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ABSTRACT

This research was aimed to evaluate levels of genetic diversity and differences
among populations of Malayan leaffish in the Mekong Delta. Fish samples
were collected from three locations representing two types of habitats,
including wetland conservation areas (Lang Sen-Long An and U Minh Ha-Ca
Mau) and inland water bodies in Hdu Giang. Six inter-simple sequence repeats
(ISSR) markers were used to amplify 95 samples. Results showed that 56 bands
(5 to 12 bands per marker) were yielded with the polymorphic rate (P, %) of
86.9% and expected heterozygosity (He) of 0.250. Long An population (n=33)
had the highest genetic diversity parameters (P = 98.2%; He=0.289), which
were not significantly different (P>0.05) from those of the other two
populations in Ca Mau (n=30; P=80.4%; He=0.239) and Hau Giang (n=32;
P=80.4%; He=0.245). The three populations had high levels of genetic identity
and a large number of migrant per generation (Nm=9.3). Analyses of Nei’s
genetic distance and phylogenetic tree indicated Ca Mau and Hau Giang had
a genetically closed relatonship, smaller than those between these two
populations and Long An population.

TOM TAT

Nghién ciru nham danh gid mirc dg da dang di truyén va s khdc biét di truyén
cia cdc quan thé cd ré bién ¢ Pong bang séng Ciru Long. Cd duwoc thu & ba
noi dai dién cho hai méi trwong phdn bé: ving triing khu bdo ton (Ldng Sen-
Long An va U Minh Ha-Ca Mau) va ving néi dong Hau Giang. Sau chi thi
Inter-simple sequence repeats (ISSR) diwoc ding dé khuéch dai 95 mau. Két
quad thu dwoc 56 vach (dao dong tir 5 @én 12 vach cho moi chi thi) voi ti I¢ da
hinh (P, %) chung la 86,9% va ti I¢ di hop mong doi (He) la 0,250. Quan thé
cd ré bién & Long An (n=33) ¢é sw da dang di truyén cao nhdt (P = 98,2%;
He=0,289) nhung khdc biét khong cé ¥ nghia thong ké (P>0,05) so véi 2 quan
thé Ca Mau (n= =30; P=80,4%, He=0,239) va Hau Giang (n=32; P=80,4%;

He=0,245). Ba qudn thé c¢é mirc do twong dong di truyén cao (tir 0,968 den
0,984) va c6 su trao déi gen lom (Nm=9,3). Phan tich khoang cach di truyén
Nei’s va cay di lruyen cho thdy hai quan thé Ca Mau va Hau Giang co khoang
cdch di truyén gan hon so véi khodang cdch hai quan thé nay véi quan thé ca
Long An.

Trich dan: Duong Thily Yén, Nguyén Thi Ngoc Tran va Tran Déc Pinh, 2020. Pa dang di truyén ciia ca 1o
bién (Pristolepis fasciata Bleeker, 1851) & Dong bang song Ciru Long. Tap chi Khoa hoc Truong
Pai hoc Can Tho. 56(S6 chuyén dé: Thuy san)(1): 200-206.
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1 GIOI THIEU

C4 16 bién (Pristolepis fasciata Bleeker, 1851)
12 loai c4 ban dia Chau A, phan bé tir An D6 dén mot
s6 nudc Dong Nam A gom Myanmar, Lao, Thai
Lan, Campuchia, mot phan Malaysia va Indonesia
(Abraham, 2011). Theo Duangsawasdi (1989) va
Kottelat (1998) (duogc trich boi Froese and Pauly,
2018), c4 16 bién thuong séng & nhiéu loai hinh thity
vue nhu ao hd nude tinh, song/kénh nudce chay hay
vung triing ngap nuoc. O Viét Nam, ca ro bién séng
chu yéu ¢ ving trung luu song Pdng Nai, song Sai
Gon va ving DBong bang séng Ciru Long (PBSCL)
(Mai Dinh Yén va ctv, 1992; Truong Thu Khoa va
Tran Thi Thu Huong, 1993). Ca c¢6 dic diém di cu
theo mua Iii tir song Mekong vao cac vung bi ngap
va sau do tré vé séng vao mua kho. Chinh didc diém
nay gitip cho sy trao ddi gen cua ca giita cac vung
khac nhau (sinh san gitra cac ca thé co nguon goc tur
céc noi khac nhau). Trao doi gen la ngudn cung cap
gen mai, gitp lam ting sy da dang di truyén caa mot
quan thé hay mot loai (Allendorf and Luikart, 2007).

Dén nay, nhiing nghién ciu vé ca 16 bién noi
chung va nghién ciru vé di truyén cua loai ca  nay noi
riéng con han ché. Nhig thong tin ban dau 1a vé
phan loai, dic diém hinh thai, thanh phan loai giéng
Pristolepis va sy phan bd ( Truong Thu Khoa va
Tran Thi Thu Huong, 1993; Rainboth, 1996; Froese
and Pauly, 2018). Gan ddy, & c4 ro6 bién da dugc
nghién cru cho sinh san nhan tao thanh cong (Phan
Phuong Loan, 2016), nhung phong trao nuéi chua
duoc phat trién. Nguon cung Cap ca cho nhu cau
thuc phdm cha yéu tir ty nhién. Theo danh gia cua
Lién minh Bao ton Thién nhién Qudc t& (IUCN) vé
cac mirc d6 nguy cip cia mot loai thi ca ro bién
thuéc mue “it quan tdm” (least concern) & pham vi
thé gii (Abraham, 2011). Tuy nhién, danh gia nay
cong bd tir nam 2011, c6 thé khong dung voi thuc
trang cua loai hi¢n nay ¢ BBSCL, ngudn loi ca 16
bién ty nhién ddi dién véi nhiéu nguy co suy giam
nghiém trong do khai thac qua mirc, moi truong
song bi chia cat, 6 nhiém, ... Khi nguén loi suy giam
¢6 thé 1am giam da dang di truyén va tir 6 lam giam
kha ning thich (g cua loai véi sy thay doi cia moi
truong (Allendorf and Luikart, 2007; Blomgvist et
al., 2010). Dé cb nhitng dinh huéng trong quéan Iy
nguon loi, nghién cttu vé da dang di truyén cua ca ro
bién 1a rat can thiét.
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Muc tiéu ciia nghién ctru nham danh gia mirc do
da dang di truyén cua ca ro bién & cac méi trudng
phan b khac nhau va su khac biét di truyén giira cac
quan thé dya trén chi thi phan tir inter-simple
sequence repeats (ISSR).

2 PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1 Thu miu ca

C4 16 bién tu nhién duoc thu tir 3 khu vyc (quan
thé): Khu bao ton dat ngap nude Lang Sen (tinh
Long An), Khu bao ton U Minh Ha (tinh Ca Mau) —
hai noi dai dién cho méi truong vung ngip nudc —
va 0 Hau Giang, dai dién cho ving séng/kénh noi
ddng. Mau ca duoc dinh danh bang phuong phap
hinh thai va dugc thu mau vi dudi (0,1 — 0.2g) dé
phan tich di truyen Mau vi duoc giit trong dng tube
1,5 ml chira ethanol 95%.

2.2 Phuong phép phan tich da dang di
truyen

Pa dang di truyén cua cac quan thé ca ro bién
duogc danh gia dya trén chi thi ISSR. Cac bude phan
tich gdom: ly trich DNA, khuéch dai gen (Polymerase
reaction chain, PCR), dién di va phan tich két qua.

2.2.1 Phuwong phap ly trich DNA

Phuong phap phenol - chloroform (Taggart et
al., 1992) co hiéu chinh (Duong Thity Yén, 2014)
dugc 4p dung dé ly trich DNA. Cac budc chinh
trong qui trinh phan tich nhu sau: i mau trong 650
puL dung dich ly trich va 10 pL proteinase K
(20mg/mL) & 60°C; loai bo protein va cac chat khac
ra khoi DNA bang dung dich Chloroform : Isoamyl
alcohol (24 : 1) va Phenol : Chloroform : Isoamyl
(25 : 24 : 1); két tia DNA bang 600 pL Ethanol
100% lanh trong 1 gio; thu hdi DNA bang ly tam
(12.000 vong/phut trong 10 phut ¢ 4°C) va rita DNA
két taa vai Ethanol (ethanol 70% trong 2 lan va
100% cho lan cubi). Sau khi duoc phoi khé & nhiét
d6 phong, DNA dugc hoa tan voi dung dich TE va
bao quan ¢ -20°C.

2.2.2  Phuwong phap PCR véi cac moi 1SSR

Dau tién, hai ca thé cia mdi quan thé duoc lay
ngau nhién dé thyuc hién phan img khuéch dai (PCR)
sang loc moi. Nhitng mdi cho vach PCR 13 va da
hinh dugc chon dé tiép tuc khuéch dai trén tat ca ca
thé cuia cac quan thé nghién ctru. Két qua sang loc
d3 tim dwoc 6 mdi ISSR dung cho phan tich da dang
di truyén cua cé ro bién (Bang 1).
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Béng 1: Trinh tw va nhiét do gan mdi cia sau loai mdi ISSR trong nghién ctru

Tén moi Trinh tw (5°-3’)  S6 lwong nucleotide  Nhiét d gan moéi  Nguon tham khiao
ISSR1L [CACL:GC 11 44°C Sharma et al. (2011)
Chiu-SSR1 [GGAC]:A 13 46°C Pazza et al. (2007)
844B [CT]sGC 18 44°C Paterson et al. (2009)
HB10 [GTG]sGC 14 44°C _
17898A  [CAJSAC 14 48°C \F;\‘;‘éﬁ]izoerl :tl a('i égg‘))g)'
17899A [CAJAG 14 48°C :

Phan ttng PCR dugc thyc hién trong tong thé tich
10 pL hén hop gém 5 pL Master Mix Promega
(trong d6 c6 chira Tag DNA polymerase trong dung
dich dém c6 pH 8,5; 400 uM dNTPs va 3mM
MgCly), 0,4 uL mdi (10 uM), 1 uL DNA va 3,6 uL
nudc ct tiét trung. Chu ki nhiét bao gom (i) mot chu
ky blen tinh dau tién & 94°C trong 2 phut; (ii) 35 chu
ky gom bién tinh & 94°C trong 30 gidy, gin moi &
nhiét do tir 44°C dén 48°C (tily mdi nhu trong Bang
1) trong 45 gidy va ndi dai & 72°C trong 1 phat 30
gidy; va (iii) mot chu ky ndi dai cudi cing & 72°C
trong 10 phut.

2.2.3 Dién di va doc két qua ISSR

Két qua PCR duoc kiém tra bang dién di trén gel
agarose véi nong do 1,2%. Trén mdi gel déu c6 mau
tir ba quan thé nghién ctru. O mdi mau PCR, liy 5
uL san pham hoa tron véi 2,5 pL loading dye va
dua vao giéng gel. Dién di dugc thyc hién ¢ dong
dién 50V trong 75 - 90 phuat. Sau do, gel dugc
nhudm trong Ethidium bromide (0,5 pg/mL) khoang
15 phut va duoc chup hinh qua may chup gel (hiéu
ETX-20.C, BioTech-Tay Ban Nha).

Kich thudc cua cic vach dién di dugce xac dinh
dia vao thang 1 kb DNA chuén véi vach tir 100 dén
10.000 bp (ABM, Canada). Nhitng mau xuét hién
vach duoc mi hoa 1 1, mau khong xuét hién vach
tai vi tri twong tng 1a 0. Két qua doc gel dugc thuc
hién doc 1ap boi hai ngudi va sau d6 kiém tra chéo.
Nhiing két qua khong tring nhau hodc khong 16
dugc dién di lai va théng nhat.

2.2.4  Phuong phdp xir Iy s6 liéu

S6 lidu ISSR ¢6 dang nhi phén (c6 mot trong hai
gia tri 0 va 1) va duoc xtr Iy bang cac chwong trinh
GenAlEx 6,5 (Peakall and Smonse, 2012), Popgene
1.3 (Yehetal.,, 1999) va MEGA 6.0 (Tamura et al.,
2013). Chuong trinh GenAIEx 6,5 dugc dung dé
woc lwong cac thong sb di truyén nhu ti 1é gene da
hinh (% P), s6 lugng alen hiéu qua (ne), ti & di hop
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mong doi khong 1¢éch (uHe), chi s6 Shannon. Gia tri
trung binh cua céc thong s6 da dang di truyén duoc
so sanh giita cac quan thé thong qua phuong phap
ANOVA va phép thir Duncan & mirc y nghia 5%,
dugc thyc hién trén chuong trinh SPSS. Sy khac biét
di truyén giita cac quan thé dugc danh gia thong qua
gi4 tri Gst (su khac biét di truyén chung gitra cac
quan thé), sé lwong ca di cu qua mdi thé he (Nm),
khoang cach di truyén (Nei’s Genetic distance) va
muc do twong dong vé di truyén (Genetic identity)
(Nei, 1972). Cac thong sb nay dugc tinh bang
chuong trinh Popgene 1.3. Cay di truyén thé hién
moi quan h¢ gitra cac quan thé duoc tinh dua trén
khoang cach di truyén Nei’s, theo phuong phap
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean) va duoc V& bang chwong trinh
Popgene 1.3 va MEGA 6.0.

3 KET QUA
3.1 Pa dang di truyén cia ca rd bién

Phan tich 6 chi thi (moi) ISSR trén ba quan thé ca ro
bién cho két qua 56 vach, trong do ti I¢ gen da hinh
chiém 86,9% (Bang 2). S6 vach dao dong tir 5 dén
12 cho méi chi thi (trung binh 9,3 + 2,3). Hinh 1 thé
hién mot phan két qua dién di caa chi thi 17899A
trén mot s6 mau ¢4 ro bién. Chi thi nay ¢6 10 vach
da hinh. Quan thé c4 o bién & Lang Sen (n=33) co
su da dang di truyén cao nhat S0 V6i 2 quan thé con
lai, thé hién qua cac thong sé da dang di truyén &
Bang 2. Ti Ié gen da hinh, ti 1& gen di hop va chi s6
Shannon ¢ quan thé ca Long An lan luot 13 98,2%,
0,289 va 0,435 so v6i quan thé ca Ca Mau c6 cac
thong s6 thap nhat, twong tng 1a 80,4%, 0,239 va
0,366. Tuy nhién, sy khac biét gitra ba quan thé
khéng c6 ¥ nghia théng ké (tit ca déu co P > 0 )1).
Panh gia chung & ca ba quan thé c4 r6 bién cho thay
murc do da dang di truyén cua c4 twong ddi cao: ti 1
gen di hop va chi s6 Shannon trung binh dat 0,258
va 0,391 (Bang 2).
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Hinh 1: Céc vach da hinh khuéch dai tir chi thi 17899A cho mét s6 miu ca ré bién

Béng 2: Cac thong sé da dang di truyén (TB = PLC) ciia cac quan thé ca r bién

Dong ca N (% P) Ne uHe |
SR R
- A
SN S
rong 5 WO obw oo oo

(Ghi chii: N: s6 méu; %P: ti 1é gene da hinh; Na: sé allele trung binh/locus; Ne: s6 allele hiéu qud; uHe: Ti I¢ di hop

mong doi; I: Chi s6 da dang Shannon)

3.2 Sy khic biét di truyén giita cic quan
thé ciia c4 ré bién

Su khac biét di truyén thé hién ¢ gia tri Gst, s6
lwong cé4 thé di cu qua mdi thé hé (Nm) va khoang
cach di truyén hoic mic do twong dong gitra cac
quan thé. Gié tri Gst chung va Nm cuia ¢ ro bién lan
luot 12 0,051 va 9,3. Ba quan thé ca r6 bién c6 mirc
d twong dong cao (tir 0,968 dén 0,984) hay khoang
cach di truyén thip (Bang 3). Quan thé c4 Long An
khoang cach di truyén véi hai quan the Ca Mau va
Hau Giang cao hon so véi giira hai quan thé do (Ca
Mau - Hau Giang). Moi quan hé nay duoc thé hién
qua cdy di truyén (Hinh 2), hai quan the Ca Mau va
Hau Giang c6 khoang cach di truyen gan, ndm cing
mot nhanh, trong khi quan thé ca Long An & nhanh
riéng.
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Ca Mau

Hau Giang

Long An

—
0.2

Hinh 2: Cay di truyén theo phwong phap
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean) ciia ba quan thé ca rd bién
Bang 3: Mirc d9 twong dong (dwéi duwong chéo)
va khoing cach di truyén (trén dwong

chéo) ciia ba quan thé ca rd bién

Ca Mau Hau Giang Long An

Ca Mau - 0,016 0,023
Hau Giang 0,984 - 0,026
Long An 0,978 0,968 -




Tap chi Khoa hoc Trirong Pai hoc Can Tho

_ Phén tich nguon bién di di truyén cho thiy ngudn
bién di chu yeu tur sy khéc biét gitra cac ca thé trong
cung mot quan thé, chiém 97%, trong khi d6, chi 3%
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bién di di truyén tir su khac biét gitra cac quan thé
(Bang 4).

Béng 4: Phan tich ngudn bién di di truyén (AMOVA) cia ba quin thé ca ré bién

Nguén bién déng Potwdo Toéngsaisé Trung binh binh phwong Phwongsai  Ti I& (%)
Giita cac quan thé 2 40,9 20,5 0,34 3
Trong cuing quan thé 87 906,4 10,4 10,42 97
Tong 89 947,3 10,75 100

4 THAO LUAN

Nghién ctru da udce lugng dugc mirc do khac biét
di truyén va da dang di truyén cia cac quan thé ca
16 bién ¢ DPBSCL. Khac biét di truyén gitra cac quan
thé ca ro bién & muc do thap thé hién qua khoang
céch di truyén thap (0,16 — 0,26), bién dj di truyén
nho giira cac quan thé (3%) va muc d¢ trao dol gen
I6n (Nm =9,3). Su trao d6i gen giita cac quan thé
dugc xem 1a & mic do thip khi Nm <1 (Wright,
1931; trich boi Mills and Allendorf, 1996; Vucetich
and Waite, 2000). Khoang cach di truyén va nguon
bién di gilra cac quan thé & ¢4 ro bién nho hon so véi
mot s6 loai ca nude ngot trong ving PBSCL nhu ca
huong Helostoma temminckii gia tri twong tng 1a
0,03 — 0,102 va 17% (Duong Thuy Yén va ctv.,
2018) hoic & c4 16 dong Anabas testudineus 12 0,019
— 0,036 va 8% (Pham Thi Trang Nhung va Duong
Thity Yén, 2014). Khac biét di truyén thap gitra cac
quan thé ca r6 bién phu hop véi dic diém di cu cua
ca. Theo Sokheng et al. (1999, trich bai Froese and
Pauly, 2018), ca 16 bién di cu hai chidu, vao mua
nudc i, ca di cu tr song Mekong vao cac vung ngap
nuée va di cu nguoc tré lai song vao dau mua kho.
O DBSCL, mua lii thuong tir thang 6 dén thang 11
va ving chiu anh huong 1i chiém 50% dién tich ca
vung (Huynh Minh Thién va ctv., 2013). Nhu vy,
diéu kién ty nhién nay cung véi dic diém di cu cua
c4 giai thich su trao d6i gen 16n giira cac quan thé ca
16 bién trong ving.

Sy trao dbi gen ciing 1a yeu t6 anh huong dén
mic d6 da dang di truyén cua céc quan thé
(Allendorf and Luikart, 2007). O ca 16 bién, sy trao
ddi gen manh gitta cac dan ca mot phan gitp cho da
dang di truyen ciia moi quan thé & mirc tuong dol
cao. Ca ba quan thé r6 bién déu c6 cac thong sb di
truyén (Ti |8 gen da hinh: 80,4 — 98,2%; ti I¢ gen di
hop: 0,239 — 0,289 va chi s6 Shannon 0,366 — 0,435)
cao hon so VO'i mot sb loai ca khac. O ca huong,
trong bdn quan thé khao sat, gdm: Long An (Lang
Sen), Tra Vinh, Cén Tho va Hau Giang, c6 ba quan
thé (trir quan thé & Hau Giang) c6 ti 16 gen di hop
<0,2 (dao dong 0,180 — 0,196) va chi s6 Shannon
trong khoang 0,269 — 0,321 (Duong Thuy Yén va
ctv., 2018). Mot s quan thé ca ro tw nhién va c4 nudi
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(c4 16 “dau vudng”) cling co ti I& di hop (trong
khoang 0,192 — 0,258) thap hon ca rd bién (Pham
Thi Trang Nhung va Duong Thuy Yén, 2014).

Mirc d6 da dang di truyén thudng c6 tuong quan
thuan véi kich c& (hay s6 lwong ca thé) quan thé
(McCusker and Bentzen, 2010). Do d6, dé duy tri su
da dang di truyén can duy tri sy phong pht cua loai.
Mic du két qua nghién ciru nay cho thay c4 ro bién
¢6 da dang di truyén cao nhung ngudn loi loai ca nay
dugce cho la dang suy giam nghiém trong (Phan
Phuong Loan va ctv., 2014). D6i vai nhiing loai ca
di cu theo mua c6 mirc d§ da dang di truyén cao va
khac biét di truyén nhu ca r6 bién, cac bién phap
dam bao moi truong séng, duong di cu, giam ap luc
khai thac dugc xem 1a nhiing giai phap hitu hiéu
trong quan 1y ngudn lgi tw nhién cua nhiing loai ca
nay (Dudgeon et al., 2006). Tuy nhién, viéc thuc
hién nhitng giai phap trén khong dé dang di vai cac
loai ca di cu trén song Mekong, khi viéc xay dung
dép trén thuong nguon (¢ cac qudc gia khac nhau)
anh huong dén duong di cu cua ca (Baran and
Myschowoda, 2009; Dudgeon, 2011), lam giam
luong nudc dang ké d6 vé viung ha luu PBSCL.
Hoat dong khai thac va cac hoat dong khac cua con
ngudi anh huong dén ngudn loi thily san noi chung
va ca rod blen noi riéng ciing kho duoc kiém soat.
Trudc thyc té do, viéc duy tri ngudn loi cua ca &
trong cac khu bao ton & ving PBSCL 1a rat quan
trong. Bén canh d6, viéc san xuat giéng va wong
nudi thanh cong loai c4 nay ciing gop phan lam giam
ap luc khai thac nguon loi ty nhién (Phan Phuong
Loan va ctv., 2014).

5 KET LUAN - PE XUAT

Ba quan thé c4 ro bién ¢ hai moi trudng ving
ngap nude khu bao tén va ving ndi ddng c6 da dang
di truyén twong duong nhau va & muc tuong ddi cao.
Céc quan thé co su trao doi gen 16n dan dén sy khac
biét di truyén nho.

Hudéng quan 1y va duy tri sy da dang di truyén
clia ca 16 bién noi riéng va mot s6 loai ¢4 nude ngot
di cu theo mua lii n6i chung 1a phat huy vai tro luu
giit ngudn gen ca trong cac khu bao tén va dam bao
duong di cu cuia ca.
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Nghién ctru nay dugc thuc hién tir ngudn kinh
phi Dy 4n Néang cap Trudng Pai hoc Can Tho
VN14-P8, hd trg bai nguon vén vay ODA Nhat Ban.
Nhom tac gia chan thanh cam on sinh vién Vo6 Thi
Ngoc Thuyén di hd trg thu va phan tich mau.
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