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DANH GIA DA DANG DI TRUYEN QUAN DAN CA VUGQC
(Lates calcariferi NHAP TU THAI LAN VA INDONESIA
BANG CHI THI MICROSATELLITES

TOM TAT

Lé Van Chi', Mai Duy Minh!, Trirong Ha Phuong?

Ca vuoc (Lafes calcarifer) 1a déi tuong c6 gia tri kinh t€ cao va dugc nuéi nhidu noi trén thé gion. Nghién
cltu nay sir dung chi thi microsatellites € danh gia da dang di truyén clia dan ¢4 virge nhap tir Thai Lan va
Indonesia. K&t qua phén tich dua trén kidu gien 7 chi thi ca 100 c4 thé tir Thai Lan va 100 ca thé ti
Indonesia bang phin mém GENEPOP cho thay da dang di truyén ctia dan ca nhap & mic cao, Quén dan ca
vuge Thai Lan c6 sé lwong alen trung binh/chi thi, § 1¢ di hop tir quan sat dugc va ti 1& di hop ti theo Iy
thuyét lan luet 13 9,8+1,3, 0,67+0,06 va 0,74+0,02. Trong khi dé cdc chi s6 nay & quan dan ca vuoc Indonesia
lag94+19, 0,66 +0,05va 0,78+0,02. So sdnh hai quin dan nay voi nhau va véi dan ca vurge cta Viet Nam
bang Arlequin, ver. 2.0 cho thdy c6 sy sai khéc vé di truyén. Gia tri Fg; tinh to4n duoc giita cic quin dan
Thai Lan, Indonesia va Viét Nam 1a tr 0,106 dén 0.172. Két qua nghién ctu dé nghi chon lia vat liéu ca
vuoc nhip tir Thai Lan vA Indonesia dé bd sung vao quin dan ca vuge chon giong & Viét Nam.

T khoéa: Cd virpe, dia dang di truyén, microsatellites (vi vé finh),

1. MO BAU

Ca vuoc (Lafes calcarifen 1a déi tuong co gia tri
kinh té cao va dwgce nudi nhiéu noi trén thé giéi. Hién
nay mét sO qudc gia dang ti€n hanh chon gidng
nhém tao ra cic dong ca vuoe c6 chat luong t6t hon
nhur 1on nhanh, dat ti 1& séng cao hon (Loughnan ef
al, 2015; Senanan et al, 2015). Trong cong tac chon
gibng viéc tao ra cac vat lieu diu vao co gia tri phidm
gidng t6t va muzc da dang di truyén cao sé nang cao
hi¢u qua chon loc. Béi vi cac quan dan ¢o6 da dang di
truyén cao sé han ché ti 1& can huyét qua méi thé hé
va qua dé ngin ngira thoai héa gidng do cian huyét
gay ra. Hién nay cac nha khoa hoc da img dung chi
thi di truyén phan t dé d4nh gi4d da dang di truyén
clia vat lieu chon gibng. U ca vuoc cac chi thi
microsatellites {vi vé tinh) da hinh da dugc phat trién
(Wang ef al, 2007; Wang ef al, 2011) va img dung
trong viéc danh gia da dang di truyén quan thé (Yue
et al, 2009; Norfatimah ef al, 2009; Loughnan ef al,
2015; Senanan ef 4/, 2015) cling nhir dinh vi cac gien
lien quan dén tinh trang ting trudng vé khoi luong va
hinh thai cia ca (Wang ef a/, 2006; Wang et al,
2008).

Hién nay, & cac co s& san xudt gidng ca vugc, da
dang di truyén ca dang dan bi mat di (Frost ef al,
2006; Senanan et af, 2015). Chuong trinh chon giéng

! Vién Nghién ciru Nudi tréng thily san III
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ca vuge & Viét Nam cing gap vdn dé tuong tz. Két
quz danh gia da dang di truyén ca vugc cita Viét Nam
cho thay quan dan ca vuoc nhan tao & trai gifng co6
chi s0 di hop tir quan sit duoc (Ho) 1a 0,31 — 0,59,
trong khi d6 Ho & quan dan ty nhién la 0,77 - 0,94
(Truong Ha Phuong ef 2/, 2013). Vi vay, viéc nghién
cire danh gia chon duoc vat litu ca vuoc c6 chat
luong gidng tot, da dang di truyén cao dé bé sung
cho dan c4 bo me trong c4c trai san xudt gidng 14 cin
thiét.

Nghién ciru nay nhdm danh gia da dang di
truyén clia dan ca vugc nhap tir Thai Lan, Indonesia
bang chi thi microsatellites gitip chon hra cac vat liéu
tot phuc vu cho cong tac chon gidng ca virge & Viet
Nam.

2. VAT LIEU VA PHUBNG PHAP NGHIEN CU
2.1. Nguon vat liéu va tach chiét ADN

Dan ca vuee duge nhip tir 5 trai giong & Thai
Lan va 7 trai giong & Indonesia s6 luong 5000 ca
thé/quéc gia theo ti 1¢ gidi tinh 1a 1:1. Toan bé sb ca
dang duoc nuéi gir tai Trung tim Nuoéi bién Nha
Trang, Vién Nghién ciu Nudi trong thily san 111 Thu
100 méau vay dudi quan dan ca c6 nguén géc Thai
Lan va 100 mau vay dudi quin dan c4 Indonesia (kich
¢ 2 cm’/mau) va bao quan trong dung dich cén 70%
¢ diéu kién - 20°C.

79



e — gy, - = —

KHOA HOC CONG NGHE

thi cling nam trén nhom lién két ¢6 i 1é trao ddi chég
rdt thap (block) trén nhiém sic thé (Wang et af,
2006; Wang et al, 2008). Céc cip moi ciia 7 chi th
duoc tém tit trong bang 1.

Chuén bi dung dich va chu trinh phan img PCR
ap dung theo Wang va dong tac gia (2009) cé higy
chinh. Dung dich phan img PCR bao gém 1 111 ADN,
0,125 ul dNTPs, 0,2 ul Taq ADN, 2,5 ul 10xPCR
buffer, 1 1l dung dich méi xuéi, 1 yl dung dich mé;
ngugc va 19,25 pl nuéce tinh khiét. Qua trinh chay
PCR gém: 7 chu ky 1 phit & nhiét 6 94°C, 30 gidy & i
nhiét 6 gin két gira méi va ADN phu hop (Ta),30 | -
giay & nhiet d¢ 72°C va 33 chu ky 30 gidy & nhietdg | ¥
90°C, 30 gidly & nhiét do Ta, 30 gidy & nhiet do 72°C | #¥
bing may PCR PTC-100 (MJ Research). Sau qui |1
trinh ndy, san phim PCR dugc pha véi 25 yl dung |71
dich nhuém, tich mach ADN & nhiét d6 90°C trong5 |46
phut dé dung dich nhuom két hop véi ADN, lam lanh  [xdid
trong 10 phut bang da va duoc chay dién di trén wiid
Gelscan qua gel polyacrylamit 6%. Cac alen dugc thé taih
hién trén bang gel dugc xic dinh kich thuéc dyavao #UH

Phuong phdp tich chiét ADN theo Miller va
déng tac gia (1988). 500 mg/miu duoc nghién nho
va cho vao cac 6ng nghiém riéng biét cing véi 500
mL dung dich tach chiét (50 mM TrisHCI pH 8, 20
mM EDTA pH 8, 2% SDS) va 10 ul proteinaza K (20
mg/ml). Mau duoc giir & nhiét d¢ 37°C qua dém, sau
dé 250 ul dung dich NaCl bzo hoz (6 M) dugc thém
vao va quay ki tim 8000 vong/phat. Thu 500 pl dung
dich bé mat va cho 1 mL con 100% dé két tha ADN,
szu dé quay li tam dé tich ADN két tia. ADN duroc
rira lai bang con 70%, dé khé tu nhién va hod tan
bang 100 pL nudc nguyén chat, kiem tra ti 1&é ADN,
pha loing dé chuin nong d¢ & 200 ng/mL.

2.2. Xac dinh kiéu gien microsatellites

Bay chi thi microsatellites c6 tinh da dang di
truyén cao phuc vu danh gid da dang di truyén ci
viroe da duoc sir dung dé danh gia da dang di truyén
clla 2 quan dan ca vuoc nhap noi. Pay 1a cac chi thi
da duoc dinh vi trén ban 46 di truyén (Wang ef al,
2007) va ¢6 moi lien quan voi bién di di truyén vé
khai luong va kich ¢ ca. Chi thi cd thé 1a gien qui

dinh tinh trang khéi lugng hoic kich ¢ ca hoic chi phan mém Dscan version 2.0. mgi

X [ (3

Bing 1. Diéu kién phan fmg PCR cho cic cip méi cia cic chi thi phan ti e

Moi ‘ , Thudc nthém lién ki

(Prime) Trinh tur nucleotit Ta °C) két voi cAc gien o

(g7 | F: AATGTTTGGGTATCCGTGTCC 5 qBW2.a it
R-TGACCGAATGAGCTGTTGATAAT qT12a "

12371 | F: GGGCCGGTGATCAGAGACG . aBW2b ;”“i

R: GGCAGATCCACATGGACGAGTG ' gTL2:b o

leaiss | F: AAGCGTCTCTGCAGTAAAAAGATA - qBW3 i

R: AAMACAGGGCTATAGATCCAGAAT gTL3 tilmy

Leal7s | F TCCCAGGCTGTGGATGTGTCTAA 5 qBW12 o

R: TCGCATATGAGGGGGAAACATTAT gTL1Z i

{eafpo | F: ACTAACCCCGTTTGGCGTCCATCT s qBWI16 2t g

R: TTTGGCTTCGTTGTGATCATCAGC qTL16 Wi

F: TATGCCATACACTAACAGCCTCTA Ty

tcaZ3% | R: AAGCCTGTTACAAATTTATCAGTG 02 gaBWz0 4

F: GGGGGTCTGATCTGAACAAT -

Leald | R TTTTGCAAGCATGAAAGACAG o4 q7L1 mf:

2.3. Phén tich da dang di truyén cac quidn dan ca 3. KET QUA NGHEN CUU VA THAC LUAN R

i 3.1. Da dang di truyén cic quén din c v T“_ﬁ

Tan sudt cic alen va da hinh Iy thuyét, da hinh  nhap nei b

thyc € clia c4c quan dén ca vuge duoc phan tich da Phan tich da dang di truyén cla cic quin dincd 1.

phin mém GENEPOP (Raymond va Rouset, 1995). gien cfia 7 chi thi microsatellite ciia 100 ¢4 thé cia ' gy

Khic biét di truyén gitra cac qudn dan duge xéc dinh 115 quan dan ca nhap noi. Két qud vé s6 luong alen ?:ﬂg:

qua chi s6 pairwise Fg trén phan mém Arlequin, ver. e d6 di hoo tir auan s \ di hop tir mong D

3.5 (Schneider et al,, 2000). ?;“dugc " m‘ﬂ tt‘;_;‘“ﬂ‘; :;t g“"'c va ai hiop blag
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Bang 2. Pa dang di truyén dan c4 vuge nhép tir Thai Lan va Indonesia

Chi thi Thai Lan (n=100) Indonesia (n=100)

~ | A/locus Ho He A /locus Ho He
Lca287 12 0,63 0,71 11 0,61 0,78
Lca371 8 0,62 0,75 8 0,62 0,76
Lcai54 9 0,68 0,75 8 0,66 0,77
Lcal78 10 0,61 0,75 9 0,63 0,75
LcaE22 9 0,75 0,75 7 0,76 0,78
Lca234 10 0,67 0,73 11 0,64 0,79
Lcal48 11 0,73 0,71 12 0,71 0,78

TB 9,8+1,3 0,67+0,06 0,74+0,02 83,4419 (,6620,05 0,78+0,02

Két qua & bang 2 cho t

nay cac chi thi phan t

l¢ alen trung binh/locus; Ho va He lan luot 1a 15,5,

chon lva cho nghién ctru déu c6 mitc d6 da hinh cao
thé hién qua s6 alen trung binh/locus 1a 9,4-9,8 alen.
Trir trudng hop chi thi LcaE22 va Leal48 trong quén
din c4 vugce nhap vé tir Thai Lan, & cac chi thi con lai,
mitc d¢ di hop tir quan sat duoc (Ho) luon nhd hon
mic d di hop tir ly thuyét (He). Két qué thu dizoc
phan anh bén chat chia dan ¢4 nghién ciru ¢6 nguén
goc tlr c4c trai san xudt gidng khac nhau ma khong
thuc quan dan ca ty nhién cé giao phdi ngau nhién.
Cac dan ca thuge cac trai san xudt giong khac nhau
thirdmg it dugc trao d6i nguon gien. Mit khac, trong
moi trai san xuat gidng kha ning bit cip ngiu nhién
dé tai tao quan dan ciia quin thé ci virge thuong bi
han ché do kich thuéc quan thé bd me han ché do d6
Ho thuémg nhé hon He va vi viy mét s6 locus khong
tudn theo luit phan ly Hardy Weinberg.

Quan thé ci virge thu mau tir cic trai gidng &
Thai Lan va Indonesia c¢6 da dang di truyén cao. Gia
tri Ho vd4 He & cac quan dan ca tr Thai Lan la
0,67+0,06 va 0,74+0,02 va cia quan dan ca vuoc ¢
ngudn géc tir Indonesia tuong img 1a 0,66+0,05 va
0,78+0,02. So sanh véi cac nghién ciru trude day thi
mtc da dang di truyén ctia dan ca nhap vé tir cic trai
gidng cta Indonesia va Thai Lan cao hon nhiéu so
voi cac dan cd vuoc & cac trai gibng trong ving va
gan tuong duong véi cac dan ca vuge by nhién. Theo
Yue va dong tac gia (2009)}, nghién ciu da dang di
truyén ¢4 viroc Dong Nam A va Australia sir dung 14
chi thi microsatellite cho thdy cac dan ca trong cac
trai san xudt giong cé s6 alen/locus trung binh 14
3,57-8,21, Ho=0,52-0,66 va He=0,47-0,74, trong khi d6
& cic quin thé ca vugc ty nhién cé s6 alen trung
binh/locus 12 9,14-10,71, Ho=0,71-0,74 va He=0,74-
0,78. Con theo Phuong va dong tac gid (2013), danh
gi4 da dang di truyén dan ci virge cia Viét Nam béng
7 chi thi microsatellite cho thdy din ca ti nhién 6 ti

0,84 va 0,88, trong khi d6 cic chi s0 nay & dan ca
nhan taec 14 4,9, 0,41 va 0,45, So sanh véi cac két qua
nghién ctu cho thay dan cé vuoec nhap vé tir Théi Lan
va Indonesia c6 da dang di truyén gan tuong tu véi
dan ca ty nhién clia ving Pong Nam A va Australia,
Két qua danh gi4 pht hop véi nghién ciru da dang di
truyén trén dan ca vuoc cda Thai Lan, Theo Senanan
va dong tic gia (2014), da dang di truyén clia dan ca
vuge trong cic trai giong tuong tr nhur dian ca viroc tu
nhién va dé nghi sir dung vat liéu c4 wiroc trong cac trai
giong hién ¢6 cho chuong trinh tao gidng chon loc.

Trong nghién ciru hién tai st dung cac chi thi
microsatellites cé tinh da hinh cao vi thudéc nhém
lien két (block) véi gien hoidc céc chi thi nay c6 thé la
gien qui dinh bién di di truyén cha tinh trang ting
truémg vé khoi luong va kich thudc clia ca (Wang ef
al, 2006, Wang ef al, 2007). Da dang vé di truyén
dua vao cac chi thi phan t ndy & misc cao cho thiy
tiém nang vé hé so di truyén cda tinh trang ting
trudng vé khoi luong trong cac dan ca vurge nhip tir
Thai Lan va Indonesia. Két qua nghién citu trén chi
ra tiém nang st dung nguédn vat liéu c4 vuoe nhap tir
Théi Lan va Indonesia cho chuong trinh chon giéng
nang cao ting truong,

3.2. Sai khac di truyén giita cAc quéin dan ca viroc

Phan tich sai khac di truyén giira cac quin dan
ca viege nhip tir Thai Lan, Indonesia va quin dan ci
vuoe hién cé cia Viet Nam dua trén da hinh ciia 7 chi
thi microsatellites (Phuong ef al, 2013). Két qua vé
Fsr va Rgr duge tom tat trong bang 3. S8 lieu & bang 3
cho thay sur sai khac vé di truyén gitra cac quan thé
ca vuoc. Két qua kiém dinh théng ké cho thiy sai
khac 14 cé ¥ nghia (P<0,05). Theo Yue et at. (2009),
khac biét di truyén gitta cc quan dan ca varoc Déng
Nam A 1a F=0,124 (P<0,05).
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Chi s6 F¢ va Rer thé hién su khac biét ro rang vé

di truyén gitta cac quin dan ca vuge cé nguon gic
Viét Nam, Thai Lan va Indonesia. Két qua ndy phu
hop vdi cdc nghién ciru trude diy trén ca vuge €
Australia (Chenoweth ef al, 1998; Carina et af,
2005), Singapore (Yue ef al, 2009), Malaysia
(Norfatimah ef al, 2009) va Thai Lan (Senanan ef al,
2015). Theo Senanan va dong tac gia (2015), ket qua
phan tich méi lién hé vé di truyén cia quan thé ci
virge trong cic trai san xudt giong cho thay, cic quan
thé ca thudc 3 nhom co cach biét vé di truyén Ia
nhém ca mién Péng, mién Nam va bién Adaman. Khi
cac quan dan ca song ving sinh thai ran, it di cu,
cach xa nhau vé khoang cach dia ly thi mac d6 frao
déi nguon gien bi han ché va theo théi gian do tac
dong ctia cac qua trinh nhur dot bién, thay doi khong
dinh huémg vat lieu di truyén (Random genetic drift)

hay xu huémg déng nhat vat lien di truyén
(coalescent) trong timg quidn thé sé tao nén su khic

biét vé di truyén giira cac quin thé.

Bang 3. Chi s8 pairwise(timg ddi) Ferva Ryr

clia cic quin dan ci virpe
Quan dan Thai Lan Indonesia
For Rer FSI“ R-Sf
Indonesia | 0,119* | 0,159 -
Viét Nam [ 0,106* | 0,142 | 0,172* [ 0,161

(*) Thé hién sai khic co y nghia théng ké vor
p<0.05.

Khoing cich di truyén gifra cic quan dan ca
viurge cho thay tiém nang dé phéi két hop ngudn vat
litu giip chon tao duoc doéng ca vuge ¢6 chat luong
tot hon dong thoi giam thiéu ti 1& can huyét trong
quan dan chon giéng qua caic thé hé,

4. KET LUAN YA KIEN NG

Quan dan ca nhap tir Thai Lan va Indonesia ¢6
muc da dang di truyén cao, s6 alen /locus tir 9,4+ 1.9
dén 9,8+1,3, di hop tr quan sat dugc (Ho) tir 0,66 +
0,05 dén 0,67+0,06 va di hop ti ly thuyét (He)
0,74+0,02 va 0,78+0,02.

Khac biét vé miit di truyén gitra cac quin dan ca
Thai Lan, Indonesia va Viét Nam 1a Fq, tir 0,106 dén
0,172 va Rgp tur 0,142 dén 0,161.

Két qua nghién ciru dé nghi chon Iua vat licéu ca
vuge nhap tir Thai Lan va Indonesia dé bé sung vao
quan dan ¢4 vuge chon gidng clia Viet Nam.
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INVESTIGATION ON GENETIC VARIATION IN THE STOCKS OF SEA BASS (Lates calcarifer)
IMPORTED FROM THAILAND AND INDONESIA USING MICROSATELLITES

Le Van Chi, Mai Duy Minh, Truong Ha Phuong

Summary
Sea bass (Lates calcarifer) is important aquaculture species and being cultured worldwide. This study was
to investigate the genetic variation of the sea bass imported from Thailand and Indonesia using
microsatellite markers. The analysis of the 7 markers based on genotypes of 100 ind. from Thailand and
100 ind. from Indonesia using GENPOP indicated that genetic variation in these stocks was highly diverse.
In the Thailand stock, average number of alleles per locus, observed heterozygosity (Ho) and expected
heterozygosity (He) were 9.8£1.3, 0.67+0.06 and 0.74+0.02, respectively. Whereas, these indices in the
Indonesia stock were 9.4 + 1.9, 0.66 + 0.05 and 0.78+0.02, respectively. Genetic differentiation between
these stocks (Thailand, Indonesia and Vietnam) using Arlequin, ver. 2.0 was significant. The F.-was from
0.106 to 0.172. The results suggest using sea bass imported from Thailand and Indonesia for selection

program of this species in Vietnam.

Keyword: Sea bass, genetic variation, microsatellites.
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