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Tom tit:

Ca Tra - Pangasianodon hypophthalmus 13 mt trong nhirng ddi twong thily sin quan trong mang lai gia tri xuit
khiu 16m tai Viét Nam. Nghién ciru nay sir dung 26 chi thi microsatellite méi phat trién tir trinh tw hé gen ca Tra dé
danh gia da dang di truyén 3 quén thé ca Tra tu nhién (Bién Hd, Ciru Long va Kratie) nhim phuc vu cho Chwong
trinh chon giong ca Tra. Nghién ciru phat hién 6/26 locus cé tin s6 alen 40 dang ké va sai khac v6i dinh luat Hardy-
Weinberg. D6i véi 20 locus khong mang alen @0, nghién ciru di xac dinh dwoc tong cong 255 alen, dao dong tir 7 dén
21 alen mdi locus, trong dé ¢é nhiéu alen dic trung cho quan thé. Két qua phan tich trén 20 locus cho théy, hé s6 da
hinh trung binh PIC=0,783; ty I¢ di ho'p tr quan sat H =0,809; ty I¢ di hop tir mong d¢i H =0,812; hé ) cin huyet

F,=-0,0147 (F <0). Két qua nay cho thiy cic quin the ca Tra c6 mirc do da dang di truyen cao, phu h0’p cho cong
tac chon glong lau dai. Két qua phan tich AMOVA, kiém dinh gia tri F ; va so sanh khodng cach di truyen D, cho
thay, 3 quan the ca Tra cé su thay ddi mire d¢ phan ti nhé, trong do quan thé Kratie ¢6 khoang cach di truyen dang

ké so véi hai quan thé con lai.

Tir khéa: ci Tra, chi thi microsatellite, da dang di truyén, Pangasianodon hypophthalmus.

Chi s6 phén loai: 4.5

Nghe nuoi ca Tra Pangaszanodon hypophthalmus
(Sauvage 1878) da rat pho bién tai vung Pong bang song
Mekong tir nam 1960 va tré thanh biéu twong cho sy phat
trién ctia nudi trong thiy san trong khu vure nh hé thiy sinh
dic thu [1]. Theo Hiép hoi ché bién va xuat khau thuy san
Viét Nam (VASEP), riéng tai Viét Nam, trong nam 2018, ca
Tra da dugc xuét khau sang 132 thi truong trén thé gisi véi
tong gia tri xuat khau dat 2,26 ty USD.

Vién Nghién ctru va Nudi trong Thuy san II (RIA2) da
tién hanh chuong trinh chon giéng trén ca Tra nhim nang
cao céc tinh trang tang tmong nam 2001 va khang bénh nam
2012, gop phan phat trién bén vimg nghé nudi ca Tra [2]. Cac
quan thé c4 Tra ty nhién dugc thu thap tai nhidu dia diém
khac nhau trén luu vuc song Mekong nhu Pdng bing song
Cuu Long (Viét Nam); Bién HO (Tonle Sap, Campuchia);
thac Kratie (Campuchia). Tuy nhién, mot trong nhitng thach
thirc hién nay cua chwong trinh 13 xay dung thong tin pha
hé¢ nhdm wdc tinh chinh xéac cac théng so di truyen va kiém
soat su can huyet nham nang cao hiéu qua chon giong [3].
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Chi thi microsatellite (con goi la SSR hay STR) 1a mot
trong nhiing chi thi phan tir dugc sir dung phé bién trong
nghién ctru vé dinh danh loai, di truyén hoc quan thé, ban
dd di truyén va truy xuét pha hé [4]. Cac microsatellite co
tinh da hinh cao, ddng troi va phan b khip hé gen cua hiu
hét cac loai sinh vat nhan thuc [5] va c6 thé duoc khuéch
dai d& dang tir DNA hé gen bang phuong phap PCR. Tuy
nhién, cho dén nam 2019, chi c6 5 chi thi phat trién trén ca
Tra dugc toi wu thanh hai bd PCR da mdi [6]. Viéc khong
phat trién thanh cc bd PCR da moi khién cong doan khuéch
dai microsatellite mat nhiéu thoi gian, dac biét voi ) luong
chi thi va s lugng mau 16n, ddng thoi gy bét loi cho phéan
tich va quan 1y dir liéu kiéu gen ca thé [7]. Hon nira, cac
phuong phap xac dinh alen trong cac nghién ctru trudc day
(tror nghién ctru cua So va cs (2006) [8]) nhu dién di gel
acrylamide [9] c¢6 d6 phan giai thip va kho c6 thé xac dinh
chinh xac sy chénh 1éch 2 nucleotide giita cac alen [10].
Diéu nay c6 thé dan dén két qua sai léch khi danh gia da
dang di truyén trong cac nghién ctru trén.

Nhitng ndm gan day, phuong phap phat trién chi thi
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Abstract:

The striped catfish, Pangasianodon hypophthalmus, is
one of the most economically important aquaculture
species in Vietnam. This study developed 26 novel
microsatellite markers from the draft genome of the
striped catfish to assess the genetic diversity of three wild
populations of the striped catfish (Bien Ho, Cuu Long,
and Kratie) for establishing the breeding program. The
study exhibited that 6 out of 26 loci had significantly
high null allele frequency and deviated from Hardy -
Weinberg equilibrium; thus, they were eliminated for
further analysis. Across 20 loci without null alleles, a
total of 255 different alleles was identified, ranging from
7 to 21 alleles per locus, with many unique alleles for
each population. The results based on 20 loci revealed
the mean polymorphic information content PIC=0.783;
the mean observed heterozygosity H =0.809; the mean
expected heterozygosity H =0.812; inbreeding coefficient
F,=-0.0147 (F,_<0). The results indicated that the striped
catfish populations have high genetic diversity and are
suitable for selective breeding. The Analysis of Molecular
Variance (AMOVA) and comparison of genetic distances
showed significant genetic differentiation among three
populations while the Kratie population was distant
from the others.

Keywords: genetic diversity, microsatellites,
Pangasianodon hypophthalmus, striped catfish.
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microsatellite véi nhitng loai da biét trinh tu hé gen va xac
dinh cac alen ctia microsatellite bao gdm cac budc: xac dinh
nhanh chong cac chi thi biang cong cu tin sinh hoc; thiét ké
cac cap mdi khuéch dai vung chtta chi thi hoat dong trong
diéu kién PCR dong nhat; sang loc va phat trién chung
thanh cac bd multiplex PCR; st dung k¥ thuat dién di mao
quéan ¢ danh dau huynh quang dé phan tich doan DNA [7].
Chung t6i da ap dung cac phuong phap nay va phat trién cac
microsatellite méi dua vao trinh ty hé gen ca Tra da duogc
cong bé [11]. Myc tiéu cta nghién ctru 1a danh gia da dang
di truyen cac quan thé ca Tra tu nhién thudc Chuong trinh
chon giong ca Tra bang cac bd chi thi microsatellite moi
phat trién. D(“)ng thoi, nghién ctru cling thao luan vé tiém
nang ung dung cua cac chi thi microsatellite phuc vu cong
tac chon gidng nham phat trién bén viing nghé nudi ca Tra
& Viét Nam.

Doi tuong va phuong phap nghién ciiu
Déi twgng

Téng s 63 mau ca Tra tir tw nhién theo 3 khu vic: quan
thé Bién H) (20 mau) c6 ngudn gdc tir Bién HO, Campuchia;
quan thé Ciru Long (22 mau) tir cac trai giébng & Pong bang
song Cuu Long, thu thap tir ca bt hoac ca truong thanh
& tu nhién; quan thé Kratie (21 miu) tir ¢4 truong thanh &
thac Kratie, Campuchia. Tat ca cac miu ca nay déu thude
Chuong trinh chon giéng ca Tra thyc hién tai Trung tam
Quéc gia Gidng thity san nude ngot Nam Bo. Cac mau ca
dugc bao quan trong ethanol 80% va luu trlt & nhiét do
-20°C.

Nghién ctru st dung 26 chi thi microsatellite dé phat
trién thanh 3 bd PCR da mdi bao gdm: MO1 (10 chi thi)
[12]; MO2 (9 chi thi) va Mo03 (7 chi thi). Trinh tuy cac mdi va
thong tin co ban cua cac mdi khong cong bd ¢ day do gidi
han d6 dai cua bai bao.

Phwong phap

Ly trich DNA tong so: DNA }6ng sO dugc ly trich tir mau
vay nguc bang phuong phép két tia mudi dugc diéu chinh
pht hop véi dieu kién tai RIA2 [12].

Khuéch dai doan chi thi bang multiplex PCR va phdn
tich doan DNA: phan tng multiplex PCR dugc thyc hién
trén may BIO-RAD S1000™ Thermal Cycler System voi
thé tich mdi phan tmg 10 pl bao gom 5 ng DNA tong s, 5
pl Multiplex PCR Master Mix (QIAGEN Multiplex PCR
Kit™), hdn hop cac mdi theo timg bd multiplex. Diéu kién
cua phan tng PCR nhu sau: 95°C trong 15 phut, 30 chu
ky bao gom 95°C trong 30 gidy, 55°C trong 90 gidy, 72°C
trong 60 gidy, va giai doan kéo dai cudi ciing & 60°C trong
30 phit. San pham PCR (1 pl) dugc pha voi 11,8 pl Hi-Di™
formamide, 0,2 pul GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard va
phan tich doan DNA trén hé thong dién di mao quan 3500
Genetic Analyzer (Applied Biosystems) tai Cong ty TNHH



dich vu va thuong mai Nam Khoa.

Phdn tich sé liéu: ting microsatellite duoc tién hanh
xac dinh alen bang phin mém GeneMapper 5 (Applied
Biosystems). Céc alen 4o (null allele) dugc tinh toan theo
tan so cua Chakraborty va cs (1992) [13] va kiém tra sai
khac véi can bang Hardy-Weinberg (HWE) bang phan mém
MICROCHECKER 2.2.3. Céc tiéu chi danh gia cac locus
microsatellite nhu hé s§ da hinh (PIC), ty 1¢ di hop tu quan
sat (H ), ty 1¢ di hop tir mong doi (H ) dugc tinh todn trén
phan mém Cervus 3.0.7. Cac thong s6 danh gia da dang di
truyén ¢ mirc d6 quan thé nhu sb alen thuc té (A), sb alen
hitu dung (A), s6 alen hiéu qua (A), sO alen dic trung (P,
ty 1€ d1 hop tu quan sat (H ), ty 1€ di hop tr mong dgi (H),
hé sé can huyet (F.) duoc Xac dlnh trén Exel va FSTAT
2.9.4. So sanh tuong quan di truyen trén co s thay dbi mirc
d6 phan tir (AMOVA) va kiém dinh gia tri Fg; cua Weir va
Cockerham (1984) [14] dé so sanh sy khac blet di truyén
theo phan mém Arlequin 3.5. Biéu d6 cdy di truyén theo
phuong phap Neighbor-joining (NJ) dugc thiét lap theo
khoang cach di truyen D, cua Nei (1972) [15] trén cong cu
POPTREE?2 véi gia tri bootstrap 13 1.000 1an lap lai.

Két qua va thao luan
Ddnh gia tinh da hinh cdac microsatellite

Két qua khuéch dai PCR da méi va phan tich doan: két
quéa khuéch dai PCR da mdi va phén tich doan véi kich thuéce
san pham tir 101 dén 404 bp va ty 18 doc két qua khuéch dai
thanh cong 1a 99,88%. Kiém tra xac dinh cac alen tir phan
mém MICROCHECKER 2.2.3 cho thdy, 6 locus (Pahy-02,
Pahy-04, Pahy-08, Pahy-10, Pahy-20 va Pahy-27) c6 Xudt
hién cac alen a0 véi tan sb cao (F,,>0.06) va sai khac dang
ké voi HWE (gia tri p<0 05). Do do cac mlcrosatelhte nay
khong dugc st dung de danh gia da dang di truyén va phan
tich khac biét di truyén giita cac quan thé. Nghién ctru hién
tai chi str dung 20 microsatellite khong co6 alen 4o va khong
sai khac voi HWE cho céac phén tich tiép theo.

Két qua dénh gid tinh da hinh cia 20 microsatellite: két
qua udc tinh da hinh cua 20 microsatellite cho cac c4 thé
c4 Tra dugc thé hién & bang 1. Tlr 63 mau ca Tra tu nhién,
nghién ctru di xac dinh dugc tong cong 255 alen trén 20
locus duge khao sat, dao dong tir 7 alen (Pahy-01) dén 21
alen (Pahy-18), trung binh 12,75+3,97 alen trén locus. Tat
ca céc locus déu co hé sb da hinh cao (PIC>0,5), dao dong
tir 0,604 (Pahy-14) dén 0,883 (Pahy-07), ty 1& di hop tu
mong doi cao (H_>0,6), dao dong tir 0,649 (Pahy-14) dén
0,899 (Pahy-07) [16]. Ngoai ra, ty 1¢ di hop trung binh H
va H_ trén céc locus khong c¢6 su sai khac dang ke vé mat
thong ké. Céc két qua nay cho thdy, bd PCR da moi d xac
dinh duoc cac microsatellite ¢6 tinh da hinh cao, phu hop
cho nghién ctru da dang di truyén quan thé va c¢6 tiém ning
ung dung vao x4c dinh thong tin pha h¢ trong cic nghién
clru sau nay.
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Bang 1. CAc thong s da hinh ciia 26 microsatellite phat trién trén
ca Tra.

Locus K H, H, PIC Tan s6 alen a0
Pahy-02* 0,161
Pahy-04* 0,104
Pahy-10¢ 0,076
Pahy-08* 0,112
Pahy-20* 0,198
Pahy-27% 0077
Pahy-01 7 0,762 0,785 0,747 0,011
Pahy-03 12 0,921 0,837 0,811 -0,052
Pahy-06 10 0,857 0,766 0,724 -0,060
Pahy-13 9 0,714 0,756 0,720 0,025
Pahy-15 14 0,746 0,765 0,728 0,009
Pahy-17 8 0,810 0,794 0,766 -0,014
Pahy-18 21 0,841 0,835 0,811 -0,008
Pahy-05 8 0,742 0,761 0,726 0,009
Pahy-07 20 0,873 0,899 0,883 0,010
Pahy-09 16 0,841 0,862 0,840 0,008
Pahy-11 15 0,921 0,871 0,851 -0,032
Pahy-14 8 0,683 0,649 0,604 -0,029
Pahy-16 11 0,794 0,794 0,761 -0,004
Pahy-19 15 0,778 0,834 0,806 0,031
Pahy-21 14 0,825 0,843 0,817 0,006
Pahy-22 15 0,825 0,858 0,836 0,015
Pahy-23 13 0,873 0,838 0,811 -0,024
Pahy-24 11 0,714 0,801 0,769 0,053
Pahy-26 11 0,810 0,818 0,787 0,001
Pahy-28 17 0,857 0,873 0,853 0,005
Trung binh 12,75£3,97 0,809+ 0,067 0,812+ 0,057 0,783+ 0,064

Ghi chi: *: cac locus co tan s6 alen 4o cao va sai khac véi HWE; K: s alen
trén moi locus; H : di hop tir quan sat; H : di hop tr mong doi; PIC: mtic do
da hinh.

Ddnh gia da dang di truyen va so sinh ciu tric di
truyén giiva cdc quan thé

Da dang di truyen cdac quan thé: cac thong sd danh gia
da dang di truyen tung quan the ca Tra trong nghién ctru nay
bao gdm s alen thuce té (A), s6 alen hiru dung (A), s6 alen
hi¢u qua (A), s6 alen dic trung (P), ty 1¢ di hop tor quan
sat (H)), ty le di hop tr mong doi (H ) dwoc thé hién trong
bang 2. Két qua cho thdy, sO alen hleu qua (trung binh 1a
5,7942,16) thap hon so v6i sb alen thuc té (trung binh 1a
8,62+2,84) va s0 alen hiru dyng (trung binh la 8,42+2,70) &
ca 3 quan thé c4 Tra. Céac quan | thé déu c6 mirc d6 di hop tur
thue té rat cao (H>0,7) cho thay ¢6 nhiéu bién di di truyen
xdy ra trong quéan thé. Heé sb can huyét F, cho thdy quan thé
Bién Ho c6 hién tuong cén huyét nhe (O<F =0,0133<0,03),
trong khi hai quan thé con lai co gia tri can huyét am (lan
luot 1a -0,0574 va -0,0001 véi quan thé Ctu Long va
Kratie). Piéu nay c6 thé giai thich vi sao quan thé Bién HO
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co H <H_, mac du vé mit thong ké 1a 1 khong dang ké (kiém
dinh student t-test, trung binh 2 mau doc lap voi gia tri
p=0,656>0,05). Céc thong sb di truyén cung cho thay quin
thé Ciru Long c¢6 mirc d da dang di truyen thdp nhét voi chi
13 alen dic trung, trong khi d6 quan thé Kratie c6 mirc do
da dang di truyén cao nhat voi 65 alen dic trung.

So v6i nghién ciru ciia So va cs (2006) [8] bang 7 chi thi
microsatellite cii trén 567 mau ca Tra thudc 10 khu vuc thu
mau, cac quan thé trong nghién ctru nay c6 sd lwong alen
hitu dung trung binh (A ) thip hon (8,42 so véi 9,9); tuy
nhién lai c6 ty 1€ di hop tr mong doi trung binh (H,) cao
hon (0,800 so voi 0,773) va hé sO can huyet F, thap hon
(-0,0147 so v6i 0,041). Nghién ctru da giai thich rang, cdc
chi thi cii ¢6 tan s alen a0 cao (5 trén 7 chi thi), dan dén sy
sai khac so voi HWE va ty 1 dong hop tir 4o cao hodc do
ban than cac qu?m thé co xdy ra hién tugng cén huyét hoac
do sy tron 13n cac mau tir cac quéan thé khac nhau (hiéu ing
Wahlund). Do d6, chung t6i nhan thiy cac microsatellite c6
tan so alen a0 va ty 1¢ ddng hop tir do cao, sai khac véi HWE
khong nén st dung trong cac nghién ctru danh gia da dang
di truyén quan thé.

Bang 2. Pic diém da dang di truyén ciia 3 quén thé ca Tra.

Quinthé N A A A, H H P F,

BiénHO 20 835:201  820:194 51162 0778£0099 0789£0065 22 00133
CiuLong 22 7008241  681£226 471188 0790£0,132 07560,107 13 -0,0574
Kiatie 21 10505295 10234276 743196 0855£0,070 08540042 65 -0,0001
Titch 63 862284 842£270 579:2,16 0808£0,106 0800£0086 00147

Ghi cha: N: s6 mAu nghién ctru; A: s6 alen quan sat; Al s6 alen hiru dung; A :
s6 alen hiéu qud; H_: di hop tir quan sat; H_: di hop tir mong doi; P : s0 alen dac
trung; F,: h¢ s0 can huyét.

Phdn tich AMOVA giita cdc quan thé: phan tich mirc do
thay d6i phan tir AMOVA (bang 3) cho thiy muc d¢ thay
doi phén tir rat the"ip gitra cac quén thé (2, 3%) va rét cao giita
tat ca cac ca thé (99,0%). Diéu nay cho thiy mdi quan hé di
truyén gan gili giita cac ca thé ca Tra trén cac luu vuc khac
nhau cua song Mekong va co thé giai thich boi tap tinh di cu
va vung sinh song rong cua ca Tra [17] vo1 lugng ca thé rat
16n (20- 30x10") [18]. Tuy nhién, gitra cac quan thé ca Tra
d3 c6 su thay doi di truyén dang ké (gia tri p<0,05). Két qua
nay khac voi nghién ctru cia So va cs (2006) [8] khi danh
gid cac quan thé ca thé ca Tra trén ciing khu vyc nghién ciru
khong co sy khac biét dang ké vé di truyén.

Bang 3. Phan tich mirc dd thay ddi phin tir AMOVA giira 3 quén thé
ca Tra.

T Do Tongbinh Thanhphin Phintrim Chisb Gk
8 g twdo phwong  biéndgng  biéndong 6 dinh P
Gilra cc quan thé 2 316 0,189 23 0023 (Fy) <005
Gitaciecithétong ¢ 45y g1 13 0013(F) 0387
quan thé B
Gitta cac cé thé 63 509,5 8,093 99,0 001(F,) 0,806
Tong 125 1043 8181
TAP CHI
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Khoadng cdach di truyén va biéu do cdy di truyén Neighbor-
Joining: gla tri F . cua Weir va Cockerham (1984) gilra cac
cap quan thé (bang 4) tir 0,002 (Blen H) - Ctru Long) dén
0,038 (Curu Long - Kratie) va déu co gia tri F,<0,05, dong
nghia v&i viée cac cap quan thé deu co sai khac di truyen
nho. Tuy vy, su sai khac di truyén giira cap quan thé Bién
HO - Kratie va Ciru Long - Kratie c6 y nghia thong ké (gia
tri p<0,05), trong khi cap quan thé Bién Ho - Ciru Long lai
khong co6 sai khac d1 truyen dang ké. Biéu d6 NJ dua tren
khoang céach di truyen Dy, cua Nei (hinh 1) thé hién r6 mdi
quan h¢ di truyen cua 3 quan thé ca Tra duoc nghién ctu.
Trong d6 quan the Kratie c6 khoang cach di truyen xa nhit,
tach biét so v6i mdi quan hé gan gii gilra cdp quan thé Blen
HO6 - Ciru Long, dong thoi c6 moi quan hé gan hon véi quéan
thé Bién Hd so voi quan thé Ctru Long.

Béng 4. Gia tri FST (goc duéi) va khoéng cich di truyén D, (gbc trén)
giira cac cip quan the ca Tra.

Bién Hd Ciru Long Kratie
Bién HO - 0,002 0,116
Cuu Long 0,002 - 0,142
Kratie 0,026* 0,038* -
*Khac bi¢t co y nghia vai gia tri p<0,05.
0,128 .
Kratie
0 R
Bién H6
0,014 .
Ctlru Long

—
0,01

Hinh 1. Biéu dd cdy di truyén NJ theo khoing cach di truyén D, ciia
Nei trén 3 quén thé ca Tra.

Duya vao két qua phan tich AMOVA, kiém dinh gi4 tri
Fg; va khoang cach di truyén D, gilta cac cap quan thé co
the thdy da co sy khac biét di truyen gilta 3 quan thé. Quan
thé Kratle c6 muc do da dang di truyen cao va khac biét so
v6i quan the Bién Ho va Ciru Long. Két qua ndy cho thiy,
mac du quan dan Bién H) va Cu’u Long cé nguon goc tor tur
nhién nhung da duoc thu thap vé cac trai glong lam c4 bd
me. Cac trai giéng co the quan ly dan ca bd me khong chat
ché khién cho cac quan thé nay suy glam muc do da dang
di truyén va dan c6 su khac biét d1 truyen s0 voi quan thé
Kratie con hoang da. Tuy Vay, quan thé Bién HO va Ciu
Long van con an toan vi van duy tri mirc do da dang di
truyén cao, chua xay ra hién tugng can huyét dang ké va con
ton tai cac alen dic thu. Do d6, Chuong trinh chon giéng ca
Tra dang thyc hién tai Vién Nghién ctru va Nudi trong Thay
san II da st dung ngudn vat lidu tir ca 3 quan thé nay hinh
thanh quan dan gdc cho chon gidng 14 hop 1y.
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Nghién ctru hién tai da xac dinh dugc 20 chi thi da hinh
trong s6 26 chi thi microsatellite méi duoc phat trién dua
vao hé gen cia ca Tra dé danh gia va so sanh da dang di
truyén cac quan thé ca Tra ty nhién dugc s dung trong
Chuong trinh chon giéng c4 Tra. Két qua phan tich cac
microsatellite cho thdy, cac quan thé ca Tra c6 muc da dang
di tmyen cao, pht hop dé sir dung cho Chuong trinh chon
gidng. Ngoai ra, b chi thi méi ciing cho thay nhleu uu diém
50 vOi cac chi thi da cong bd trudce day va co tiém nang tng
dung trong cac nghién ctru vé di truyén phén tir ¢4 Tra trong
tuong lai.
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