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TOM TAT

Trong nghién ctvu nay, 5 chi thi microsatellite v&i hai phan (rng PCR da médi dwoc st dung trén 5 quan dan tém
thé chan tréng (Litopenaeus vannamei) nudi & Viét Nam nham danh gia da dang di truyén cla ching. Sé alen trén
méi vi tri microsatellite dao déng tir 6 dén 8 alen va cé alen xuét hién véi tan sb rat thdp (<0,1). Gia tri di hop tr quan
sat (Ho, dao dong twr 0,21 dén 0,50) thép hon so vé&i di hop tir mong doi (He, dao dong tir 0,41 dén 0,72). Gia tri
twong déng (Fis) trung binh dao déng trong khoang 0,18 dén 0,40 va cao & hai vi tri TUMXL v6.23 va Lvan 01 trén
cac quén dan, 1an luot dat 0,446 va 0,496. Gia tri Fst & mrc trung binh (0,054 - 0,185) va khong thé hién sw sai khac
I&n vé di truyén gitra cac quan dan. Nghién cru cho thay, hién twong thiéu hut di hop tir trong cac quan dan tém thé
chan trdng can dwoc khic phuc nhdm han ché hién twong suy thoai gibng. Cac chwong trinh chon gidng tdm thé
chan trdng nén dwoc thuc hién nham phat trién bén viing db6i twong nay.

Tu khéa: Pa dang di truyén, microsatellite, tdm thé chan trang.

Investigation of Genetic Variation of Some Stocks of White Leg Shrimp
(Litopenaeus vannamei) Cultured in Vietnam Using Microsatellite Markers

ABSTRACT

In this study, five microsatellite loci in two sets of primers pooled PCR were used to assess the genetic diversity
of five populations of white leg shrimp (Litopenaeus vannamei) cultured in Vietnam. The number of alleles per locus
ranges from 6 to 8 and low alleles frequency is observed at all loci (<0.1). The observed heterozygosity (Ho) ranges
from 0.21 to 0.50, lower than the expected heterozygosity (He, 0.41 - 0.72). The average Fis value varies from 0,18
to 0.40, and high value found at loci TUMXL v6.23 and Lvan 01) for all populations, 0.446 and 0.496, respectively.
Fst values were in average (0.054 — 0.185) and no significant genetic differences among five populations. The finding
shows the evidence of heterozygote deficiencies all over five populations leading to a question for consideration of a
solution. The selective breeding program of white leg shrimp should be done for sustainable development of the
species.

Keywords: Genetic variation, microsatellite, white leg shrimp.

Xét vé mit di truyén, nguyén nhan cht yéu dan

1. DAT VAN DE

Tém  thé

téi sut gidm chat lugng gidng 1a do giao phdi can

chan tréng (Litopenaeus  huyét (Mair, 2002). Trong quan thé chon loc,

vannamei) c6 gia tri kinh t& cao va 1a déi tugng
nudi gianh duge nhiéu quan tdm do thdi gian
nudi ngin va cé thé chiu duge d6 man trong
khoang rong, ti 0,5-45%0. Van dé chat luong con
gidng luén duge quan tdm va dit ra nhiéu cau
héi cho cac nha quan ly cling nhu ngusi nudi.

giao phoi can huyét gay ra cac tac dong tidu cuc
nhu tang déng hop ti, din dén gia ting biéu
hién ctia gen lan gy hai, suy thoai can huyét va
gidm bién di di truyén (Falconer, 1989; Pante va
cs., 2001). Diéu nay dan dén lam tang kha ning
méc bénh, giam kha nang ting trudng, kich cd
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t61 da c6 thé dat dude cta d6i tuong duge nubi.
Viéc tng dung di truyén phéan ti dé danh gia
dac diém di truyén trén d6i tugng thuy san néi
chung va tom thé chan tring néi riéng c6 y
nghia quan trong.

Trén thé& gi6i, nhiéu nghién ctiu da st dung
chi thi phan ti microsatellite d& danh gia da
dang di truyén phuc vu cac chuong trinh chon
giéng trén tém thé chan tréng do day 1a chi thi
dong tréi cho da hinh cao va én dinh (Soto-
Hernandez and Grijalva-Chon, 2004; Cruz et al.,
2004; Freitas and Galetti, 2005; Perez-Enriquez
et al., 2009). 0 Viét Nam, cac nghién ctu chinh
trén tom thé chan tring méi chi tap trung véo
sinh san nhén tao va nudi thuong phim. Viéc
danh gia da dang di truyén mét s6 quan dan tém
dang nudi 6 Viét Nam c6 y nghia rat quan trong,
1a co s6 khoa hoc dé dé xuét cac chuong trinh
chon gidng trén tém thé chan tring gidp ting
bién di di truyén va gép phan ning cao hiéu qua
cho viéc phat trién d6i tugng nay.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP
2.1. Vat lidu

MAu tém chan tring duge thu tai hai dia
diém chinh 1a: Trung tAm qudc gia giong Hai
san mién Béc - Cat Ba - Hai Phong (dia diém 1)
va ddm nudi tdm nudc 1¢ thudc thi x4 Quang
Yén, huyén Yén Hung, tinh Quang Ninh (dia
diém 2). C4c quan dan thu miu gém: Quan dan
tém chan tréng cé ngudn géc tit Thai Lan (ky
hiéu C-P), dan b6 me dudc nhap truc tiép vé
Viét Nam nidm 2009 (dia diém 1); quan dan tom
chan tring c6 ngudn goc tit Hawaii (ky hiéu H-
I), dan b6 me dugc nhap truc tiép vé Viét Nam
niam 2009 (dia diém 1); quan dan con lai C-P x
H-1, dugc san xudt nam 2012 (dia diém 1); quin
dan tém chéan tring ngudi dan nuéi, tom gidng
dugec mua tu cong ty TNHH Viét Uc - Ninh
Thuan (ky hiéu V-U) (dia diém 2); quin dan
tém chéan tring ngudi dan nuéi, tém giéng dude
mua ti cong ty TNHH Hai Chau - Ninh Thuan
(kg hidu H-C) (dia diém 2).
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2.2. Phuong phap

2.2.1. Thu mau

T4t ca cac mau tom dude thu mua vio thang
7 nam 2012. Mau chan boi hoic chan bo cta 5
quan dan tom (40 mauw/ quan dan) duge thu va bao
quan trong con 98%, sau dé chuyén vé phong thi
nghiém thuoc Vién Nghién ctiu nuédi trong thiy
san I, Pinh Bang - Tit Son - Béc Ninh.

2.2.2. Tach chiét ADN

Tién hanh tach chiét ADN theo phuong
phéap két tia mudi. CAt nhd 0,5g miu va u trong
720u] dung dich Cell Lysis Solution (pH 8): Tris
- HCI 10mM, EDTA 100mM, SDS 2% va 7ul
proteinase K 20mg/ml & 60°C trong 2-3 gid. Sau
khi miu da tan hét, st dung 240pl amonium
acetate 7,56M dé két tta protein. Tién hanh loai
tiia va thu dich ndi, ADN dudc tia bing ethanol
100% va rua tua bing ethanol 70%. Dé tua kho
tu nhién trong khéng khi réi hoa tan tia trong
nuéc khii ion va bao quan 6 -20°C. Két qua ADN
tach chiét sau d6 duge dién di kiém tra trén gel
agarose 1% truéc khi thuyc hién phan tng PCR.

2.2.3. Phan ting khuéch dai (PCR)

Thuc hién 2 phan ting PCR da méi dé nhan
5 vi tri microsatellite v6i 5 cip mbi: TUMXL
v5.27, TUMXL v6.23, TUMXL v5.38, Lvan 01,
Lvan 07 (Bang 1). Phan tng PCR véi téng thé
tich 10ul bao gdom 1,5ul Dream Taq buffer 10X;
0,75mM MgCly; 0,125mM dNTP mbi loai; 1,25U
Dream Taq polymerase; 50-150ng ADN khuén;
0,3ul dén 0,7ul mdi 1pM mbi loai. Phan tng
PCR duge thyc hién theo chu trinh nhiét nhu
sau: 94°C trong 5 phut; (94°C trong 40 giy,
50°C trong 45 gidy, 72°C trong 1lphut) véi 35
chu ky; cudi cung & 72°C trong 15 phiit.

San phdm PCR dugc phén tich trén hé théng
phan tich di truyén GenomeLab GeXP A60974
ctia hang Beckman Coulter san xuat 2011. St
dung phan mém Gene marker 1.3 dé doc két qua
phan tich doan. Phan mém Genpop 4.0, GenAlex
6.5 dugc st dung dé phan tich: cAn bang Hardy-
Weinberg, mit cidn bing di truyén, sé lucng
alen/locus (Na), s6 alen hiéu qua (Ne), di hop ti
quan sit va mong dgi (Ho va He), hé s6 tuong
dong (Fis), chi s6 sai khac di truyén (Fst).
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Bang 1. Cac cip méi microsatellite sit dung trong nghién citu

Tén mdi Trinh tw mdi (5' - 3') Tm Gene bank Tac gia

TUMXLv5.27 F: CAGACCCTAAATCTCCGTGC 50°C AF360022 Luvesuto et al.(2007)
R: TGGAAAGGTCAGAGGTCACG

TUMXLV6.23 F: GTAAGCACCATAACTACCGC 50°C AF360031 Meehan et al.(2003)
R: GCAGAATCAGATAAAGCGAG

Lvan07 F: AAAGAGGAAGATGAGGAAG 50°C AY369258 Luvesuto et al.(2007)
R: CCTCGGTTACGTATTTATTG

TUMXLV5.38 F: CCTTTATGACTTCCCCCGAC 50°C AF360024 Meehan et al.(2003)
R: CCGTACAGAAACGGAACGTC

Lvan01 F:GCCATAAACGCAAGACTGAG 50°C JF715238.1 Luvesuto et al.(2007)

R: GCAGGTATACGGTCATGTGTA

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Pac diém di truyén cua cac quan dan
tom thé chan traing

Két qua dién di kiém tra ADN trén gel
agarose 1% cho thdy cac vach béng sang, rd,
dam bao cho cac nghién ciu tiép theo. K&t qua
phan tich PCR cho thdy t6ng s6 36 alen da dudgc
tao ra khi sti dung 5 chi thi microsatellite phan
tich trén 5 quan dan tém chén tring. Xuit hién
6 alen tai vi tri TUMXL v5.27; 8 alen tai vi tri
TUMXL v6.23 va Lvan 07; 7 alen tai vi tri
TUMXL v5.38 va Lvan 01. Nhin chung, s6 luong
alen 4 ting vi tri microsatellite 14 it hon so véi
cac nghién ciiu trudc diy ctia cac tac gia khac.
Cu thé, s6 alen tai vi tri TUMXL v5.27 va
TUMXL v5.38 1an lugt 1a 9 va 12 alen (Lima et.
al., 2010), tai vi tri Lvan 01 va Lvan 07 1an lugt
la 13 va 17 alen (Luvesuto, 2007). Ngoai tru tai
vi tri TUMXL v6.23, s6 alen 16n hon so véi
nghién ctiu trudc cia Meehan et al. (2003) vi tri
TUMXL v6.23 c6 6 alen.

Quéan dan C-P c6 téng s6 alen 16n nh4t véi
29 alen, tiép dén la quan dan V-U va quan dan
con lai C-P x H-I, 1an lugt 1a 25 va 22 alen.
Quan dan H-C va H-I c6 sb alen thap nh4t, 1an
lugt dat 19 va 15 alen. Tuong tu nhu vay, quan
dan C-P c6 s6 alen trung binh cao nhit, dat 5,8,
cac quan dan con lai 1a quan dan V-U, quan dan
con lai C-P x H-I, quan dan H-C, quan dan H-I
lan lugt 1a 5,0; 4,4; 3,8 va 3,0. S alen hiéu qua
cta cac quan dan nghién ciiu thdp hon nhiéu so
v6i téng s6 alen, dao dong tit 2,09 (quan dan H-I)

dén 3,77 (quan dan C-P). Su khac biét nay duge
giai thich do qua trinh dot bién, tai t6 hgp, troi
dat di truyén, chon loc tu nhién (Eding and
Laval, 1999). Bén canh d6, cac nguyén nhin
khéc lién quan dén k§ thuat nhu PCR va phan
tich doan va doc két qua c6 thé dan dén su sai
khac nay. So véi s6 alen hiéu qua trén & hai vi
tri TUMXL v5.27 va TUMXL v5.38 trong
nghién ctu cua Lima et al. (2010) lan lugt 1a
7,18 va 6,14 thi két qua tuong ting trong nghién
ctiu nay 6 mic thap hon.

O nhiéu vi tri microsatellite thudc cac quan
dan nghién citu, su thiéu hut di hgp ti da xay
ra. Mic hop ti cang cao thi c6 nhiéu bién di di
truyén va ngudc lai. Ngoai ra, néu cé giao phdi
can huyét thi di hgp ti quan sat thap hon di hop
ti mong doi, mét khac néu di hop ti quan sat
cao hon di hgp tit mong doi thi quan thé bi Anh
hudng bdi yéu t& cach ly. Trong nghién ciu nay,
gia tri di hdp ti quan sat thap hon so véi gia tri
di hop ti mong dgi. Cac quan dan C-P, H-I, C-P
x H-I, V-U va H-C c6 gia tri di hgp tli quan sat
lan lugt 1a 0,49; 0,21; 0,40; 0,50 va 0,46 trong
khi d6 gia tri di hdp ti mong dgi 1an ludt 14 0,72;
0,41; 0,62; 0,62 va 0,57 (Bang 2). Két qua nay
tuong tu nhu ghi nhan caa Cruz et al. (2004) va
Luvesuto (2007) trén tom thé chan tréng. Su
thiéu hut nay c6 thé giai thich do giao phéi can
huyét tao nén sy xuit hién ctia cac alen lén. Sy
xudt hién cta cac “alen cAm” hay 16i trong phan
tng khuéch dai ciing c¢6 thé 14 nguyén nhan
(Cruz et al., 2004). Xét trén hai vi tri TUMXL
v5.27 va TUMXL v5.38, cac gia tri Ho va He
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trong nghién ctu nay la tuong ducng so vdi (0,03-0,24 va 0,14-0,72) va He (0,02-0,72 va
nghién ctu cta Lima et al.(2010) trén cac quan 0,55-0,82) thap hon so v6i nghién ctu cua
dan tom chan tring nudéi & Pernambuco va Luvesuto (2007) (0,35-0,68 va 0,39-0,85) va
Brazil. V6i vi tri Lvan 01 va Lvan 07, gia tri Ho (0,77-0,84 va 0,91-0,92).

Bang 2. CAu truc di truyén cta 5 quan dan t6m nghién cttu

Quéan dan Vi tri R n Na Ne Ho He Fis
cp TUMXL v5.27 166-178 40 5 3,32 065 070 0,07
TUMXL v6.23 194-126 38 6 3,64 0,18 0,73 0,75

Lvan 07 165-196 36 8 5,45 072 082 0,12

TUMXL v5.38 196-209 35 5 2,86 063 065 0,03

Lvan 01 127-136 37 5 3,61 0,24* 0,72 0,66

Trung binh 37,20 58 3,77 049 072 0,33

" TUMXL v5.27 172-178 33 4 2,93 0,39 0,66 0,40
TUMXL v6.23 194-214 33 2 1,10 009 0,08 -0,05

Lvan 07 179-194 29 3 2,54 0,14* 0,61 0,77

TUMXL v5.38 202-214 34 4 2,84 0,38* 0,65 0,41

Lvan 01 127-130 35 2 1,03 003 0,02 -0,01

Trung binh 32,80 3,0 2,09 021 041 0,30

TUMXL v5.27 172-178 24 4 3,17 046 068 0,33

C-P TUMXL v6.23 203-216 24 4 2,14 0,08* 0,53 0,84
Lvan 07 165-196 24 6 3,47 0,54* 0,71 0,24
TUMXL v5.38 202-214 24 5 3,19 079 069 -0,15

Lvan 01 127-136 24 3 2,01 0,13* 0,50 0,75

Trung binh 24,00 4.4 2,80 040 062 0,40

VU TUMXL v5.27 174-178 30 3 223 047 055 0,15
TUMXL v6.23 194-216 30 6 2,73 043 063 0,32

Lvan 07 165-196 28 5 3,34 061 070 0,13

TUMXL v5.38 200-209 29 5 3,75 069 073 0,06

Lvan 01 123-136 29 6 1,94 031 048 0,36

Trung binh 29,20 5,0 2,80 050 062 0,20

he TUMXL v5.27 172-178 27 4 3,65 078 073 -0,07
TUMXL v6.23 194-214 27 5 2,82 041 065 0,37

Lvan 07 169-194 27 5 2,23 056 055 -0,01

TUMXL v5.38 200-206 23 2 1,63 043 0,39 0,13

Lvan 01 125-130 27 3 215 0,15 0,53 0,72

Trung binh 26,20 38 2,50 046 057 0,18

Ghi chii: R: khoang dao déng alen (bp); n: s6 mau nghién citu; N,: s6 alen trén locus; N,: s6 alen hiéu qua; H,: di hop tit quan
sat; H,: di hgp ti mong dogi, *: sai khic c6 y nghia so véi dinh luat Hardy-Weinberg (P<0,05); Fis: hé s6 tuong dong
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Hinh 1. Tan s6 alen tai cac vi tri microsatellite trén 5 quan thé tom thé chan tring
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Bang 3. Chi s6 sai khac di truyén (Fst) gita cac quan dan t6m thé chan trang

C-P C-P x H-l H-C H-1 V-U Quén dan
0,000 c-P
0,054 0,000 C-P x H-|
0,077 0,103 0,000 H-C
0,177 0,114 0,185 0,000 H-1
0,074 0,058 0,067 0,142 0,000 V-U

Xét tong thé cac locus trén ting quin dan,
hé s6 tuong déng (Fis) dao dong trong khoang
0,18 dé&n 0,40. Quan dan con lai C-Px H-I ¢6 gia
tri tuong dong nhat trong 5 quin dan (0,40);
tiép dén 1a hai quan dan C-P va H-I véi gia tri
tuong dbéng lan lugt 14 0,33 va 0,30. Gia tri nay
14 tuong duong véi nghién ctiu cua Lima et al.
(2010) trén cic quan dan tém tém chén tring
Pernambuco, Brazil (0,25 dén 0,38) va thap hon
so véi gia tri Fis da dugc ghi nhan cho cac quan
dan tom chan tring tu nhién ¢ Mexico (Fis =
0,53, Valles-Jimenez, 2005). Su khac biét vé gia
tri Fis gitia cac trai giong c6 thé 1a do su khac
biét vé cach thic quan ly, chdng han nhu s6
lugng bé sinh san, s6 lugng gidng cho mbi bé, ty
1& gidi tinh va viéc lua chon tém bo me (Lima et
al., 2010).

Xét trén tung vi tri microsatellite, gia tri
Fis cao nh4t tai vi tri TUMXL v6.23 va Lvan 01
trén quan dan con lai C-P x H-I (0,84 va 0,75)
va cling tuong d6i cao ddi véi cac quan dan khac.
Diéu nay cho thay miic d6 thiéu di hop ti tai hai
vi tri nay dang béo dong. C6 thé giai thich két
qua nay 1a do kich thuéc cac quian dan bo me
khong 16n da lam ting ty 1& giao phdi can huyét
va dan dén giam dang ké ty 1é di hop ti (Goyard
et al., 2003; Freitas and Galetti, 2005), hay do
troi dat di truyén va chon loc nhan tao
(Luvesuto, 2007).

Két qua phan tich ciing cho thay, di truyén
cua 9/25 vi tri microsatellite trén cac quan dan
nghién ctu sai khac ¢6 ¥ nghia so véi dinh luat
can bang Hardy - Weinberg (P<0,05). Nghién
cliu ciia modt s6 tac gia ciing bao cio két qua
tuong tu trén tom chan tring (Luvesuto, 2007)
va tbm si (Supungul et al.,, 2000; Xu et al.,
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2001). C6 thé nhan thdy, 6 ca 5 vi tri
microsatellite déu xuét hién nhiing alen véi tan
6 rat thap. Nhiing alen nay c6 thé d& dang mat
di néu khéng c6 cach thic duy tri va quan 1y tot.
Viéc lai tao gifia cac cAc quin dan tdm cé ngudn
goc khac nhau 14 mét giai phap hitu hiéu gidp
duy tri da dang alen va c6 thé phuc hdéi mot
phén su da dang di truyén bi mat di nhu dé
xuat ctua Freitas et al. (2007).

3.2. Quan hé di truyén ctia cac quan dan tém

Xét trén cac quan dan, gia tri Fst dao dong
tt 0,054 dén 0,185 va khéng c6 su sai khac di
truyén lén gitia cac quan dan nghién ctu (Bang
3). Sai khac di truyén cao nhat la giia quan dan
H-C va H-I (0,185); nhd nhat giiia quan dan C-
P va quan dan con lai C-P x H-I (0,054). Theo
Freitas and Galetti (2005), Gjedrem (2005), viéc
nhan giéng dua vao kiéu hinh va giao phéi can
huyét ting da gép phan thic ddy dang ké trong
viéc tao nén sy tuong ddéng di truyén gitia cac
quén thé.

4. KET LUAN

Cac vi tri microsatellite TUMXL v5.27,
TUMXL v6.23, Lvan 07, TUMXL v5.38 va Lvan
01 trong phan tng PCR da moi cho két qua da
hinh khéa cao va da xac dinh dudc 36 alen trong
cac quin dan tom thé chan tréng nghién ctu.
Gia tri Fis 6 mtc trung binh, miic do thiéu di
hop ti 1a 6 mic bao dong d6i véi hai vi tri
TUMXL v6.23 va Lvan 01 trén cac quin dan
tém chan tring nghién ctu. Chi s6 sai khac di
truyén giia cac quan thé 6 mic trung binh va
khéng sai khac 16n giiia cac quan dan nghién
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ctu. Mac du c6 thé han ché vé ngudén miu
nghién ctu ciing nhu s6 lugng cac chi thi, két
qua nghién ctiu ban diu cho thiy mtc d6 quan
trong ctia viéc thuc hién cac chuong trinh chon
giong nham nang cao chat lugng tom thé chan
tring gop phan phat trién bén viing cho nganh
thuy san.
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