉ số 
tại gốc nhánh lần lượt thể hiện độ tin cậy của phân tích BI và ML; dấu trừ thể hiện nhánh 
không đạt độ tin cậy; số phía sau tên loài tương ứng với địa điểm thu mẫu trên bản đồ bên 
phải và Bảng 1; hình ngôi sao màu đỏ thể hiện mẫu thu tại địa điểm mô tả gốc. (Nguồn 
bản đồ: Google Earth, https://earth.google.com/web/) 
4. Thảo luận 

Trong bộ mã vạch DNA của tám loài tắc kè ở phía Nam đưa ra từ nghiên cứu này, có 
sáu mã vạch từ những mẫu vật thu tại địa điểm mô tả gốc. Dữ liệu này rất quan trọng và 
tiện lợi đối với những người làm nghiên cứu khi muốn định danh, so sánh hay mô tả một 
loài cùng giống ở khu vực khác vì chỉ cần đối chiếu với bộ trình tự các loài trong nghiên 
cứu này để xem kết quả bước đầu và định hướng cho những bước tiếp theo. Xu hướng định 
danh và mô tả loài mới những năm gần đây là kết hợp dữ liệu hình thái và trình tự DNA 
(Nguyen et al., 2018a; Nguyen et al., 2019). Do vậy, bộ dữ liệu từ nghiên cứu này là rất 
cần thiết. Ngoài ra, nhiều loài tắc kè ở phía Nam đang là đối tượng buôn bán (trong nước 
và quốc tế) để làm thức ăn và vật nuôi cảnh (Nguyen et al., 2018b; Nguyen et al., 2018c). 
Bộ mã vạch DNA trên có thể dùng để truy xuất nguồn gốc của các mẫu buôn bán. 
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Trong nghiên cứu này, mã vạch DNA của loài G. grossmanni vẫn chưa được giải 
quyết. Ba quần thể thu tại tỉnh Khánh Hòa có khoảng cách di truyền lớn, từ 8,8% đến 
14,4%. Về phát sinh chủng loại, các quần thể ở Khánh Hòa chia thành hai phân nhánh 
riêng biệt. Chính vì địa điểm mô tả gốc ở Khánh Hòa của loài G. grossmanni vẫn chưa 
được xác định (Gunther, 1994) nên có thể một trong ba địa điểm trên là nơi mô tả gốc của 
loài này; nhưng cũng có thể cả ba địa điểm đều không phải. Muốn xác định địa điểm mô tả 
gốc cần dựa vào bộ mã vạch DNA từ nghiên cứu này để so sánh với trình tự của mẫu 
chuẩn (holotype) (ZMB52578) đang lưu tại Bảo tàng Lịch sử Tự nhiên Berlin, Đức. Nếu 
trình tự của mẫu chuẩn không khớp với trình tự ở ba quần thể trên thì phải thu thêm mẫu ở 
nhiều địa điểm khác để so sánh. Nhìn vào sự khác biệt di truyền, có thể có hơn một loài tắc 
kè ở Khánh Hòa. 

Mối quan hệ phát sinh chủng loại của tám loài tắc kè ở phía Nam Việt Nam chưa rõ 
ràng nếu chỉ phân tích dựa trên trình tự COI (681 bp). Để giải quyết vấn đề này, cần giải 
mã thêm các đoạn gene khác có tốc độ tiến hóa chậm hơn trên ti thể và cả trong nhân. 

Về hệ thống phân loại, gần đây giống Gekko được chia thành bảy giống phụ 
(subgenus) dựa vào phân tích trình tự DNA, gồm Gekko, Japonigekko, Ptychozoon, 
Rhacogecko, Lomatodactylus, Balawangekko và Archipelagekko (Wood et al., 2020). 
Trong tám loài tắc kè ở phía Nam Việt Nam, chỉ có loài G. badenii có mặt trong nghiên 
cứu vừa nêu (mẫu không phải thu từ tự nhiên mà từ nơi buôn bán động vật), bảy loài còn 
lại không được phân tích trình tự DNA. Theo đó, G. badenii được xếp vào giống phụ 
Lomatodactylus. Kết quả phân tích các vùng gene trên ti thể và trong nhân của Rosler et al. 
(2011) cho thấy G. badenii ở cùng nhánh tiến hóa với G. grossmanni. Kết quả từ nghiên 
cứu này của chúng tôi cho thấy G. grossmanni ở cùng nhánh tiến hóa với G. canaensis, G. 
russelltraini và G. takouensis. Do đó, các loài G. canaensis, G. grossmanni, G. 
russelltraini và G. takouensis cũng thuộc giống phụ Lomatodactylus (Wood et al., 2020). 
Cũng theo Rosler et al. (2011), G. gecko là loài chị em với G. smithi nên nó được xếp vào 
giống phụ Gekko (Wood et al., 2020). Hai loài G. truongi và G. vietnamensis thuộc  
nhóm G. japonicus (Luu et al., 2015) và được xếp vào giống phụ Japonigekko  
(Wood et al., 2020).  

 
 

 Tuyên bố về quyền lợi: Các tác giả xác nhận hoàn toàn không có xung đột về quyền lợi. 

 Lời cảm ơn: Chân thành cảm ơn PGS TS Lê Đức Minh (Molecular Biodiversity Research 
Laboratory, Hanoi National University) đã cho phép sử dụng thiết bị tại phòng thí nghiệm. 
Nghiên cứu này được tài trợ bởi Quỹ Phát triển khoa học và công nghệ Quốc gia 
(NAFOSTED) trong đề tài mã số 106.05-2018.307. 
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ABSTRACT 

DNA barcoding is a quick tool for species identification using a fragment of DNA sequence 
which is short, genetically informative, and easy to amplify. In the southern Vietnam, there are 
eight species of geckos genus Gekko (Squamata: Gekkonidae). Most of them are morphologically 
similar and used for food, medicine, and pet trade. Based on thesamples of all theeight species 
collected from the area, this study seeks to build the standard DNA barcodes of these species which 
will be then used for species identification and searching the origin of traded geckos. The first set 
of DNA barcodes (681 bp, COI gene, 11 sequences) of all the eight geckos livingin thesouthern 
Vietnam with GenBank accession numbers MN062174-MN062184 was found. Six of the eight 
species collected from their type localities can be considered for standard DNA barcodes for these 
geckos. Mean genetic distance between species is 20.3%, ranging from 17.6% to 25.3%. The 
phylogenetic trees strongly support all species but do not clearly resolve their interspecific 
relationships. 

Keywords: DNA barcoding; Gekkos; southern Vietnam 
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