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GIẢI THÍCH CÁC THUẬT NGỮ 

1. Đoạn đọc (read): đoạn trình tự DNA có kích thước ngắn (<300 bp) hoặc dài 

(vài kilobase) tùy theo chiến lược giải trình tự. 

2. Contigs là các đoạn trình tự dài, liên tục, không có khoảng trống thu được từ 

việc lắp ráp các đoạn đọc chồng lấp (overlap) lên nhau. 

3. Scaffolds là tập các contigs được sắp xếp theo trật tự và có thể có khoảng trống 

giữa chúng. 

4. Độ sâu bao phủ (Depth of Coverage, thường gọi là "Depth") là số lần một 

nucleotide cụ thể trong trình tự DNA được đọc trong quá trình giải trình tự. 

5. Độ sâu bao phủ trung bình tối thiểu (Minimum Mean Depth) là độ sâu bao phủ 

trung bình thấp nhất được yêu cầu hoặc quan sát trong một tập dữ liệu giải trình tự, 

và thường được sử dụng để đánh giá chất lượng dữ liệu và độ tin cậy của kết quả phân 

tích. Ví dụ độ sâu bao phủ ≥ 30x, nghĩa là mỗi nucleotide nên được đọc ít nhất 30 lần 

để đảm bảo độ chính xác cao. 

6. Alen thay thế (Minor Allele Count) là số lần xuất hiện của alen ít phổ biến hơn 

trong một tập hợp dữ liệu di truyền. 

7. Tần số alen thay thế (Minor Allele Frequency) là tỉ lệ xuất hiện của alen ít phổ 

biến hơn (alen thay thế) trong một quần thể. 

8. Loci trung tính (neutral loci) là các vị trí (loci) trong hệ gen không chịu tác động 

trực tiếp của chọn lọc tự nhiên. 

9. Loci ngoại vi (outlier loci) là những vị trí trong hệ gen có sự khác biệt đáng kể 

về tần số alen hoặc mức độ đa dạng di truyền so với phần lớn các loci khác trong 

quần thể. 

10. Loci đáp ứng (adaptive loci) là các vị trí trong hệ gen có liên quan đến sự thích 

nghi của sinh vật với môi trường. 

11. Loci cân bằng (balance loci) là những vị trí trong hệ gen mà tại đó tính đa 

dạng di truyền được duy trì nhờ sự tác động của các cơ chế chọn lọc đặc biệt, chẳng 

hạn như chọn lọc cân bằng (balancing selection). Các loci này có sự tồn tại song song 
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của nhiều alen, vì các alen này không bị loại bỏ hoặc cố định một cách triệt để, mà 

thay vào đó chúng duy trì sự cân bằng trong quần thể qua nhiều thế hệ. 

12. Phân tích phương sai phân tử (Analysis of Molecular Variance – AMOVA) là 

phương pháp thống kê được sử dụng để phân tích và đo lường sự phân bố của biến dị 

di truyền trong các nhóm quần thể sinh vật. Phương pháp này phân chia tổng biến dị 

di truyền thành các phần tử tương ứng với các mức phân lớp (giữa các quần thể, giữa 

các nhóm trong quần thể, và trong các cá thể của từng nhóm.) và xác định tỉ lệ biến 

dị giữa các nhóm và trong từng nhóm. AMOVA đặc biệt hữu ích trong việc nghiên 

cứu cấu trúc quần thể và mức độ phân hóa di truyền giữa các nhóm hoặc quần thể. 

13. Markov chain Monte Carlo (MCMC) sampling: Một kỹ thuật thống kê để tích 

hợp một hàm bằng cách lấy các mẫu ngẫu nhiên (“Monte Carlo”) từ hàm, dựa trên 

mỗi mẫu của mẫu trước đó (“Markov chain”). Kỹ thuật ngẫu nhiên này rất hữu ích 

khi hàm không thể được tích hợp trực tiếp, nhưng có thể thất bại nếu mẫu được rút ra 

không đủ lớn hoặc không khám phá tất cả các vùng quan trọng của hàm. 

14. Dóng hàng (alignment) là quá trình sắp xếp hai hoặc nhiều trình tự để xác định 

các vùng tương đồng giữa chúng. 

15. Sắp xếp (mapping) là quá trình gán các đoạn trình tự ngắn lên một trình tự 

tham chiếu đã biết nhằm xác định vị trí chính xác của các đoạn đọc trên trình tự tham 

chiếu.  
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MỞ ĐẦU 

1. Lý do chọn đề tài 

Sông Mekong bắt nguồn từ cao nguyên Tây Tạng (Trung Quốc) với chiều dài 

4.909 km chảy qua địa phận của 6 quốc gia châu Á trước khi đổ ra Biển Đông, gồm 

Trung Quốc và Myanmar thuộc phần thượng lưu (Upper Mekong Basin – UMB); 

Lào, Thái Lan, Campuchia và Việt Nam thuộc phần hạ lưu (Lower Mekong Basin –

LMB). Lưu vực sông Mekong được biết đến là trung tâm đa dạng sinh học thủy sản 

toàn cầu, chỉ xếp sau Amazon và Congo, với hơn 1.300 loài cá [1–4]. Nguồn lợi thủy 

sản khổng lồ này đóng vai trò then chốt trong an ninh lương thực và sinh kế của hơn 

70 triệu người dân và được dự báo sẽ tăng lên 100 triệu vào năm 2050 [5]. Đặc trưng 

của hệ sinh thái này là sự tồn tại của các nhóm cá với tập tính di cư phức tạp và đa 

dạng, từ cá đen (không di cư) đến cá trắng (di cư chặng dài), được điều phối chặt chẽ 

bởi các yếu tố thủy văn, đặc biệt là chu kỳ nhịp lũ hàng năm [6, 7]. 

Tuy nhiên, hệ sinh thái Mekong đang đối mặt với những thách thức nghiêm 

trọng do tác động tổng hợp của con người và biến đổi khí hậu. Việc khai thác quá 

mức, xây dựng đập thủy điện, phát triển nông nghiệp và đô thị hóa đã tạo ra những 

rào cản vật lý, làm thay đổi dòng chảy tự nhiên và chia cắt môi trường sống của cá, 

dẫn đến sự suy giảm nguồn lợi thủy sản và gia tăng nguy cơ tuyệt chủng cho nhiều 

loài [4, 8]. Trong bối cảnh đó, việc nghiên cứu sâu về đa dạng di truyền và cấu trúc 

quần thể của các loài cá ở lưu vực sông Mekong trở nên cấp thiết, nhằm cung cấp cơ 

sở khoa học cho công tác bảo tồn, phục hồi và quản lý bền vững nguồn lợi thủy sản. 

Cho đến nay, một số nghiên cứu về đa dạng di truyền và cấu trúc quần thể cá 

sông Mekong đã được thực hiện, sử dụng các chỉ thị phân tử khác nhau như DNA ti 

thể [9–12], microsatellite [11, 13, 14] và đa hình nucleotide đơn (Single Nucleotide 

Polymorphisms – SNPs) [15–18]. Kết quả của các nghiên cứu này cho thấy mức độ 

phân hóa di truyền giữa các quần thể khác nhau dọc theo dòng chính và các dòng 

nhánh, phản ánh mối liên hệ giữa cấu trúc di truyền với tập tính di cư và lịch sử tiến 

hóa của loài. Các loài cá di cư chặng dài thường duy trì mức độ đa dạng di truyền cao 
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và có sự kết nối quần thể rộng hơn so với các loài cá không di cư [10, 11, 13, 14, 19, 

20]. Gần đây, những nghiên cứu ứng dụng chỉ thị SNPs đã chỉ ra dấu hiệu suy giảm 

đa dạng di truyền, hệ số cận huyết cao và kích thước quần thể hiệu quả thấp ở một số 

loài cá sông Mekong, được cho là hệ quả của khai thác quá mức, phát triển thủy điện 

và biến đổi khí hậu [15, 17].  

Mặc dù vậy, một khoảng trống kiến thức lớn vẫn tồn tại khi các nghiên cứu hiện 

tại chủ yếu tập trung vào từng loài đơn lẻ hoặc quy mô mẫu hạn chế, dẫn đến những 

dự báo về khả năng thích nghi của các nhóm cá trước biến động môi trường thiếu tính 

thống nhất. Sự thiếu hụt các phân tích so sánh đồng thời giữa các loài đại diện cho 

các chiến lược sống khác nhau trong cùng một bối cảnh thủy văn đã cản trở việc xây 

dựng các mô hình bảo tồn tổng thể cho toàn lưu vực.  

Để khắc phục hạn chế về độ phân giải của các chỉ thị truyền thống, nghiên cứu 

này sử dụng chỉ thị SNPs với ưu điểm vượt trội về mật độ phân bố toàn hệ gen, cho 

phép phát hiện các biến dị di truyền ở mức độ nucleotide [21, 22]. Kỹ thuật EzRAD 

(Enzyme Restriction-site Associated DNA) được áp dụng như một chiến lược tối ưu 

để thu nhận bộ dữ liệu SNPs quy mô lớn cho các loài chưa có hệ gen tham chiếu, giúp 

đánh giá chi tiết và tin cậy hơn về mức độ đa dạng di truyền và cấu trúc quần thể 

trong bối cảnh môi trường bị phân mảnh tại lưu vực sông Mekong [23]. 

Trên cơ sở đó, nghiên cứu “Phát hiện và nghiên cứu ứng dụng các chỉ thị đa 

hình nucleotide đơn (SNPs) bằng kỹ thuật EzRAD của ba loài cá điển hình ở lưu 

vực hạ lưu sông Mekong” được thực hiện, tập trung vào 03 loài đại diện cho các tập 

tính di cư và vòng đời phát triển khác nhau, gồm cá chạch lá tre Macrognathus 

siamensis (cá đen, không di cư), cá ét mọi Labeo chrysophekadion (cá xám, di cư 

chặng ngắn và tùy nghi) và cá vồ đém Pangasius larnaudii (cá trắng, di cư chặng 

dài). Nghiên cứu hướng tới giải quyết các vấn đề then chốt thông qua hai câu hỏi: 1) 

Sự tương tác giữa tập tính di cư và vòng đời phát triển hình thành nên các biến thiên 

di truyền và khả năng duy trì dòng gen giữa các loài như thế nào?; 2) Liệu các bằng 

chứng về cấu trúc di truyền và sự suy giảm đa dạng hiện nay có phản ánh những tác 
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động tích lũy từ các rào cản cảnh quan và biến đổi điều kiện môi trường tại hạ lưu 

sông Mekong hay không? Những kết quả này sẽ góp phần làm sáng tỏ cơ chế duy trì 

và phân hóa di truyền của các loài cá sông Mekong, đồng thời cung cấp luận cứ khoa 

học quan trọng cho chiến lược bảo tồn và quản lý bền vững nguồn lợi thủy sản. 

2. Mục tiêu nghiên cứu 

2.1. Mục tiêu chung 

Nghiên cứu này được thực hiện nhằm đánh giá và so sánh mức độ đa dạng di 

truyền và sự kết nối quần thể của 03 loài cá điển hình ở sông Mekong thông qua 

việc sử dụng kỹ thuật di truyền tiên tiến, từ đó xây dựng cơ sở dữ liệu di truyền phục 

vụ công tác quản lý, bảo tồn và khai thác bền vững nguồn lợi thủy sản trong khu vực. 

2.2. Mục tiêu cụ thể 

- Lắp ráp de novo hệ gen của ba loài cá điển hình (cá chạch lá tre M. siamensis, 

cá ét mọi L. chrysophekadion và cá vồ đém P. larnaudii) ở lưu vực hạ lưu sông 

Mekong, đồng thời phát hiện các SNPs phục vụ phân tích di truyền quần thể. 

- Đánh giá và so sánh thông tin di truyền quần thể của ba loài cá, gồm mức độ 

đa dạng di truyền trong và giữa quần thể, kích thước quần thể hiệu quả, mô hình di cư 

và mức độ kết nối di truyền giữa các quần thể. 

- Lắp ráp và chú giải hệ gen ti thể của cá ét mọi, xác định mã vạch RAD và 

phân tích cấu trúc di truyền quần thể nhằm bổ trợ và kiểm chứng kết quả phân tích 

dựa trên dữ liệu SNPs thuộc hệ gen nhân. 

3. Nội dung nghiên cứu 

1) Lắp ráp de novo hệ gen của 03 loài cá điển hình ở lưu vực hạ lưu sông Mekong 

và xác định các chỉ thị phân tử SNPs.  

2) Khảo sát và so sánh đa dạng di truyền, cấu trúc di truyền quần thể, ước lượng 

kích thước quần thể hiệu quả và dự đoán mô hình di cư của 03 loài cá nghiên cứu ở 

lưu vực hạ lưu sông Mekong. 

3) Lắp ráp và chú giải hệ gen ti thể, xác định mã vạch RAD và khảo sát cấu trúc 

di truyền quần thể của cá ét mọi Labeo chrysophekadion. 
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4. Những đóng góp mới của luận án 

❖ Về nội dung nghiên cứu: 

Nghiên cứu ứng dụng kỹ thuật EzRAD để phát hiện và tuyển chọn các chỉ thị 

SNPs đặc trưng quần thể phân bố rộng trên toàn hệ gen, mở ra hướng tiếp cận mới 

trong nghiên cứu di truyền quần thể cho 03 loài cá điển hình ở sông Mekong có tập 

tính di cư và vòng đời phát triển khác nhau, gồm cá chạch lá tre (không di cư, đại 

diện cho quần thể cá địa phương), cá ét mọi (di cư chặng ngắn và tùy nghi, thể hiện 

sự liên kết giữa các vùng sinh thái và thích nghi linh hoạt với môi trường) và cá vồ 

đém (di cư chặng dài, phản ánh sự kết nối giữa các vùng sinh thái và các tuyến đường 

di cư). 

❖ Về điểm mới và tính nổi bật: 

− Phân tích đa dạng di truyền và cấu trúc quần thể toàn diện: Sử dụng số lượng 

lớn chỉ thị SNPs được tuyển chọn từ kỹ thuật EzRAD, nghiên cứu cung cấp cái nhìn 

tổng quan về mức độ đa dạng di truyền và cấu trúc quần thể của cả 03 loài cá, vượt 

trội so với các nghiên cứu trước đây sử dụng các chỉ thị truyền thống, hoặc/và sử 

dụng chỉ thị SNPs trong nghiên cứu đơn loài. 

− Dự đoán mô hình di cư phù hợp với lịch sử phát triển: Lần đầu tiên dữ liệu 

SNPs được ứng dụng và sử dụng các thuật toán đa dạng để dự đoán mô hình di cư 

của cá ét mọi và cá vồ đém ở LMB, gợi mở thông tin về các tuyến đường di cư và sự 

kết nối giữa các quần thể cá. 

− Ứng dụng dữ liệu EzRAD trong phân tích hệ gen ti thể và cấu trúc quần thể: 

Nghiên cứu khai thác dữ liệu dữ liệu EzRAD từ nhiều cá thể để vừa tái cấu trúc hệ 

gen ti thể, vừa sàng lọc đồng thời các vị trí đa hình mật độ cao ở cá ét mọi. Nguồn dữ 

liệu này được ứng dụng hiệu quả vào việc đánh giá đa dạng di truyền và cấu trúc quần 

thể của loài nghiên cứu, mở ra hướng tiếp cận mới trong nghiên cứu hệ gen ti thể của 

các loài cá.  
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5. Ý nghĩa khoa học và thực tiễn của luận án 

Ý nghĩa khoa học: Nghiên cứu đã làm sáng tỏ cấu trúc di truyền và mô hình di 

cư của ba loài cá điển hình tại sông Mekong thông qua kỹ thuật EzRAD. Kết quả 

không chỉ khắc phục hạn chế của các phương pháp truyền thống về độ phân giải dữ 

liệu mà còn cung cấp khung tham chiếu giá trị cho công tác bảo tồn đa dạng sinh học 

tại các hệ thống sông lớn. Đặc biệt, việc kết hợp phân tích hệ gen ti thể và mã vạch 

RAD đã thiết lập hướng tiếp cận mới trong nghiên cứu di truyền dòng mẹ và khả năng 

thích nghi của các loài thủy sinh. 

Ý nghĩa thực tiễn: Kết quả nghiên cứu này có ý nghĩa thực tiễn quan trọng trong 

việc bảo tồn và quản lý nguồn lợi thủy sản ở sông Mekong. Việc xác định cấu trúc 

quần thể và mô hình di cư của các loài cá giúp các nhà quản lý đưa ra các biện pháp 

bảo tồn phù hợp, đảm bảo sự bền vững của các quần thể cá. Dữ liệu SNPs và hệ gen 

ti thể được tạo ra từ nghiên cứu này là nguồn tài nguyên di truyền quý giá, có thể 

được sử dụng để theo dõi sự thay đổi di truyền của các quần thể cá theo thời gian, 

đánh giá tác động của các yếu tố môi trường và hỗ trợ các chương trình phục hồi quần 

thể. Ngoài ra, việc giải mã hệ gen ti thể của cá ét mọi được ứng dụng trong việc phát 

triển các phương pháp xác định loài và theo dõi nguồn gốc sản phẩm thủy sản. 

6. Cấu trúc của luận án 

Luận án gồm 130 trang (không kể bìa, mục lục, danh mục các hình, bảng biểu 

và phần phụ lục), bao gồm: 

Mở đầu có 5 trang trình bày tính cấp thiết, mục tiêu, nội dung, tính mới, ý nghĩa 

khoa học và thực tiễn của luận án. 

Nội dung chính gồm 3 chương: 

Chương 1: Tổng quan tài liệu gồm 36 trang; 

Chương 2: Đối tượng, phạm vi và phương pháp nghiên cứu, gồm có 24 trang; 

Chương 3: Kết quả nghiên cứu và thảo luận gồm 42 trang; 

Phần kết luận và kiến nghị gồm 2 trang; 

Phần các công trình công bố và tài liệu tham khảo gồm 22 trang. 

Trong luận án, tổng cộng có 17 bảng, 28 hình ảnh, 265 tài liệu tham khảo tiếng 

Việt và tiếng Anh.  
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CHƯƠNG 1:  

TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

1.1. Tổng quan về lưu vực hạ lưu sông Mekong 

1.1.1. Đặc điểm địa lý, khí hậu và thủy văn của lưu vực hạ lưu sông Mekong 

Sông Mekong là một trong những hệ thống sông lớn nhất thế giới, bắt nguồn từ 

cao nguyên Tây Tạng (Trung Quốc) và chảy qua 6 quốc gia Châu Á, đạt tổng chiều 

dài 4.909 km [24], diện tích lưu vực 795.000 km2, với lưu lượng trung bình hàng năm 

14.500 m3/s [25]. Về mặt địa lý, lưu vực phân chia thành Thượng lưu (Upper Mekong 

River Basin – UMB) chảy qua Trung Quốc, Myanmar (chiếm 24% diện tích lưu vực) 

và Hạ lưu (Lower Mekong River Basin – LMB) nằm trên địa phận Lào, Thái Lan, 

Campuchia và Việt Nam (chiếm 76%). Lưu vực LMB lại chia tiếp thành thượng lưu-

LMB, trung lưu-LMB và hạ lưu-LMB (Hình 1.1A), với ranh giới tự nhiên giữa trung 

lưu-LMB và hạ lưu-LMB là thác Khôn - quần thể thác ghềnh dài hơn 10 km, vốn là 

rào cản tự nhiên quan trọng đối với sự di cư của loài cá [26] (Hình 1.1B). Xuôi dòng, 

sông hợp lưu với hệ thống 3S (Sesan, Srepok, Sekong) tại Campuchia (Hình 1.1C), 

sau đó kết nối với Biển Hồ qua sông Tonle Sap. Khi vào Việt Nam, dòng chính chia 

thành sông Tiền và sông Hậu, tạo nên Đồng bằng sông Cửu Long (ĐBSCL). Xét về 

khu hệ sinh thái, ngoại trừ vùng Thượng Lan Thương thuộc Trung Quốc, bốn vùng 

sinh thái còn lại (Hạ Lan Thương, cao nguyên Khorat, Kratié-Stung Treng và châu 

thổ Mekong) đều thuộc lưu vực LMB [27]. 

Thủy văn của lưu vực sông Mekong chịu sự chi phối mạnh mẽ của khí hậu gió 

mùa, tạo nên hai mùa rõ rệt: mùa mưa (từ giữa tháng 6 đến đầu tháng 11) và mùa khô 

(từ tháng 12 đến tháng 5), cùng hai giai đoạn chuyển tiếp. Sự thay đổi này dẫn đến 

biến động lưu lượng dòng chảy đáng kể. Mùa mưa cung cấp khoảng 75% tổng lượng 

nước hàng năm, thường gây ra lũ lụt trên diện rộng ở hạ lưu và đóng vai trò thiết yếu 

cho chu trình tưới tiêu, sản xuất và đánh bắt cá [28]. Lưu lượng nước đạt đỉnh điểm 

(khoảng 40.000 m3/s) vào tháng 9 – 10 [29].Ngược lại, mùa khô là giai đoạn lưu 

lượng nước thấp nhất (khoảng 2.000 m3/s vào đầu tháng 4) [29], với khoảng 35% 
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tổng lưu lượng nước đến từ thượng nguồn Trung Quốc [30]. Do đó, cơ sở hạ tầng cấp 

nước ở thượng lưu đóng vai trò quan trọng trong việc điều tiết thủy văn, đặc biệt trong 

giai đoạn khô hạn. Lưu lượng nước bắt đầu tăng mạnh vào cuối tháng 5, báo hiệu sự 

khởi đầu của chu kỳ gió mùa mới. 

 

Hình 1.1. Hệ thống lưu vực sông Mekong 

A. Lưu vực sông Mekong phân chia theo địa lý (màu xám thuộc khu vực thượng lưu-

UMB, xanh dương là thượng lưu-LMB, vàng là trung lưu-LMB và xanh lá là hạ 

lưu-LMB) [31]; B. Khu vực thác Khôn (chữ in nghiêng là các kênh chính, chữ in 

hoa là các đảo, màu đỏ là ghềnh thác và mũi tên màu xanh là hướng dòng chảy) 

[32], C. Khu vực Stung Treng và các đập thủy điện đã (▲) và sẽ (■) xây dựng [33] 
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1.1.2. Các hệ thống di cư ở hạ lưu sông Mekong 

Ở hạ lưu sông Mekong, ba hệ thống di cư đường dài được xác định [7, 34] 

(Hình 1.2A). (1) Hệ thống di cư thượng lưu-LMB: trải dài từ điểm hợp lưu giữa dòng 

nhánh Xiaohei (Trung Quốc) và dòng chính đến Luang Prang (Lào). Đoạn sông đặc 

trưng bởi việc thiếu các nhánh sông lớn và ít vùng ngập. Tại hệ thống này, các loài di 

cư từ nơi trú ẩn mùa khô ở dòng chính, ngược dòng lên khu vực sinh sản (như Sông 

Buyuan) khi mùa mưa bắt đầu. (2) Hệ thống di cư trung lưu-LMB: từ Luang Prang 

xuống đến thác Khôn, đặc trưng với địa hình gồ ghề, thung lũng hẹp và nhiều sông 

nhánh lớn. Ở hệ thống này, cá sinh sản ở các nhánh sông có dòng chảy mạnh, sau đó 

di cư về dòng chính để trưởng thành, trú ẩn trong các vực sâu vào mùa khô. (3) Hệ 

thống di cư hạ lưu-LMB: Từ Thác Khôn (Campuchia) xuống đến Đồng bằng sông 

Cửu Long (ĐBSCL) của Việt Nam. Vào đầu mùa mưa, cá di cư từ nơi trú ẩn mùa 

khô (vực sâu quanh Kratié – Stung Treng Hình 1.3A) đến các vùng ngập phía Nam 

Campuchia và ĐBSCL để kiếm ăn (Hình 1.3B). 

Bên cạnh đó, Kang & Huang (2021) [34] mô tả thêm ba hệ thống di cư ngang  

(Hình 1.2A), gồm (1) Hệ thống Biển Hồ (GLS): vùng ngập lũ lớn nhất ở Campuchia, 

kết nối với Sông Mekong qua Sông Tonle Sap, nơi dòng chảy đảo chiều hai lần mỗi 

năm. Vùng này cung cấp môi trường sống và sinh sản quan trọng, cho phép các loài 

(như cá linh Henicorhuynchus spp.) di cư ngược dòng chính để sinh sản, sau đó ấu 

trùng trôi ngược về vùng hạ lưu để phát triển [7]. (2) Hệ thống sông Sekong-Sesan-

Srepok (3S): Hợp lưu của ba nhánh sông lớn ở Stung Treng (Campuchia). Ở hệ thống 

này, nhiều loài cá như cá linh Henicorhynchus siamensis, các loài cá chép kích thước 

lớn (Catlocarpio siamensis, Cirrhinus microlepis, Cyclocheilichthys enoplos, 

Probarbus jullieni) và một số loài cá da trơn thực hiện di cư từ dòng chính sông 

Mekong vào hệ thống 3S trong mùa khô để tìm nơi trú ẩn hoặc sinh sản. (3) Hệ thống 

Korat (KS) nằm ở phía đông bắc của Thái Lan, gồm 2 nhánh sông lớn là sông Chi và 

sông Mun, đóng vai trò là một trong những bãi đẻ quan trọng. 
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Hình 1.2. Các hệ thống di cư (A) [34] và các đập thủy điện trên dòng chính 

và dòng nhánh (B) [35] ở sông Mekong. (KS: hệ thống Korat, GLS: Hệ thống 

Biển Hồ, 3S: Hệ thống sông Sekong-Sesan-Srepok) 

Các hệ thống di cư trung lưu và hạ lưu-LMB, bao gồm cả hệ thống ngang 

(GLS, 3S, KS), có sự liên kết mật thiết, trong khi hệ thống thượng lưu-LMB có xu 

hướng tách biệt hơn. Điều này cũng được thể hiện qua số lượng vực sâu ít hơn (Hình 

1.3A) và ít bắt gặp cá ở giai đoạn mang trứng (Hình 1.3C) [7]. 

 

Hình 1.3. Sơ đồ phân bố vực sâu và số lượng loài (A), vùng ngập (màu vàng, B) 

và số lượng loài cá mang trứng (màu vàng, C) ở dòng chính sông Mekong [7] 
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1.1.3. Nguồn lợi thủy sản và các yếu tố ảnh hưởng đến đa dạng sinh học ở 

lưu vực hạ lưu sông Mekong 

1.1.3.1. Nguồn lợi thủy sản ở lưu vực hạ lưu sông Mekong 

Lưu vực sông Mekong, được đặc trưng bởi đa dạng các vùng sinh thái, các môi 

trường sống khác nhau (dòng chính, dòng nhánh, hồ, hồ chứa, vực sâu, vùng ngập, 

hang động và cửa song) và chu kỳ lũ hàng năm, là một trong ba lưu vực giàu nguồn 

lợi cá nước ngọt nhất thế giới, chỉ đứng sau Amazon và Congo [4]. Hệ thống sông hỗ 

trợ một ngành thủy sản nội địa khổng lồ, cung cấp nguồn protein chính cho hơn 70 

triệu người [36, 37]. 

Nguồn tài nguyên cá của Mekong vô cùng đa dạng với 1.393 loài cá được ghi 

nhận, trong đó có ít nhất 293 loài (21%) là loài di cư [38]. Sản lượng thu hoạch thủy 

sản (bao gồm cá và các loài khác) đạt đỉnh khoảng 3 triệu tấn (năm 2010), với tổng 

giá trị kinh tế ước tính lên đến 11 tỷ USD; tuy nhiên, sản lượng này đã suy giảm đáng 

kể vào năm 2020. Sản lượng thủy sản hàng năm được khai thác ở LMB ước tính 

chiếm khoảng 19,3% tổng sản lượng thủy sản nước ngọt toàn cầu [39]. 

Dựa trên tập tính sinh thái và sử dụng môi trường sống [31, 40], các loài cá 

Mekong được phân thành ba nhóm chính: 

(1) Nhóm cá đen: Các loài sống chủ yếu ở vùng nước tĩnh (hồ, đầm lầy) và di 

chuyển ngắn theo chu kỳ giữa vùng nước và vùng ngập lũ (ví dụ: như cá rô Anabas 

testudineus, cá trê Clarias batrachus, cá lóc đen Channa striata, cá chạch lá tre 

Macrognathus siamensis). Nhóm này chiếm khoảng 50% tổng sản lượng cá LMB [41]; 

(2) Nhóm cá trắng: Các loài di cư đường dài, thường di chuyển lên thượng nguồn 

các nhánh sông vào mùa mưa để sinh sản và trở về nơi sinh sống vào cuối mùa. . Ví dụ 

như các loài thuộc họ cá chép Cyprinidae như cá cóc (Cyclocheilichthys enoplos) và 

cá trôi vảy nhỏ (Cirrhinus microlepis), cũng như các loài cá da trơn thuộc họ 

Pangasiidae như cá tra Pn. hypophthalmus, cá ba sa P. bocourti, cá bông lau P. 

krempfi, cá hú P. conchophilus và cá vồ đém P. larnaudii, với sản lượng khai thác 

của nhóm này chiếm 36% [41];  
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(3) Nhóm cá xám: Nhóm trung gian, thực hiện các cuộc di cư ngắn hơn giữa 

vùng ngập và sông lân cận (ví dụ cá trèn bầu Ompok bimaculatus, cá thác lác 

Notopterus notopterus, cá ét mọi Labeo chrysophekadion). Tỉ lệ sản lượng của nhóm 

này là 16% [41]. 

1.1.3.2. Các yếu tố ảnh hưởng đến đa dạng sinh học ở hạ lưu sông Mekong 

Đa dạng sinh học ở LMB đang đối mặt với những thách thức đáng kể từ tác 

động của con người và biến đổi khí hậu (BĐKH). Các tác động của con người được 

phân loại thành bốn nhóm chính: (1) chuyển nước giữa các lưu vực; (2) thay đổi sử 

dụng nước (phát triển nông nghiệp, đô thị hóa, phá rừng); (3) xây dựng công trình 

(đập thủy điện, đập dâng, đào kênh, nạo vét); và (4) tác động trực tiếp lên dòng chảy 

(ô nhiễm, khai thác loài bản địa, du nhập loài ngoại lai) [42]. Trong số này, việc phân 

mảnh môi trường sống là mối đe dọa sinh thái lớn nhất [43]. Trên toàn hệ thống, hơn 

400 đập đã hoàn thành hoặc dự kiến xây dựng; riêng 136 đập đã được xác định gây 

tác động tiêu cực đến tính toàn vẹn sinh thái (Hình 1.2B) [44]. Các đập này tạo ra rào 

cản vật lý ngăn chặn sự di cư của cá, làm thay đổi chế độ dòng chảy và môi trường 

sống, gây ảnh hưởng tiêu cực đến sinh sản và dẫn đến suy giảm đáng kể số lượng loài 

cá (ước tính từ 26% đến 42%) và hơn 100 loài có thể biến mất do những thay đổi 

trong hệ sinh thái và chế độ dòng chảy [36]. Ví dụ, việc hoàn thành đập Pak Mun 

(Thái Lan) đã làm suy giảm sản lượng cá lên tới 60–80% ở thượng nguồn [45]. Ngoài 

ra, việc giữ lại trầm tích tại đập và khai thác cát quá mức làm thay đổi hình thái lòng 

sông và gây xói lở. Những yếu tố này, kết hợp với các phương pháp đánh bắt hủy 

diệt, đã thay đổi cấu trúc sản lượng đánh bắt, chuyển từ cá lớn, có giá trị sang cá nhỏ 

hơn và ít giá trị kinh tế hơn [34]. 

BĐKH đang làm gia tăng áp lực thông qua thay đổi chế độ thủy văn và môi 

trường sống. Các nghiên cứu dự báo nhiệt độ trung bình toàn lưu vực sẽ tăng khoảng 

0,79°C và lượng mưa hàng năm tăng 200 mm vào giai đoạn 2026–2041, dẫn đến lũ 

lụt trên diện rộng và hạn hán kéo dài [36]. Sự gia tăng nhiệt độ nước ảnh hưởng trực 

tiếp đến sinh lý và hành vi của các loài biến nhiệt như cá, làm tăng tỉ lệ trao đổi chất, 
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giảm kích thước tối đa, và tạo điều kiện cho các tác nhân gây bệnh phát triển [46]. 

Đồng thời, BĐKH làm gia tăng tần suất và cường độ của các hiện tượng thời tiết cực 

đoan; mùa khô kéo dài gây căng thẳng cho loài thủy sản do thiếu thức ăn, trong khi 

lũ lụt gia tăng cản trở quá trình di cư sinh sản [29]. Thêm vào đó, nước biển dâng và 

xâm nhập mặn ở ĐBSCL đang làm thay đổi môi trường sống ven biển, đe dọa các 

loài sinh vật đặc hữu, làm thay đổi phạm vi môi trường sống của các loài và thúc đẩy 

sự xuất hiện của các loài ngoại lai [47–49]. 

1.2. Đặc điểm sinh học, sinh sản và di cư của các đối tượng nghiên cứu 

1.2.1. Cá chạch lá tre Macrognathus siamensis Günther, 1861  

1.2.1.1. Đặc điểm hình thái 

Cá chạch lá tre M. siamensis (Synbranchiformes: Mastacembelidae) có cơ thể 

dài và kích thước tối đa khoảng 30 cm. Toàn bộ cơ thể cá được bao phủ bởi lớp vảy 

nhỏ. Đặc điểm đặc trưng của chúng là có miệng nhỏ và kéo dài thành vòi. Vây lưng 

kéo dài dọc theo thân và chia thành 2 phần: Phần trước gồm các gai cứng nhọn (13 – 

19 gai), trong đó gai cuối cùng có kích thước to và dài nhất (Hình 1.4A); và phần sau 

là các tia vây mềm. Trên phần tia vây mềm của vây lưng, cá có 3 – 6 đốm tròn lớn, 

màu đen và viền trắng. Vây đuôi cũng có một đốm tương tự, nhưng kích thước nhỏ 

hơn [50–52] (Hình 1.4A). 

1.2.1.2. Đặc điểm phân bố, dinh dưỡng và sinh sản 

Cá chạch lá tre là loài bản địa phân bố ở lưu vực sông Mekong, sông Mae 

Klong, Chao Phraya (Thái Lan) và bán đảo Mã Lai (Malaysia) [53]. Ở lưu vực sông 

Mekong, cá chạch được ghi nhận ở Myanmar, Lào, Thái Lan, Campuchia, và Việt 

Nam [54]. Ngoài ra, cá chạch lá tre cũng được ghi nhận là loài ngoại lai ở Floria, Hoa 

Kỳ [55, 56], Singapore [57] (Hình 1.4B). 
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Hình 1.4. Hình thái ngoài (A) [66] và bản đồ phân bố (chấm màu vàng, B) [58] 

của cá chạch lá tre Macrognathus siamensis  

(1) gai cứng nhọn phía trước vây lưng, (2) các đốm tròn lớn, màu đen, viền trắng 

Cá chạch lá tre thuộc nhóm cá đen [59–61], thường sống chủ yếu ở các môi 

trường nước tĩnh như ao, hồ, đầm, ruộng lúa và các vùng ngập nước ven sông. Chúng 

di chuyển đến các vùng ngập theo mùa, nơi có nguồn dinh dưỡng và thức ăn phong 

phú, đồng thời cung cấp nơi trú ẩn an toàn trong mùa mưa như khu vực phía nam của 

Campuchia (hệ thống sông Tonle Sáp và Biển Hồ), Việt Nam (ĐBSCL) và những 

vùng ngập nhỏ kết nối với các dòng nhánh ở phía trung và thượng lưu thuộc Thái Lan 

và Lào [7]. Cá chạch lá tre là loài sống đáy, ưa thích các khu vực có dòng chảy yếu 

hoặc nước tĩnh. Chúng thường vùi mình trong các lớp bùn, cát, hoặc sỏi nhỏ, cũng 

như ở những vùng nước sâu và chỉ để lộ phần đầu. Đây là loài ăn tạp, thường kiếm 

ăn vào ban đêm và sáng sớm. Chúng ăn nhiều loại thức ăn khác nhau, bao gồm ấu 

trùng, côn trùng, giáp xác, cá nhỏ, giun, trứng và artemia [68].  

Cá chạch lá tre có vòng đời ngắn và khả năng sinh sản sớm. Chúng bắt đầu 

sinh sản từ năm thứ hai và mùa sinh sản diễn ra vào đầu và giữa mùa mưa (từ tháng 

5 đến 10 hàng năm). Số lượng trứng trung bình là 3.339 trứng/ cá thể mẹ (sức sinh 

sản tuyệt đối) hoặc 136 trứng trên mỗi gram trọng lượng cơ thể (sức sinh sản tương 

đối) [62]. Thời gian phát tán ấu trùng của cá chạch lá tre là khoảng 22 ngày [63].   

1.2.2. Cá ét mọi Labeo chrysophekadion Bleeker, 1850  

1.2.2.1. Đặc điểm hình thái 

Cá ét mọi L. chrysophekadion (Cypriniformes: Cyprinidae) có màu xám đen, 

với phần lưng sẫm màu hơn so với bụng và hai bên thân. Toàn thân cá được bao phủ 
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bởi vảy tròn, ngoại trừ phần đầu. Thân cá cao và có nhiều chấm đen và đỏ. Đầu của 

chúng nhỏ và hơi dẹp. Môi cá rất dày và có nhiều gai thịt (Hình 1.5A). Cá ét mọi là 

một trong những loài có kích thước lớn trong họ cá chép Cyprinidae, với kích thước 

tối đa khác nhau tùy theo khu vực: 40 cm ở Việt Nam, 60 cm ở Campuchia và Lào, 

và đạt 90 cm ở Thái Lan [6]. 

1.2.2.2. Đặc điểm phân bố, dinh dưỡng và sinh sản 

Cá ét mọi là loài có tập tính sống theo đàn, thường tập trung ở tầng giữa và đáy 

của các thủy vực có dòng chảy chậm và nhiều giá thể [64]. Chúng phân bố rộng khắp 

khu vực Đông Nam Á, gồm sông Mekong, sông Chao Phraya (Thái Lan), bán đảo 

Mã Lai, cũng như các đảo Sumatra, Java và Borneo (Indonesia) (Hình 1.5B). Chúng 

thường được bắt gặp ở các sông suối, kênh rạch và vùng ngập lũ, đôi khi cũng được 

tìm thấy trong các ao nhưng với số lượng không nhiều. Cá ét mọi là loài có giá trị 

kinh tế quan trọng và được khai thác với số lượng lớn ở sông Mekong, với tỉ lệ khai 

thác cao ghi nhận ở sông Mun, Thái Lan [65]. Tuy nhiên, nguồn lợi cá ét mọi đang 

suy giảm và có nguy cơ tuyệt chủng, chủ yếu do khai thác quá mức [65], suy thoái 

môi trường sống và các tác động tiêu cực khác từ hoạt động của con người [3, 66]. 

Cá ét mọi có tuổi thọ trung bình khoảng 28,7 năm [67]. Loài cá này có đặc điểm 

thành thục sinh dục muộn, thường sau hơn 2 năm tuổi và những cá thể đạt trọng lượng 

trên 2kg và kích thước lớn hơn 50cm mới bắt đầu quá trình sinh sản [64]. Cá ét mọi 

có khả năng sinh sản linh hoạt ở đa dạng các môi trường sống, như các khu vực ngập 

nước, đầm lầy và cả các hồ chứa nhân tạo [31]. Trứng và ấu trùng của cá ét mọi có 

thời gian trôi nổi trong nước kéo dài từ 30 đến 50 ngày [68]. 

1.2.2.3. Đặc điểm di cư 

Cá ét mọi có tập tính di cư theo mùa. Cá trưởng thành thường di chuyển ngược 

dòng từ các vực sâu ở dòng chính vào các vùng ngập nước để sinh sản vào giai đoạn 

đầu mùa mưa (tháng 5 – 6). Cá bột và cá con thường ở lại các vùng ngập trong suốt 

mùa mưa. Khi nước bắt đầu rút, cả cá con và cá trưởng thành đều quay trở lại dòng 

chính để trú ẩn trong suốt mùa khô (tháng 10 – 12) [31]. Ở Thái Lan và Lào, quá trình 
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di cư ngược dòng của cá diễn ra từ tháng 3 – 8, và di cư xuôi dòng vào tháng 10 (chỉ 

được ghi nhận ở Thái Lan). Tại Campuchia, cá ét mọi di cư ngược dòng (từ Biển Hồ 

đến Stung Treng) được quan sát thấy từ tháng 10 – 3, và di cư xuôi dòng (từ Stung 

Treng đến ĐBSCL) từ tháng 3 – 8 (Hình 1.5C). Ở Việt Nam, thông tin về con đường 

di cư của cá ét mọi vẫn còn hạn chế [6].  

Cho đến nay, chưa có thông tin về khoảng cách di cư của cá ét mọi, do đó, chúng 

có thể thuộc nhóm cá xám – di cư chặng ngắn [69] hoặc cá trắng – di cư chặng dài 

[70, 71]. Cá ét mọi cũng được biết đến là loài di cư tùy nghi (facultative migration), 

có thể thực hiện di cư hoặc không tùy thuộc vào điều kiện môi trường và nguồn thức 

ăn [31]. Theo Sokheng et al. (1999) và Poulsen et al. (2004), có nhiều quần đàn cá ét 

mọi phân bố ở các dòng nhánh (như sông Mun) và một số hồ chứa ở Thái Lan (như 

Bung Borape, Ubon Ratana) [72]. 

 

Hình 1.5. Hình thái ngoài (A), bản đồ phân bố (chấm màu tím, B) [72] và 

hướng di cư theo mùa (C) [6] của cá ét mọi Labeo chrysophekadion 

(1) Thân cao, (2) chấm đen và đỏ trên than, (3) môi dày và có nhiều gai thịt 
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1.2.3. Cá vồ đém Pangasius larnaudii Bocourt, 1866  

1.2.3.1. Đặc điểm hình thái 

Cá vồ đém P. larnaudii (Siluriformes: Pangasiidae) có thân dài. Phần thân phía 

trước có dạng tròn, trong khi phần thân phía sau dẹp dần sang hai bên. Chúng có màu 

xám đen ánh xanh lục ở lưng và đầu, chuyển dần sang màu trắng ở bụng. Chúng có 

2 cặp râu, trong đó râu hàm trên kéo dài đến gốc vây ngực và râu cằm ngắn hơn, 

không vượt quá màng mang. Một đốm đen lớn có thể thấy ở phía trên gốc vây ngực 

(Hình 1.6A). Vây lưng và vây ngực có gai cứng, với răng cưa hướng về gốc ở phía 

sau. Tia vây đơn của vây bụng dài hơn cả tia vây hậu môn. Ngoài ra, cá vồ đém còn 

có vây mỡ nhỏ, vây hậu môn khá dài và vây đuôi phân thùy sâu (Hình 1.6A). 

1.2.3.2. Đặc điểm phân bố, dinh dưỡng và sinh sản 

Cá vồ đém thường được tìm thấy ở các sông vừa và lớn, các vùng ngập ở sông 

Mekong và sông Chao Phraya (Thái Lan) (Hình 1.6B). Loài cá này có kích thước 

lớn, với chiều dài tối đa đạt tới 150 cm và phổ biến là từ 90 – 100 cm [31]. Cá vồ đém 

có giá trị về mặt kinh tế và được xem là đối tượng tiềm năng cho nuôi trồng thủy sản. 

Trong điều kiện tự nhiên, thông tin về tuổi thành thục sinh dục của cá vồ đém còn 

hạn chế, tuy nhiên, trong điều kiện nuôi nhốt, chúng được ghi nhận là đạt đến độ tuổi 

này ở khoảng 4 – 5 năm [73]. Một quần đàn cá vồ đém ở hạ lưu được ghi nhận, bắt 

đầu từ Pakse (Lào) đến ĐBSCL (Việt Nam), kể cả hệ thống sông Tonlé Sap [31].  

1.2.3.3. Đặc điểm di cư 

Cá vồ đém thuộc nhóm cá trắng có tập tính di cư trong sông (potamodromy) 

[31, 69, 71]. Chúng thường di cư vào tháng 4 – 7 để tìm kiếm thức ăn và sinh sản 

[74]. Theo Poulsen and Valbo-Jørgensen (2001), sự thay đổi mực nước và màu nước 

là yếu tố khởi động cho quá trình di cư của cá vồ đém [6]. Ở phía dưới thác Khôn, cá 

thường di cư xuôi dòng xuống hạ lưu khi mùa mưa bắt đầu và ngược dòng lên thượng 

lưu vào đầu mùa khô. Chúng thường di chuyển giữa sông Mekong và các dòng nhánh 

[6] và di cư vào vùng ngập [68]. Trứng hoặc cá con được ghi nhận xuất hiện trong 

thời gian dài (tháng 3 – 9) và chủ yếu là vào tháng 5 – 7, do đó, cá vồ đém được cho 
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là đẻ trứng vào đầu mùa mưa [68] và vào tháng 8 [74] (Hình 1.6C). Thời gian trôi 

nổi của trứng và ấu trùng cá vồ đém được ghi nhận là khoảng 33 – 35 ngày [68].  

Thông tin chính xác về địa điểm sinh sản của cá vồ đém hiện vẫn còn nhiều 

tranh cãi. Theo Rainboth (1996), chúng có thể di cư vào các vùng ngập lũ để sinh sản 

[68], trong khi Bardach (1959) cho rằng quá trình đẻ trứng diễn ra ở đoạn sông gần 

Stung Treng và ấu trùng mất khoảng 6 – 8 ngày để di chuyển đến sông Bassac 

(Campuchia) [75]. Poulsen et al. (2004) cho rằng cá vồ đém di cư qua thác Khôn khi 

mùa khô bắt đầu nhằm mục đích sinh sản và bãi đẻ có thể nằm ở khu vực ngay phía 

trên thác Khôn. Sau khi sinh sản, ấu trùng di chuyển vào các vùng ngập và sinh sống 

ở đó trong suốt mùa mưa. Khi mùa mưa kết thúc và mực nước bắt đầu rút, cả cá con 

và cá trưởng thành quay trở lại sông. Một số cá thể lớn, đặc biệt là ở khu vực thượng 

lưu, có thể ở lại sông ngay cả trong mùa mưa. Cá thường tìm đến các vực sâu để trú 

ẩn trong mùa khô. Khi đạt đến tuổi thành thục, chúng rời khỏi nơi trú ẩn mùa khô và 

bắt đầu cuộc di cư sinh sản ngược dòng vào thời điểm bắt đầu mùa mưa [74].  

 

Hình 1.6. Hình thái ngoài (A), bản đồ phân bố (chấm màu tím, B) [76] và 

hướng di cư theo mùa (C) [6] của cá vồ đém Pangasius larnaudii 

(1) đốm đen lớn ở gốc vây ngực 
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1.3. Tổng quan về phương pháp nghiên cứu 

1.3.1. Kỹ thuật giải trình tự DNA dựa trên vị trí cắt hạn chế  

Công nghệ giải trình tự thế hệ mới (Next Generation Sequencing – NGS) đã 

phát triển nhanh chóng và trở thành công cụ quan trọng trong di truyền học hiện đại 

nhờ hiệu suất cao, độ chính xác lớn và chi phí ngày càng giảm. So với phương pháp 

Sanger truyền thống chỉ cho phép giải trình tự từng đoạn gen riêng lẻ (thường nhỏ 

hơn 1,500 bp), NGS cho phép giải trình tự hàng triệu đoạn DNA song song trong 

cùng một phản ứng, từ đó tạo ra một khối lượng dữ liệu khổng lồ phục vụ nghiên cứu 

đa dạng sinh học, phát sinh loài và di truyền quần thể [23]. 

Trong số các phương pháp dựa trên công nghệ giải trình tự NGS, kỹ thuật giải 

trình tự DNA dựa trên vị trí cắt giới hạn (Restriction site-Associated DNA Sequencing 

– RAD-seq), được giới thiệu lần đầu bởi Baird et al. (2008) [23], đã mở ra một hướng 

tiếp cận hiệu quả trong việc thu thập hàng nghìn chỉ thị đa hình nucleotide đơn (SNPs) 

phân bố rộng khắp hệ gen mà không cần giải trình tự toàn bộ bộ gen. Về nguyên lý, 

RAD-seq sử dụng các enzyme cắt hạn chế để phân cắt hệ gen thành các đoạn DNA 

có kích thước xác định, sau đó gắn các đoạn adapter và tiến hành giải trình tự trên 

nền tảng NGS, giúp giảm độ phức tạp của dữ liệu và tăng khả năng phát hiện biến dị 

di truyền trên toàn hệ gen [23, 77]. Kỹ thuật này đặc biệt hữu ích cho các loài chưa 

có hệ gen tham chiếu vì không yêu cầu thông tin ban đầu về trình tự, đồng thời thích 

hợp với các nghiên cứu có số lượng mẫu lớn và phạm vi phân bố rộng [78, 79]. 

Cho đến nay, nhiều biến thể của RAD-seq đã được phát triển nhằm nâng cao độ 

chính xác, giảm chi phí và tối ưu hóa quy trình tạo thư viện gen, tiêu biểu như double 

digest RAD-ddRAD (sử dụng 2 enzyme cắt hạn chế) [80], 2b-RAD (sử dụng enzyme 

cắt giới hạn thuộc nhóm IIB) [81] và EzRAD (sử dụng một hay nhiều enzyme cắt 

giới hạn) [82]. Các phương pháp này khác nhau chủ yếu ở số lượng enzyme sử dụng, 

cách chọn lọc kích thước đoạn DNA, và yêu cầu về thiết kế adapter, qua đó cho phép 

điều chỉnh số lượng locus thu được và độ sâu giải trình tự tùy theo mục tiêu nghiên 

cứu [79]. Đáng chú ý, kỹ thuật EzRAD, được mô tả bởi Toonen et al. (2013), đã đơn 
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giản hóa đáng kể quy trình RAD-seq bằng cách cho phép sử dụng linh hoạt các 

enzyme cắt hạn chế kết hợp với việc sử dụng bộ kit thương mại Illumina TruSeq (Mỹ) 

trong bước chuẩn bị thư viện gen. Phương pháp này không yêu cầu thiết kế adapter 

đặc thù cho từng enzyme, cho phép thử nghiệm linh hoạt nhiều loại hoặc tổ hợp 

enzyme cắt giới hạn khác nhau mà không cần đầu tư vật liệu mới. EzRAD phù hợp 

với các loài không mô hình (non-model organisms) vì có thể tạo thư viện gen từ lượng 

DNA đầu vào nhỏ, không cần hệ gen tham chiếu, và vẫn cho phép phát hiện hàng 

nghìn SNPs có độ bao phủ cao, kể cả khi chỉ một phần nhỏ dữ liệu đạt tiêu chuẩn chất 

lượng, đây là ưu điểm vượt trội so với các kỹ thuật khác như GBS [83], ddRAD hay 

2bRAD, vốn đòi hỏi thiết kế adapter chuyên biệt và quy trình phức tạp hơn. 

Nhờ các ưu điểm này, RAD-seq nói chung và EzRAD nói riêng đã trở thành 

công cụ mạnh mẽ trong lĩnh vực nghiên cứu di truyền quần thể, bao gồm: phân tích 

cấu trúc quần thể, đánh giá dòng gen, xác định các locus chịu chọn lọc tự nhiên để 

hiểu rõ cơ chế thích nghi sinh thái, cũng như định lượng tác động của các yếu tố con 

người lên đa dạng di truyền [79].  

1.3.2. Các công cụ lắp ráp de novo hệ gen sử dụng dữ liệu RAD-seq 

Đối với các loài chưa có hệ gen tham chiếu, quá trình lắp ráp de novo hệ gen (de 

novo assembly) đóng vai trò then chốt trong phân tích RAD-seq [84]. Trong trường 

hợp này, “lắp ráp de novo hệ gen” không nhằm xây dựng một hệ gen hoàn chỉnh, mà 

chỉ tạo ra tập hợp trình tự đại diện cho một phần nhỏ của hệ gen - chủ yếu bao gồm các 

đoạn liền kề vị trí nhận biết của enzyme cắt hạn chế được thu nhận bởi phương pháp 

RAD [85]. Về mặt phân tích, tập hợp trình tự này được sử dụng như một hệ gen tham 

chiếu rút gọn (reduced reference genome) để căn chỉnh các đoạn đọc và xác định biến 

thể di truyền (SNPs) giữa các cá thể cho phân tích di truyền quần thể.  

Quá trình lắp ráp de novo hệ gen từ các đoạn đọc ngắn bao gồm ba giai đoạn 

chính: (i) kết nối các đoạn đọc để tạo ra các đoạn trình tự liên tục (contig), (2) sắp xếp 

và liên kết các contig thành các đoạn khung (scaffold), và (3) sử dụng thông tin từ các 

đoạn đọc để lấp đầy các khoảng trống (gap) trong scaffold (gap filling) [86]. Các bộ 
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công cụ lắp ráp de novo được phát triển dựa trên hai thuật toán chủ yếu là đồ thị 

(graph-based) và tham lam (greedy-based).  

❖ Thuật toán đồ thị biểu diễn các đoạn đọc dưới dạng một tập hợp các đỉnh và 

vùng chồng lặp (Overlap) giữa các đoạn đọc là các cạnh có hướng kết nối các đỉnh để 

tạo thành một đồ thị hoàn chỉnh thông qua đường Hamiltonian (đi qua các đỉnh chính 

xác 1 lần) hoặc đường Eulerian (đi qua tất cả các cạnh chính xác 1 lần). Thuật toán đồ 

thị gồm 2 dạng là Overlap – Layout – Consensus (OLC) và de Bruijn graph (DBG).  

+ Thuật toán OLC được thực hiện qua 3 bước: (i) so sánh từng cặp đoạn đọc để 

tìm ra các đoạn lặp và xây dựng đồ thị với các đoạn đọc là nút và các đoạn lặp là 

cạnh; (ii) đơn giản hóa đồ thị và xác định các contig dọc theo đường Hamiltonian; 

(iii) sắp xếp các contig để tạo ra trình tự đồng thuận (consensus sequences) (Hình 

1.7A). Một số phần mềm ứng dụng thuật toán OLC là CAP3 [87], Newbler [88]. 

+ Thuật toán DBG gồm 3 bước: (i) các đoạn đọc được chia thành các đoạn ngắn 

hơn có chiều dài k, được gọi là kmer; (ii) xây dựng một đồ thị de Bruijn với các kmer 

là các nút và các đoạn lặp có kích thước kmer-1 là các cạnh; (iii) xác định trình tự 

đồng thuận dựa trên đường Eulerian (Hình 1.7B). Thuật toán DBG được ứng dụng 

trong các phần mềm như Velvet [89], SOAPdenovo2 [90] và Stack [91]. 

 

Hình 1.7. Mô phỏng các bước thực hiện của thuật toán dựa trên đồ thị trong 

lắp ráp de novo hệ gen. (A) OLC và (B) BDG [92]  
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❖ Thuật toán tham lam giải quyết vấn đề bằng cách liên tục tìm kiếm và đưa 

ra lựa chọn tối ưu tại chỗ ở mỗi giai đoạn, với kỳ vọng đạt được kết quả tốt nhất trên 

toàn bộ quá trình [93]. Thuật toán tham lam được thực hiện bằng cách kết hợp các 

đoạn đọc thành những đoạn contig dựa vào số điểm vùng lặp cao nhất và quá trình 

này được lặp lại cho đến khi chỉ còn lại một trình tự duy nhất hoặc không thể tiếp tục 

thực hiện (Hình 1.8) [86]. Thuật toán này được ứng dụng trong các phần mềm lắp 

ráp như SSAKE [94], SHARCGS [95], Rainbow [96] và VSEARCH [97]. 

 

 Hình 1.8. Mô phỏng các bước thực hiện của thuật toán tham lam trong lắp ráp 

de novo hệ gen [86]  

Thuật toán đồ thị có ưu điểm là khả năng xử lý dữ liệu phức tạp và độ chính xác 

cao, nhưng lại yêu cầu tài nguyên tính toán lớn và có độ phức tạp thuật toán cao. 

Ngược lại, thuật toán tham lam có tốc độ tính toán nhanh và yêu cầu tài nguyên tính 

toán thấp hơn, song độ chính xác thường thấp hơn và gặp khó khăn trong việc xử lý 

các vùng lặp lại. Việc lựa chọn thuật toán phù hợp phụ thuộc vào nhiều yếu tố, bao 

gồm kích thước và độ phức tạp của hệ gen, tài nguyên tính toán có sẵn và yêu cầu về 

độ chính xác của kết quả lắp ráp [86, 92]. 
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1.3.3. Chỉ thị đa hình nucleotide đơn (SNPs) 

Chỉ thị phân tử DNA là các đoạn trình tự đặc trưng trong hệ gen thể hiện sự 

đa hình di truyền thông qua các biến đổi như thay thế, chèn hoặc mất đoạn nucleotide 

giữa các cá thể trong cùng loài hoặc giữa các loài khác nhau [98]. Trong lịch sử 

nghiên cứu di truyền, nhiều chỉ thị phân tử đã được phát triển và ứng dụng rộng rãi 

như đa hình độ dài đoạn cắt giới hạn (Restriction fragment length polymorphism - 

RFLP), đa hình độ dài đoạn cắt khuếch đại (Amplified Fragment Length 

Polymorphism - AFLP), đa hình nhân bản DNA ngẫu nhiên (Random amplification 

of polymorphic DNA - RAPD) và microsatellite [98]. Tuy nhiên, với sự bùng nổ của 

các công nghệ giải trình tự thế hệ mới, chỉ thị đa hình nucleotide đơn (SNP) đã trở 

thành công cụ mạnh mẽ và tối ưu nhất [94]. SNP được định nghĩa là sự thay thế của 

một nucleotide đơn (A, T, G hoặc C) tại một vị trí cụ thể trong hệ gen, tạo nên dạng 

biến dị di truyền phổ biến nhất hiện nay (Hình 1.9) [99, 100]. 

 

Hình 1.9. Hình minh họa về chỉ thị đa hình nucleotide đơn (SNP) 

So với các chỉ thị truyền thống, SNP sở hữu những ưu thế vượt trội về độ phân 

giải và quy mô dữ liệu (Bảng 1.1). Với mật độ phân bố dày đặc, trung bình cứ 300–

1.000 bp lại có một vị trí đa hình (cả vùng mã hóa và không mã hóa), SNP cho phép 

bao phủ hệ gen với độ phân giải cao hơn gấp nhiều lần so với chỉ thị DNA ti thể (kích 

thước khoảng 16.000-18.000 bp) hay microsatellite (thường phân bố thưa thớt từ 
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5.000–50.000 bp) [101, 102]. Với tỉ lệ đột biến thấp và đặc tính hai alen (biallelic), 

SNP mang lại tính ổn định cao, dễ dàng chuẩn hóa và so sánh dữ liệu giữa các nghiên 

cứu khác nhau. Đặc biệt, thông qua các kỹ thuật như RAD-seq, GBS và RNA-seq, 

việc phát hiện đồng thời hàng nghìn đến hàng trăm nghìn locus SNP trở nên khả thi 

với chi phí thấp và độ chính xác cao, ngay cả đối với những đối tượng nghiên cứu 

chưa có thông tin về hệ gen tham chiếu [78, 79]. 

Bên cạnh đó, SNPs còn cho phép phân tách giữa các quá trình tiến hóa ngẫu 

nhiên và chọn lọc tự nhiên bằng cách phân loại thành locus trung tính (neutral loci) 

và locus thích nghi (adaptive loci). Trong khi các locus trung tính giúp làm sáng tỏ 

dòng gen và trôi dạt di truyền, các locus thích nghi cung cấp bằng chứng trực tiếp về 

áp lực chọn lọc và khả năng ứng phó của quần thể trước biến đổi môi trường [103]. 

Chính vì vậy, SNPs hiện đang được ứng dụng rộng rãi trong di truyền học hiện đại 

nhằm lập bản đồ gen, xác định nguồn gốc cá thể và xây dựng các chiến lược bảo tồn 

nguồn gen bền vững trước những thách thức của biến đổi khí hậu [104]. 

Bảng 1.1. So sánh ưu và nhược điểm của các loại chỉ thị phân tử phổ biến 

Loại chỉ thị Ưu điểm Nhược điểm 

DNA ti thể 
Dễ khuếch đại, di truyền dòng 

mẹ và không tái tổ hợp. 

Chỉ phản ánh lịch sử dòng mẹ và 

lượng thông tin hạn chế. 

Microsatellite 
Tính đa hình cao (đa alen), nhạy 

với các biến dị di truyền gần đây. 

Dễ sai số do alen giả, khó chuẩn 

hóa giữa các phòng thí nghiệm, số 

lượng locus hạn chế, chi phí phát 

triển đoạn mồi ban đầu cao. 

SNPs 
Mật độ dày đặc, độ ổn định cao, 

phân tích quy mô lớn nhờ NGS 

Mỗi locus đơn lẻ ít thông tin, yêu 

cầu hệ thống xử lý tin sinh học 

mạnh. 

1.3.4. Phương pháp đánh giá đa dạng di truyền, khác biệt di truyền và cấu 

trúc quần thể 

Đa dạng di truyền là một trong ba cấp độ của đa dạng sinh học, thể hiện sự phong 

phú và khác biệt về vật chất di truyền giữa các cá thể, quần thể hoặc vùng địa lý trong 

cùng một loài. Đây là nền tảng quyết định khả năng tiến hóa và thích nghi của sinh vật 
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trước sự biến đổi môi trường và áp lực chọn lọc tự nhiên [105]. Mức độ đa dạng di 

truyền cao giúp quần thể duy trì tiềm năng thích nghi dài hạn, trong khi sự suy giảm đa 

dạng - thường do giao phối cận huyết hoặc thu hẹp kích thước quần thể hiệu quả 

(Effective population size-Ne) - có thể dẫn đến suy thoái di truyền, làm giảm sức sống, 

khả năng sinh sản và tăng nguy cơ tuyệt chủng. Theo lý thuyết di truyền quần thể, kích 

thước hiệu quả tối thiểu cần duy trì ở mức trên 5.000 để đảm bảo cân bằng giữa đột 

biến và trôi dạt di truyền, giúp bảo tồn tiềm năng thích nghi lâu dài [106]. 

Để đánh giá đa dạng di truyền, các thông số phổ biến bao gồm số lượng alen và 

alen hiệu quả trên mỗi locus, tỉ lệ dị hợp tử quan sát (Ho) và mong đợi (He) và hệ số 

cận huyết (FIS) [106]. Các thông tin về ý nghĩa sinh học và công thức tính của mỗi 

thông số đánh giá mức độ đa dạng di truyền được trình bày ở Phụ lục 1. Hiện nay, 

cùng với sự phổ biến của các chỉ thị phân tử như SNPs, hàng loạt công cụ tin sinh 

học được phát triển để phân tích dữ liệu di truyền quần thể, như FSTAT [107], 

GENALEX [108], GENODIVE [109], PLINK [110] và GENEPOP [111]. 

Biến dị di truyền phản ánh sự khác biệt giữa các kiểu gen trong cùng một quần 

thể, bắt nguồn từ đột biến, trôi dạt di truyền, dòng gen và chọn lọc tự nhiên [112]. 

Trong đó, trôi dạt di truyền (genetic drift) là sự thay đổi ngẫu nhiên tần số alen qua 

các thế hệ, đặc biệt là ở các quần thể có kích thước nhỏ, dẫn đến suy giảm biến dị 

trong quần thể và tăng khác biệt giữa các quần thể [113]. Ngược lại, dòng gen có tác 

dụng làm giảm sự phân hóa bằng cách trao đổi vật chất di truyền giữa các quần thể 

[114]. Chọn lọc tự nhiên có thể làm giảm biến dị (qua chọn lọc loại trừ) hoặc duy trì 

biến dị (qua chọn lọc cân bằng hoặc phân hóa) tùy theo điều kiện môi trường và lợi 

thế thích nghi của alen [115]. Ngoài ra, các sự kiện lịch sử như hiệu ứng nút cổ chai 

(bottleneck) và hiệu ứng người sáng lập (founder effect) làm giảm mạnh tính đa hình 

di truyền và có thể gây mất mát lâu dài về đa dạng di truyền [113]. 

Phân tích cấu trúc quần thể là bước quan trọng nhằm xác định mức độ kết nối 

và phân tách di truyền giữa các nhóm cá thể. Các phương pháp truyền thống như đánh 

dấu, phân tích hình thái học hay xương đá tai cung cấp thông tin sinh thái cơ bản, 
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nhưng chỉ thị phân tử mang lại độ chính xác cao hơn, cho phép xác định cấu trúc quần 

thể tiềm ẩn và các dòng gen giữa các vùng địa lý. Các mô hình thống kê hiện đại như 

STRUCTURE [116], DAPC [117] thường được sử dụng để mô tả mức độ phân hóa 

di truyền (FST, AMOVA) và đánh giá ảnh hưởng của các rào cản địa lý hoặc môi 

trường đến sự phân bố alen [118]. 

Trong các hệ thống sông lớn như Mekong, đặc điểm thủy văn và các rào cản vật 

lý (đập, hồ chứa, phân mảnh dòng chảy) có thể tạo ra sự phân tách di truyền giữa các 

quần thể cá, từ những quần thể đồng nhất (panmictic) - nơi dòng gen mạnh và giao 

phối ngẫu nhiên - đến những quần thể cô lập với sự khác biệt di truyền rõ rệt [119]. 

Do đó, đánh giá đa dạng và cấu trúc di truyền của các loài cá sông có ý nghĩa đặc biệt 

trong quản lý nghề cá, bảo tồn nguồn gen và phục hồi quần đàn trong bối cảnh tác 

động của con người và biến đổi khí hậu ngày càng gia tăng. 

1.3.5. Các phương pháp nghiên cứu sự di cư của cá 

1.3.5.1. Các phương pháp phụ thuộc nghề cá  

Phương pháp này chủ yếu dựa trên kiến thức sinh thái địa phương (local 

ecological knowledge) và giám sát các hoạt động khai thác thủy sản. Thông qua việc 

ghi nhận thời điểm và địa điểm ngư dân bắt được cá mang trứng hoặc cá con, các nhà 

nghiên cứu có thể đưa ra giả thuyết về hướng di cư và vị trí bãi đẻ của các loài cá. 

Mặc dù với chi phí thấp và dễ triển khai trên phạm vi rộng, phương pháp này tồn tại 

tính chủ quan cao và dữ liệu có thể bị sai lệch do khả năng định danh loài chưa chính 

xác hoặc báo cáo không đầy đủ từ phía ngư dân [7, 31, 120]. 

1.3.5.2. Các phương pháp không phụ thuộc nghề cá  

a. Nghiên cứu đặc điểm sinh học sinh sản và nuôi nhốt trong phòng thí nghiệm 

Nghiên cứu sinh học sinh sản tập trung phân tích mô học tuyến sinh dục để xác 

định các giai đoạn phát triển của trứng và tinh trùng, từ đó dự báo thời điểm cá bắt đầu 

di cư [121]. Các thí nghiệm trong phòng thí nghiệm cho phép xác định các ngưỡng 

phản ứng sinh lý trước các yếu tố kích hoạt di cư như tốc độ dòng chảy, nhiệt độ và 
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cường độ ánh sáng dưới điều kiện kiểm soát [122]. Tuy nhiên, môi trường nuôi nhốt 

thường khó tái lập hoàn toàn các hành vi sinh thái phức tạp của cá trong tự nhiên [123]. 

b. Phân tích thành phần hóa học của đá tai  

Phân tích thành phần hóa học đá tai là công cụ phản ánh chi tiết lịch sử cư trú 

của cá thông qua việc hấp thụ các nguyên tố vi lượng vào cấu trúc canxi cacbonat 

(CaCO3) theo thời gian [124]. Bằng cách định lượng tỉ lệ của các “chất chỉ thị” như 

Strontium (Sr) và Barium (Ba) so với Calcium (Ca), các nhà khoa học có thể xác định 

chính xác thời điểm cá di chuyển giữa các môi trường sống khác nhau. Sự thay đổi 

nồng độ Sr:Ca từ tâm đá tai (lúc cá mới đẻ) đến rìa ngoài (lúc thu mẫu) cho phép dự 

đoán mô hình di cư từ nơi sinh sản ở nước ngọt đến vùng sinh trưởng ở nước mặn 

hoặc ngược lại (Hình 1.10) [125, 126]. Dù có độ phân giải thời gian cao, quy trình 

này mang tính xâm lấn bắt buộc (phải gây chết cá) và đòi hỏi chi phí đầu tư thiết bị 

phân tích hiện đại. 

 

Hình 1.10. Tỉ lệ Sr:Ca từ lúc cá mới đẻ (tâm đá tai) đến lúc thu mẫu (rìa bên ngoài) 

(a) cá đẻ ở nước ngọt và sinh trưởng ở nước mặn, (b) cá chỉ sống ở nước ngọt, 

(c) cá đẻ ở nước mặn và sinh trưởng ở nước ngọt [125] 

c. Phương pháp gắn thẻ  

Phương pháp gắn thẻ và bắt lại, từ các thẻ vật lý đơn giản đến các thiết bị theo 

dõi điện tử phức tạp (như thẻ PIT hoặc thẻ vệ tinh), được sử dụng để khảo sát trực 

tiếp tuyến đường và môi trường sống của cá trong thời gian thực [127]. Tại lưu vực 

sông Mekong, phương pháp này đã được triển khai hiệu quả tại Campuchia [128] và 

Thái Lan [129, 130]. Để giảm thiểu tính xâm lấn, hệ thống đếm cá điện tử và camera 
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dưới nước thường được triển khai tại các khu vực dòng chảy hẹp để giám sát mật độ 

và thời gian di cư mà không gây căng thẳng cho cá [131, 132]. Tuy nhiên, các kỹ 

thuật này bị giới hạn bởi tỉ lệ thu hồi thẻ thấp và sự phụ thuộc vào độ trong của nước. 

d. Công cụ di truyền  

Công cụ di truyền thể hiện tính ưu việt trong việc dự đoán mô hình di cư dựa 

trên nguyên lý phân tích dòng gen và sự biến động tần số alen giữa các quần thể mà 

không cần quan sát trực tiếp hay gây chết cá [133]. Thông qua các thuật toán tin sinh 

học, phương pháp này cho phép chuyển đổi dữ liệu DNA thành các dữ liệu về hướng 

di cư và sự kết nối quần thể. Chẳng hạn như công cụ divMigrate cho phép xác định 

hướng di cư ưu thế thông qua sự trao đổi di truyền không đối xứng, từ đó phân định 

rõ vai trò của từng khu vực là “quần thể nguồn” (nơi xuất phát/sinh sản) hay “quần 

thể nhận” (nơi cư trú/sinh trưởng) [134]; TreeMix sử dụng phương pháp hà tiện tối 

đa (maximum likelihood) để lồng ghép các sự kiện di cư vào sơ đồ quan hệ giữa các 

quần thể, giúp giải thích sự pha trộn di truyền phức tạp giữa các hệ thống sông [135]. 

Mỗi phương pháp nghiên cứu di cư đều có ưu và nhược điểm riêng (Bảng 1.2). 

Do đó, việc áp dụng đồng thời các phương pháp là cần thiết để khắc phục các hạn chế 

đơn lẻ, đồng thời hỗ trợ kiểm chứng chéo dữ liệu. Sự kết hợp này mang lại cái nhìn 

toàn diện và chính xác về đặc điểm di cư phức tạp của cá trong hệ thống thủy văn quy 

mô lớn như sông Mekong [136]. 

Bảng 1.2. Ưu và nhược điểm của các phương pháp nghiên cứu di cư của cá 

Phương pháp Ưu điểm Nhược điểm 

Phụ thuộc nghề cá Chi phí thấp, dễ thực hiện 
Tính chủ quan và định danh loài 

không chính xác 

Nghiên cứu sinh học 

sinh sản và nuôi nhốt 

Làm rõ thời điểm và phản 

ứng sinh lý 

Khó thiết lập hành vi tự nhiên 

trong nuôi nhốt. 

Phân tích thành phần 

hóa học của đá tai 

Ghi lại lịch sử cư trú suốt 

vòng đời 

Xâm lấn (gây chết cá), đòi hỏi 

chuyên môn, chi phí thiết bị cao 

Gắn thẻ và máy đếm 
Dữ liệu thời gian thực, trực 

quan 

Tỉ lệ thu hồi thẻ thấp, phụ thuộc 

độ trong của nước 

Công cụ di truyền 
Không xâm lấn, quy mô 

quần thể lớn. 

Yêu cầu chuyên môn và kỹ thuật 

phân tích chuyên sâu 
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1.3.6. Lắp ráp, chú giải hệ gen ti thể và xác định mã vạch RAD 

1.3.6.1. Đặc điểm và cấu trúc của hệ gen ti thể  

Ti thể, thường được xem là “nhà máy năng lượng” của tế bào nhân thực, là các 

bào quan thiết yếu có mặt khắp nơi, chịu trách nhiệm chính trong việc sản xuất năng 

lượng dưới dạng ATP thông qua quá trình phosphoryl hóa oxy hóa [137]. Ti thể sở 

hữu hệ gen riêng biệt, gọi là DNA ti thể (mitochondrion DNA – mtDNA), có khả năng 

tự nhân lên độc lập. Ở động vật, mtDNA có cấu trúc vòng và kích thước khoảng 15 

– 20 kilobase (kb) [137]. 

Hệ gen ti thể của động vật gồm 37 gen và không chứa intron. Cụ thể gồm 13 

gen mã hóa protein (protein coding genes-PCGs), 2 gen mã hóa RNA ribosome 

(rRNA), 22 gen mã hóa RNA vận chuyển (transfer RNA – tRNA), và một vùng không 

mã hóa (non-coding region – NCR) [138]. Trong số 13 PCGs, có 7 gen mã hoá cho 

phức hệ I (NADH–ubiquinone oxidoreductase) là ND1-ND6 và ND4L; 1 gen mã hóa 

cho phức hệ III, là cytochrome b (Cyt b); 3 gen mã hóa phức hệ IV, là COX1-3; và 2 

gen mã hóa cho phức hệ V, là ATP6 và ATP8. Các gen rRNA (12S và 16S) và tRNA 

nằm xen kẽ giữa các gen PCGs. Vùng NCR hay D-loop đóng vai trò quan trọng vì 

chứa các điểm khởi đầu và kết thúc quá trình sao chép (Hình 1.11). 

 

Hình 1.11. Minh họa cấu trúc của hệ gen ti thể ở động vật [138] 

Màu sắc tương ứng với các phức hệ gen, gen rRNA và tRNA trong hệ gen ti thể. 

Các gen nằm ở vòng tròn trong và ngoài được mã hóa tương ứng trên chuỗi nhẹ và 

chuỗi nặng. 
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Gen ti thể có một số đặc điểm di truyền đặc trưng, bao gồm di truyền theo dòng 

mẹ, tốc độ đột biến cao, số lượng bản sao lớn và không xảy ra tái tổ hợp [139]. Nhờ 

những đặc điểm này, đặc biệt là cấu trúc vòng bền vững và tốc độ đột biến cao, 

mtDNA là công cụ phân tử mạnh mẽ và được ứng dụng rộng rãi trong việc định danh 

loài, phân tích mối quan hệ tiến hóa và đa dạng di truyền của quần thể [140]. 

1.3.6.2. Phương pháp lắp ráp hệ gen ti thể 

Sự phát triển mạnh mẽ của các phương pháp giải trình tự hệ gen đã thúc đẩy 

mạnh mẽ việc công bố hệ gen ti thể hoàn chỉnh, đặc biệt ở các loài cá, với số lượng 

tăng từ 21 loài (năm 2000) lên hơn 4.200 loài (năm 2025, theo MitoFish 

https://mitofish.aori.u-tokyo.ac.jp/, cập nhật ngày 08/02/2025). Việc xác định trình tự 

và lắp ráp mtDNA được thực hiện thông qua bốn phương pháp sau: 

(i) Khuếch đại PCR thông thường và giải trình tự Sanger 

Phương pháp này sử dụng tập hợp các cặp mồi được thiết kế dựa trên trình tự 

mtDNA của loài có quan hệ gần gũi. Các mồi này khuếch đại các đoạn DNA ngắn 

với vùng chồng lấp (100 – 300 bp), sau đó các đoạn này được giải trình tự Sanger và 

lắp ráp để tạo thành hệ gen hoàn chỉnh. Vị trí của 24 đoạn mồi (AMB 1-24) được sử 

dụng trong khuếch đại và lắp ráp hệ gen ti thể được minh họa ở Hình 1.12 [141].   

 

Hình 1.12. Vị trí của 24 đoạn mồi (AMB 1-24) được sử dụng để khếch đại và 

lắp ráp hệ gen ti thể [141] 

(ii) Khuếch đại PCR chuỗi dài và giải trình tự Sanger bằng “primer walking”  
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Kỹ thuật PCR chuỗi dài (long-range PCR) [142] được sử dụng để khuếch đại 

hai hay nhiều phân đoạn DNA lớn (khoảng 2 kb). Do giới hạn của Sanger, chiến lược 

“primer walking” được áp dụng để giải trình tự các đoạn dài này. Theo đó, mồi mới 

cho lần giải trình tự tiếp theo được thiết kế dựa trên phần cuối của trình tự vừa thu 

được, lặp lại cho đến khi toàn bộ phân đoạn được giải trình tự và lắp ráp thành công 

[143]. Các đoạn trình tự được tiến hành lắp ráp để thu nhận một trình tự đồng nhất là 

hệ gen ti thể (Hình 1.13). 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 1.13. Quy trình khuếch đại, giải trình tự và lắp ráp hệ gen ti thể ứng dụng 

kỹ thuật PCR chuỗi dài và giải trình tự Sanger bằng “primer walking” [141] 

(iii) Khuếch đại PCR chuỗi dài và giải trình tự thế hệ mới 

Tương tự, PCR chuỗi dài tạo ra các phân đoạn lớn (khoảng 2 kb), nhưng thay 

vì Sanger, các phân đoạn này được sử dụng để tạo thư viện và giải trình tự bằng các 

nền tảng NGS (như Roche 454 hoặc Illumina). Các đoạn đọc (reads) thu được sau đó 

được lắp ráp thành mtDNA hoàn chỉnh bằng các công cụ tin sinh học (Hình 1.14). 

Hình 1.14. Quy trình khuếch đại, giải trình tự và lắp ráp hệ gen ti thể ứng 

dụng kỹ thuật PCR chuỗi dài và giải trình tự thế hệ mới [141] 
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(iv) Tạo thư viện gen và giải trình tự thế hệ mới 

DNA hệ gen được phân cắt thành những phân đoạn ngắn bằng enzyme cắt giới 

hạn, sau đó được chuẩn bị thư viện gen và giải trình tự bằng các phương pháp đọc 

ngắn (như hệ thống Illumina) [144] hoặc đoạn đọc dài (như Nanopore) [145]. Các 

đoạn đọc dài/ngắn được xử lý và lắp ráp thành hệ gen ti thể sử dụng các công cụ tin 

sinh học [146] (Hình 1.15). 

 

Hình 1.15. Quy trình tạo thư viện gen và lắp ráp hệ gen ti thể ứng dụng kỹ 

thuật giải trình tự thế hệ mới [141] 

1.3.6.3. Xác định mã vạch RAD 

Mã vạch DNA (DNA barcoding) là một kỹ thuật phân tử dùng một đoạn DNA 

tiêu chuẩn, thường là vùng gen cytochrome c oxidase subunit I (COI) thuộc gen ti thể 

ở động vật, để xác định loài hoặc nhận diện biến thể địa lý thông qua việc so sánh 

trình tự với các cơ sở dữ liệu như Trung tâm Thông tin Công nghệ Sinh học Quốc gia 

(National Center for Biotechnology Information - NCBI) và Hệ thống Dữ liệu Mã 

vạch sự sống (The Barcode of Life Data System - BOLD) [147]. Mặc dù mã vạch 

DNA đã được chứng minh là công cụ hiệu quả cho định danh loài và nghiên cứu tiến 

hóa [140], việc chỉ sử dụng một hoặc một vài vài đoạn gen ti thể có hạn chế trong 

việc phản ánh đầy đủ mối quan hệ phát sinh loài và lịch sử tiến hóa của sinh vật [148]. 

Với sự phát triển của công nghệ giải trình tự NGS, đặc biệt là dữ liệu RAD-seq, 

đã mở ra hướng nghiên cứu di truyền quần thể ở cấp độ hệ gen. Dữ liệu RAD-seq 

không chỉ giúp phát hiện và sàng lọc hàng nghìn chỉ thị phân tử (như SNPs) trên toàn 
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bộ hệ gen mà còn có thể được ứng dụng để lắp ráp hệ gen ti thể [149–151], cung cấp 

thông tin giá trị cho việc xác định loài, nghiên cứu mối quan hệ phát sinh [149, 151] 

và phân tích cấu trúc di truyền quần thể [150]. 

Mã vạch RAD (RADbarcoder) là một quy trình mới sử dụng dữ liệu RAD-seq 

để xác định tập hợp các trình tự mã vạch thuộc hệ gen ti thể (Aligned mitogenome 

segments), cho phép độ phân giải cao hơn trong việc phân tích các biến thể địa lý và 

cấu trúc quần thể [152]. Quy trình này gồm:  

(1) Sắp xếp vào hệ gen và tạo trình tự đồng thuận  

Các đoạn đọc thuộc gen ti thể được trích xuất từ dữ liệu RAD-seq, tiến hành sắp 

xếp (mapping) chúng với hệ gen ti thể tham chiếu và bước đầu tạo thành các trình tự 

hệ gen ti thể dưới định dạng fasta của từng cá thể. Các trình tự này chứa những vị trí 

chưa xác định và được gán bởi nucleotide N. Việc sắp xếp các đoạn đọc với hệ gen 

tham chiếu, các vị trí đa hình nucleotide đơn và chèn/xóa được xác định và kết hợp 

thành vị trí đa alen (multiallelic). Sau đó, các trình tự hệ gen ti thể đồng thuận 

(consensus genome sequences) của từng cá thể được tạo thành bằng cách kết hợp 

trình tự hệ gen ban đầu và những vị trí đa alen.  

(2) Dóng hàng với hệ gen tham chiếu và thu nhận mã vạch RAD 

Các trình tự hệ gen ti thể đồng thuận được dóng hàng (align) với các hệ gen ti 

thể tham chiếu sẵn có. Những vị trí nucleotide chèn, xóa hoặc khoảng trống (gap) và 

các cá thể có tỉ lệ dóng hàng thấp được loại bỏ. Cuối cùng, tập dữ liệu mã vạch RAD 

được thu nhận và là đầu vào cho các nghiên cứu khảo sát mối quan hệ phát sinh loài 

và cấu trúc di truyền quần thể [152]. 

1.4. Tình hình nghiên cứu liên quan đến các nội dung của luận án 

1.4.1. Lắp ráp de novo hệ gen và xác định chỉ thị phân tử SNPs của các loài 

cá phân bố ở lưu vực sông Mekong 

Tại lưu vực sông Mekong, nơi thông tin hệ gen của các loài sinh vật (kể cả cá) 

còn hạn chế [153], việc sử dụng dữ liệu từ kỹ thuật RAD-seq để lắp ráp de novo các 

hệ gen rút gọn phục vụ nghiên cứu di truyền quần thể được thực hiện trong hơn một 
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thập kỷ qua. Kỹ thuật này giảm độ phức tạp này chỉ giải trình tự các phân đoạn DNA 

tại các vị trí cắt giới hạn, do đó chỉ lắp ráp được khoảng 10% kích thước hệ gen thực 

tế [154]. Ứng dụng kỹ thuật này, hệ gen cá xác sọc Pangasius macronema lắp ráp 

được chỉ đạt 28,96 Mb [155] và cá phèn vàng Polynemus melanochir là 20,4 Mb [16]. 

Bên cạnh đó, sử dụng phương pháp giải trình tự toàn bộ hệ gen (whole-genome 

sequencing – WGS), Kim et al. (2018) công bố bản phác thảo đầu tiên về hệ gen của 

cá tra Pn. hypophthalmus (Siluriformes: Pangasiidae) từ một cá thể cá tra đực nuôi ở 

ĐBSCL. Từ các đoạn đọc được giải trình tự trên hệ thống Illumina (MiSeq và HiSeq 

2500), hệ gen cá tra được lắp rắp bằng phần mềm PLATANUS sử dụng thuật toán 

De Bruijn. Kích thước hệ gen cá tra là 715 Mbp, với tỉ lệ GC là 38,3%. Bản lắp ráp 

hệ gen bao gồm 568 scaffolds (tập hợp các contigs), trong đó 563 scaffolds có độ dài 

trên 1000 bp. Scalffold dài nhất đạt 37,5 Mbp và giá trị N50 là 14,29 Mbp [183]. 

Việc sử dụng các kỹ thuật RAD-seq và GBS đã trở thành công cụ hiệu quả, xác 

định thành công một số lượng lớn các chỉ thị SNPs cho các loài cá ở lưu vực sông 

Mekong. Cụ thể, các nghiên cứu đã phát hiện 1.735 SNPs từ 8 quần thể cá phèn vàng 

P. melanochir [16]; 731 SNPs từ 7 quần thể cá xác sọc P. macronema [155]; và 638 

SNPs từ 7 quần thể cá sửu Boesemania microlepis [156] sử dụng kỹ thuật EzRAD; 

756 SNPs trên 6 quần thể cá lăng Hemibagrus spilopterus (Siluriformes: Bagridae) 

[15]; 1.791 SNPs từ 5 quần thể cá linh Henicorhynchus lobatus (Cypriniformes: 

Cyprinidae) [17]; 3.768 SNPs từ 2 quần thể cá xác Helicophagus leptorhynchus 

(Siluriformes: Pangasiidae) [17] bằng kỹ thuật ddRAD; và 7.263 SNPs từ 7 quần thể 

cá tra tự nhiên và nuôi [18]. Việc phát hiện thành công hàng ngàn chỉ thị SNPs này 

đã vượt trội so với các chỉ thị truyền thống, cho phép các nhà nghiên cứu thực hiện 

các phân tích chuyên sâu về di truyền quần thể, từ đó cung cấp dữ liệu khoa học vững 

chắc về quản lý nguồn lợi thủy sản và bảo tồn đa dạng di truyền cho các loài cá phân 

bố ở khu vực này. 
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1.4.2. Nghiên cứu về đa dạng di truyền quần thể và mô hình di cư của các loài cá 

ở lưu vực hạ lưu sông Mekong 

1.4.2.1. Di truyền quần thể nhóm cá không di cư 

Ở nhóm cá không di cư, các nghiên cứu đều ghi nhận sự đa dạng di truyền cao 

và cấu trúc quần thể có sự phân tách tương ứng với các khu vực địa lý. Sử dụng chỉ 

thị ND2 mtDNA, Takagi et al. (2011) ghi nhận sự khác biệt di truyền rất lớn giữa các 

quần thể cá rô đồng (Anabas testudineus) tại Lào (2 quần thể) và Campuchia (6 quần 

thể) với giá trị FST dao động từ 0,52 đến 0,98 (P < 0,05) [20]. Đối với cá chạch lấu 

(Mastacembelus favus), các chỉ thị cytb mtDNA và microsatellite đã giúp xác định 

hai nhóm quần thể chính: nhóm hạ lưu (từ Kratié - Campuchia đến ĐBSCL - Việt 

Nam) và nhóm trung - thượng lưu (từ Lào đến Thái Lan). Đáng chú ý, quần thể Pakse 

ở trên khu vực thác Khôn tại đây không chỉ thể hiện sự đa dạng di truyền cao nhất 

(đa dạng haplotype 0,9105) mà còn có hiện tượng trộn lẫn thông tin di truyền giữa 

các nhóm và hệ số cận huyết (FIS) cao [157, 158]. Ngoài yếu tố địa lý, môi trường 

sống cũng là tác nhân gây phân hóa; điển hình là nghiên cứu trên cá lóc (Channa 

striata) sử dụng cytb và D-loop mtDNA đã ghi nhận sự phân hóa đặc trưng giữa các 

quần thể từ hồ, vùng ngập lũ đến môi trường nuôi trồng [159]. 

Trong phạm vi nhỏ tại khu vực ĐBSCL, đặc điểm chung của nhóm cá không di 

cư là sự đa dạng di truyền cao nhưng mức độ khác biệt giữa các địa phương thấp do 

tính kết nối thủy văn. Các nghiên cứu sử dụng chỉ thị RAPD và ISSR trên cá rô đồng 

[160], cá hường (Helostoma temminckii) [161], cá rô biển (Pristolepis fasciata) [162] 

và cá dày Channa lucius [163] đều cho thấy tỉ lệ gen đa hình dao động từ 55% đến 

90% và chỉ số Shannon trung bình khoảng 0,25 – 0,39. Sự khác biệt di truyền giữa 

các quần thể tại Cà Mau, Đồng Tháp, Hậu Giang hay Long An là không đáng kể (ví 

dụ ở cá rô biển GST = 0,051 [162]; cá dày GST = 0,09 [163]), trong khi hệ số trao đổi 

gene lại ở mức cao (Nm từ 5,06 đến 9,3). Gần đây, việc ứng dụng chỉ thị SNPs trên 

cá phèn vàng (Polynemus melanochir) đã ghi nhận sự kết nối cao giữa sông Tiền (5 

quần thể) và sông Hậu (3 quần thể) nhưng đồng thời cảnh báo về rủi ro bảo tồn khi 
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kích thước quần thể hiệu quả (Ne) chỉ đạt 290 (dưới ngưỡng an toàn 500) và hệ số 

cận huyết tăng cao [16]. 

Đối với cá chạch lá tre (M. siamensis), nghiên cứu duy nhất về cấu trúc quần 

thể loài này cho đến nay được thực hiện tại khu vực Lào và Campuchia, cho thấy sự 

phân hóa di truyền rõ rệt theo địa lý. Sử dụng chỉ thị ND2 mtDNA, Takagi et al. 

(2006) ghi nhận giá trị FST giữa các quần thể xuyên biên giới là rất cao (FST = 0,93 - 

0,97; P < 0,05), trong khi sự sai khác nội bộ trong mỗi quốc gia thấp hơn đáng kể 

(Lào: 0,56 và Campuchia: 0,35). Kết quả phân tích mạng lưới haplotype cũng xác 

nhận sự phân tách thành hai nhóm riêng biệt tương ứng với hai khu vực địa lý nêu 

trên. Đây là minh chứng điển hình về sự cách ly di truyền mạnh mẽ của nhóm cá 

không di cư trong lưu vực sông Mekong [164]. 

1.4.2.2. Di truyền quần thể nhóm cá di cư chặng ngắn  

Đối với nhóm cá di cư chặng ngắn, các nghiên cứu về đa dạng di truyền và cấu 

trúc quần thể hiện nay vẫn còn khá hạn chế và chủ yếu tập trung vào việc làm rõ tác 

động của các rào cản địa lý và nhân tạo. Điển hình là nghiên cứu của Ackiss et al. 

(2019) trên loài cá lăng (Hemibagrus spilopterus) sử dụng kỹ thuật ddRAD-seq để 

phát hiện các chỉ thị SNPs. Kết quả không chỉ ghi nhận sự phân tách quần thể rõ rệt 

giữa khu vực trên thác Khôn (Pakse, Lào) và dưới thác Khôn (Kratié, Stung Treng, 

Campuchia), mà còn ở các nhánh sông thuộc hệ thống 3S (Sesan, Serepok và 

Sekong). Đáng chú ý, nghiên cứu này đã phát hiện hệ số cận huyết cao và kích thước 

quần thể hiệu quả thấp tại quần thể sông Serepok (Việt Nam), đưa ra giả thuyết rằng 

sự gia tăng của các đập thủy điện đã tạo nên sự phân tách của quần thể [15].  

Đối với cá ét mọi (L. chrysophekadion), việc xác định cấu trúc quần thể và tập 

tính di cư dựa trên dữ liệu di truyền vẫn còn nhiều tranh luận. Mặc dù loài này thường 

được xếp vào nhóm cá xám (di cư chặng ngắn), nhưng nghiên cứu của Mashyaka và 

Duong (2021) sử dụng chỉ thị ISSR lại ghi nhận mức đa dạng di truyền cao với tỉ lệ 

loci đa hình đạt 81,7% – 85,9% và chỉ số Shannon từ 0,415 – 0,451 trên 4 quần thể 

tại Lào (Paksan) và Việt Nam (An Giang, Cần Thơ, Đồng Tháp). Đặc biệt, khoảng 
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cách di truyền giữa quần thể Lào và Việt Nam rất thấp (chỉ dao động từ 0,016 – 

0,022), mặc dù khoảng cách địa lý giữa hai khu vực này là 1.200 km. Kết quả này gợi 

mở giả thuyết loài cá này có khả năng di cư đường dài tương tự nhóm cá trắng [70].  

1.4.2.3. Di truyền quần thể nhóm cá di cư chặng dài 

Đối với nhóm cá di cư chặng dài, các nghiên cứu về đa dạng di truyền và cấu 

trúc quần thể tập trung chủ yếu vào việc kiểm chứng vai trò của thác Khôn – rào cản 

tự nhiên lớn nhất trên dòng chính sông Mekong tại biên giới Lào và Campuchia.  

Ở khu vực hạ lưu thác Khôn, hầu hết các nghiên cứu trên các loài cá da trơn 

thuộc họ cá tra (Pangasiidae) đều ghi nhận sự thiếu hụt cấu trúc quần thể rõ rệt. Cụ 

thể, So et al. (2006) sử dụng chỉ thị RFLP đã ghi nhận sự tương đồng di truyền giữa 

06 quần thể cá tra Pangasianodon hypophthalmus tại Campuchia với giá trị FST thấp 

(0,022; P = 0,139) [10]. Kết quả tương tự cũng được tìm thấy khi mở rộng phạm vi 

khảo sát lên 10 quần thể tại Việt Nam và Campuchia bằng chỉ thị microsatellite [13]. 

Hiện tượng đồng nhất di truyền này cũng được báo cáo trên nhiều loài cá trắng có giá 

trị kinh tế khác thông qua nhiều loại chỉ thị phân tử khác nhau. Các nghiên cứu trên 

cá basa P. bocourti bằng chỉ thị RFLP [13], cá tra dầu Pn. gigas dựa trên sự kết hợp 

giữa microsatellite và mtDNA [11] đều cho thấy sự thiếu hụt cấu trúc quần thể rõ rệt 

giữa Thái Lan và Campuchia. Tương tự tại khu vực ĐBSCL, nghiên cứu trên cá bông 

lau P. krempfi [165] và cá sát sọc Pangasius macronema [166] sử dụng chỉ thị ISSR 

cũng khẳng định sự tương đồng về cấu trúc di truyền giữa các quần thể ở ĐBSCL.  

Tuy nhiên, khi phạm vi nghiên cứu được mở rộng qua thác Khôn, cấu trúc quần 

thể bắt đầu có sự phân hóa rõ rệt. Ứng dụng kỹ thuật GBS để thu nhận bộ chỉ thị 

SNPs, Vu et al. (2020) ghi nhận sự phân tách quần thể cá tra tự nhiên thành hai nhóm 

riêng biệt: nhóm phía trên thác Khôn (Thái Lan) và nhóm phía dưới thác (Campuchia 

và Việt Nam) [18]. Sự khác biệt này cũng được ghi nhận trên các loài cá có kích 

thước nhỏ như cá linh (Henicorhynchus spp.). Đối với cá linh H. siamensis, các chỉ 

thị mtDNA đã xác nhận sự phân tách giữa quần thể thượng lưu và hạ lưu thác Khôn 

[9, 12], trong khi đó chỉ thị microsatellite không ghi nhận sự khác biệt này [14]. 
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Tương tự, đối với cá linh H. lobatus, trong khi các chỉ thị truyền thống ghi nhận sự 

đồng nhất, thì kỹ thuật ddRAD-seq với độ phân giải cao đã phát hiện sự khác biệt 

đáng kể giữa quần thể Pakse (Lào) so với các quần thể tại Campuchia và Việt Nam 

[17]. Ngoài ra, nghiên cứu trên cá trèn răng Belodontichthys truncatus còn chỉ ra rằng 

bên cạnh dòng chính, các quần thể ở dòng nhánh như sông Chi (Thái Lan) cũng có 

sự khác biệt di truyền do tác động của trôi dạt di truyền [167]. 

Tóm lại, các dẫn liệu khoa học hiện nay cho thấy cấu trúc di truyền của cá sông 

Mekong bị chi phối phức tạp bởi sự tương tác giữa tập tính di cư và các rào cản địa 

lý. Các kết quả nghiên cứu thể hiện được mô hình phân hóa gen đặc trưng, phản ánh 

sự tương phản giữa tính đồng nhất di truyền trên toàn lưu vực của nhóm cá trắng với 

sự phân tách quần thể theo sinh cảnh của nhóm cá đen và cá xám. Việc ứng dụng hệ 

thống chỉ thị đa dạng, từ các chỉ thị truyền thống (DNA ti thể, RFLP, ISSR) đến các 

chỉ thị hiện đại (microsatellite, SNPs), đã cung cấp các dữ liệu quan trọng về mức độ 

đa dạng di truyền và cấu trúc quần thể cá tại lưu vực này.  

Tuy nhiên, các nghiên cứu này vẫn còn hạn chế về độ phân giải của chỉ thị và 

tính hệ thống trong các đánh giá tổng thể. Về mặt kỹ thuật, các chỉ thị truyền thống 

thường có độ lặp lại thấp hoặc chỉ cung cấp thông tin về các vùng gen bảo thủ, dẫn 

đến việc không phát hiện được những sự phân hóa di truyền mới hình thành hoặc các 

cấu trúc quần thể ở những loài có dòng gen mạnh. Điều này dẫn đến tình trạng mâu 

thuẫn dữ liệu giữa các nghiên cứu khi sử dụng các hệ thống chỉ thị khác nhau trên 

cùng một đối tượng, gây khó khăn cho việc xác định ranh giới giữa các tập tính di cư. 

Về tính hệ thống, phần lớn các nghiên cứu hiện nay được thực hiện đơn lẻ trên từng 

loài hoặc từng khu vực địa lý nhất định, thiếu các nghiên cứu đối chiếu đồng thời 

giữa các loài và các nhóm sinh thái. Điều này nêu bật lên yêu cầu cần thiết về việc 

thực hiện một nghiên cứu được triển khai đồng thời trên 03 loài cá điển hình đại diện 

cho 03 nhóm tập tính di cư và sử dụng thống nhất chỉ thị SNPs phân bố trên toàn hệ 

gen. Cách tiếp cận này giúp đồng bộ dữ liệu, xác định cấu trúc di truyền và mức độ 
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kết nối quần thể của các nhóm cá trước những biến động môi trường và rào cản địa 

lý tại lưu vực sông Mekong. 

1.4.2.4. Nghiên cứu về mô hình di cư 

Nghiên cứu về mô hình di cư của các loài cá tại LMB đã được thực hiện thông 

qua các phương pháp khác nhau. Dựa trên khảo sát kiến thức sinh thái địa phương, 

các dữ liệu về thành phần loài, tính mùa vụ và tuyến đường di cư tại khu vực Lào, 

Campuchia [6, 72] và hệ thống thác Khôn [26, 67] đã được ghi nhận. Nhằm cung cấp 

những bằng chứng thực nghiệm, phương pháp gắn thẻ đã được triển khai để theo dõi 

quá trình di chuyển của từng cá thể. Điển hình, Hogan et al. (2006) ghi nhận cá vồ 

đém (P. larnaudii) có thể di cư từ sông Tonlé Sap, vượt qua Phnom Pênh và được 

đánh bắt trở lại tại Đồng Tháp (Việt Nam) với quãng đường hơn 100 km [128]. Những 

tiến bộ gần đây trong kỹ thuật giám sát hiện đại như hệ thống thẻ tích hợp thụ động 

và mạng lưới đo từ xa bằng sóng âm cung cấp những bằng chứng mới về hành vi di 

cư của cá. Robinson et al. (2024) xác định khả năng di cư ngược dòng của cá mè vinh 

Hypsibarbus malcomi (Cypriniformes: Cyprinidae) từ vùng hạ lưu lên thượng lưu 

đập thủy điện Xayaburi (Lào), đạt khoảng cách 354 km với tốc độ trung bình 0,8 – 

1,01 km/ngày [168]. Đáng chú ý, Eschenroeder et al. (2025) phát hiện tuyến đường 

di cư mới của cá vồ đém (P. larnaudii) giữa sông Mekong và sông Sekong (Lào), 

đồng thời ghi nhận cá lăng nha (Hemibagrus wyckioides) có khả năng di cư chặng 

dài trái ngược với các giả định về di cư chặng ngắn như trước đây [169]. 

Bên cạnh các phương pháp theo dõi vật lý, việc phân tích thành phần hóa học 

trong đá tai thông qua tỉ lệ các nguyên tố vi lượng đã trở thành công cụ hữu hiệu để 

phân định các chiến lược di cư ở cấp độ cá thể. Dựa trên tỉ lệ Sr:Ca và Ba:Ca, các 

nghiên cứu đã xác định tập tính di cư ngược dòng từ vùng nước mặn - lợ vào sâu 

trong nước ngọt để sinh sản (anadromous) của cá bông lau (P. krempfi) và cá tra bần 

(P. mekongensis) với quãng đường lần lượt là 1.400 km và 700 km [136, 170]. Ngược 

lại, các loài như cá basa (P. bocourti), cá hú (P. conchophilus) và cá vồ đém (P. 

larnaudii) được khẳng định thuộc nhóm di cư trong sông (potamodromous) dựa trên 
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nồng độ Sr ổn định trong suốt vòng đời [171, 172]. Bên cạnh đó, các nghiên cứu còn 

phát hiện sự đa dạng chiến lược di cư ngay trong cùng một loài. Cụ thể, có ít nhất ba 

chiến lược di cư khác nhau được ghi nhận ở các loài thuộc họ cá tra Pangasiidae và 

lên đến bốn chiến lược ở các loài khác (như cá chình hoa Anguilla marmorata, cá 

ngát Plotosus canius, cá phèn vàng Polynemus melanochir) [136, 172]. 

Mặc dù các phương pháp trên cung cấp dữ liệu chi tiết về tuyến đường di cư ở 

cấp độ cá thể, việc dự đoán mô hình di cư ở quy mô quần thể chỉ được thực hiện khi 

ứng dụng các công cụ di truyền. Đáng chú ý, Nguyen et al. (2020) khảo sát mô hình 

di cư giữa các quần đàn cá tra tự nhiên (P. hypophthalmus) ở Thái Lan, Campuchia 

và Việt Nam dựa trên dữ liệu di truyền (công cụ divMigrate). Kết quả đã phát hiện 

sự cô lập di truyền rõ rệt của quần đàn phía trên thác Khôn (Thái Lan) so với sự kết 

nối liên tục ở hạ lưu giữa Campuchia và Việt Nam, chứng minh thác Khôn không chỉ 

là rào cản địa lý mà còn là ranh giới di truyền quan trọng đối với các loài di cư tại 

khu vực này [18]. 

1.4.3. Các nghiên cứu về lắp ráp hệ gen ti thể và xác định mã vạch RAD 

của các loài cá thuộc giống Labeo  

Giống Labeo (họ cá chép Cyprinidae) có 105 loài được ghi nhận, phân bố rộng 

rãi ở châu Phi, khu vực Nam Á và Đông Nam Á [173]. Tính đến thời điểm hiện tại 

(truy cập ngày 20/10/2025), có 54 trình tự hệ gen ti thể của 21 loài thuộc giống Labeo 

được đăng ký mã số trên Ngân hàng Gen. Các hệ gen ti thể này được lắp ráp từ dữ 

liệu giải trình tự Sanger và giải trình tự thế hệ mới, bao gồm cả đoạn đọc ngắn và 

đoạn đọc dài [174–176]. Đối với cá ét mọi (L. chrysophekadion), một trình tự hệ gen 

ti thể (mã số AP011199) được lắp ráp từ dữ liệu giải trình tự Sanger [177]. Nghiên 

cứu này tập trung khảo sát mối quan hệ phát sinh loài ở cấp độ tông Labeonini 

(Cypriniformes: Cyprinidae), do đó, các thông tin chi tiết của hệ gen ti thể cá ét mọi 

không được nhóm tác giả trình bày [177].  
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Đến nay, chưa có nghiên cứu nào sử dụng dữ liệu RAD-seq để lắp ráp hệ gen ti 

thể và xác định mã vạch RAD ở giống Labeo cũng như ở các loài cá sông Mekong, 

nhằm khảo sát đa dạng di truyền và cấu trúc quần thể. 

1.5. Cơ sở khoa học của luận án  

Cơ sở khoa học của luận án được xây dựng dựa trên sự kết hợp giữa sinh thái học 

cảnh quan thủy văn và hệ gen học quần thể so sánh (Comparative population genomics), 

nhằm phân tích mối quan hệ giữa đặc điểm sinh học của các loài cá và cấu trúc di truyền 

quần thể của chúng trong bối cảnh biến động môi trường tại sông Mekong.  

Thứ nhất, luận án dựa trên nền tảng về tính liên tục của hệ thống thủy văn và 

vai trò của các hành lang di cư trong việc duy trì dòng gen. Lưu vực hạ lưu sông 

Mekong không chỉ là một điểm nóng về đa dạng sinh học với hơn 1.300 loài cá [178] 

mà còn là một hệ thống sinh thái động, nơi các chu kỳ nhịp lũ tự nhiên đóng vai trò 

là tín hiệu sinh học kích hoạt các quá trình di cư [7]. Trong điều kiện tự nhiên, dòng 

gen giữa các quần thể được duy trì thông qua các tuyến di cư dọc theo dòng chính và 

các tuyến di cư ngang kết nối với các vùng ngập lũ, bao gồm Biển Hồ và hệ thống 

sông 3S [6, 7, 31]. Tuy nhiên, sự gia tăng các rào cản nhân tạo và tác động của BĐKH 

có thể làm gián đoạn các hành lang này, từ đó dẫn đến sự phân hóa cấu trúc di truyền 

giữa các quần thể và suy giảm tính thích nghi của các loài bản địa [179, 180].  

Thứ hai, luận án dựa trên lý thuyết địa sinh học so sánh và hệ gen học quần thể. 

Trong một hệ sinh thái đa loài, các cách tiếp cận quản lý hoặc phân tích đơn lẻ từng 

loài thường khó phản ánh đầy đủ các tác động mang tính hệ thống [31]. Cách tiếp cận 

này cho phép so sánh đồng thời các chỉ số đa dạng di truyền và cấu trúc quần thể của 

những loài có chiến lược sống khác nhau dưới cùng một áp lực môi trường [181]. 

Việc lựa chọn ba loài cá đại diện cho ba nhóm chính: cá chạch lá tre (M. siamensis – 

cá đen, không di cư), cá ét mọi (L. chrysophekadion – cá xám, di cư chặng ngắn và 

tùy nghi) và cá vồ đém (P. larnaudii – cá trắng, di cư chặng dài) cho phép kiểm chứng 

giả thuyết về mối liên hệ giữa tập tính di cư và cấu trúc di truyền quần thể. Điều này 
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giúp làm rõ liệu các rào cản vật lý gây ra sự phân hóa đồng nhất hay có sự khác biệt 

tùy thuộc vào đặc điểm sinh học của từng loài. 

Thứ ba, luận án dựa trên ưu thế về độ phân giải của dữ liệu giải trình tự thế hệ 

mới và kỹ thuật EzRAD. Đối với các loài cá Mekong chưa có hệ gen tham chiếu, việc 

sử dụng các chỉ thị truyền thống thường phản ánh chưa đầy đủ cấu trúc di truyền quần 

thể do kích thước mẫu hạn chế hoặc độ phân giải thấp [13, 17]. Kỹ thuật EzRAD cho 

phép thu nhận hàng ngàn chỉ thị SNPs phân bố ngẫu nhiên trên toàn hệ gen, giải quyết 

hạn chế về mặt thông tin di truyền [182]. Điều này không chỉ giúp đánh giá cấu trúc 

quần thể mà còn cho phép ước tính các thông số quan trọng như kích thước quần thể 

hiệu quả, hệ số cận huyết và các loci dưới tác động của chọn lọc – những thông tin 

mà dữ liệu DNA ti thể hay microsatellite chưa thể phản ánh toàn diện [103].  

Cuối cùng, sự bổ trợ giữa hệ gen nhân và hệ gen ti thể thông qua việc lắp ráp de 

novo hệ gen rút gọn để xác định các chỉ thị SNPs kết hợp với chú giải hệ gen ti thể 

và mã vạch RAD tạo nên một hệ thống kiểm chứng chéo. Sự kết hợp này không chỉ 

tăng độ tin cậy cho các phân tích cấu trúc di truyền quần thể mà còn cung cấp bộ dữ 

liệu nền tảng phục vụ việc dự báo các kịch bản biến đổi di truyền, tạo cơ sở khoa học 

cho việc phân định các vùng bảo tồn và hành lang đa dạng sinh học tại sông Mekong.  
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CHƯƠNG 2:  

ĐỐI TƯỢNG, PHẠM VI VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

Sơ đồ khối mô tả các bước thực hiện chính theo ba nội dung nghiên cứu của 

luận án được thể hiện ở Hình 2.1. 

 

Hình 2.1. Sơ đồ khối thực hiện ba nội dung nghiên cứu của luận án 

2.1. Đối tượng, phạm vi nghiên cứu và phương pháp thu mẫu 

Mẫu của 03 loài (cá chạch lá tre M. siamensis, cá ét mọi L. chrysophekadion và 

cá vồ đém P. larnaudii) được thu thập ngẫu nhiên từ các ngư dân đánh bắt, chợ địa 

phương hoặc cảng cá tại lưu vực sông Mekong từ 2017 – 2021 (Phụ lục 2), gồm 

Myamar (Thượng lưu Mekong - UMB) và Lào, Thái Lan, Campuchia, Việt Nam (Hạ 

lưu Mekong - LMB) (Hình 2.2).  
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Chiến lược lựa chọn quần thể được thực hiện dựa trên bốn tiêu chí sau: i) Đại 

diện quốc gia thuộc lưu vực sông Mekong, lựa chọn 1–2 quần thể/ quốc gia; ii) Đại 

diện thủy vực, bao gồm các quần thể phân bố ở cả dòng chính và dòng nhánh, phản 

ánh sự khác biệt về chế độ dòng chảy, cấu trúc sinh cảnh và tính kết nối di cư của cá; 

iii) Đại diện vùng địa lý – sinh thái, với các quần thể trải dài trên năm vùng sinh thái 

đặc trưng của sông Mekong [27]: Thượng Lan Thương (khu vực có đặc trưng là sông 

núi); Hạ Lan Thương (sông suối đồi và đồng bằng ngập nước cục bộ); cao nguyên 

Korat (khu vực có mạng lưới sông nhánh phong phú như Mun, Chi); Kratie – Stung 

Treng (vùng hợp lưu giữa dòng chính Mekong và hệ thống 3S, nơi chuyển tiếp giữa 

vùng sông chảy xiết và đồng bằng ngập nước); và châu thổ Mekong (đồng bằng ngập 

nước rộng lớn và chế độ triều); và iv) Ranh giới sinh thái – địa lý quan trọng, chiến 

lược thu mẫu bao gồm các quần thể ở phía trên và phía dưới thác Khôn, được xem là 

ranh giới sinh học tự nhiên phân tách các khu hệ cá của vùng trung và hạ Mekong. 

Thông tin về vị trí địa lý và vùng sinh thái của các địa điểm thu mẫu được trình bày ở 

Hình 2.2 và Bảng 2.1. 

Nhằm giảm thiểu tối đa ảnh hưởng của sự biến động di truyền theo thời gian đến 

kết quả phân tích quần thể và dự đoán mô hình di cư, nghiên cứu áp dụng phương pháp 

thu thập ngẫu nhiên các mẫu cá thể trưởng thành, được đánh giá là có vốn gen ổn định 

[183]. Các mẫu cá thu thập được định loại ngay tại thực địa dựa vào các đặc điểm 

hình thái đặc trưng và các tài liệu của Rainboth (1996) [68] và Trần Đắc Định và cộng 

sự (2013) [52]. Cụ thể, cá chạch lá tre được nhận diện qua dãy 4-6 đốm tròn đen dọc 

theo vây lưng và đuôi; cá ét mọi có thân màu đen thẫm, có nhiều chấm đen và đỏ; và 

cá vồ đém có 1 đốm đen lớn ở gốc vây ngực (các mô tả chi tiết được trình bày ở mục 

1.2) (Phụ lục 3). Bên cạnh đó, để đảm bảo tính xác thực về nguồn gốc và địa điểm 

thu mẫu, ngư dân địa phương đã được phỏng vấn trực tiếp với sự hỗ trợ chuyên môn 

của các đối tác, gồm Uy Sophorn-Viện Nghiên cứu và Phát triển Nghề cá Nội đồng 

(Campuchia); Latsamy Phounvisouk-Trung tâm nghiên cứu nguồn lợi thủy sản (Lào); 
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Chaiwut Grudpan-Đại học Ubon Rachathani (Thái Lan) và Mie Mie Kyaw- Đại học 

Mandalay (Myanmar).  

Tổng cộng 272 mẫu cá chạch lá tre (9 quần thể), 263 mẫu cá ét mọi (10 quần thể), 

193 mẫu cá vồ đém (8 quần thể) được thu thập. Tại Tacheilek (Myamar) thuộc lưu vực 

thượng lưu sông Mekong (UMB), 01 quần thể cá chạch lá tre được thu thập. Mặc dù 

cá ét mọi và cá vồ đém cũng được ghi nhận phân bố ở khu vực này, nhưng số lượng cá 

thể thu thập được (8 cá thể cá ét mọi và 1 cá thể cá vồ đém) không đủ để phân tích di 

truyền quần thể (Bảng 2.1).  

Mẫu cơ của từng cá thể được thu thập và lưu giữ trong ống 2 mL có chứa cồn 

95%, tiến hành mã số hóa và bảo quản ở -20oC để tiến hành các nghiên cứu về di truyền 

tại phòng thí nghiệm Sinh học phân tử, Trường Đại học Nha Trang. 
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Hình 2.2. Bản đồ các địa điểm thu mẫu các loài cá trong nghiên cứu hiện tại. 

(Màu sắc tương ứng với các loài cá; chữ màu đỏ thể hiện các đập thủy điện đã, 

đang và dự kiến xây dựng), và “=” là vị trí của thác Khôn (Khôn Falls). 
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Bảng 2.1. Thông tin vị trí địa lý, vùng sinh thái và số lượng cá thể của các loài cá thu thập tại các địa điểm nghiên 

cứu ở lưu vực sông Mekong 

Quốc gia Vị trí trên sông Mekong 
Vùng sinh 

thái 

Địa điểm  

thu mẫu 

Kí hiệu 

quần thể 
Tọa độ địa lý 

Cá chạch 

lá tre 

Cá ét 

mọi 

Cá vồ 

đém 

Myamnar 
Thượng lưu 

- UMB 
Dòng nhánh 

Thượng  

Lan Thương 
Tacheilek TK 20°21’08.4"N 100°05’05.9"E 32 8* 1* 

Lào 

Thượng lưu 

- LMB 

Dòng nhánh - 

Sông Khan Hạ  

Lan Thương 

Luang 

Prabang 
LP 19°88'77.2"N 102°12'94.2"E 32 22 0 

Trung lưu - 

LMB 

Dòng chính Paksan PA 18o21’11.31"N 103o57’21.7"E 34 32 21 

Dòng chính Pakse PE 15°07'30.0"N 105°48'47.8"E 27 32 0 

Thái Lan 

Dòng chính  

Cao nguyên 

Korat 

Ubon 

Ratchathani 
UB-MK 15°25'70.8"N 104°76'15.7"E 0 28 29 

Dòng nhánh - 

Sông Mun 

Ubon 

Ratchathani 
UB-MR 12o15’54.22"N 109o6’15.5"E 32 0 24 

Dòng nhánh - 

Sông Chi 
Roi Et RE 15o23’51.47"N 105o21’19.6"E 0 30 0 

Campuchia 
Hạ lưu - 

LMB 

Hợp lưu giữa 

dòng chính-3S Kratié - Stung 

Treng 

Stung Treng ST 13°31'46.7"N 105°57'06.6"E 32 28 32 

Dòng chính Kratié KT 12°49'31"N 106°01'71.5"E 28 27 0 

Dòng nhánh Siêm Riệp SR 13°0’N 104o3’E 0 0 30 

Việt Nam 
Dòng chính Châu thổ 

Mekong 

Đồng Tháp DT 10°57'04.1"N 105°38'11"E 25 32 32 

Dòng chính An Giang AG 11°07'37.7"N 105°10'50.8"E 30 24 24 

 Tổng cộng    272 263 193 

Ghi chú: *số lượng mẫu không đủ quần thể nên bị loại khỏi phân tích 
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2.2. Lắp ráp de novo hệ gen của các loài cá và xác định chỉ thị SNPs 

2.2.1. Xây dựng thư viện DNA các loài cá sử dụng kỹ thuật EzRAD và giải 

trình tự 

2.2.1.1. Tách chiết và xác định nồng độ DNA 

DNA được tách chiết từ 30 mg mẫu cơ đã bảo quản trong cồn của mỗi cá thể cá 

bằng bộ kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, Mỹ) theo hướng dẫn của 

nhà sản xuất, có điều chỉnh. Cụ thể, trong bước thu hồi DNA, nghiên cứu tiến hành 

rửa giải ba lần riêng biệt với 100 µL đệm AE thay vì sử dụng 250 µL Nuclease-Free 

Water, mỗi lần ủ ở các khoảng thời gian khác nhau (5 phút, 10 phút và 15 phút, chi 

tiết ở Phụ lục 4). DNA tách chiết được điện di trên gel agarose 1,5% để kiểm tra độ 

tinh sạch. Những mẫu DNA tốt (băng sáng rõ và không bị đứt gãy) được xác định 

nồng độ sử dụng bộ kit Qubit dsDNA High Sensitivity (Thermo Fisher Scientific) và 

thực hiện trên máy đo huỳnh quang Qubit® 2.0 Flourometer (Invitrogen, Mỹ) theo 

hướng dẫn của nhà sản xuất (Phụ lục 4). Mẫu DNA đạt nồng độ tối thiểu 3 ng/µL 

được chọn để tiếp tục cho các bước thí nghiệm tiếp theo. 

DNA được tiến hành tinh sạch bằng AMPure XP Beads (Beckman Coulter) theo 

tỉ lệ 1:2. Mẫu được lắc trong 15 phút ở 200 vòng/phút trên máy lắc GFL (mã máy 

3005, Đức) để DNA gắn kết với hạt bead. Sau khi đặt trên đế từ trong 5 phút, DNA 

được giữ lại trên hạt bead, cho phép loại bỏ dung dịch chứa tạp chất. Cuối cùng, rửa 

hạt bead bằng cồn 80% để thu được DNA tinh sạch. 

2.2.1.2. Xây dựng thư viện DNA hệ gen 

Thư viện DNA hệ gen của các loài cá được tạo ra thông qua kỹ thuật EzRAD sử 

dụng bộ kit TruSeq Nano HT Library Preparation (Illumina). Quy trình này dựa trên 

phương pháp được mô tả bởi Toonen et al. (2013) [82], với những điều chỉnh theo 

Dang et al. (2019) [16]. Các bước chính của quy trình được minh họa trong Hình 2.3. 
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Hình 2.3. Quy trình tạo thư viện hệ gen bằng kỹ thuật EzRAD ([82], có hiệu chỉnh) 

a. Phân cắt DNA hệ gen bằng enzyme hạn chế 

Mẫu DNA tinh sạch được phân mảnh bằng cách sử dụng đồng thời hai enzyme 

hạn chế, MboI và Sau3AI (NEB). Cả hai enzyme đều nhận biết và cắt tại trình tự 5'–

GATC–3' và tạo ra đầu dính. Tuy nhiên, MboI bị ức chế bởi sự methyl hóa Adenine 

(nucleotide A), trong khi Sau3AI vẫn hoạt động hiệu quả, do đó, việc kết hợp cả hai 

enzyme giúp đảm bảo việc cắt thành công trên các mẫu DNA có mức độ methyl hóa 

không đồng nhất, từ đó giảm thiểu thiên vị và tăng tính đại diện của thư viện DNA. 

Phản ứng này được thực hiện trong tổng thể tích 25 µL, bao gồm đệm 2,5 µL đệm 
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SmartCut 10X (NEB), 0,5 µL MboI (5 U/mL), 0,5 µL Sau3AI (5 U/mL) và 21,5 µL 

mẫu DNA tinh sạch. Phản ứng được tiến hành trên máy luân nhiệt C1000 Touch 

(Biorad) ở 37°C trong khoảng từ 3 đến 24 giờ. Sau đó, nhiệt độ được tăng lên 65°C 

và duy trì trong 20 phút nhằm bất hoạt enzyme và cuối cùng bảo quản mẫu ở 4°C. 

b. Tạo đầu bằng (Blunt End) 

Các đoạn DNA có đầu dính, sản phẩm của quá trình phân cắt bằng enzyme hạn 

chế, được biến đổi thành đầu bằng bằng cách bổ sung 13,3 µL End Repair Mix 

(Illumina) và thực hiện phản ứng tại 30°C trong 30 phút. Quá trình này dựa trên cơ 

chế hoạt động của DNA Polymerase, enzyme tổng hợp DNA theo chiều 5' → 3'. 

c. Chọn lọc phân đoạn DNA có kích thước mục tiêu (Size selection) 

Để chọn lọc các đoạn DNA có kích thước từ 350 đến 550 bp, quy trình hai bước 

được thực hiện sử dụng dung dịch Sample Purification Beads (SP Beads, Illumina) 

với các tỉ lệ khác nhau. Các hạt bead trong SP Beads được thiết kế để ưu tiên liên kết 

với các đoạn DNA lớn hơn, sau đó là các đoạn DNA nhỏ hơn theo thứ tự giảm dần 

kích thước. 

- Bước 1: dung dịch SP Beads pha loãng (tỉ lệ 1 H2O:1,5 SP Beads) được thêm 

vào, cho phép các đoạn DNA lớn hơn 550 bp gắn kết với hạt bead. Các hạt bead này 

sau đó được loại bỏ, giữ lại dung dịch chứa các đoạn DNA mục tiêu. 

- Bước 2: thêm SP Beads không pha loãng vào dung dịch ở bước 1. Các đoạn 

DNA từ 350 đến 550 bp sẽ liên kết với hạt bead, trong khi các đoạn nhỏ hơn bị loại 

bỏ trong quá trình rửa với cồn 80%. Cuối cùng, các đoạn DNA mục tiêu được thu hồi 

bằng dung dịch Resuspension buffer (Illumina). 

d. Gắn nucleotide A (A-tailing) vào đầu 3’ và Adapter 

Để ngăn chặn các đoạn DNA tự liên kết và chuẩn bị cho việc gắn adapter, các 

nucleotide A (dung dịch A-tailing, Illumina) được thêm vào đầu 3' của chúng. Phản 

ứng gắn nucleotide A được thực hiện theo quy trình nhiệt như sau: 37°C trong 30 

phút, 70°C trong 5 phút, 4°C trong 5 phút và mẫu được giữ ở 4°C.   
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Sau đó, adapter với nucleotide T bổ sung ở đầu 3' được gắn vào các đoạn DNA 

mục tiêu. Cấu trúc của Adapter gồm (1) trình tự gắn DNA lên bề mặt hệ thống máy 

giải trình tự (Flow cell binding sites); (2) trình tự mồi giải trình tự (Sequencing primer 

binding sites); (3) trình tự nhận diện mẫu DNA (Index sequences), có thể là 1 (single-

index, mã vạch đơn) hoặc 2 (dual-index, mã vạch đôi); và (4) Trình tự mồi đọc chỉ số 

(Index primer binding sites) (Hình 2.4). Phản ứng gắn adapter được thực hiện ở 30°C 

trong 10 phút. Ngay khi kết thúc phản ứng, nhiệt độ mẫu đạt 4°C, dung dịch Stop 

Ligation (Illumina) được bổ sung vào phản ứng để dừng quá trình gắn adapter.  

Hình 2.4. Cấu trúc của adapter 

Sau quá trình gắn adapter, các đoạn DNA được tiếp tục làm sạch bằng dung 

dịch SP Bead (tỉ lệ 1:1). Tiếp theo rửa hạt bead bằng cồn 80% và thu hồi DNA bằng 

dung dịch Resuspension. 

e. Khuếch đại thư viện DNA bằng PCR  

Thư viện DNA được khuếch đại với tổng thể tích 15 µL, bao gồm 1,5 µL 

Illuminia PCR Primer Cocktail, 6 µL Illuminia Enhanced PCR Mix, 1,875 µL nước 

tinh khiết và 5,625 µL thư viện DNA. Phản ứng được thực hiện trên máy luân nhiệt 

với chu trình nhiệt độ: biến tính ban đầu tại 95oC trong 3 phút, tiếp theo là 8 chu kì 

của 98oC trong 20 giây, 60oC trong 15 giây và 72oC trong 30 giây và bước kéo dài 

cuối cùng ở 72oC trong 5 phút, giữ mẫu ở 4oC.  

Để kiểm tra kết quả khuếch đại, các sản phẩm PCR được điện di trên gel agarose 

1,5%. Gel được nhuộm Ethidium Bromide và quan sát dưới tia UV. Kỹ thuật EzRAD 
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tạo ra thư viện DNA với các phân đoạn DNA có kích thước từ 350 đến 550 bp và thư 

viện này được bảo quản ở -40°C. 

2.2.1.3. Giải trình tự thế hệ mới 

Thư viện DNA được tinh sạch bằng SP Beads theo tỉ lệ 1:1 và xác định nồng độ 

DNA bằng bộ đo huỳnh quang Qubit 2.0 (Introvigen) theo hướng dẫn của nhà sản 

xuất. Các thư viện DNA được giải trình tự hai chiều (pair-end) tại phòng Thí nghiệm 

Di truyền của Trường Đại học Texas A&M Corpus Christi (Hoa Kỳ) sử dụng hệ 

thống giải trình tự thế hệ mới HiSeq 4000 (Illumina). 

Tất cả dữ liệu trong nghiên cứu được tiến hành đăng ký mã số trên Ngân hàng 

Gen thông qua cổng trực tuyến (Submission Portal), bao gồm tập hợp thông tin về 

mẫu (BioProject - https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/bioproject/ và BioSample - 

https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/biosample/) và trình tự đoạn đọc thô (Sequence 

Read Archive, https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/sra/). 

2.2.2. Lắp ráp de novo hệ gen của các loài cá và xác định chỉ thị SNPs 

2.2.2.1. Đánh giá chất lượng trình tự đoạn đọc 

Dữ liệu giải trình tự thư viện DNA của ba loài cá trong nghiên cứu là các đoạn 

đọc thô (định dạng file FASTQ) được minh họa ở Hình 2.5. Quy trình xử lý dữ liệu 

(Hình 2.6) được thực hiện trên hệ điều hành Ubuntu Server 21.10, các phần mềm và 

công cụ tin sinh học được cài đặt trên hệ thống máy chủ dung lượng cao có cấu hình 

như sau: 24 CPU E5-2620 v2 x 2 core x Intel(R) Xeon(R) 2.10 GHz, và dung lượng 

RAM là 78.6 GB.  

 

Hình 2.5. Hình ảnh minh họa file trình tự với định dạng FASTQ 

https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/bioproject/
https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/biosample/
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Hình 2.6. Sơ đồ khối quy trình xử lý số liệu 

Các trình tự được đánh giá chất lượng thông qua các thông số gồm điểm chất 

lượng trên số lượng trình tự (Per sequence quality scores), điểm chất lượng trên từng 

vị trí nucleotide (Per base sequence quality), tỉ lệ trình tự chứa base N (Per base N 

content) và tỉ lệ trình tự chứa Adapter (Adapter content) sử dụng công cụ FastQC 

v0.12.0 [184] và MultiQC v1.13 [185]. Sau đó, nhằm thu nhận các đoạn đọc chất 

lượng cao, nghiên cứu sử dụng phần mềm Trimmomatic v0.33 [186] để loại bỏ các 

base và đoạn đọc chất lượng thấp như sau: (i) đối với base, các đoạn adapter và các 

base có điểm chất lượng Phred nhỏ hơn 30 (tương ứng xác suất nucleotide bị đọc sai 

bởi thiết bị giải trình tự là 1/1000, nghĩa là độ chính xác 99,9%; Phụ lục 5); (ii) đối 

với trình tự đoạn đọc: các trình tự có tỉ lệ N (nucleotide không xác định) trên 10% và 

chiều dài nhỏ hơn 50 bp. Sau đó, các đoạn đọc chất lượng cao được kết nối dựa trên 

đoạn chồng lấp (overlap) tối thiểu 40bp để tạo thành các contigs sử dụng công cụ zcat 
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v1.10 (https://linux.die.net/man/1/zcat). Các đoạn contigs có chiều dài tối thiểu 147bp 

được sử dụng làm dữ liệu đầu vào cho quá trình lắp ráp de novo hệ gen. 

2.2.2.2. Khảo sát công cụ tối ưu lắp ráp de novo hệ gen sử dụng dữ liệu trình tự cá 

vồ đém  

Nghiên cứu sử dụng tập hợp các contigs chất lượng cao của cá vồ đém làm dữ 

liệu đầu vào, sau đó tiến hành khảo sát và đánh giá ba bộ công cụ lắp ráp de novo hệ 

gen mã nguồn mở phổ biến: gồm dDocent v4.5 [187], ipyrad v0.9.84 [188] – đều sử 

dụng thuật toán tham lam (greedy-base) và Stack v2.4 [91] – sử dụng thuật toán đồ thị 

(graph-base). Quy trình lắp ráp de novo hệ gen cho từng công cụ được tiến hành theo 

hướng dẫn cụ thể từ các nghiên cứu trước (Bird, 2022 [189] đối với dDocent 4.5; 

Rochette et al., 2019 [190] đối với Stacks 2.4; và Eaton and Overcast, 2020 [188] đối 

với ipyrad 0.9.84) với các thông số mặc định (Phụ lục 6). Tuy nhiên, để đảm bảo tính 

khách quan trong việc so sánh và đánh giá chính xác hiệu suất giữa các công cụ, nghiên 

cứu đã tiến hành cài đặt hai thông số liên quan đến độ bao phủ và số lượng contigs đại 

diện cho mỗi cá thể. Hai thông số này được cài đặt giống nhau ở cả ba công cụ (chi tiết 

tại Bảng 2.2) nhằm loại bỏ sự khác biệt do cài đặt tham số và tập trung so sánh kết quả 

lắp ráp de novo hệ gen. 

Bảng 2.2. Các thông số được cài đặt để lắp ráp de novo hệ gen 

Công cụ dDocent v4.2 Stack v2.41 Ipyrad v0.93 

Thông số Cut-off 1 Cut-off 2 
stack depth  

(-m) 

mismatch  

(-M) 
mindepth 

min_samples 

_locus 

Giá trị 3 9 3 9 3 9 

Giải thích 

thông số 

độ bao 

phủ tối ưu 

(được 

tính cho 

mỗi cá 

thể) 

số lượng 

contigs 

của mỗi 

cá thể 

đoạn đọc tối 

thiểu được 

yêu cầu cho 

mỗi alen 

của từng cá 

thể 

khoảng 

cách tối đa 

của 2 

nuleotides 

giữa các 

alen trong 

một locus 

độ bao 

phủ tối 

thiểu của 

từng base 

số lượng cá 

thể tối thiểu 

trên mỗi 

locus 

https://linux.die.net/man/1/zcat
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Để đánh giá kết quả lắp ráp de novo hệ gen, nghiên cứu sử dụng các thông số lắp 

ráp gồm số lượng các đoạn contig lắp ráp, chỉ số N50 (là kích thước của các contig đã 

được sắp xếp từ lớn đến nhỏ tại vị trí kích thước đạt 50% hệ gen, Phụ lục 5), kích thước 

hệ gen, số lượng, kích thước lớn nhất và kích thước trung bình của cụm (cluster). Các 

thông số này được xác định bằng công cụ awk v5.1.0 (https://linux.die.net/man/1/ awk) 

và grep v3.4 (https://www.gnu.org/software/grep/). Đồng thời, tỉ lệ các đoạn đọc được 

dóng hàng chính xác vào hệ gen được xác định bằng tính năng ‘samtools-flagstat’ trong 

Samtools v1.9 [191]. Sau đó, công cụ lắp ráp de novo hệ gen tối ưu được lựa chọn và 

tiếp tục áp dụng để lắp ráp de novo hệ gen cho cá chạch lá tre và cá ét mọi. 

2.2.2.3. Lắp ráp de novo hệ gen của cá chạch lá tre và cá ét mọi 

Dựa vào quy trình tối ưu của loài cá vồ đém, hệ gen của cá chạch lá tre và cá ét 

mọi được tiến hành lắp ráp de novo. Sử dụng các đoạn contigs đã được kết nối của cá 

chạch lá tre và cá ét mọi (mục 2.2.2.1), nghiên cứu tiến hành xác định giá trị của thông 

số cut-off 1 và cut-off 2 theo quy trình dDocent nhằm thu nhận các contigs đặc trưng 

và tần suất xuất hiện trong toàn bộ dữ liệu. Các thông số về hệ gen gồm số lượng các 

đoạn contigs, kích thước hệ gen, thành phần các nucleotide (A, T, G, C và N) và tỉ lệ GC 

được xác định bằng công cụ awk v5.1.0 và grep v3.4. Để đánh giá chất lượng hệ gen sau 

quá trình lắp ráp de novo, nghiên cứu tiến hành xác định chỉ số N50 và tỉ lệ các đoạn đọc 

được dóng hàng chính xác vào hệ gen bằng công cụ awk v5.1.0 và grep v3.4.  

2.2.3. Xác định chỉ thị SNPs của các loài cá 

Để xác định chỉ thị SNPs, các đoạn đọc chất lượng cao từ mỗi cá thể cá được 

dóng hàng với hệ gen de novo sử dụng thuật toán MEM (Maximum Entropy Method) 

của công cụ BWA v0.7.12 (Burrows-Wheeler Aligner) [192], tạo ra các tệp dữ liệu 

dóng hàng ở định dạng BAM. Dựa trên các tệp dóng hàng, các biến thể di truyền (như 

SNPs, vị trí chèn/xóa - INDELs, nhiều cặp nucleotide nằm liền kề nhau - Multiple 

Nucleotide Polymorphisms (MNPs) và các biến thể phức hợp khác) được gọi đồng 

thời bằng công cụ Freebayes [193] và tập hợp thành dữ liệu biến thể thô (bao gồm cả 

SNP/INDEL thô).  

https://linux.die.net/man/1/
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Để đảm bảo thu được tập hợp các chỉ thị SNP có độ tin cậy cho phân tích tiếp 

theo, các biến thể di truyền thô được tiến hành sàng lọc nhằm loại bỏ các biến thể 

không mong muốn (như INDELs) và các vị trí có độ tin cậy thấp sử dụng công cụ 

vcftools v0.1.11 [194] và vcffilter v1.0.0 [193]. Cụ thể là, nghiên cứu chỉ thu nhận 

các SNPs có 2 alen và loại bỏ các vị trí chèn/xóa. Về chất lượng, các SNPs có chất 

lượng trung bình từ 30 trở lên (tương đương với độ chính xác gọi biến thể là 99,9%), 

độ sâu bao phủ trung bình tại mỗi vị trí đảm bảo từ 10 trở lên và chỉ giữ lại các SNP 

dị hợp tử có cân bằng alen nằm trong khoảng 0,25-0,75 nhằm loại bỏ các biến thể có 

độ thiên lệch giải trình tự cao. Về tần suất xuất hiện, các biến thể hiếm được loại bỏ 

với ngưỡng tần suất alen thay thế nhỏ hơn 0,05 và số alen thay thế nhỏ hơn 3 trong 

toàn bộ quần thể. Về dữ liệu thiếu, loại bỏ các SNPs có tỉ lệ thiếu trên 80% cá thể và 

các cá thể có tỉ lệ phát hiện SNPs nhỏ hơn 80%. Cuối cùng, loại bỏ các SNPs không 

tuân thủ cân bằng Hardy-Weinberg với p < 0,001, đồng thời chỉ giữ lại 1 SNP trên 

mỗi contig để đảm bảo tính độc lập của các chỉ thị trong phân tích liên kết (chi tiết 

tại Bảng 2.3).  

Sau khi sàng lọc chất lượng, tập hợp dữ liệu SNPs có độ tin cậy cao được đưa 

vào phân tích để phân biệt các SNPs trung tính (neutral loci) với các SNPs ngoại vi 

(outlier loci) – những vị trí chịu tác động của chọn lọc tự nhiên. Việc phát hiện các 

loci ngoại vi chịu nhiều yếu tố gây nhiễu như tỉ lệ dương tính giả cao, lỗi kiểu gen, 

cấu trúc quần thể phức tạp và độ nhạy khác nhau của các thuật toán [195]. Do đó, để 

tăng tính tin cậy và kiểm tra chéo kết quả, nghiên cứu này sử dụng đồng thời hai 

phương pháp được đề xuất bởi Narum và Hess (2011) [195]: Lositan Selection 

Workbench v1.0 (sử dụng thuật toán FDIST2) [196] và BayeScan v2.1 (sử dụng thuật 

toán hồi quy Bayes) [197]. Sự kết hợp hai phương pháp nhằm khắc phục các hạn chế 

riêng lẻ của từng thuật toán, từ đó cung cấp các locus chịu chọn lọc đáng tin cậy hơn. 

Dữ liệu đầu vào được chuẩn bị ở định dạng genpop (“.gen”). 
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Bảng 2.3. Các thông số và giá trị lọc được sử dụng trong nghiên cứu hiện tại 

STT Các thông số lọc 
Giá trị sàng 

lọc 
Ý nghĩa 

1  Bi-allen  Chỉ giữ lại các SNPs có 2 alen 

2  
Loại bỏ các vị trí 

chèn/xóa 
 Loại các vị trí SNPs chèn và xóa 

3  
Chất lượng trung bình  

(mean quality score - Q) 
≥ 30 

Loại những SNPs có điểm chất lượng 

Phred nhỏ hơn 30, tương ứng với độ 

chính xác là 99,9% 

4  

Độ sâu bao phủ trung 

bình tối thiểu (minimum 

mean DP) 

≤ 10 
Độ bao phủ tối thiểu của các đoạn đọc 

trên mỗi locus của tất cả các cá thể 

5  
Tỉ lệ phát hiện SNPs 

trên tất cả các cá thể 
80% 

Dữ liệu thiếu (missing data): những vị 

trí SNPs không xác định được kiểu gen 

của tất cả các cá thể trong quần thể 

nghiên cứu. Loại bỏ các SNPs có tỉ lệ 

“missing data” ≥80%, thường loại bỏ 

số lượng lớn SNPs 

6  
Cân bằng alen  

(allele balance - AB) 

< 0,25 và  

> 0,75 

Tỉ lệ giữa số lần đọc của hai alen tại 

một SNP, và chỉ áp dụng cho SNP dị 

hợp tử. 

7  

Số alen thay thế  

(minor allele count - 

MAC) 

< 3 

Số lần xuất hiện của một alen khác biệt 

với alen tham chiếu (reference allele) 

trong một tập hợp dữ liệu di truyền 

8  

Tần số alen thay thế  

(minor Allele Frequency 

- mAF) 

0,05 

Tỉ lệ xuất hiện của alen thay thế 

(alternative allele) so với tổng số tất cả 

các alen tại một vị trí cụ thể trong quần 

thể 

9  
Tỉ lệ phát hiện SNPs 

trên từng cá thể  
>80% 

Cá thể thiếu (Missing individuals) xảy 

ra khi một số cá thể trong quần thể 

nghiên cứu không có đủ dữ liệu SNPs 

để phân tích (Loại các cá thể có tỉ lệ 

SNPs ≤80%) 

10  
Cân bằng Hardy-

Weinberg  
p<0,001 

Lọc các SNPs mà giá trị p nhỏ hơn 

0,1% trong quần thể 

11  1 SNP/contig  Chỉ giữ lại một SNP trên mỗi contig 
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Đối với công cụ Lositan, mỗi locus được tính toán giá trị khác biệt di truyền 

(FST) và dị hợp tử mong đợi (He), sau đó được hiển thị trên biểu đồ phân tán FST so 

với He. Phương pháp này giả định rằng hầu hết các locus trong hệ gen tiến hóa trung 

tính; do đó, các locus có giá trị FST hoặc He nằm ngoài vùng tin cậy của phân phối kỳ 

vọng được xem là các locus chịu chọn lọc. Phân tích được thực hiện với các thông số 

gồm 100.000 lần lặp mô phỏng, khoảng tin cậy 95% và giá trị kiểm soát tỉ lệ phát 

hiện sai (False Discovery Rate – FDR) < 0,001. Các locus ngoại vi được xác định là 

những locus có giá trị FST cao hơn vùng tin cậy (chọn lọc tích cực – positive selection) 

hoặc có giá trị He cao hơn vùng tin cậy (chọn lọc cân bằng – balancing selection). 

Trong khi đó, công cụ BayeScan v2.1 phát hiện các locus ngoại vi dựa trên sự 

khác biệt về tần số alen giữa các quần thể. Phân tích được thực hiện với các thông số 

mặc định, bao gồm 20 lần chạy thử, mỗi lần 5.000 vòng lặp, tiếp theo là 50.000 vòng 

lặp “burn-in”. Giá trị tỉ lệ cược tiền nghiệm cho mô hình trung tính được đặt là 10. 

Đối với mỗi locus, giá trị “log10(PO)” được tính toán, locus được xem là ngoại vi 

khi log10(PO) > 0 và FDR < 0,001. 

Để đảm bảo tính chính xác khi ước tính các thông số đa dạng di truyền quần thể 

(chủ yếu dựa trên các quá trình tiến hóa trung tính), các loci ngoại vi được xác định 

bởi cả hai phương pháp (LOSITAN và BayeScan) được loại bỏ khỏi tập dữ liệu để 

thu được các SNPs trung tính. Đồng thời, tập hợp các loci trùng lặp được chia sẻ giữa 

BayeScan và LOSITAN cũng được thu nhận làm tập dữ liệu thứ hai phục vụ cho các 

phân tích chuyên sâu về thích nghi. 

Cuối cùng, hai tập dữ liệu SNPs trung tính và loci đáp ứng (định dạng “.vcf”) 

được sử dụng để khảo sát đa dạng di truyền và cấu trúc quần thể của các loài cá ở hạ 

lưu sông Mekong. Phần mềm PGDSpider v2.1.1.3 [198] được sử dụng để chuyển đổi 

định dạng từ “.vcf” sang “.gen”, “.arp” và “.strc”, nhằm tạo ra dữ liệu đầu vào phù 

hợp cho các phân tích đa dạng di truyền và cấu trúc quần thể.  
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2.3. Khảo sát sự đa dạng di truyền, cấu trúc quần thể và dự đoán mô hình 

di cư của ba loài cá điển hình ở lưu vực hạ lưu sông Mekong 

2.3.1. Khảo sát sự đa dạng di truyền của các quần thể cá 

Sự đa dạng di truyền của các quần thể cá được đánh giá sử dụng tập dữ liệu 

SNPs trung tính ở định dạng file genpop (.gen). Các thông số di truyền được tính toán 

gồm dị hợp tử quan sát (observed heterozygosity - Ho) và dị hợp tử mong đợi 

(expected heterozygosity - He). Trong đó, giá trị Ho phản ánh tần số thực tế của các 

cá thể dị hợp tử trong quần thể, trong khi He được ước tính dựa trên giả định cân bằng 

Hardy-Weinberg (HWE), thể hiện mức độ đa dạng di truyền tiềm năng của quần thể. 

Cả hai thông số này đều dao động trong khoảng 0 đến 1, tuy nhiên, do SNP là chỉ thị 

có hai alen, giá trị He tối đa về mặt lý thuyết chỉ đạt 0,5 khi hai alen có tần số bằng 

nhau [199]. Các giá trị Ho và He được thực hiện tính riêng cho từng quần thể thu mẫu 

và cho toàn bộ tập hợp cá thể thuộc lưu vực sông Mekong sử dụng phần mềm 

GenAlEx v6.5.2 [108].  

2.3.2. Xây dựng cấu trúc di truyền quần thể các loài cá ở hạ lưu sông 

Mekong 

2.3.2.1. Xác định sự khác biệt di truyền của các quần thể cá  

Sử dụng bộ dữ liệu SNPs trung tính và loci đáp ứng của từng loài cá, sự khác 

biệt di truyền chung (GST) [200], khác biệt di truyền theo cặp (FST) [201] giữa các 

quần thể và giá trị độ tin cậy được tính toán bằng phần mềm Alrequin v3.5 [202] với 

dữ liệu đầu vào ở định dạng file “.arp” và tần số hoán vị được cài đặt là 9.999. Các 

giá trị GST và FST đều nằm trong khoảng từ 0 (không có sự khác biệt di truyền) đến 1 

(khác biệt di truyền hoàn toàn). Đối với FST, giá trị < 0,05 được xem là mức sai khác 

di truyền nhỏ; 0,05< FST <0,15 biểu thị sai khác di truyền trung bình và > 0,15 phản 

ánh sai khác di truyền rõ rệt giữa các quần thể [201].  

Để kiểm soát tỉ lệ phát hiện sai (FDR), các giá trị p thu được từ phân tích FST 

được hiệu chỉnh đa kiểm định bằng phương pháp Benjamini và Hochberg (1995) 

[203] (công thức tính p hiệu chỉnh được thể hiện ở Phụ lục 5). Sự khác biệt di truyền 
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theo cặp (FST) chỉ được xem là có ý nghĩa thống kê khi giá trị p nhỏ hơn p hiệu chỉnh 

(padjusted). Quá trình hiệu chỉnh giá trị độ tin cậy này được thực hiện bằng công cụ trực 

tuyến theo đường link https://tools.carbocation.com/. Cuối cùng, biểu đồ heatmap 

được xây dựng bằng công cụ seaborn v0.13.2 [204] để trực quan hóa mức độ khác 

biệt theo cặp giữa các quần thể (FST). 

2.3.2.2. Xây dựng cấu trúc di truyền quần thể của các loài cá 

Nghiên cứu cấu trúc di truyền quần thể của các loài cá được tiến hành bằng cách 

phân tích dữ liệu SNPs trung tính và loci đáp ứng, sử dụng cả phân tích nhóm và phân 

tích thành phần chính (Principal Component Analysis - PCA).  

Phân tích nhóm, sử dụng phần mềm STRUCTURE v2.3.4 [116], cho phép xác 

định cấu trúc quần thể dựa trên sự phân nhóm các cá thể theo thông tin di truyền. Các 

nhóm được hình thành đại diện cho sự chiếm ưu thế của một hoặc nhiều quần thể và 

có thể được coi là đặc điểm di truyền đặc trưng của từng quần thể. Phương pháp này 

áp dụng thuật toán suy luận Bayesian để phân bổ các cá thể vào các nhóm thông qua 

quy trình Markov chain Monte Carlo (MCMC). Giả định ban đầu là các nhóm được 

chọn ngẫu nhiên, các cá thể được gán vào một nhóm dựa trên kiểu gen của nhiều 

locus và tần số alen ước tính của mỗi nhóm. Dữ liệu đầu vào cho phân tích là định 

dạng file “.strc” (chứa thông tin kiểu gen của các cá thể tại các locus) và mô hình hỗn 

hợp (admixture) với tần số alen tương quan (correlated allele frequencies) được sử 

dụng. Mô hình hỗn hợp cho phép các cá thể có thể có tổ tiên từ nhiều quần thể. Số 

nhóm K được giả định từ 1 đến 10 (với 3 lần lặp cho mỗi giá trị K), sử dụng thông số 

Length of Burn-in Period là 5.000 và 50.000 lần lặp. Giá trị K tối ưu được xác định 

dựa trên giá trị trung bình của log-likelihood (lnP(D)) thông qua công cụ trực tuyến 

Structure Harvester v0.6.94 [205]. 

Phân tích thành phần chính (PCA) [206] được sử dụng để giảm chiều dữ liệu, 

giữ lại các thành phần quan trọng mà vẫn duy trì các đặc điểm cơ bản của dữ liệu. 

Phân tích được thực hiện bằng gói adegenet v1.3.1 [207] trên phần mềm RStudio, với 

dữ liệu đầu vào là file genpop (.gen) và kí hiệu của các quần thể (popmap). Các thành 
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phần chính (PC) được giữ lại dựa trên giá trị Eigenvalues, với các PC đầu tiên thường 

có giá trị lớn hơn, thể hiện các hướng biến thiên lớn nhất trong dữ liệu. 

2.3.2.3. Khảo sát sự liên kết quần thể theo khoảng cách địa lý  

Để kiểm tra sự liên kết của các quần thể cá theo khoảng cách địa lý (Isolation-

by-distance), nghiên cứu tiến hành chuyển đổi giá trị khác biệt di truyền (FST) ở mục 

2.4.2 sang FST/(1-FST) và khoảng cách địa lý giữa 2 quần thể được ước lượng dựa trên 

chiều dài của sông bằng Google Map (Phụ lục 7). Mối tương quan này được đánh 

giá qua 2 phương pháp: 

(1) kiểm định Mantel (Mantel test) được thực hiện bằng tính năng ‘vegan’ trên 

phần mềm RStudio, với tần số hoán vị là 9.999 và độ lặp lại là 1.000 lần [208]. Trong 

đó, mức độ giải thích của khoảng cách được thể hiện qua hệ số R2 hiệu chỉnh (adjusted 

R2) và ý nghĩa của mô hình được xác định dựa trên giá trị P. 

(2) Phân tích bản đồ vectơ riêng Moran dựa trên khoảng cách (dbMEM) được 

sử dụng nhằm khắc phục hạn chế của kiểm định Mantel trong việc phát hiện cấu trúc 

không gian đa biến [209]. Phương pháp này sử dụng các hàm riêng (eigenfunctions) 

để phân tách cấu trúc không gian của tập dữ liệu thành nhiều quy mô khác nhau thông 

qua tính năng “adespatial” trên phần mềm RStudio với tần số hoán vị là 9.999 [210]. 

Các vector riêng (trục MEM) được sắp xếp theo thứ tự giảm dần của mức độ tương 

quan không gian, trong đó, các trục đầu tiên đại diện cho xu hướng biến đổi ở quy 

mô rộng và các trục sau phản ánh quy mô hẹp hơn [209]. 

2.3.2.4. Phân tích phương sai phân tử (AMOVA) của các quần thể cá 

Mức độ khác biệt bên trong, giữa các quần thể và giữa các phân nhóm của ba 

loài cá điển hình được phân tích bằng phương sai phân tử (Analysis of molecular 

variance - AMOVA) dựa trên phần mềm Alrequin v3.5 sử dụng bộ dữ liệu SNPs 

trung tính và loci đáp ứng (định dạng “.arp”). Đồng thời, các giá trị thống kê F (FIS, 

FST, FIT - so sánh sự khác biệt bên trong, giữa các quần thể) và (FSC, FCT - so sánh sự 

khác biệt giữa các quần thể khi phân nhóm) cũng được ghi nhận. Phân tích AMOVA 

được thực hiện theo hai cách tiếp cận: (i) Dựa trên các quần thể thu mẫu theo vị trí 
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địa lý; và (ii) Dựa trên kết quả phân nhóm di truyền được xác định bởi phân tích 

STRUCTURE và PCA. 

2.3.2.5. Xác định hệ số cận huyết và ước lượng kích thước quần thể hiệu quả  

Hệ số cận huyết (FIS) và kích thước quần thể hiệu quả (Ne) được ước tính cho 

từng nhóm quần thể đã được xác định từ kết quả phân tích cấu trúc di truyền 

(STRUCTURE) và phân tích thành phần chính (PCA). Tập dữ liệu SNPs trung tính 

(định dạng “.gen”) được sử dụng làm dữ liệu đầu vào cho cả hai phân tích.  

Hệ số FIS được sử dụng để đánh giá mức độ cận huyết trong quần thể bằng cách 

định lượng sự sai lệch giữa tần suất dị hợp tử quan sát (Ho) và tần suất dị hợp tử 

mong đợi (He) so với trạng thái cân bằng Hardy-Weinberg. Hệ số FIS được tính toán 

bằng phần mềm GenoDive v2.0b27 [109]. Giá trị FIS dao động từ -1 đến 1, với FIS > 

0 biểu thị sự thiếu hụt dị hợp tử (Ho < He), thường là dấu hiệu của cận huyết hoặc 

hiệu ứng Wahlund do sự pha trộn giữa các quần thể phụ. Ngược lại, FIS < 0 cho thấy 

sự dư thừa dị hợp tử (Ho > He), có thể phát sinh từ cơ chế tránh giao phối cận huyết, 

chọn lọc ưu thế dị hợp tử hoặc lai xa giữa các quần thể có kiểu gen khác biệt [211]. 

Kích thước quần thể hiệu quả - thông số thể hiện số lượng cá thể tham gia sinh 

sản lý tưởng - được ước tính bằng phần mềm NeEstimator v2.1 [212] dựa trên phương 

pháp liên kết mất cân bằng (Linkage Disequilibrium). Việc ước tính được thực hiện 

dưới giả định mô hình giao phối ngẫu nhiên (random mating model) và khoảng tin 

cậy 95% được tính toán để xác định độ tin cậy của giá trị Ne. Giá trị Ne được đánh 

giá dựa trên nguyên tắc 50/500 [213]. Trong đó, ngưỡng ngắn hạn (Ne ≥ 50) là kích 

thước quần thể hiệu quả tối thiểu cần thiết để tránh suy thoái cận huyết, ngưỡng dài 

hạn (Ne ≥ 500) là mức tối thiểu cần thiết để duy trì đa dạng di truyền và khả năng 

thích nghi lâu dài. 

2.3.3. Dự đoán mô hình di cư của các loài cá ở hạ lưu sông Mekong 

Nhằm kiểm chứng giả thuyết về cấu trúc quần đàn theo các hệ thống di cư trong 

lưu vực đã được ghi nhận [31], nghiên cứu tiến hành phân tích và dự đoán mô hình 

di cư của 2 loài cá có tập tính di cư khác nhau (cá ét mọi di cư chặng ngắn, tùy nghi 
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và cá vồ đém di cư chặng dài). Dữ liệu thông tin di truyền (chủ yếu là tần số alen) 

được phân tích dựa trên 2 phương pháp, mô hình di cư hiện tại (divMigrate) [134] và 

lịch sử phân tách và pha trộn quần thể (Treemix) [135]. Riêng đối với cá chạch lá tre, 

do tập tính ít vận động và chưa có dữ liệu về khả năng di cư [59], do đó, việc dự đoán 

mô hình di cư của loài cá này là không phù hợp. 

2.3.3.1. Khảo sát mô hình di cư hiện tại (divMigrate) 

Mô hình di cư hiện tại của cá ét mọi (9 quần thể) và cá vồ đém (7 quần thể) ở 

LMB được xác định dựa trên tính năng ‘divMigrate’ của gói dữ liệu ‘diveRsity’ [134] 

và thực hiện trên phần mềm RStudio. Dữ liệu đầu vào là tập dữ liệu SNPs trung tính 

ở định dạng file genpop (“.gen”). Đầu tiên, mô hình di cư đối xứng được giả định để 

phù hợp với các quá trình di cư xảy ra ở tất cả các quần thể. Tỉ lệ di cư tương đối (giá 

trị từ 0 đến 1) được ước tính dựa trên số lượng cá thể di cư hiệu quả trên mỗi thế hệ 

(effective number of migrants - Nm). Sau đó, hướng và tỉ lệ di cư tương đối được tính 

toán với khoảng tin cậy 95% và độ lặp lại 10.000 lần, và từ đó suy ra quần thể nguồn 

(source) và nhận (sink). Mô hình di cư tối ưu được lựa chọn dựa trên giá trị độ tương 

đồng cosine (cosine similarity) cao nhất, đảm bảo tính phản ánh xác thực nhất đối với 

dữ liệu thực tế. Cuối cùng, mạng lưới di cư được trực quan bằng gói dữ liệu “qgraph” 

[214] trên RStudio. 

2.3.3.2. Dự đoán lịch sử phân tách và pha trộn quần thể  

Lịch sử phân tách và pha trộn giữa các quần thể cá tại LMB được thực hiện 

bằng phần mềm TreeMix v1.13 [135]. Đầu tiên, một cây quần thể không gốc 

(unrooted population tree) được xây dựng dựa trên tần số alen của tập dữ liệu SNPs 

trung tính bằng thuật toán khả năng tối đa (ML). Sau đó, quy trình hồi quy từng bước 

(stepwise likelihood) được thực hiện để khảo sát các sự kiện di cư (migration envents, 

m) có thể xảy ra, với m = 0-10. Tại mỗi giá trị m, một ma trận phương sai phần dư 

(residual covariance matrix) được tính toán, kết hợp với kỹ thuật lấy mẫu lại 

(jackknife) để đánh giá mức ý nghĩa thống kê của các dòng gen di cư. Để xác định số 

lượng sự kiện di cư tối ưu, phương pháp Evanno (Δm) được áp dụng thông qua công 
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cụ OptM v0.1.3 [215] trên nền tảng RStudio. Theo đó, giá trị Δm cao nhất được sử 

dụng làm tiêu chí để xác định mô hình tối ưu phản ánh lịch sử tiến hóa của các quần 

thể nghiên cứu. 

2.4. Lắp ráp và chú giải hệ gen ti thể, xác định mã vạch RAD và khảo sát 

cấu trúc di truyền quần thể của cá ét mọi Labeo chrysophekadion  

2.4.1. Lắp ráp và chú giải hệ gen ti thể cá ét mọi 

Hệ gen ti thể của cá ét mọi được lắp ráp và chú giải theo quy trình MitoZ v3.4 

[216]. Đầu tiên, các đoạn đọc chất lượng cao thu nhận từ mục 2.2.2.1 được kết nối 

bằng công cụ Megahit v1.2.9 sử dụng thuật toán de Bruijn graph [217]. Trong đó, 

tính năng ‘Quick mode’ với giá trị kmer mặc định là 71 được lựa chọn để thực hiện 

việc kết nối các đoạn đọc (trong đó kmer là chiều dài của đoạn trình tự). Sau đó, tập 

hợp các contigs và scaffolds thu được được sàng lọc để trích xuất các đoạn thuộc hệ 

gen ti thể bằng cách so sánh với cơ sở dữ liệu HMMER v3.1b2 (http://hmmer.org/; 

[218]) sử dụng mô hình Markov ẩn (Hidden Markov Model - HMM). Các gen mã 

hóa protein, RNA vận chuyển và RNA ribosome được chú giải lần lượt bằng các phần 

mềm GeneWise v2.2 [219], MiTFi v1.0 [220] và infernal v1.1.1 [221]. Các gen sau 

khi chú giải được sắp xếp theo trật tự bằng công cụ BWA v0.7.17 [192] và Samtools 

v1.15.1 [191]. Cấu trúc dạng vòng của hệ gen ti thể được trực quan hóa bằng phần 

mềm Circos [222]. 

Thành phần nucleotide được xác định bằng phần mềm MEGA X [223]. Hệ gen 

ti thể trong nghiên cứu hiện tại được so sánh độ tương đồng với các trình tự đã công 

bố trên ngân hàng Gen bằng chương trình BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 

và tiến hành đăng ký mã số thông qua công cụ Bankit (https://submit.ncbi.nlm.nih 

.gov/about/bankit/). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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 2.4.2. Xác định mã vạch RAD thuộc hệ gen ti thể và khảo sát cấu trúc di 

truyền quần thể của cá ét mọi ở hạ lưu sông Mekong 

2.4.2.1. Xác định mã vạch RAD thuộc hệ gen ti thể 

Trình tự mã vạch RAD của các quần thể cá ét mọi L. chrysophekadion được xác 

định theo quy trình radBARCODER (https://github.com/cbirdlab/radBARCODER, 

[152]). Cụ thể: 

(i) Các đoạn đọc chất lượng cao được sắp xếp (mapping) với hệ gen ti thể của 

cá ét mọi từ nghiên cứu hiện tại bằng thuật toán MEM [224] của công cụ BWA 

v0.7.17 [192]. Tính năng ‘stats’ của Samtools [191] được sử dụng để loại bỏ những 

đoạn đọc không dóng vào được hệ gen ti thể; 

(ii) xác định độ bao phủ (coverage) tại mỗi vị trí base sử dụng tính năng 

‘genomecov’ của bedtools, sau đó những vị trí không có độ bao phủ được xác định 

và xuất thành một tập dữ liệu dưới định dạng bed (.bed);  

(iii) Trình tự định dạng fasta của từng cá thể được tạo thành dựa vào kết quả của 

việc sắp xếp hệ gen ti thể tham chiếu và những vị trí không xác định từ tập dữ liệu 

bed được lắp vào trình tự là nucleotide N bằng tính năng ‘maskfasta’ của bedtools; 

(iv) xác định các vị trí đa hình nucleotide đơn (thay đổi một nucleotide) và 

chèn/xóa (insertion and deletion-indel) và kết hợp chúng thành vị trí đa alen 

(multiallelic) sử dụng lần lượt tính năng ‘call’ và ‘norm’ của bcftools; 

(v) Trình tự đồng thuận (consensus genome sequences) ở định dạng file fasta 

của từng cá thể được tạo bằng cách kết hợp file trình tự fasta ở bước (iii) và file vị trí 

đa alen ở bước (iv) sử dụng tính năng ‘consensus’ của bcftools;  

(vi) Các trình tự đồng thuận được dóng hàng (alignment) với hệ gen ti thể của 

cá ét mọi ở nghiên cứu hiện tại và nghiên cứu trước (mã số AP011199, [177]) sử dụng 

gói dữ liệu pagan2 [225]. Các vị trí nucleotide chèn, xóa hoặc khoảng trống, và các 

cá thể có tỉ lệ dóng hàng < 50% được tiến hành loại bỏ bằng ‘fltrGENOSITES.R’;  

(vii) Tập dữ liệu mã vạch RAD dưới định dạng fasta được thu nhận và chuyển 

đổi sang định dạng Nexus bằng Seaview [226] để tiến hành các phân tích về đa dạng 

https://github.com/cbirdlab/radBARCODER
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di truyền và mạng lưới haplotype. Trình tự mã vạch RAD được xác định vị trí trên hệ 

gen ti thể bằng tính năng BLAST của ngân hàng Gen và hiển thị kết quả dóng hàng 

đa trình tự (Multiple Sequence Alignment Viewer). 

2.4.2.2. Khảo sát đa dạng di truyền và mạng lưới haplotype của các quần thể cá ét 

mọi ở hạ lưu sông Mekong 

Sử dụng dữ liệu mã vạch RAD thuộc hệ gen ti thể, nghiên cứu tiến hành khảo 

sát sự đa dạng di truyền của các quần thể cá ét mọi ở LMB. Các thông số đa dạng di 

truyền bao gồm tổng số haplotype (number of haplotype - Nh), đa dạng haplotype 

(haplotype diversity - Hd), đa dạng nucleotide (nucleotide diversity - π) và số lượng 

của vị trí đa hình (number of polymorphic site - S) được ước tính bằng phần mềm 

DnaSP v5 [227]. Trong đó, số lượng haplotype và vị trí đa hình thể hiện tổng số các 

biến thể di truyền và các điểm đột biến tồn tại trong quần thể; đa dạng haplotype và 

đa dạng nucleotide phản ánh tần suất xuất hiện và mức độ khác biệt trình tự giữa các 

cá thể. Các công thức dùng để tính toán các thông số được thể hiện ở Phụ lục 1. Mức 

độ đa dạng di truyền được đánh giá dựa trên tiêu chuẩn của Grant và Bowen (1998) 

[228] theo các ngưỡng: thấp (π < 0,001; Hd < 0,5), trung bình (0,001 ≤ π < 0,01; 0,5 

≤ Hd < 0,8) và cao (π ≥ 0,01; Hd ≥ 0,8). 

Đồng thời, mức độ khác biệt di truyền (FST) được xác định bằng phần mềm 

Arlequin v3.5 [202] nhằm đánh giá mức độ cách ly địa lý và dòng gen giữa các cặp 

quần thể. Cuối cùng, mạng lưới haplotype được xây dựng theo thuật toán TCS 

(Templeton, Crandall and Sing) trên phần mềm PopART [229].  
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CHƯƠNG 3: 

KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Lắp ráp de novo hệ gen của ba loài cá điển hình ở lưu vực hạ lưu 

sông Mekong và xác định các chỉ thị phân tử SNPs 

3.1.1. Tạo thư viện hệ gen của ba loài cá và giải trình tự thế hệ mới 

Tất cả các mẫu cá thu thập đều được sử dụng để tách chiết DNA tổng số. Hình 

3.1A minh họa kết quả tách chiết của 3 mẫu thuộc ba loài cá được tiến hành rửa giải 3 

lần (E1, E2 và E3) như phương pháp đã được trình bày ở mục 2.2.1.1. Ở cả 3 mẫu, 

DNA tổng số của lần rửa giải thứ 3 (E3) thể hiện vạch sáng rõ nét và không xuất hiện 

vệt sáng kéo dài (smear) so với các lần còn lại, do đó, các mẫu này được lựa chọn để 

tiến hành xác định nồng độ DNA. Nghiên cứu ghi nhận tất cả các mẫu đều đạt nồng độ 

(từ 3 ng/µl trở lên) để thực hiện tạo thư viện gen bằng kỹ thuật EzRAD (Phụ lục 8). 

Thư viện hệ gen của các loài cá thu nhận có kích thước trong khoảng 350 – 550 bp 

(Hình 3.1B). 

 

Hình 3.1. Hình ảnh minh họa kết quả điện di DNA tổng số (A) và thư viện hệ 

gen (B) của một số mẫu cá trên gel agarose 1,5% 

Giếng M: thang DNA chuẩn 100bp (Thermo Scientific), Hình A. Các giếng từ E1- 

E3: DNA tổng số sau 3 lần rửa giải của các mẫu 1, 2 và 3; Hình B. Các giếng 1-8: 

Thư viện hệ gen của 8 mẫu cá  

 Tổng cộng 272 thư viện DNA cá chạch lá tre, 255 thư viện DNA cá ét mọi và 

192 thư viện cá vồ đém được xác định nồng độ và giải trình tự sử dụng hệ thống 

Hiseq 4000 (Illumina) (Phụ lục 8). Kết quả giải trình tự thu được 36.447.827, 
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1.062.049.264 và 313.556.27 đoạn đọc thô (chiều dài mỗi đoạn đọc là 150 – 151 bp) 

tương ứng đối với cá chạch lá tre, cá ét mọi và cá vồ đém.  

Dữ liệu đoạn đọc và các thông tin sinh học được đăng ký trên Ngân hàng Gen 

với mã số với BioSample SAMN44070737 - SAMN44071008 và BioProject 

PRJNA1169209 ở cá chạch lá tre, BioSample SAMN40348039 - SAMN40348293, 

BioProject PRJNA1085793 ở cá ét mọi và BioSample SAMN47596690 - 

SAMN47596881, BioProject: PRJNA1242590 ở cá vồ đém. 

Sau khi loại bỏ các nucleotide có chất lượng thấp, các nucleotide N, các adapter 

và đoạn đọc có chiều dài nhỏ hơn 50 bp, số lượng đoạn đọc chất lượng cao được thu 

nhận lần lượt là 28.733.914 (78,8%) ở cá chạch lá tre, 1.026.721.048 (96,6%) ở cá ét 

mọi và 259.912.528 (82,9%) ở cá vồ đém. Tất cả các đoạn đọc chất lượng cao được 

sử dụng để lắp ráp de novo hệ gen của mỗi loài cá.  

3.1.2. Lắp ráp de novo và đánh giá chất lượng hệ gen của ba loài cá 

3.1.2.1. Khảo sát phương pháp lắp ráp de novo hệ gen cá vồ đém 

Khảo sát phương pháp lắp ráp de novo hệ gen cá vồ đém bằng ba bộ công cụ 

dDocent v4.2, Stacks v2.41 và ipyrad v0.93, kết quả được thể hiện ở Bảng 3.1. Qua 

Bảng 3.1, công cụ ipyrad thể hiện kết quả lắp ráp được số lượng đoạn contigs và 

clusters nhiều nhất (1.198.265 contigs và 214.522 clusters) và thấp nhất ở công cụ 

dDocent (169.083 contigs và 100.397 clusters). Tuy nhiên, hệ gen được lắp ráp bởi 

công cụ dDocent có chiều dài lớn nhất với 34.390.648 bp, trong khi đó, hệ gen có 

kích thước nhỏ hơn 31.299.528 bp và 23.726.444 bp lần lượt được lắp ráp bởi công 

cụ ipyrad và Stack. Bên cạnh đó, chiều dài contig N50 và kích thước cluster lớn nhất 

thể hiện kết quả tốt nhất ở dDocent so với hai công cụ còn lại.  

Để đánh giá độ chính xác của việc lắp ráp hệ gen, tỉ lệ các đoạn contigs được 

dóng vào hệ gen được xác định. Kết quả ghi nhận tỉ lệ này ở công cụ ipyrad đạt cao 

nhất (76,58%), tiếp theo là dDocent (71,39%), và Stack (68,57%). Tuy nhiên, nếu xét 

về tỉ lệ các đoạn contigs dóng chính xác vào hệ gen thì công cụ dDocent đạt tỉ lệ cao 

nhất (84,07%) (Bảng 3.1).  
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Bảng 3.1. Các thông số lắp ráp và sắp xếp hệ gen cá vồ đém từ ba bộ công cụ 

Công cụ 

Thông số 

dDocent 

v4.2 
Stack v2.41 Ipyrad v0.93 

Thông số lắp ráp 

Số lượng contig 169.083 215.039 1.198.265 

Số lượng clusters 100.397 161.310 214.522 

Chiều dài hệ gen (bp) 35.729.239 23.726.444 31.299.528 

Chiều dài contig N50 (bp) 344 147 147 

Kích thước cluster lớn nhất (bp) 527 177 269 

Kích thước cluster trung bình (bp) 148,15 148,25 149,23 

Thông số các đoạn contig sắp xếp vào hệ gen 

Tỉ lệ mapping (%) 71,39 68,57 76,58 

Tỉ lệ mapping chính xác (%) 84,07 83,80 76,89 

In đậm thể hiện giá trị cao nhất của mỗi thông số 

Dựa trên các tiêu chí so sánh, nghiên cứu hiện tại ghi nhận các công cụ sử dụng 

thuật toán tham lam (dDocent và ipyrad) đều cho kết quả lắp ráp ưu việt hơn so với 

công cụ sử dụng thuật toán đồ thị (Stack). Kết quả này cũng tương tự với nghiên cứu 

của Lacava et al. (2019) khi so sánh và đánh giá 6 công cụ lắp ráp de novo trên dữ 

liệu ddRAD giả lập của 2 loài đã biết thông tin hệ gen (thực vật Arabidopsis thaliana 

TAIR 10 và người Homo sapiens GRCh38). Qua kết quả đánh giá tỉ lệ lắp ráp so với 

hệ gen có sẵn, nghiên cứu ghi nhận công cụ CD-HIT – sử dụng thuật toán tham lam 

– thể hiện kết quả lắp ráp tốt nhất ở cả hai bộ dữ liệu [85].  

Tuy nhiên, hiệu quả của các thuật toán thường không đồng nhất giữa các tập dữ 

liệu khác nhau. Li et al. (2018) lại cho rằng công cụ RADassembler – sử dụng thuật 

toán đồ thị vượt trội hơn so với dDocent hay Rainbow - thuật toán tham lam khi phân 

tích dữ liệu thực nghiệm từ cá lù đù vàng (Larimichthys polyactis), thể hiện qua các 

chỉ số N50 và chiều dài trung bình của contig, số lượng và tỉ lệ contig được sắp xếp 

chính xác vào hệ gen [230]. Sự khác biệt này cho thấy việc lựa chọn công cụ tối ưu 

không chỉ phụ thuộc vào bản chất thuật toán mà còn tùy vào mục đích lắp ráp, tập dữ 

liệu trình tự, tài nguyên sẵn có (dung lượng máy tính).  
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Nếu xét thêm về khía cạnh hiệu suất, nghiên cứu hiện tại nhận thấy sự khác biệt 

đáng kể: dDocent chỉ mất 2 ngày để hoàn thành quy trình, trong khi ipyrad đòi hỏi 

tới 7 ngày trên cùng một hệ thống. Ưu thế về tốc độ xử lý của dDocent cũng đã được 

xác nhận trong nghiên cứu của Li et al. (2018) [230]. Do đó, với sự cân bằng giữa độ 

chính xác của thuật toán tham lam và hiệu quả về mặt thời gian, dDocent đã được lựa 

chọn làm công cụ tối ưu và tiếp tục sử dụng để thực hiện lắp ráp de novo hệ gen cho 

cá chạch lá tre và cá ét mọi trong nghiên cứu này. 

3.1.2.2. Lắp ráp de novo hệ gen của cá chạch lá tre và cá ét mọi 

Từ các đoạn đọc chất lượng cao của cá chạch lá tre (28.733.914 đoạn đọc) và 

cá ét mọi (1.026.721.048 đoạn đọc), nghiên cứu tiến hành lựa chọn các đoạn đọc đặc 

trưng đại diện cho toàn bộ dữ liệu và tần suất xuất hiện của chúng nhằm loại đi những 

đoạn đọc chỉ chia sẻ bởi một vài cá thể hoặc đoạn đọc với tần suất xuất hiện thấp do 

lỗi trong quá trình giải trình tự thông qua giá trị cut-off 1 và 2 lần lượt là 3 và 8. Sau 

khi chọn lọc dữ liệu, 28.458.469 và 1.026.721.048 đoạn đọc đặc trưng được sử dụng 

để lắp ráp de novo hệ gen của cá chạch lá tre và cá ét mọi. 

Sử dụng thuật toán tham lam của công cụ dDocent, kết quả nghiên cứu lắp ráp 

được 89.056 đoạn contigs (kích thước từ 154 – 470 bp) và 90.898 đoạn contigs (kích 

thước từ 154 – 470 bp) lần lượt ở cá chạch lá tre và cá ét mọi. Các thông số về hệ gen 

của cá chạch lá tre và cá ét mọi lắp ráp được trình bày ở Bảng 3.3. Hệ gen cá chạch 

lá tre và cá ét mọi được lắp ráp có chiều dài lần lượt là 30.372.557 bp (tỉ lệ nucleotide 

GC là 36,1%) và 32.975.632 bp (tỉ lệ nucleotide GC là 35,9%). Cả hai hệ gen này 

đều thể hiện tỉ lệ cao các đoạn đọc dóng hàng chính xác vào hệ gen, với 99,8% ở cá 

chạch lá tre và 99,9% ở cá ét mọi (Bảng 3.2). 

Kích thước của các hệ gen lắp ráp de novo từ dữ liệu EzRAD của 03 loài cá lần 

lượt là 31 Mb ở cá chạch lá tre, 33 Mb ở cá ét mọi và 35,7 Mb ở cá vồ đém. Kết quả 

lắp ráp được tương đương 3-5% kích thước hệ gen của cùng loài hoặc loài cùng giống 

(như cá chạch bông Macrognathus aculeatus (638,6 Mb), cá ét mọi (1.076 Mb) và cá 

Pangasius pangasius (792 Mb)) được ước tính bằng hàm lượng DNA trong nhân của 
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tế bào đơn bội (C-value) và công bố trên cơ sở dữ liệu kích thước hệ gen động vật 

(Animal Genome Size Database, https://www.genomesize.com/index.php). Điều này 

cũng phù hợp với chiến lược của kỹ thuật RAD-seq, khoảng 0,1% - 10% kích thước 

hệ gen được lắp ráp [82], và cũng được ghi nhận ở các nghiên cứu trước đây [154, 

231]. Kết quả này cho thấy lắp ráp de novo hệ gen không phải là mục đích của RAD-

seq, mà thay vào đó, kỹ thuật này hiệu quả trong việc thu nhận hàng ngàn chỉ thị phân 

tử (như SNPs) phân bố trên toàn bộ hệ gen và được chia sẻ trên số lượng mẫu lớn để 

ứng dụng trong các nghiên cứu chuyên sâu về tiến hóa, mối quan hệ phát sinh loài và 

cấu trúc di truyền quần thể của các sinh vật [94].  

Để đánh giá chất lượng hệ gen lắp ráp de novo, tỉ lệ các đoạn đọc được dóng 

hàng chính xác vào hệ gen được xác định và đạt 84,07 – 95,2% ở cả ba loài (Bảng 

3.1 và Bảng 3.2), điều này chứng tỏ hệ gen có chất lượng lắp ráp tốt và đủ điều kiện 

để thực hiện bước tiếp theo. 

Bảng 3.2. Các thông số về hệ gen của cá chạch lá tre và cá ét mọi 

Các thông số Cá chạch lá tre Cá ét mọi 

Thông số lắp ráp 

Chiều dài hệ gen lắp ráp (bp) 30.372.557 32.975.632 

Thành phần các nucleotide 

(A, T, G, C, N) 

7.867.091; 7.928.609; 

5.469.674; 5.486.511; 

3.620.672 

8.526.176; 8.734.089; 

5.997.475; 5.833.856; 

3.884.036  

Tổng số đoạn contigs 89.056 90.898 

Chiều dài đoạn contig nhỏ nhất (bp) 154 154 

Chiều dài đoạn contig lớn nhất (bp) 470 470 

Tổng số đoạn contig của N50 44.528 45.449 

Chiều dài đoạn contig của N50 (bp) 343 343 

Thông số các đoạn contig sắp xếp vào hệ gen 

Tỉ lệ mapping (%) 99,1 99,4 

Tỉ lệ mapping chính xác (%) 92,6 95,2 

https://www.genomesize.com/index.php
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3.1.3. Xác định chỉ thị phân tử SNPs của ba loài cá điển hình ở lưu vực hạ 

lưu sông Mekong 

3.1.3.1. Xác định và sàng lọc chỉ thị SNPs của ba loài cá 

Sau khi lắp ráp de novo hệ gen của ba loài cá điển hình ở LMB, các chỉ thị SNPs 

được xác định dựa trên sự khác biệt nucleotide đơn giữa trình tự đoạn đọc của mỗi cá 

thể khi dóng hàng với hệ gen. Nghiên cứu phát hiện được số lượng SNPs thô lần lượt 

là 466.068 ở cá chạch lá tre, 103.408 đối với cá ét mọi và 59.769 đối với cá vồ đém. 

Sau đó, dữ liệu SNPs thô được tiến hành sàng lọc qua các thông số để thu nhận các 

SNPs đặc trưng quần thể, kết quả về số lượng cá thể và SNPs qua mỗi bước sàng lọc 

của ba loài cá được thể hiện trên Bảng 3.3.  

Bảng 3.3. Số lượng cá thể và SNPs qua các bước lọc của ba loài cá 

Các thông số lọc 

M. siamensis L. chrysophekadion P. larnaudii 

Số lượng 

SNPs 

Số lượng 

cá thể 

Số lượng 

SNPs 

Số lượng 

cá thể 

Số lượng 

SNPs 

Số lượng 

cá thể 

Các loci có hai alen 441.572 272 103.408 256 59.769 192 

Loại bỏ đoạn chèn/xóa 392.771 272 101.858 256 58.326 192 

Chất lượng trung bình 

(Q ≥ 30) 
392.771 272 89.307 256 48.526 192 

Độ sâu bao phủ tối thiểu 

(MeanDP ≤ 5) 
328.803 272 89.307 256 48.526 192 

Tỉ lệ phát hiện SNPs trên tất 

cả các cá thể (80%) 
45.618 272 60.380 256 33.622 192 

Số lượng alen thay thế 

(MAC < 3) 
39.463 272 9.029 256 9.022 192 

Tần số alen thay thế 

(MAF = 0,05) 
20.123 272 8.246 256 8.556 192 

Tỉ lệ phát hiện SNPs trên 

từng cá thể (>80%) 
9.200 239 2.058 256 8.556 192 

Cân bằng HWE với độ tin 

cậy p<0,001 
9.043 239 1.774 232 1.842 160 

1 SNP/ contig 4.237 239 825 232 1.270 160 
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Nhằm thu nhận các chỉ thị SNPs có ý nghĩa, nghiên cứu tiến hành sàng lọc qua 

nhiều thông số với các tiêu chí như đã trình bày ở Bảng 2.3 trong phần phương pháp. 

Kết quả thu được ở Bảng 3.3 cho thấy số lượng SNPs giảm dần qua mỗi chỉ số lọc. 

Cuối cùng, nghiên cứu tuyển chọn được 4.237 SNPs đặc trưng của 239 cá thể (9 

quần thể) cá chạch lá tre, 825 SNPs đặc trưng của 232 cá thể (9 quần thể) cá ét mọi 

và 1.270 SNPs đặc trưng của 160 cá thể (7 quần thể) cá vồ đém. Một số cá thể không 

đủ dữ liệu SNPs để phân tích (Missing individuals) và được loại bỏ, với số lượng các 

cá thể của mỗi loài cá trước và sau khi lọc được trình bày ở Phụ lục 9 và 10. 

Số lượng SNPs được xác định thể hiện sự dao động tùy thuộc vào đặc điểm sinh 

học của từng đối tượng, phạm vi khảo sát và quy trình lọc dữ liệu tin sinh học nghiêm 

ngặt. Cá chạch lá tre – loài cá không di cư, sống cố định, đạt mức đa hình cao nhất 

với 4.237 SNPs (từ 9 quần thể, 239 cá thể). Sự đa hình cao này cho thấy việc trao đổi 

gen thấp giữa các quần thể địa lý do ít di chuyển, cho phép mỗi quần thể cục bộ tích 

lũy các biến thể di truyền riêng biệt. Bên cạnh đó, việc thu thập mẫu cá chạch lá tre 

mở rộng thêm quần thể Tachilek (Myanmar) thuộc UMB, giúp thu thập thêm các 

SNPs đặc trưng ở khu vực này, góp phần làm tăng số lượng SNPs. Kết quả này tương 

đồng với các nghiên cứu sử dụng kỹ thuật ddRAD trên các loài cá không di cư như 

Achondrostoma salmantinum ở Tây Ban Nha (4.123 SNPs từ 8 quần thể, 74 cá thể) 

[232] và Cichla temensis ở Brazil (2.216 SNPs từ 6 quần thể, 68 cá thể) [233]. Ngược 

lại, cá vồ đém – loài di cư đường dài, ghi nhận số lượng SNPs trung bình (1.270 SNPs 

từ 7 quần thể, 160 cá thể), phản ánh dòng gen cao và liên tục giữa các quần thể đã 

khảo sát. Cơ chế di cư này có xu hướng làm đồng nhất di truyền giữa các quần thể 

địa lý, dẫn đến sự phân hóa thấp và số lượng SNPs đặc trưng cho từng vùng địa lý ít 

hơn. Sự khác biệt về số lượng SNPs được ghi nhận so với cá tra (Pn. hypophthalmus) 

(7.263 SNPs) – cũng là loài di cư đường dài – không phải do sự khác biệt về tập tính 

di cư mà là do yếu tố kỹ thuật. Cụ thể, số lượng SNPs cao ở cá tra là kết quả của việc 

sử dụng kỹ thuật GBS [18], có khả năng khảo sát số lượng vị trí gen lớn hơn nhiều 

so với kỹ thuật EzRAD được áp dụng cho cá vồ đém, đồng thời mẫu cá tra thu thập 
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bao gồm cả cá nuôi và tự nhiên trên quy mô rộng. Cuối cùng, cá ét mọi có số lượng 

SNPs thấp nhất (825 SNPs từ 9 quần thể, 232 cá thể). Điều này cũng tương tự nghiên 

cứu về cá lăng H. spilopterus (756 SNPs từ 6 quần thể) ở LMB và hệ thống 3S [15], 

phản ánh mức độ đa hình thấp có thể liên quan đến sự kiện thắt cổ chai di truyền hoặc 

tác động của sự phân mảnh môi trường sống.  

3.1.3.2. Kiểm định loci ngoại vi (outlier loci) 

Kết quả kiểm định loci ngoại vi – những vị trí loci có giá trị cực khác biệt so 

với phần còn lại của bộ gen – của các quần thể ở ba loài cá từ hai phương pháp 

BayeScan và Lositan được thể hiện ở Hình 3.2.  

Đối với các quần thể cá chạch lá tre, BayeScan xác định được 220 loci ngoại vi 

với tiêu chí khoảng tin cậy 95% và giá trị FDR ≤ 0,001 (Hình 3.2A). Trong khi đó, 

LOSITAN phát hiện số lượng loci lớn hơn đáng kể là 470 loci (vùng màu đỏ ở Hình 

3.2B). Tổng cộng, 501 loci được xác định là loci ngoại vi, với 189 loci trùng lặp được 

chia sẻ giữa hai phương pháp. Ở cá ét mọi, số lượng loci ngoại vi được phát hiện lần 

lượt là 28 ở BayeScan và 67 ở LOSITAN (Hình 3.2C và D), với 23 loci được chia 

sẻ giữa hai phương pháp. Tương tự, đối với cá vồ đém, BayeScan chỉ xác định được 

11 loci, trong khi LOSITAN phát hiện 94 loci (Hình 3.2E và F), và có 11 loci trùng 

lặp được ghi nhận. Tổng số loci ngoại vi được xác định cho cá ét mọi và cá vồ đém 

lần lượt là 67 và 94. 

Sự chênh lệch về số lượng loci ngoại vi được phát hiện bởi BayeScan và 

LOSITAN đã được ghi nhận trong nhiều nghiên cứu trước đây [156], kết quả này 

phản ánh sự khác nhau trong thuật toán thống kê và độ nhạy của từng phương pháp. 

BayeScan, dựa trên mô hình Bayes, thường có tỉ lệ dương tính giả thấp hơn và được 

xem là bảo thủ hơn, ít bị ảnh hưởng bởi lịch sử tiến hóa hay các quá trình lịch sử sinh 

học của quần thể (demographic history), do đó số lượng loci ngoại vi được phát hiện 

thường ít hơn nhưng có độ tin cậy cao hơn. Ngược lại, LOSITAN, dựa trên mô phỏng 

phân bố FST dưới giả định trung lập (neutral model), có độ nhạy cao hơn trong việc 

phát hiện các loci ngoại vi nhưng dễ dẫn đến tỉ lệ dương tính giả cao hơn, đặc biệt 
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trong các quần thể có cấu trúc phức tạp hoặc chịu tác động của trôi dạt di truyền và 

dòng gen không đồng nhất [195]. Do đó, việc kết hợp nhiều phương pháp phân tích 

và xem xét các loci được phát hiện trùng lặp giữa các mô hình thống kê là cần thiết 

nhằm xác định tập hợp loci chịu chọn lọc mạnh mẽ và đáng tin cậy nhất. 

 

Hình 3.2. Đồ thị thể hiện kết quả kiểm định loci ngoại vi của cá chạch lá tre (A, 

B), ét mọi (C, D) và vồ đém (E, F) theo BayeScan (A, C, E) và Lositan (B, D, F) 

(A, C, E) Các giá trị FST thể hiện các dấu chấm dựa trên log10 của PO (posterior odds) cho tất 

cả các vị trí trong phương pháp BayeScan, trong đó các giá trị của log10 với FDR = 0,001 là 

ngưỡng để xác định vị trí các loci đáp ứng; (B) Các dấu chấm trên đồ thị thể hiện giá trị theo 

sự phân bố của giá trị dị hợp tử mong đợi (He) và Fst ở Lositan, với loci cân bằng (màu vàng), 

loci trung tính (màu xám) và loci thích ứng (màu đỏ). 
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So sánh giữa ba loài cá, nghiên cứu hiện tại ghi nhận số lượng loci ngoại vi cao 

nhất (501 loci) ở cá chạch lá tre. Điều này gợi ý rằng quần thể loài này có thể đang 

chịu áp lực chọn lọc cục bộ mạnh mẽ hơn, có thể liên quan đến sự phân mảnh môi 

trường sống hoặc sự khác biệt lớn về điều kiện sinh thái giữa các khu vực địa lý mà 

chúng sinh sống [104]. Hai loài cá còn lại, cá ét mọi và cá vồ đém, có số lượng loci 

ngoại vi tương đối thấp hơn, với 65 và 94 loci. Kết quả này tương đồng với các nghiên 

cứu trên các loài cá có sự trao đổi dòng gen cao do tập tính di cư làm giảm sự thích 

nghi cục bộ, dẫn đến chỉ một tỉ lệ nhỏ loci ngoại vi được phát hiện [156, 234]. 

Nghiên cứu tiến hành loại bỏ các loci ngoại vi và chỉ sử dụng dữ liệu các loci 

trung tính để ước tính các thông số đa dạng di truyền quần thể [104]. Nghiên cứu thu 

nhận tập dữ liệu SNPs trung tính lần lượt là 3.736 SNPs (cá chạch lá tre), 760 SNPs 

(cá ét mọi) và 1.176 SNPs (cá vồ đém). Đồng thời, tập hợp các loci được chia sẻ giữa 

BayeScan và LOSITAN (gồm 189, 23 và 11 loci đáp ứng lần lượt ở cá chạch lá tre, 

cá ét mọi và cá vồ đém) được sử dụng làm tập dữ liệu thứ hai trong nghiên cứu để 

phân tích về sự thích nghi của các quần thể cá. Thông tin về số lượng cá thể và SNPs 

của mỗi loài cá theo tiến trình xử lý dữ liệu được trình bày chi tiết ở Phụ lục 10. 

3.2. Khảo sát sự đa dạng di truyền, cấu trúc quần thể và dự đoán mô hình 

di cư của các loài cá điển hình ở lưu vực hạ lưu sông Mekong 

Nghiên cứu sử dụng dữ liệu SNPs trung tính và loci đáp ứng để phân tích sự 

khác biệt di truyền, cấu trúc quần thể và ước lượng phương sai phân tử (AMOVA) 

của các loài cá. Tuy nhiên, do không tìm thấy bằng chứng về sự thích nghi rõ ràng 

của quần thể với môi trường, các kết quả liên quan đến loci đáp ứng được coi là không 

cung cấp thêm thông tin có ý nghĩa. Do đó, phần kết quả sau đây chỉ trình bày phân 

tích dựa trên dữ liệu SNPs trung tính. Phân tích đầy đủ sử dụng dữ liệu loci đáp ứng 

được trình bày trong Phụ lục 15. 

3.2.1. Sự đa dạng di truyền của các quần thể cá 

Kết quả khảo sát đa dạng di truyền quần thể của ba loài cá điển hình ở lưu vực 

sông Mekong được trình bày ở Bảng 3.4. Nhìn chung, ở tất cả các quần thể cá, giá trị 
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dị hợp tử quan sát đều bằng hoặc nhỏ hơn dị hợp tử mong đợi, cho thấy có dấu hiệu 

của sự suy giảm đa dạng di truyền hoặc ảnh hưởng của cấu trúc quần thể. Mức độ đa 

dạng di truyền có sự phân hóa rõ rệt giữa các loài, phản ánh sự khác biệt về đặc điểm 

sinh học và tập tính di cư của mỗi loài. Trong đó, cá vồ đém (di cư chặng dài) thể 

hiện mức đa dạng cao nhất (Ho/He = 0,220/0,266), tiếp theo là cá ét mọi (di cư chặng 

ngắn và tùy nghi) với Ho/He là 0,185 và 0,233. Cá chạch lá tre (loài sống định cư) có 

mức đa dạng di truyền thấp nhất trong ba loài nghiên cứu (Ho/He = 0,140/0,176). 

Đối với cá chạch lá tre, sự đa dạng di truyền có xu hướng tăng dần từ thượng 

lưu xuống hạ lưu. Các quần thể thuộc khu vực UMB (Tachileik) và các khu vực phía 

trên thác Khôn như thượng lưu-LMB, trung lưu-LMB, đặc biệt là các dòng nhánh 

thuộc cao nguyên Korat như sông Mun (UB-MR), ghi nhận mức đa dạng thấp nhất 

(Ho = 0,106; He = 0,125). Ngược lại, các quần thể phía dưới thác Khôn thuộc vùng 

sinh thái Kratié - Stung Treng và khu vực ĐBSCL thể hiện mức đa dạng cao hơn, với 

giá trị Ho đạt cao nhất tại Kratié (0,206) (Bảng 3.4). 

Đối với cá ét mọi, mức đa dạng di truyền tập trung cao ở các khu vực trung lưu-

LMB (Paksan, Pakse và Ubon Ratchathani) và hợp lưu giữa sông Mekong và 3S 

(Stung Treng). Các quần thể tại Paksan và Pakse thuộc trung lưu-LMB thể hiện mức 

đa dạng cao nhất (Ho dao động từ 0,217 đến 0,243). Tuy nhiên, mức đa dạng này có 

xu hướng giảm dần về phía hạ lưu, thấp nhất tại Đồng Tháp (0,139) (Bảng 3.4). Trong 

khi đó, các quần thể cá vồ đém thể hiện sự ổn định về mặt di truyền trên toàn lưu vực. 

Giá trị dị hợp tử quan sát cao nhất ở quần thể Ubon Ratchathani thuộc sông Mun 

(0,263) và thấp nhất ở Biển Hồ-Siêm Riệp (0,225), trong khi đó, dị hợp tử mong đợi 

cao nhất ở Paksan (0,298) và thấp nhất ở Biển Hồ-Siêm Riệp (0,261) (Bảng 3.4). 
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Bảng 3.4. Các thông số đa dạng di truyền ở các quần thể của ba loài cá điển hình ở lưu vực sông Mekong 

Vị trí trên sông Mekong 
Vùng sinh 

thái 

Địa điểm 

thu mẫu 

Macrognathus siamensis Labeo chrysophekadion Pangasius larnaudii 

Nse Ho He Nse Ho He Nse Ho He 

Thượng lưu-

UMB 
Dòng nhánh 

Thượng Lan 

Thương 
TK 32 0,140 0,140       

Thượng lưu-

LMB - Trên 

thác Khôn 

Dòng nhánh 

(Sông Khan) Hạ Lan 

Thương 

LP 20 0,128 0,141 20 0,193 0,208    

Trung lưu-

LMB - Trên 

thác Khôn 

Dòng chính 

PA 24 0,110 0,142 31 0,243 0,248 20 0,263 0,298 

PE 24 0,108 0,146 29 0,217 0,245    

Cao nguyên 

Korat 

UB-MK    22 0,214 0,245 26 0,259 0,271 

Dòng nhánh 

(Sông Mun) 
UB-MR 31 0,106 0,125    15 0,268 0,266 

Dòng nhánh 

(Sông Chi) 
RE    30 0,140 0,234    

Hạ lưu-LMB 

- dưới thác 

Khôn 

Hợp lưu giữa 

dòng chính và 

3S 
Kratié - Stung 

Treng 

ST 32 0,146 0,236 24 0,238 0,238 28 0,230 0,270 

Dòng chính KT 27 0,206 0,239 25 0,143 0,237    

Biển Hồ SR       22 0,225 0,261 

Dòng chính Châu thổ 

Mekong 

AG 28 0,153 0,202 24 0,185 0,228 19 0,235 0,265 

Dòng chính DT 21 0,158 0,210 27 0,139 0,222 30 0,223 0,269 

Tổng cộng/Trung bình 239 0,140 0,176 232 0,185 0,233 160 0,220 0,266 

Ghi chú: Nse: Số lượng mẫu phân tích, Ho: Dị hợp tử quan sát, He: Dị hợp tử mong đợi.  
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3.2.2. Cấu trúc di truyền quần thể của các loài cá ở LMB 

3.2.2.1. Sự khác biệt di truyền của các quần thể cá ở LMB 

Sự khác biệt di truyền chung (GST) thể hiện sự phân hóa rõ rệt của ba loài cá 

nghiên cứu. Chỉ số GST được giá trị cao nhất ở loài cá chạch lá tre (GST= 0,303), tiếp 

theo là cá ét mọi (GST = 0,038) và thấp nhất ở cá vồ đém (GST = 0,003). Tất cả các 

giá trị GST đều có ý nghĩa thống kê (P < 0,001), cho thấy cấu trúc di truyền quần thể 

được hình thành rõ nét.  

Đối với cá chạch lá tre, hầu hết các cặp quần thể đều thể hiện sự khác biệt di 

truyền có ý nghĩa thống kê (P ≤ 0,05 đã được hiệu chỉnh FDR, Phụ lục 13), ngoại trừ 

cặp quần thể Đồng Tháp và An Giang. Trong đó, sự khác biệt rõ rệt được ghi nhận 

giữa quần thể Tachileik (TK) – dòng nhánh thuộc UMB so với tất cả các quần thể 

còn lại thuộc LMB, với giá trị FST dao động từ 0,331 (TK/ST) đến 0,509 (TK/AG). 

Tại lưu vực LMB, các quần thể hạ lưu-LMB ở phía dưới thác Khôn (KT, ST, DT và 

AG) thể hiện sự khác biệt di truyền cao hơn so với các quần thể thượng lưu-LMB và 

trung lưu-LMB ở phía trên thác (LP, PA, PE và UB-MR) (Hình 3.3A; Phụ lục 11).  

Đối với cá ét mọi, giá trị FST dao động từ 0,007 (RE/KT) đến 0,15 (LP/DT) và 

tất cả các cặp so sánh đều có ý nghĩa thống kê (P ≤ 0,037 đã được hiệu chỉnh FDR, 

Phụ lục 13). Trong đó, quần thể Đồng Tháp (FST = 0,052 – 0,15) và Luang Prabang 

(FST = 0,06 – 0,15) thể hiện sự khác biệt di truyền lớn so với các quần thể còn lại 

(Hình 3.3B; Phụ lục 11).  

Cá vồ đém có mức độ khác biệt di truyền thấp nhất trong ba loài cá nghiên cứu 

(FST = 0,001 – 0,088), trong đó, 18/21 cặp quần thể được so sánh thể hiện sự khác 

biệt di truyền có ý nghĩa thống kê (P < 0,05 đã được hiệu chỉnh FDR, Phụ lục 13). 

Sự khác biệt di truyền lớn nhất được ghi nhận ở quần thể Siêm Riệp (SR) với FST từ 

0,06 – 0,088, tiếp theo là quần thể Paksan (PA) (FST từ 0,012 – 0,088). Đáng chú ý, 

có ba cặp quần thể (UB-MK/ST, UB-MK/UB-MR, UB-MR/ST) không cho thấy sự 

khác biệt di truyền có ý nghĩa (được đánh dấu * trên Hình 3.3C; Phụ lục 11), phản 

ánh sự trao đổi gen mạnh mẽ giữa các khu vực này.   
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Hình 3.3. Biểu đồ heatmap thể hiện giá trị khác biệt di truyền theo cặp quần 

thể (FST) của cá chạch lá tre (A), cá ét mọi (B) và cá vồ đém (C). * chỉ ra sự 

khác biệt không có ý nghĩa thống kê sau khi hiệu chỉnh FDR 

3.2.2.2. Cấu trúc quần thể của ba loài cá điển hình ở LMB 

a. Cấu trúc quần thể của cá chạch lá tre 

Phân tích STRUCTURE xác định số nhóm quần thể tối ưu (K) = 6 thông qua 

chỉ số likelihood cao nhất (Phụ lục 12). Tại K = 6, tỉ lệ xác suất các cá thể cá chạch 

lá tre thuộc từng quần thể thu mẫu được chỉ định thuộc mỗi nhóm tương ứng (Hình 

3.4A). Quần thể Tachileik (Myanmar) thể hiện sự phân tách rõ rệt so với các quần 

thể còn lại, tạo thành một nhóm riêng biệt (màu xanh dương; 99,9%). Các cá thể thuộc 

các quần thể Luang Prabang, Paksan và Pakse (Lào), thuộc nhóm 2 (màu hồng; lần 

lượt chiếm 80,2%; 84,1%; và 80,6%). Mẫu thu thập từ quần thể Ubon Ratchathani-

sông Mun (Thái Lan) thuộc nhóm 3 (màu vàng; 97,7%). Quần thể Stung Treng (nhóm 

4) thể hiện sự trộn lẫn thông tin di truyền từ các nhóm (màu đỏ 26,8%; màu xanh đậm 

28,1% và màu vàng là 39,5%; màu hồng và xanh lá chiếm tỉ lệ thấp (lần lượt là 2,6% 

và 3%)). Nhóm 5 gồm các cá thể từ Kratié - Campuchia và ĐBSCL - An Giang và 

Đồng Tháp (màu xanh đậm; lần lượt chiếm 73,4%; 97,9% và 99,8%), trong đó Kratié 

chia sẻ thông tin di truyền với Stung Treng (màu xanh lá 21,9%). 

Đối với phân tích thành phần chính PCA, sự khác biệt di truyền tập trung ở trục 

thứ nhất (PC-1) với 72,31%, thứ hai (PC-2) và thứ ba (PC-3) chiếm lần lượt 22,68% 

và 5,01% (Hình 3.4B&C). Kết quả ghi nhận sự phân tách nhóm quần thể tương tự 

như phân tích STRUCTURE, ngoại trừ quần thể Ubon Ratchathani ở sông Mun (UB-
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MR). Trong khi ở trục PC-1 và PC-2, quần thể UB-MR tạo thành nhóm với các quần 

thể LP, PA và PE (Hình 3.4B), thì ở trục PC-1 và PC-3, quần thể này thể hiện sự 

phân tách thành nhóm riêng biệt (Hình 3.4C). 

 

Hình 3.4. Cấu trúc quần thể cá chạch lá tre dựa trên phân tích nhóm Structure 

(A) và thành phần chính PCA (B, C) sử dụng 1.936 SNPs trung tính 

b. Cấu trúc quần thể của cá ét mọi 

Ba nhóm quần thể tối ưu được xác định dựa trên phân tích STRUCTURE của 

cá ét mọi ở LMB (Phụ lục 12), tương ứng với ba khu vực sinh thái. Các cá thể từ LP 

ở thượng lưu-LMB thuộc nhóm 1 (màu đỏ; 97,5%), các quần thể ở trung lưu-LMB 

(PA, PE, UB-MK và RE) thuộc nhóm 2 (màu xanh đậm; lần lượt chiếm 92,2%; 

93,1%; 75,3% và 89,8%), và các quần thể ở hạ lưu-LMB (ST, KT, DT và AG) thuộc 

nhóm 3 (màu xanh lá; với tỉ lệ 94,8%; 45,3%; 91,8% và 84,2%). Bên cạnh đó, nghiên 

cứu ghi nhận 4 cá thể ở UB-MK và 2 cá thể ở RE chia sẻ thông tin di truyền với LP. 

Hơn nữa, sự trộn lẫn thông tin di truyền từ các quần thể ở trung lưu với Kratié cũng 

được ghi nhận, với tỉ lệ màu xanh đậm chiếm 49,6% ở nhóm này (Hình 3.5A).  

Đối với phân tích PCA, quần thể Luang Prabang được phân tách thành một 

nhóm riêng biệt dựa trên hai thành phần chính PC-1/ PC-2 và PC-1/ PC-3. Các quần 

thể thuộc trung lưu-LMB và hạ lưu-LMB tạo thành 2 nhóm riêng biệt ở PC-1 và PC-

2 (Hình 3.5B), trong khi đó, chúng lại tạo thành 1 nhóm ở PC-1 và PC-3 (Hình 3.5C).  
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Hình 3.5. Cấu trúc quần thể cá ét mọi dựa trên phân tích nhóm Structure (A) 

và thành phần chính PCA (B, C) sử dụng 760 SNPs trung tính 

c. Cấu trúc quần thể của cá vồ đém 

Dựa trên phân tích STRUCTURE, hai nhóm quần thể cá vồ đém tương ứng với 

giá trị K tối ưu là 2 được xác định (Phụ lục 12). Nhóm 1 (màu đỏ) chiếm ưu thế ở 

các quần thể trung lưu-LMB (PA - 66,6%), và hạ lưu-LMB (SR - 60,1%; DT- 68,3%; 

AG - 69,3%). Nhóm 2 (màu xanh lá) chiếm ưu thế ở UB-MK (82%) và UB-MR 

(78,8%). Quần thể ST thể hiện sự trộn lẫn thông tin di truyền của 2 nhóm này (47,5% 

màu đỏ và 52,5% màu xanh lá) (Hình 3.6A).  

Đối với phân tích PCA, thành phần chính 1 (PC1), PC2 và PC3 giải thích lần 

lượt 36,2%; 32,12% và 31,68% sự khác biệt di truyền giữa các quần thể (Hình 

3.6B&C). Kết quả cho thấy sự phân tách không rõ ràng, chứng tỏ có sự kết nối cao 

giữa các quần thể cá vồ đém. 
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Hình 3.6. Cấu trúc quần thể cá vồ đém dựa trên phân tích nhóm Structure (A) 

và thành phần chính PCA (B, C) sử dụng 1.176 SNPs trung tính 

3.2.2.3. Sự liên kết quần thể của các loài cá theo khoảng cách địa lý (IBD) 

Kết quả kiểm định Mantel cho thấy mối tương quan thuận có ý nghĩa thống kê 

giữa khoảng cách địa lý và sự khác biệt di truyền ở quần thể cá chạch lá tre (adjusted 

R2 = 0,42; P = 0,0009) và cá ét mọi (adjusted R2 = 0,16; P = 0,008) (Hình 3.7A&B). 

Ngược lại, quần thể cá vồ đém không thể hiện mối tương quan này (adjusted R2 = -

0,02; P = 0,42; Hình 3.7C), trong đó giá trị R2 hiệu chỉnh âm cho thấy khoảng cách 

địa lý không phải là yếu tố giải thích cho sự khác biệt di truyền của loài cá này. 

Hình 3.7. Kết quả kiểm định Mantel về mối tương quan giữa khoảng cách địa 

lý và sự khác biệt di truyền của cá chạch lá tre (A), ét mọi (B) và vồ đém (C) 

Đối với phân tích dbMEM, chỉ có trục MEM-1 thể hiện sự phân tách cấu trúc 

không gian của các quần thể ở cả 03 loài cá, với giá trị quan sát được ghi nhận là 

0,7379; 0,1449 và 0,1776 lần lượt ở cá chạch lá tre, cá ét mọi và cá vồ đém (tất cả 
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đều có ý nghĩa thống kê P < 0,01) (Hình 3.8). Điều này cho thấy cấu trúc di truyền 

của các quần thể chỉ thể hiện sự phân tách ở quy mô rộng. Ngược lại, các trục MEM2-

6 không có ý nghĩa (P > 0,05) (Phụ lục 14), chứng tỏ khoảng cách địa lý ở quy mô 

nhỏ không ảnh hưởng rõ rệt đến sự khác biệt di truyền của các loài này. 

 

Hình 3.8. Các trục MEM-1 giữa sai khác di truyền và khoảng cách địa lý từ 

phân tích dbMEM của cá chạch lá tre (A), cá ét mọi (B) và cá vồ đém (C). Các 

vòng tròn biểu thị vị trí và giá trị dbMEM của từng cặp phân tích theo FST và khoảng 

cách địa lý. Vòng tròn màu đen là giá trị dương và màu trắng là giá trị âm. 

3.2.2.4. Phân tích phương sai phân tử (AMOVA) của các loài cá 

Bảng 3.5 trình bày thông tin chi tiết về số lượng và nhóm quần thể được sử 

dụng trong phân tích AMOVA cho từng loài cá dựa trên 2 cách tiếp cận như đã trình 

bày trong phần phương pháp (Mục 2.3.2.4). 

Bảng 3.5. Số nhóm quần thể sử dụng để phân tích phương sai phân tử AMOVA 

Loài 

Nhóm        
Cá chạch lá tre Cá ét mọi Cá vồ đém 

Vị trí thu mẫu 09 quần thể 09 quần thể 07 quần thể 

Kết quả phân 

nhóm bằng 

STRUCTURE 

và PCA 

04 nhóm quần thể: 

(i) UMB (TK) 

(ii) thượng và trung lưu-

LMB (LP, PA, PE) 

(iii) trung lưu-LMB (UB-

MR) 

(iv) hạ lưu-LMB (ST, KT, 

AG, DT) 

03 nhóm quần thể: 

(i) thượng lưu-LMB (LP) 

(ii) trung lưu-LMB (PA, 

PE, UB-MK, RE) 

(iii) hạ lưu-LMB (ST, KT, 

AG, DT) 

02 nhóm quần thể: 

(i) thượng và hạ lưu-

LMB (PA, SR, KT, 

AG, DT) 

(ii) trung lưu-LMB 

(UB-MK, UB-MR) 
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Kết quả phân tích mức độ thay đổi phân tử cá chạch lá tre được trình bày ở Bảng 

3.6. Dựa vào 9 quần thể thu mẫu, kết quả ghi nhận sự biến đổi di truyền xảy ra đáng 

kể ở cả ba cấp độ và đều có ý nghĩa thống kê (P < 0,001). Trong đó, biến động giữa 

các cá thể chiếm tỉ lệ cao nhất (40,4%), tiếp theo là sự khác biệt giữa các quần thể 

với 30,4% và giữa các cá thể trong quần thể chiếm 29,2%. Mặt khác, khi xem xét 4 

nhóm quần thể, nghiên cứu phát hiện sự phân hóa di truyền đáng kể giữa các nhóm, 

chiếm 31,5% tổng biến dị (P = 0,003 < 0,05). Ở giả thuyết này, biến động giữa các 

cá thể vẫn chiếm tỉ lệ cao (47,4%). Các thành phần biến động còn lại bao gồm giữa 

các cá thể trong quần thể và giữa các quần thể trong cùng một nhóm lần lượt ghi nhận 

ở mức 11,0% và 10,1% với độ tin cậy cao (P < 0,001).  

Bảng 3.6. Kết quả ước lượng mức độ thay đổi phân tử AMOVA của các quần 

thể cá chạch lá tre Macrognathus siamensis  

Nguồn biến động 
Bậc tự 

do 

Tổng bình 

phương 

Thành 

phần biến 

động 

% biến 

động 

Chỉ số cố 

định 

Giá trị 

P 

Theo 9 quần thể thu mẫu 

Giữa các quần thể  8 85.759,8 190,8 Va 30,4 FST = 0,304 <0,001 

Giữa các cá thể 

trong quần thể  
230 142.538, 183,1 Vb 29,2 FIS = 0,419 <0,001 

Giữa các cá thể  239 60.601 253,6 Vc 40,4 FIT = 0,596 <0,001 

Tổng cộng 477 288.899,2 627,5 100   

Theo 4 nhóm quần thể dựa trên phân tích STRUCTURE và PCA 

Giữa các nhóm 3       52.684,2       136,3 Va             31,5 FCT = 0,315 0,003 

Giữa các quần thể 

trong các nhóm 
5       12.414,9        43,4 Vb             10,1 FSC = 0,147 <0,001 

Giữa các cá thể 

trong quần thể  
230       69.064,5        47,6 Vc             11,0 FIS = 0,188 <0,001 

Giữa các cá thể  239       49.018,5       205,1 Vd             47,4 FIT =0,525 <0,001 

Tổng cộng 477      183.182       432,4 100   
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Kết quả phân tích AMOVA cá ét mọi được trình bày ở Bảng 3.7. Ở cả hai giả 

thuyết (9 quần thể thu mẫu và 3 nhóm từ phân tích STRUCTURE và PCA), nguồn 

biến dị di truyền chủ yếu đều từ sự khác biệt giữa các cá thể, với tỉ lệ chiếm 50% và 

84,49% và có ý nghĩa thống kê (FIT = 0,158 – 0,496; P < 0,001), trong khi khác biệt 

quần thể và khác biệt giữa các nhóm chiếm tỉ lệ thấp (6% và 2,37%; P < 0,001).  

Bảng 3.7. Kết quả ước lượng mức độ thay đổi phân tử AMOVA của các quần 

thể cá ét mọi Labeo chrysophekadion  

Nguồn biến động Bậc tự do 
Tổng bình 

phương 

Thành phần 

biến động 

% biến 

động 

Chỉ số cố 

định 
Giá trị P 

Theo 9 quần thể thu mẫu 

Giữa các quần thể  8 4.629,9 7,720 6 FST = 0,059 <0,001 

Giữa các cá thể 

trong quần thể  
223 40.506,3 57,644 44 FIS = 0,465 <0,001 

Giữa các cá thể  232 15.394,5 66,356 50 FIT = 0,496 <0,001 

Tổng cộng 463 60.530,8 131,720 100   

Theo 3 nhóm quần thể dựa trên phân tích STRUCTURE và PCA 

Giữa các nhóm   2         125.132         0,271              2,37          FCT=0,024 0,001 

Giữa các quần thể 

trong các nhóm 
6         169.493         0,307              2,69 FSC=0,028 <0,001 

Giữa các cá thể 

trong quần thể  
223        2.686,8         1,225             10,74 FIS=0,113 <0,001 

Giữa các cá thể  232        2.227        9,599            84,19 FIT=0,158 <0,001 

Tổng cộng 463 5.208,4 11,401 100   

Kết quả phân tích AMOVA của 7 quần thể cá vồ đém cho thấy mức độ thay đổi 

phân tử thấp giữa các quần thể (3%). Phần lớn biến dị di truyền được tìm thấy giữa 

các cá thể (57%), trong khi biến dị di truyền giữa các cá thể trong quần thể là 39%, 

và tất cả các cấp độ đều có ý nghĩa thống kê (P < 0,001). Khi xem xét 2 nhóm quần 

thể được phân định bởi STRUCTURE và PCA, phân tích AMOVA cho thấy sự khác 

biệt di truyền không đáng kể giữa 2 nhóm (0,4%) và giữa các quần thể trong các 

nhóm (-0,1%) và đều không có ý nghĩa thống kê (P > 0,05). Mức độ thay đổi phân tử 
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giữa các cá thể vẫn được ghi nhận rất cao (87,3%; P < 0,001), tương tự như kết quả 

phân tích dựa trên 7 quần thể thu mẫu (Bảng 3.8). 

Bảng 3.8. Kết quả ước lượng mức độ thay đổi phân tử AMOVA của các quần 

thể cá vồ đém Pangasius larnaudii  

Nguồn biến động Bậc tự do 
Tổng bình 

phương 

Thành phần 

biến động 

% biến 

động 

Chỉ số cố 

định 

Giá trị 

P 

Theo 7 quần thể thu mẫu 

Giữa các quần thể  6 3.658,7 7,044 3 FST = 0,033 0,001 

Giữa các cá thể 

trong quần thể  
153 44.417,8 83,900 39 FIS = 0,406 0,001 

Giữa các cá thể  160 19.602 122,513 57 FIT = 0,426 0,001 

Tổng cộng 319 67.678,5 213,456 100   

Theo 2 nhóm quần thể dựa trên phân tích STRUCTURE và PCA 

Giữa các nhóm 1 56,559 0,139 Va 0,4 FCT=0,004 0,09 

Giữa các quần thể 

trong các nhóm 
5 193,328 -0,034 Vb -0,1 FSC=-0,001 0,825 

Giữa các cá thể 

trong quần thể  
162 6.529,2 4,458 Vc 12,4 FIS=0,124 <0,001 

Giữa các cá thể  169 5.304,5 31,388 Vd 87,3 FIT=0,127 <0,001 

Tổng cộng 337       12.083,6        35,95099 100   

3.2.2.5. Hệ số cận huyết và kích thước quần thể hiệu quả 

Kết quả về hệ số cận huyết và kích thước quần thể hiệu quả của ba loài cá được 

trình bày ở Bảng 3.9. Về hệ số cận huyết, tất cả các nhóm quần thể của ba loài cá 

trong nghiên cứu hiện tại đều cho thấy giá trị FIS dương (dao động từ 0,17 đến 0,61), 

điều này chỉ ra một sự thiếu hụt dị hợp tử đáng kể so với trạng thái cân bằng HWE 

trong các nhóm quần thể. Cá chạch tre có mức độ cận huyết cao nhất, đặc biệt là 

nhóm Trung lưu-LMB (thuộc sông Mun) với giá trị FIS cao nhất (0,61), phản ánh sự 

cô lập và phân mảnh mạnh mẽ của nhóm này. Ngược lại, cá vồ đém có FIS thấp nhất 

(0,17 cho tất cả các quần thể ở LMB), cho thấy mức độ giao phối cận huyết tương 
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đối ít hơn. Các phân nhóm quần thể cá ét mọi thể hiện hệ số cận huyết tương tự nhau, 

dao động từ 0,23 (thượng lưu-LMB), 0,25 (trung lưu-LMB) và 0,30 (hạ lưu-LMB). 

Bảng 3.9. Hệ số cận huyết và kích thước quần thể hiệu quả của ba loài cá 

Nhóm quần thể Nse FIS Ne (95% CIS) 

Cá chạch lá tre M. siamensis 

UMB (Tachilek – Myanmar) 32 0,49 109,4 (106,2 –112,8) 

Trung lưu-LMB  

– Dòng chính và trên thác Khôn 
68 0,58 292,1 (283,5 –301,3) 

Trung lưu-LMB – Dòng nhánh và 

trên thác Khôn 
31 0,61 454,3 (399,2 –526,7) 

Hạ lưu-LMB – Dưới thác Khôn 108 0,40 128,7 (113,6 –140,1) 

Cá ét mọi L. chrysophekadion 

Thượng lưu-LMB (Luang Prabang) 20 0,23 193,5 (147,9 - 277,7) 

Trung lưu-LMB – Trên thác Khôn 112 0,25 101,2 (98,7 - 103,9) 

Hạ lưu-LMB – Dưới thác Khôn 100 0,30 442,6 (399,4 - 495,7) 

Cá vồ đém P. larnaudii 

Thượng lưu-LMB và hạ lưu-LMB 126 0,23 347,2 (332,3 – 363,4) 

Trung lưu-LMB – Trên thác Khôn 43 0,18 116,7 (111,8 – 120) 

Tất cả các quần thể ở LMB 169 0,17 430,6 (414,1 – 448,3) 

Ghi chú: Nse: Số lượng mẫu phân tích; FIS: Hệ số cận huyết; Ne: kích thước quần thể hiệu quả 

Kích thước quần thể hiệu quả (Ne) của các nhóm quần thể cá cho thấy sự phân 

hóa rõ rệt và hầu hết đều thấp hơn ngưỡng duy trì đa dạng di truyền dài hạn (Ne < 

500) [213]. Ở cá chạch lá tre, giá trị Ne cao nhất (454,3) được ghi nhận ở nhóm quần 

thể tại Trung lưu-LMB (thuộc sông Mun) và thấp nhất (109,4) ở UMB (Tachilek). 

Hai nhóm còn lại là Trung lưu-LMB (dòng chính và trên thác Khôn) và hạ lưu-LMB 

(dưới thác Khôn) có Ne lần lượt là 292,1 và 128,7. Đối với cá ét mọi, giá trị Ne được 

ước tính lần lượt là 193,5 và 442,6 cho các nhóm thượng lưu-LMB (Luang Prabang) 

và hạ lưu-LMB (dưới thác Khôn). Riêng nhóm quần thể ở trung lưu-LMB (dòng 

chính và trên thác Khôn) chỉ ghi nhận giá trị Ne là 101,2; điều này cho thấy nhóm 
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quần thể đang có nguy cơ mất đa dạng di truyền do trôi dạt di truyền mạnh mẽ. Đối 

với cá vồ đém, khi xem xét 2 nhóm quần thể dựa trên phân tích STRUCTURE và 

PCA, Ne được ghi nhận lần lượt là 347,2 ở nhóm thượng lưu-LMB và hạ lưu-LMB, 

và 116,7 ở trung lưu-LMB. Bên cạnh đó, giá trị Ne được ước tính chung ở LMB là 

430,6; cho thấy tiềm năng di truyền chung của loài này ở lưu vực vẫn ở mức cao. 

3.2.3. Dự đoán mô hình di cư của các loài cá ở LMB 

3.2.3.1. Mô hình di cư hiện tại của các loài cá 

Mô hình di cư hiện tại được suy luận từ phương pháp divMigrate của cá ét mọi 

và cá vồ đém ở LMB với độ tương đồng cosin cao nhất được thể hiện ở Hình 3.9. 

Nhìn chung, cả hai loài cá đều thực hiện quá trình di cư xuôi dòng và ngược dòng, 

tuy nhiên, cá vồ đém thể hiện sự di cư mạnh mẽ hơn với tỉ lệ di cư tương đối từ 0,5 

(SR đến UB-MK - ngược dòng, qua thác Khôn) đến 0,9 (AG đến DT - di cư ngang 

giữa 2 nhánh sông ở ĐBSCL), trong khi tỉ lệ này ở cá ét mọi dao động từ 0,2 (LP đến 

AG - xuôi dòng) đến 1 (RE đến PE – di cư ngang).  

Hình 3.9. Mô hình di cư hiện tại của cá ét mọi (A) và cá vồ đém (B) ở hạ lưu 

sông Mekong. Mũi tên chỉ hướng di chuyển dòng gen và các con số biểu thị tỉ lệ 

di cư tương đối, độ đậm nhạt của mũi tên tương ứng với tỉ lệ di cư tương đối từ 

cao đến thấp 

Kí hiệu quần thể: 

LP: Luang Prabang, 

PE: Pakse, 

PA: Paksan,  

UB-MK: Ubon Ratchathani ở sông Mekong,  

UB-MR:  Ubon Ratchathani ở sông Mun,  

RE: Roi Et, 

SR: Siêm Riệp,  

ST: Stung Treng,  

KT: Kratié,  

AG: An Giang, 

DT: Đồng Tháp 
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Đối với cá ét mọi, tại hệ thống di cư thượng lưu-LMB, quần thể LP đóng vai trò 

là nguồn phát tán di cư (xuôi dòng) với tỉ lệ thấp (Nm < 0,5), trong khi quần thể PA 

là điểm tiếp nhận nguồn gen (ngược dòng) từ tất cả các quần thể khác (tỉ lệ di cư 

tương đối Nm = 0,2-0,5) và quần thể PE vừa là điểm tiếp nhận vừa là điểm phát tán 

nguồn gen. Tại hệ thống di cư trung lưu-LMB, quần thể UB-MK là điểm tiếp nhận 

từ hầu hết các quần thể và có sự di cư ngược dòng lên PA (Nm = 0,5) và xuôi dòng 

đến ST (Nm = 0,48), trong khi đó, quần thể RE chủ yếu là điểm phát tán nguồn gen 

đến các quần thể PA, PE, UB-MK, ST, KT, AG và tiếp nhận nguồn gen từ LP và DT. 

Tại hệ thống di cư hạ lưu-LMB, quần thể ST thể hiện là điểm tiếp nhận nguồn gen 

của hầu hết các quần thể và có sự di cư ngược dòng đến RE. Quần thể KT là điểm 

tiếp nhận nguồn gen từ LP, RE, AG, DT và di cư ngược dòng đến các quần thể PA, 

PE, UB-MK, ST. Ở ĐBSCL, trong khi AG là điểm tiếp nhận nguồn gen từ 3 quần thể 

(LP, RE và DT) và phát tán đến 5 quần thể khác (PA, PE, UB-MK, ST, KT) thì DT 

chủ yếu phát tán nguồn gen đến hầu hết các quần thể, ngoại trừ LP. Đáng chú ý, 

nghiên cứu ghi nhận khả năng di cư ngược dòng vượt thác Khôn của cá ét mọi, thể 

hiện qua các đường di cư từ KT và ĐBSCL lên phía thượng nguồn (PA, PE và UB-

MK) với tỉ lệ từ 0,35 đến 0,85 (Hình 3.9A). 

Ở cá vồ đém, các quần thể PA (thượng lưu-LMB), SR (Biển Hồ) và UB-MR 

(trung lưu-LMB) đóng vai trò là nguồn phát tán gen đến tất cả các quần thể ở lưu vực. 

Tại hệ thống trung lưu-LMB, UB-MK là địa điểm tiếp nhận chính từ nhiều nguồn và 

có sự di cư xuôi dòng mạnh đến DT (Nm = 0,77), trong khi ST ở hệ thống di cư hạ 

lưu-LMB là điểm nhận gen và có xu hướng di cư ngược dòng về UB-MK (Nm = 0,83). 

Khác với cá ét mọi, quần thể DT ở cá vồ đém chủ yếu đóng vai trò là điểm nhận gen, 

còn AG duy trì sự trao đổi gen, vừa tiếp nhận từ 3 quần thể (PA, UB-MR và SR) và 

phát tán đến 3 quần thể khác (UB-MK, ST và DT). Đáng chú ý, sự di cư ngược dòng 

vượt thác Khôn ở cá vồ đém rất rõ nét với tỉ lệ cao, điển hình là các đường di cư từ 

AG và ST ngược lên UB-MK với tỉ lệ đạt từ 0,64 đến 0,83 và từ SR lên PA với tỉ lệ 

0,49 (Hình 3.9B). 
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3.2.3.2. Lịch sử phân tách và pha trộn quần thể của các loài cá 

Dựa trên phương pháp OptM, số sự kiện tối ưu được dự đoán của cả hai loài cá 

ét mọi và vồ đém ở LMB được xác định là 5. Sơ đồ hình cây của các quần thể xây 

dựng bằng thuật toán hà tiện tối đa (ML) được thể hiện ở Hình 3.10. 

 

Hình 3.10. Sơ đồ hình cây về lịch sử phân tách và pha trộn quần thể cá ét mọi 

(A) và vồ đém (B) sử dụng Treemix. Mũi tên chỉ hướng của dòng gen, màu sắc 

và độ dày của đường biểu thị tỉ lệ di cư 

Đối với cá ét mọi (Hình 3.10A), nghiên cứu ghi nhận sự kết hợp giữa các luồng 

di cư xuôi dòng và ngược dòng. Sự kiện di cư mạnh mẽ nhất diễn ra xuôi dòng từ 

điểm trung gian phía trên AG đến DT (1), với tỉ lệ di cư w = 0,6. Sự kiện di cư xuôi 

dòng thứ 2 được ghi nhận từ LP đến UB-MK (w = 0,22). Đặc biệt, mô hình xác định 

3 sự kiện di cư ngược dòng từ điểm trung gian giữa DT – ST lên các quần thể phía 

trên thác Khôn, gồm UB-MK (3), PE (4) và PA (5), đều có cùng tỉ lệ w = 0,2.  

Ở cá vồ đém (Hình 3.10B), các sự kiện di cư ở loài này thể hiện mạng lưới kết 

nối phức tạp giữa dòng chính và các dòng nhánh. Sự kiện di cư chính (1) từ điểm 

trung gian trên thác (UB-MK và PA) và dưới thác Khôn (AG và DT) xuôi dòng về 

AG (w = 0,48). Tại khu vực thượng lưu, sự kiện di cư xuôi dòng từ PA đến UB-MK 

(2) được ghi nhận với w = 0,21. Đáng chú ý là các sự kiện di cư ngang và ngược dòng 

giữa dòng chính và dòng nhánh từ UB-MK đến UB-MR (3; w = 0,4) và xuôi dòng 

đến điểm trung gian của UB-MR và ST (4; w = 0,24). Cuối cùng, sự kiện di cư (5) từ 
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điểm trung gian trên thác Khôn (UB-MK và UB-MR) và dưới thác Khôn (SR và ST) 

đổ về DT (w = 0,27). 

3.2.4. Thảo luận 

❖ Sự tương tác giữa tập tính di cư và vòng đời phát triển trong việc hình thành 

biến thiên di truyền quần thể 

Kết quả nghiên cứu hiện tại đã làm sáng tỏ mối tương quan giữa các đặc điểm 

sinh học (tập tính di cư và vòng đời phát triển) trong việc hình thành các biến thiên 

di truyền và khả năng duy trì dòng gen giữa các khu vực địa lý. Tập tính di cư đóng 

vai trò trao đổi vật chất di truyền, thể hiện qua mối tương quan thuận với mức độ đa 

dạng di truyền (Bảng 3.4) và tương quan nghịch với hệ số cận huyết (Bảng 3.9). Ở 

loài cá vồ đém, chiến lược di cư chặng dài kết hợp với phạm vi di chuyển rộng lớn 

đã tạo điều kiện tối ưu cho dòng gen trao đổi liên tục, giúp duy trì mức đa dạng cao 

nhất (Ho/He = 0,220/0,266) và hệ số cận huyết thấp nhất (FIS = 0,173). Ngược lại, sự 

hạn chế di chuyển ở loài không di cư như cá chạch lá tre đã tạo ra các rào cản sinh 

học dẫn đến hạn chế trao đổi gen, khiến mức độ đa dạng thấp nhất (Ho/He = 

0,140/0,176) và hệ số cận huyết cao nhất (FIS = 0,40-0,61). Đáng chú ý, tại dòng 

nhánh sông Mun (UB-MR), dù kích thước quần thể hiệu quả khá cao (Ne = 454,3), 

nhưng hệ số cận huyết vẫn đạt mức cao nhất (FIS = 0,61) (Bảng 3.9). Điều này cho 

thấy nếu thiếu hụt dòng gen từ tập tính di cư, sự biến thiên di truyền sẽ bị thu hẹp 

đáng kể do tình trạng giao phối cận huyết và trôi dạt gen ngẫu nhiên. Kết quả này phù 

hợp với các mô hình tiến hóa về “hiệu ứng người sáng lập” và “trôi dạt gen”, nơi các 

alen có lợi dễ bị mất đi ngẫu nhiên trong các quần thể nhỏ và cô lập [233, 235]. 

Sự tương tác này còn được củng cố bởi các giai đoạn trong vòng đời phát triển, 

đặc biệt là quá trình phát tán thụ động của trứng và ấu trùng. Với giai đoạn phù du 

kéo dài (22 ngày ở cá chạch lá tre [63], 30 – 50 ngày ở cá ét mọi [68] và 33 – 35 ngày 

ở cá vồ đém [81]), dòng chảy sông Mekong đóng vai trò phát tán nguồn gen từ thượng 

lưu xuống hạ lưu. Sự kết hợp giữa di cư chủ động và phát tán thụ động giải thích cho 

xu hướng tăng dần đa dạng di truyền dọc theo dòng chính, được thể hiện rõ ràng ở cá 

chạch lá tre (Bảng 3.4). Xu hướng này cũng được quan sát thấy ở các loài cá khác 
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thuộc sông Mekong (như cá thát lát N. notopterus [236], cá rô đồng A. testudineus 

[20], cá linh H. lobatus) và các hệ thống sông khác (như cá bảy màu P. reticulata ở 

sông Marianne-Trinidad [237], cá nhác S. macrops ở sông Min-Trung Quốc [238] và 

cá may G. cambodgiensis ở sông Chao Phraya-Thái Lan) [239]. Sự phân hóa này còn 

chịu tác động bởi cấu trúc cảnh quan và đặc điểm thủy văn dọc sông Mekong [235, 

240, 241]. Khu vực thượng lưu với địa hình phân mảnh, dòng chảy xiết tạo rào cản 

vật lý gây cô lập, trong khi hạ lưu với lòng sông mở rộng và môi trường đa dạng đã 

tạo điều kiện hội tụ và duy trì biến thiên di truyền cao [34, 241]. 

Hơn nữa, nghiên cứu ghi nhận các hợp lưu như (Mekong – 3S) và Kratié 

(Mekong – Biển Hồ) là những khu vực hội tụ nguồn gen với mức độ đa dạng di truyền 

cao hơn các quần thể khác (Bảng 3.4). Kết quả này tương đồng với các nghiên cứu 

trên loài cá lăng (H. spilopterus) tại hệ thống sông 3S và cá rô đồng (A. testudineus) 

tại Stung Treng, khẳng định vai trò của các dòng nhánh trong việc cung cấp và bổ 

sung biến dị di truyền cho dòng chính. Ngược lại, tại các dòng nhánh như sông Khan 

(LP), sông Mun (UB-MR) và sông Chi (RE), mức độ đa dạng di truyền và kích thước 

quần thể hiệu quả ghi nhận ở mức thấp và hệ số cận huyết cao (Bảng 3.4 và 3.9). Đây 

là tín hiệu báo động về sự suy giảm sức sống di truyền, tương tự như hiện trạng của 

cá chạch bùn M. favus ở Luang Prabang [158]. Điều này cho thấy cấu trúc cảnh quan 

sông đóng vai trò then chốt trong việc định hình đặc điểm di truyền và duy trì khả 

năng thích nghi của các loài cá nước ngọt [237, 242]. 

Mặc dù các quần thể cá sông Mekong trong nghiên cứu hiện tại vẫn duy trì mức 

độ đa dạng di truyền ở ngưỡng ổn định, nhưng các áp lực nhân tạo đang tạo ra những 

thách thức nghiêm trọng. Việc xây dựng hàng loạt đập thủy điện trên cả dòng chính 

và dòng nhánh không chỉ làm gián đoạn chu kỳ di cư của cá trưởng thành mà còn ảnh 

hưởng đến quá trình phát tán thụ động của trứng và ấu trùng xuống hạ lưu, dẫn đến 

hiện tượng phân mảnh quần thể và gia tăng cận huyết [243, 244]. Kết hợp với sự thay 

đổi nhịp điệu thủy văn và tác động từ hoạt động nuôi trồng thủy sản, các yếu tố này 

đang làm suy giảm kích thước quần thể hiệu quả và tính thích nghi của các quần thể 

bản địa [245, 246]. Hiện tượng suy giảm kích thước quần thể hiệu quả đã được ghi 
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nhận ở quần thể cá lăng H. spilopterus tại lưu vực sông Serepok [15] và cá phèn vàng 

P. melanochir ở ĐBSCL [16]. Bên cạnh đó, việc thất thoát cá nuôi vào môi trường tự 

nhiên cũng có thể làm suy giảm tính thích nghi của các quần thể bản địa, như trường 

hợp đã được ghi nhận ở cá tra Pn. hypophthalmus [18, 247].  

Từ những kết quả này, nghiên cứu nhấn mạnh tầm quan trọng của việc bảo tồn 

các hành lang di cư nhằm duy trì sự kết nối giữa các quần thể, bảo vệ các khu vực có 

đa dạng di truyền cao và quản lý nghiêm ngặt các hoạt động khai thác cũng như nuôi 

trồng thủy sản là vô cùng cần thiết. Việc thực thi đồng bộ các giải pháp này không 

chỉ đảm bảo khả năng thích ứng dài hạn mà còn duy trì giá trị đa dạng sinh học đặc 

hữu của khu hệ cá sông Mekong trước bối cảnh biến đổi khí hậu và áp lực phát triển 

kinh tế mạnh mẽ như hiện nay. 

❖ Tác động tích lũy của rào cản cảnh quan và biến đổi môi trường lên cấu trúc di 

truyền của các loài cá 

Kết quả nghiên cứu về sự khác biệt di truyền (FST) và cấu trúc quần thể 

(STRUCTURE, PCA và AMOVA) đã cung cấp bằng chứng thực nghiệm cho thấy 

cấu trúc di truyền hiện nay phản ánh những tác động tích lũy từ các rào cản cảnh quan 

và biến đổi môi trường tại LMB. Sự phân hóa quần thể rõ rệt nhất được ghi nhận ở 

loài không di cư (cá chạch lá tre - 4 nhóm) (Hình 3.4) và di cư chặng ngắn, tùy nghi 

(cá ét mọi - 3 nhóm) (Hình 3.5), tương ứng với các khu vực sinh thái thượng, trung 

và hạ lưu. Điều này minh chứng cho sự thích nghi cục bộ của chúng trước các điều 

kiện thủy văn và địa hình đặc trưng [34]. Trong đó, thác Khôn đóng vai trò là rào cản 

tự nhiên, gây ra sự sai khác di truyền rõ rệt giữa nhóm quần thể phía trên và dưới thác 

Khôn của cá chạch lá tre (Hình 3.3A) và sự phân tách của 2 nhóm quần thể tương 

ứng này ở cá chạch lá tre và cá ét mọi (Hình 3.4 và 3.5). Kết quả tương tự cũng được 

ghi nhận ở nhóm cá không di cư (cá thát lát N. notopterus [236], cá rô đồng A. 

testudineus [20], cá lóc C. striata [159] và cá chạch lấu M. favus [157, 158]) và nhóm 

di cư chặng ngắn (cá trôi C. molitorella [248]). Ngay cả với các loài di cư chặng dài 

như cá linh H. lobatus và cá xác H. leptorhynchus, tác động của thác Khôn cũng được 

ghi nhận trong việc định hình cấu trúc quần thể [17].  
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Tập tính di cư đóng vai trò quyết định mức độ phân hóa di truyền, thể hiện qua 

việc tỉ lệ sai khác giữa các quần thể (AMOVA) giảm dần từ loài không di cư (30%) 

(Bảng 3.6) xuống loài di cư chặng ngắn và tùy nghi (2-6%) (Bảng 3.7) và đạt mức 

không đáng kể ở loài di cư đường dài (<1%) (Bảng 3.8). Kết quả phân tích IBD càng 

củng cố thêm nhận định này khi cho thấy mối tương quan thuận giữa khoảng cách 

địa lý và sự khác biệt di truyền ở các loài không di cư và di cư chặng ngắn (Hình 

3.7A và B), ngược lại, khả năng di chuyển xa đã giúp các loài di cư đường dài như 

cá vồ đém vượt qua tác động của rào cản địa lý (Hình 3.7C). Kết quả này cũng phù 

hợp với các nghiên cứu trước đây về cá sông Mekong sử dụng chỉ thị DNA ti thể 

hoặc nhân [12, 19, 157, 165, 248]. Mặc dù thời gian phát tán trứng và ấu trùng của 

ba loài cá được biết là tương đương nhau (22 ngày ở cá chạch lá tre, 30 – 50 ngày ở 

cá ét mọi và 33 – 35 ngày ở cá vồ đém), các yếu tố như tuổi trưởng thành, kích thước 

trưởng thành, thời gian thế hệ, thời gian nở, kích thước trứng và ấu trùng, … có thể 

ảnh hưởng đến khả năng và khoảng cách phát tán của mỗi loài [249]. Các nghiên cứu 

trên cá biển cũng đã chỉ ra mối liên hệ giữa các yếu tố phát tán và mô hình IBD [282], 

tuy nhiên, mối liên hệ này cần được nghiên cứu thêm trên đối tượng cá nước ngọt. 

Ngoài khoảng cách sông, phân tích dbMEM (Hình 3.8) đã chỉ ra rằng cấu trúc 

không gian phức tạp của môi trường sống, bao gồm sự phân nhánh và các rào cản vật 

lý, có ảnh hưởng đến sự cấu trúc di truyền mà các kiểm định Mantel có thể bỏ qua. 

Các nghiên cứu trước đây sử dụng cả hai phương pháp này đã cho thấy kết quả đa 

dạng, có thể tương đồng [250, 251] hoặc mâu thuẫn [252]. Điều này cho thấy việc 

chỉ dựa vào khoảng cách địa lý là không đủ để giải thích sự khác biệt di truyền giữa 

các quần thể cá. Cần phải xem xét đến cả cấu trúc không gian của môi trường sống 

để có cái nhìn đầy đủ hơn về sự phân bố và di truyền của các loài. 

Bên cạnh yếu tố tự nhiên, các thay đổi môi trường nhân tạo đang gây ra những 

ảnh hưởng tiêu cực đến tính liên tục sinh thái và dòng gen của cá. Nghiên cứu ghi 

nhận sự tách biệt di truyền của quần thể cá chạch lá tre tại nhánh sông Mun (UB-MR) 

(Hình 3.4) là hệ quả của việc hạn chế trao đổi gen giữa dòng chính và dòng nhánh, 

khẳng định tầm quan trọng của tính liên tục sinh thái đối với cả những loài không di 
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cư. Tác động của các rào cản nhân tạo được thể hiện rõ qua trường hợp đập Pak Mun 

(cao 17m) trên sông Mun, cách dòng chính sông Mekong 5,5km và vận hành đã làm 

suy giảm nghiêm trọng sản lượng và thành phần loài ở thượng nguồn [253]. Để giảm 

thiểu tác động tiêu cực, Chính phủ Thái Lan đã quyết định mở cửa đập 4 tháng/năm 

(tháng 6 – tháng 9) nhằm tạo điều kiện cho sự trao đổi gen của các loài cá [254].  Mặc 

dù các nghiên cứu hiện tại chưa có dẫn liệu cụ thể về ảnh hưởng của đập thủy điện 

đến các quần thể cá nhưng những bằng chứng về sự cô lập quần thể cá lăng (H. 

spilopterus) tại sông Sesan do hệ thống đập thượng nguồn là lời cảnh báo về những 

tác động tiêu cực có thể tích lũy và xảy ra trong tương lai gần. Đáng chú ý, dựa trên 

các phân tích sử dụng các loci đáp ứng, mặc dù sự thích ứng của các quần thể cá với 

những thay đổi của môi trường chưa thể hiện rõ ràng, tuy nhiên, nghiên cứu hiện tại 

ghi nhận sự kết nối rộng rãi của các quần thể cá chạch lá tre ở phía trên thác Khôn và 

không có sự khác biệt nào ở dòng nhánh sông Mun (quần thể UB-MR) (Hình 2 - Phụ 

lục 12). Điều này cho thấy sự khác biệt về điều kiện sinh thái ở phía trên và dưới thác 

Khôn, đặc biệt là sự phân bố của các vùng ngập, tạo nên những thích nghi của các 

loài sinh vật ít di chuyển. Mặc dù, vùng ngập phân bố dọc theo hầu hết chiều dài ở 

LMB, nhưng ở phía dưới thác Khôn, với địa hình bằng phẳng và chu kỳ ngập lũ hằng 

năm của hệ thống Biển Hồ, tạo điều kiện cho vùng ngập ở khu vực này rộng lớn hơn 

so với khu vực trên thác Khôn. 

Tuy nhiên, các kết quả STRUCTURE cũng chỉ ra sự sẻ chia thông tin di truyền 

dọc sông Mekong nhờ quá trình phát tán thụ động của ấu trùng và di cư xuôi dòng 

của cá trưởng thành sau mùa sinh sản. Bằng chứng rõ ràng nhất là sự pha trộn thông 

tin di truyền giữa khu vực thượng lưu, trung và hạ lưu ở LMB, cũng như sự trộn lẫn 

thông tin di truyền ở các quần thể hợp lưu (Stung Treng và Kratié). Cụ thể, quần thể 

cá chạch lá tre ở ST mang thông tin di truyền có nguồn gốc từ các quần thể phía trên 

thác Khôn (màu hồng), sông Mun (màu vàng) và phía dưới thác Khôn (màu xanh 

dương và xanh lá); quần thể Kratié có thành phần di truyền chủ yếu là từ ST và 

ĐBSCL, và sự kết nối di truyền của hai quần thể ở ĐBSCL - An Giang và Đồng Tháp 

(Hình 3.4A). Ở cá ét mọi, vật liệu di truyền có nguồn gốc từ thượng lưu được thể 
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hiện ở trung và hạ lưu (màu đỏ, Hình 3.5A), nhiều cá thể ở hạ lưu mang thông tin di 

truyền từ trung lưu (màu xanh dương, Hình 3.5A). Ở cá vồ đém, sự kết nối quần thể 

rộng rãi được thể hiện ở trung lưu và hạ lưu (Hình 3.6A). Qua đây có thể thấy các 

quá trình sinh học như phát tán ấu trùng và di cư đóng vai trò quan trọng trong việc 

duy trì sự đa dạng di truyền và liên kết quần thể của các loài cá trong khu vực. Vì 

vậy, để đảm bảo sự kết nối di truyền và sự tồn tại của các loài cá, việc duy trì dòng 

chảy tự nhiên của sông Mekong và hạn chế tối đa việc xây dựng các đập thủy điện là 

điều cần thiết. 

Việc kết hợp phân tích mô hình di cư lịch sử (TreeMix) và dòng gen hiện tại 

(divMigrate) đã góp phần gợi mở những thích nghi và xung đột trong tập tính của các 

loài cá trước biến động của môi trường sông Mekong. Kết quả từ divMigrate cho thấy 

cả cá ét mọi và cá vồ đém đều thể hiện khả năng di cư, gồm di cư xuôi dòng và ngược 

dòng, trong đó cá vồ đém thể hiện xu hướng di chuyển mạnh mẽ hơn (Hình 3.9). 

Điều này hoàn toàn phù hợp với tập tính di cư của mỗi loài, khi cá vồ đém được biết 

đến là loài di cư đường dài, còn cá ét mọi thuộc nhóm di cư chặng ngắn và tùy nghi. 

Đáng chú ý, kết quả phân tích gợi mở giả thuyết về khả năng di cư ngược dòng 

đường dài lên tới 1.200 km của cá ét mọi, từ khu vực ĐBSCL lên đến Paksan (Lào) 

(Hình 3.9A), phù hợp với dự đoán của Mashyaka và Duong (2021) sử dụng chỉ thị 

phân tử microsatellite [70]. Việc ghi nhận di cư chặng dài ở cá ét mọi đã phần nào hỗ 

trợ cho những tranh cãi trước đây về việc loài này di cư chặng dài thay vì chặng ngắn 

và tùy nghi. Tuy nhiên, đây chỉ là những suy luận dựa trên dữ liệu hiện tại, và cần có 

những dẫn liệu thực tế hơn để kiểm chứng giả thuyết này. Đồng thời, nghiên cứu 

không ghi nhận việc di cư ngược dòng lên đến Luang Prabang ở cá ét mọi (Hình 

3.9A), điều này góp phần giải thích cho sự khác biệt di truyền và phân tách của quần 

thể này (Hình 3.3B và Hình 3.5). Đối với cá vồ đém, khoảng cách di cư ngược dòng 

xa nhất ghi nhận được là hơn 1.000 km, từ Siêm Riệp đến Paksan (Hình 3.9B), tương 

tự như các loài cá trong họ Pangasiidae đã được ghi nhận bằng phương pháp phân 

tích thành phần hóa học trong đá tai [136]. Tuy nhiên, mặc dù được ghi nhận là loài 

di cư chặng dài, kết quả nghiên cứu lại chỉ ra xu hướng không liên tục trong tuyến di 
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cư của cá vồ đém, chỉ giới hạn giữa hạ lưu-AG và trung lưu – UB-MK (1.000km). 

Do nghiên cứu hiện tại không thu thập được quần thể cá vồ đém ở LP, nghiên cứu 

chưa thể cung cấp dữ liệu để dự đoán liệu tuyến di cư của loài này có kéo dài lên đến 

khu vực Thượng lưu hay không. Các nghiên cứu tiếp theo, bao gồm mở rộng khu 

rộng nghiên cứu, theo dõi di cư trực tiếp và phân tích di truyền sâu hơn, là cần thiết 

để làm sáng tỏ mô hình di cư thực sự của loài cá này.  

Bên cạnh đó, nghiên cứu ghi nhận sự thay đổi giữa mô hình lịch sử và hiện tại 

của loài cá vồ đém tại hệ thống sông Mun-Chi thuộc lưu vực Korat. Mô hình TreeMix 

chỉ ra rằng trong lịch sử, cá vồ đém có xu hướng di cư ngược dòng từ dòng chính 

sông Mekong vào sông Mun để sinh sản (Hình 3.10B). Ngược lại, mô hình 

divMigrate hiện tại lại cho thấy cả cá ét mọi và cá vồ đém chủ yếu thực hiện hành vi 

di cư xuôi dòng từ sông Mun và Chi ra dòng chính (Hình 3.10A và B). Sự thay đổi 

này có thể được giải thích bởi tác động của đập Pak Mun. Trước khi có đập, cá vồ 

đém có thể tự do di chuyển vào sông Mun, nhưng rào cản nhân tạo cao 17m này có 

thể đã ngăn chặn tuyến đường ngược dòng và chiến lược di cư xuôi dòng thực hiện 

bởi cá trưởng thành để tìm kiếm thức ăn hoặc phát tán thụ động trứng và ấu trùng. 

Tầm quan trọng của các tuyến đường di cư vượt thác Khôn cũng được khẳng 

định qua việc cả cá vồ đém và cá ét mọi đều thực hiện các cuộc di cư ngược dòng từ 

hạ lưu lên trung lưu vượt qua khu vực này để sinh sản. Những vùng ngập ngay trên 

và dưới thác Khôn được dự đoán là bãi đẻ quan trọng. Phát hiện này tương đồng với 

các thông tin khảo sát kiến thức địa phương của ngư dân [7, 255]. Việc hoàn thành 

đập Don Sahong trên kênh Hou Sahong – con đường di cư duy nhất vượt thác Khôn 

– đang gây ra những lo ngại sâu sắc về việc ngăn chặn tuyến đường di cư này, đe dọa 

trực tiếp đến sự duy trì đa dạng di truyền của các quần thể cá [17]. 

Tóm lại, nghiên cứu về cấu trúc quần thể của các loài cá ở hạ lưu lưu vực sông 

Mekong đã chỉ ra sự khác biệt rõ rệt về mức độ phân hóa di truyền giữa các nhóm có 

tập tính sinh học khác nhau. Sự định hình cấu trúc di truyền này là kết quả của các 

tác động tích lũy từ tập tính di cư, khoảng cách địa lý, rào cản tự nhiên (như Thác 

Khôn) cho đến các áp lực nhân tạo (như hệ thống đập thủy điện). Sự đan xen và xung 
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đột trong mô hình dòng gen giữa loài di cư chặng ngắn/tùy nghi và di cư chặng dài 

đã phản ánh tính đa dạng, phức tạp của khu hệ sinh thái sông Mekong. Những phát 

hiện này khẳng định vai trò then chốt của di truyền học cảnh quan trong việc đánh 

giá các động lực tiến hóa và khả năng thích ứng cục bộ của sinh vật nước ngọt. 

Mặc dù nghiên cứu hiện tại cung cấp những dẫn liệu quan trọng về mối tương 

quan giữa tập tính sinh học, đặc điểm vùng sinh thái và cấu trúc di truyền quần thể 

của các loài cá, sự chênh lệch về cỡ mẫu và số lượng quần thể giữa 3 loài cá (239 cá 

thể từ 9 quần thể cá chạch lá tre; 232 cá thể từ 9 quần thể cá ét mọi và 160 cá thể từ 

7 quần thể cá vồ đém) cũng phần nào đặt ra giới hạn đối với các phép so sánh liên 

loài. Cụ thể, tại Biển Hồ - hồ chứa nước lũ tự nhiên vận hành đồng thời là nơi phát 

tán nguồn gen và tiếp nhận các quần thể cá di cư trong mùa sinh sản, việc thiếu mẫu 

cá chạch lá tre và cá ét mọi khiến nghiên cứu chưa thể làm sáng tỏ vai trò trao đổi di 

truyền đối với hai loài này cũng như việc đánh giá các hệ thống di cư ngang. Tương 

tự, tại khu vực dòng nhánh sông Khan (quần thể Luang Prabang), việc thiếu dữ liệu 

của cá vồ đém khiến tuyến đường di cư lý thuyết của loài này lên vùng thượng nguồn 

phía trên thác Khôn bị ngắt quãng.  

Nhằm hoàn thiện bức tranh di truyền học cảnh quan cá sông Mekong, các nghiên 

cứu tiếp theo cần mở rộng phạm vi thu thập dữ liệu toàn diện trong lưu vực sông 

Mekong. Đồng thời, việc ứng dụng các chỉ thị phân tử thế hệ mới có độ phân giải cao 

hơn cần được kết hợp chặt chẽ với các công nghệ định vị sinh học trực tiếp – như gắn 

thẻ điện tử hoặc phân tích đồng vị bền đá tai – nhằm theo dõi liên tục quỹ đạo di 

chuyển của cá theo thời gian thực. Về mặt sinh thái học hành vi và môi trường, cần 

triển khai các nghiên cứu tích hợp giữa quan sát tự nhiên và thực nghiệm nhân tạo để 

làm sáng tỏ các yếu tố nội sinh ảnh hưởng đến tập tính di cư. Đặc biệt, việc đánh giá 

các tác động tích lũy từ áp lực nhân sinh như ô nhiễm môi trường, biến đổi khí hậu 

và xu hướng phân mảnh quần thể do hệ thống đập thủy điện là vô cùng cấp bách, 

nhằm cung cấp cái nhìn toàn diện và thực chất hơn cho các chiến lược bảo tồn đa 

dạng sinh học xuyên biên giới. 
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❖ Định hướng quản lý và bảo tồn nguồn lợi ở sông Mekong 

Các phát hiện về cấu trúc quần thể và mô hình di cư trong nghiên cứu này mang 

lại những bằng chứng khoa học cho việc định hình các chiến lược bảo tồn đa dạng di 

truyền và quản lý nghề cá bền vững. Đối với khu hệ cá sông Mekong, nếu các chính 

sách quản lý không phù hợp sẽ dễ dẫn đến hiện tượng khai thác quá mức, làm suy 

giảm đa dạng thích nghi và đẩy nhanh quá trình suy thoái nguồn lợi [104]. Dựa trên 

các thông tin di truyền cụ thể của từng loài, các định hướng quản lý phân hóa theo 

vùng sinh thái được đề xuất như sau: 

Đối với khu vực vùng sinh thái trên và dưới Thác Khôn: Kết quả phân tích cấu 

trúc di truyền đã chỉ ra thác Khôn vận hành như một rào cản sinh thái nghiêm ngặt 

đối với các loài có tập tính di chuyển hạn chế, nhưng lại là hành lang mở đối với loài 

di cư chặng dài. Do đó, mô hình bảo tồn tại đây cần được thiết kế riêng biệt dựa trên 

tập tính sinh học của loài. Ở loài không di cư như cá chạch lá tre, sự phân biệt cấu 

trúc di truyền rõ rệt giữa hai phía thác Khôn kết hợp với kích thước quần thể hiệu quả 

nhỏ ở dòng chính thượng nguồn (Ne = 109–292) là cơ sở để công nhận các Đơn vị 

Tiến hóa Quan trọng (Evolutionary Significant Units) độc lập [256]. Khuyến nghị cơ 

quan quản lý không được di dời hoặc thả giống tái tạo liên vùng giữa trên và dưới 

thác nhằm bảo tồn nguyên vẹn tính thích nghi cục bộ, đồng thời ưu tiên thiết lập các 

khu bảo tồn nguồn gen nghiêm ngặt tại chỗ tại vùng Thượng lưu – nơi có áp lực quần 

thể nhỏ – để tránh hiện tượng trôi dạt gen ngẫu nhiên. Ngược lại, đối với cá ét mọi và 

cá vồ đém, các mô hình phân tích đều chỉ ra dòng gen xuyên biên giới vẫn được duy 

trì và có khả năng vượt qua Thác Khôn, góp phần duy trì chỉ số dị hợp mong đợi ở 

mức cao toàn lưu vực (He = 0,233 và 0,266). Do đó, vùng sinh thái này cần được 

quản lý như một Đơn vị Quản lý chung (Management Unit) xuyên quốc gia. Cần lưu 

ý rằng, sự xuất hiện của các dự án đập thủy điện dòng chính (như Don Sahong) đã và 

đang phá vỡ tính liên thông sinh thái này, biến tuyến đường di cư chặng dài vốn liên 

tục của cá vồ đém trở nên bị ngắt quãng về mặt không gian, đe dọa trực tiếp đến tính 

toàn vẹn di truyền của toàn lưu vực. 
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Khu vực các dòng nhánh chịu tác động bởi đập thủy điện: Sự phân hóa được 

ghi nhận tại các dòng nhánh (sông Mun, sông Chi, sông Khan) là minh chứng cho hệ 

quả của sự phân mảnh sinh cảnh nhân tạo lên cấu trúc di truyền quần thể của các quần 

thể hoang dã. Tại hệ thống sông Mun-Chi (thuộc Cao nguyên Korat), mặc dù kích 

thước quần thể hiệu quả của cá chạch lá tre khá cao (Ne = 454,3), hệ số cận huyết của 

loài này lại thấp nhất (FIS = 0,61). Đồng thời, mô hình lịch sử TreeMix dự đoán cá vồ 

đém từng di cư ngược dòng vào sông Mun để sinh sản, nhưng mô hình hiện tại 

divMigrate cho thấy dòng gen bị đảo ngược thành xu hướng một chiều ra dòng chính. 

Bằng chứng di truyền này phản ánh tác động của đập Pak Mun trong việc hạn chế 

tuyến đường di cư sinh sản lịch sử, dẫn đến xu hướng gia tăng hiện tượng cận huyết 

cục bộ trong quần thể. Nhằm duy trì và bảo tồn nguồn gen tại vùng sinh thái này, cần 

thiết phải áp dụng các biện pháp giảm thiểu tác động (chẳng hạn như vận hành mở 

cửa đập phù hợp vào mùa sinh sản) để đảm bảo hành lang di cư của cá. Sự kết nối di 

truyền liên tục này đóng vai trò sống còn trong việc duy trì mức độ đa dạng sinh học 

và tăng cường khả năng phục hồi của các quần thể trước những áp lực môi trường và 

khai thác ngày càng gia tăng. Riêng tại dòng nhánh sông Khan (Luang Prabang), kết 

quả ghi nhận một cấu trúc di truyền biệt lập, tương thích chặt chẽ với đặc trưng sinh 

thái độc đáo của vùng thượng nguồn. Do đó, đây là cơ sở khoa học vững chắc để đề 

xuất thiết lập các Đơn vị Tiến hóa Quan trọng (ESUs) riêng biệt nhằm bảo tồn nguyên 

vẹn nguồn gen bản địa thích nghi đặc thù. 

Quản lý nghề cá đa loài xuyên biên giới và thích ứng môi trường: Chiến lược 

quản lý nghề cá sinh thái đa loài mang tính liên vùng cần được thiết lập nhằm kết nối 

hành lang bảo tồn giữa các “nguồn” phát tán ấu trùng ở vùng Trung lưu (như hệ thống 

sông 3S, khu vực trên Thác Khôn) và các “đích” tiếp nhận ở vùng Hạ lưu (Tonlé Sap, 

ĐBSCL). Song song đó, trước xu hướng suy giảm kích thước quần thể hiệu quả của 

các loài nghiên cứu do phân mảnh thủy văn, mọi quy hoạch phát triển kinh tế lưu vực 

cần đặt tính liên thông sinh thái và dòng chảy tự nhiên lên trên các giải pháp công 

trình kỹ thuật. Đây là điều kiện nhằm duy trì dòng gen liên tục, bảo lưu tính toàn vẹn 
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di truyền và đảm bảo tiềm năng tiến hóa dài hạn của nguồn lợi thủy sản trước bối 

cảnh áp lực khai thác và biến đổi khí hậu ngày càng gia tăng [257–260]. 

3.3.  Lắp ráp và chú giải hệ gen ti thể, xác định mã vạch RAD và khảo sát 

cấu trúc di truyền quần thể cá ét mọi Labeo chrysophekadion 

3.3.1. Lắp ráp và chú giải hệ gen ti thể của cá ét mọi  

Tổng cộng có 1.026.721.048 đoạn đọc chất lượng cao (912 – 36.260 bp) từ 255 

thư viện cá ét mọi được sử dụng để lắp ráp hệ gen ti thể. Tỉ lệ đoạn đọc được sắp xếp 

thành công vào hệ gen ti thể dao động từ 0,06 – 0,12%. Chiều dài trình tự đồng thuận 

của 255 cá thể dao động từ 436 - 16.600 bp. Trong đó, 08 cá thể có chiều dài trình tự 

ngắn (436 – 5.973 bp) và tỉ lệ sắp xếp dưới 50% (2,62 – 35,93%) đã bị loại. Cuối 

cùng, 247 trình tự được sử dụng cho các bước phân tích tiếp theo. 

Trình tự của cá thể thu thập ở Thái Lan (UB-MK503) có độ tương đồng cao 

nhất (99,8%) với trình tự cùng loài trên Ngân hàng Gen (Bảng 3.10 và Phụ lục 13). 

được lựa chọn để mã hóa và chú giải hệ gen ti thể của cá ét mọi. 

Bảng 3.10. Sự tương đồng trình tự hệ gen ti thể của UB-MK503 với dữ liệu từ 

Ngân hàng Gen 

STT Loài tương đồng 
Chiều 

dài (bp) 

Độ bao 

phủ 

% tương 

đồng 

Địa điểm 

thu mẫu 

Mã số 

Genbank 

1 L. chrysophekadion 16.602 100 99,8 
Kandal, 

Campuchia 
AP011199 

2 L. calbasu 16.607 100 95,1 
Châu Á 

 (cá nuôi) 
AP012143 

3 L. fimbriatus 16.614 99 93,5 Ấn Độ KP025676 

4 L. gonius 16.614 99 93,4 Ấn Độ KT001152 

5 L. rohita 16.611 99 93,4 Ấn Độ JN412817 
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Hệ gen ti thể của mẫu UB-MK503 (mã số OR637878) có chiều dài 16.600 bp, 

với tỉ lệ GC là 42,9% (A 32,5%, T 24,6%, G 15,5% và C 27,4%). Hệ gen được chú 

giải gồm 37 gen, với 13 gen mã hóa protein (PCGs), 22 gen RNA vận chuyển (tRNA), 

02 gen RNA ribosome (rRNA) và 01 vùng không mã hóa (D-loop). Trong tổng số 37 

gen, 28 gen được mã hóa trên chuỗi nặng (heavy-H strand), trong khi đó 1 gen mã 

hóa protein (ND6) và 8 gen RNA vận chuyển (tRNAAla, tRNAAsn, tRNACys, tRNAGln, 

tRNAGlu, tRNAPro, tRNASer(UCN) và tRNATir) mã hóa trên chuỗi nhẹ (light-L strand). 

Trình tự sắp xếp các gen dạng mạch vòng được thể hiện ở Hình 3.12, vị trí và đặc 

điểm của từng gen trong hệ gen ti thể được trình bày ở Bảng 1 - Phụ lục 13. Đối với 

các gen mã hóa protein, 12/13 gen bắt đầu bằng codon ATG, riêng gen cytochrome 

coxidase subunit I - COI bắt đầu với codon GTG. Có ba loại codon kết thúc được ghi 

nhận, gồm TAA ở 6 gen (ND1, COI-III, ATP6-8, ND4L, ND5 và cytb, TAG ở ND2) 

và codon không hoàn toàn (T--) ở ND3-4 và ND6.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.11. Hệ gen ti thể của cá ét mọi Labeo chrysophekadion 

Các gen hiển thị bên trong vòng tròn được mã hóa trên chuỗi nặng, trong khi các 

gen bên ngoài được mã hóa trên chuỗi nhẹ 
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Cá ét mọi là loài có giá trị kinh tế quan trọng, phân bố rộng khắp lưu vực sông 

Mekong. Tuy nhiên, thông tin di truyền về loài cá này còn hạn chế, trước đây chỉ có 

một hệ gen ti thể được giải trình tự từ một cá thể ở Kandal, Campuchia, sử dụng 

phương pháp Sanger truyền thống. Nghiên cứu mới này đã bổ sung thêm một hệ gen 

ti thể của cá ét mọi từ Ubon Ratchathani (UB-MK), Thái Lan, đồng thời, cung cấp 

thông tin chi tiết về vị trí và đặc điểm gen so với nghiên cứu trước đó.  

Điểm nổi bật của nghiên cứu là việc áp dụng kỹ thuật RAD-seq để lắp ráp hệ 

gen ti thể. RAD-seq mang lại nhiều ưu điểm so với phương pháp Sanger truyền thống 

và giải trình tự toàn bộ hệ gen (WGS), bao gồm hiệu quả kinh tế cao, tốc độ xử lý 

nhanh và độ phủ sâu ở vùng gen mục tiêu, đảm bảo độ chính xác của hệ gen ti thể 

[78, 79]. Việc sử dụng RAD-seq mở ra tiềm năng nghiên cứu hệ gen ti thể và di truyền 

quần thể cho nhiều loài thủy sản khác ở lưu vực sông Mekong, hỗ trợ công tác bảo 

tồn và quản lý nguồn lợi thủy sản bền vững. Hệ gen ti thể cá ét mọi từ UB-MK được 

ghi nhận gồm 37 gen (13 gen mã hóa protein, 2 gen rRNA và 22 gen tRNA) cùng với 

vùng D-loop, với trật tự sắp xếp gen hoàn toàn phù hợp với các nghiên cứu trước đây 

về họ cá chép Cyprinidae [261–264]. Khi so sánh với trình tự hệ gen ti thể đã được 

công bố (mã số AP011199), hệ gen ti thể cá ét mọi trong nghiên cứu này có kích 

thước ngắn hơn 2 nucleotide (C và A). tương ứng với vị trí thứ 16.601 và 16.602 ở 

vùng D-loop. Sự khác biệt về kích thước này là một đặc điểm thường thấy giữa các 

cá thể và các loài, được giải thích là do sự thay đổi kích thước vùng điều khiển và 

vùng lặp [265]. Dữ liệu này cũng được củng cố thêm bởi sự dao động kích thước hệ 

gen ti thể trong các loài cùng giống Labeo, với 16.596 bp ở L. calbasu (mã số 

AP012143) đến 16.766 bp ở L. pierrei (mã số NC_022943) (Dữ liệu được cập nhật 

trên Ngân hàng Gen vào tháng 01/2025). Việc xác định chi tiết vị trí và đặc điểm gen, 

cùng với sự khác biệt di truyền cấp độ nucleotide này, cung cấp thông tin quan trọng 

cho công tác bảo tồn, nghiên cứu đa dạng di truyền, cấu trúc quần thể, mối quan hệ 

tiến hóa và xác định loài, đặc biệt là các loài có giá trị kinh tế tại lưu vực sông 

Mekong. 
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3.3.2. Xác định mã vạch RAD thuộc hệ gen ti thể và khảo sát di truyền 

quần thể cá ét mọi ở LMB 

3.3.2.1. Xác định mã vạch RAD thuộc hệ gen ti thể 

Quy trình radBARCODER xác định được tập hợp các vùng mã vạch RAD có 

kích thước là 757 bp. Trong đó, 502 bp (66,2%) được phát hiện trong các PCGs (ND1, 

COI, COIII và cytb), 79 bp thuộc gen 16S rRNA và phần còn lại thuộc các gen tRNA 

(tRNALeu, tRNAAsn, tRNACys, tRNATir và tRNAThr) (Hình 3.12).  

 

Hình 3.12. Giao diện đồ họa thể hiện vị trí của vùng mã vạch RAD trên hệ gen 

ti thể sử dụng tính năng BLAST (màu xanh dương thuộc gen rRNA và tRNA; 

màu xanh lá thuộc PCGs và màu đỏ là các acid amin tương ứng) 

3.3.2.2. Mức độ đa dạng di truyền của các quần thể cá ét mọi ở LMB 

Phân tích dữ liệu tập hợp mã vạch RAD (757 bp) cho thấy 9 quần thể cá ét mọi 

ở LMB có mức độ đa dạng haplotype cao (Hd = 0,849 ± 0,014), với tổng số 49 

haplotype (chiếm 19,8%) được ghi nhận. Số lượng haplotype ở mỗi quần thể dao 

động từ 6 haplotype/22 cá thể (27,3%) ở LP đến 12 haplotype/30 cá thể (40%) ở RE. 

Sự đa dạng haplotype dao động từ 0,71 ± 0,071 (LP) đến 0,871 ± 0,046 (UB-MK). 

Trong khi đó, sự đa dạng nucleotide (0,005 ± 0,0008) và số lượng các vị trí đa hình 

(113 vị trí) thu được tương đối thấp. Về sự đa dạng nucleotide và số lượng các vị trí 

đa hình ở từng quần thể, Luang Prabang có giá trị cao nhất (0,016 ± 0,002 và 45 vị 

trí), trong khi Đồng Tháp và Stung Treng có giá trị thấp nhất (0,002 ± 0,001 và 9-10 

vị trí). Nghiên cứu cũng ghi nhận sự khác biệt không đáng kể về đa dạng haplotype 

giữa các quần thể phân bố ở dòng chính, dòng nhánh và hợp lưu của sông Mekong. 
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Đồng thời, đa dạng nucleotide thấp được ghi nhận ở hai quần thể An Giang và Đồng 

Tháp thuộc ĐBSCL, và Stung Treng - hợp lưu Mekong và 3S (Bảng 3.11). 

Bảng 3.11. Đa dạng di truyền của các quần thể cá ét mọi ở hạ lưu sông Mekong 

dựa trên dữ liệu mã vạch RAD 

 Ghi chú: Nse: số trình tự mã vạch RAD, Nh: số haplotypes; S: số vị trí đa hình, Hd: đa dạng 

haplotype, π: đa dạng nucleotide, số liệu được trình bày dưới dạng giá trị trung bình ± độ 

lệch chuẩn.  

3.3.2.3. Cấu trúc quần thể của cá ét mọi ở LMB 

Sự khác biệt di truyền (FST) giữa các quần thể cá ét mọi ở LMB được ghi nhận 

là tương đối thấp. Trong đó, quần thể Luang Prabang thể hiện sự khác biệt di truyền 

có ý nghĩa thống kê so với các quần thể khác, với giá trị FST dao động từ 0,08 (LP/RE) 

đến 0,17 (LP/DT và LP/ST) (P < 0,05). Các quần thể còn lại cho thấy kết nối di truyền 

cao (P > 0,05), với giá trị FST từ <0,001 đến 0,04 (Bảng 3.12). 

Mạng lưới haplotype được xây dựng dựa trên tập dữ liệu mã vạch RAD của 247 

cá thể cá ét mọi thuộc 9 quần thể thu mẫu cùng với 1 trình tự tham chiếu từ Kandal - 

Campuchia (Hình 3.13). Kết quả cho thấy sự kết nối di truyền cao giữa các quần thể 

cá ét mọi ở LMB. Trong tổng số 49 haplotype được xác định, haplotype H1 thể hiện 

sự chia sẻ chung của tất cả 9 quần thể thu mẫu và trình tự tham chiếu ở Campuchia 

(70 trình tự, chiếm 28,2%). Hai haplotype (H7 và H10) được tìm thấy trong 8/9 quần 

thể, ngoại trừ quần thể Luang Prabang với số lượng trình tự tương ứng là 43 (17,3%) 

Vị trí trên sông Mekong Quần thể Nse Nh S Hd π 

Dòng chính 

PA 31 10 37 0,738±0,07 0,005±0,002 

PE 30 10 30 0,805±0,06 0,005±0,002 

UB-MK 26 11 19 0,871±0,05 0,004±0,002 

KT 27 10 55 0,835±0,05 0,009±0,003 

AG 24 10 16 0,822±0,06 0,004±0,002 

DT 29 10 10 0,842±0,05 0,002±0,001 

Hợp lưu Mekong – 3S ST 28 9 9 0,833±0,05 0,002±0,001 

Dòng nhánh – sông Khan LP 22 6 45 0,71±0,07 0,016±0,002 

Dòng nhánh – sông Chi RE 30 12 54 0,807±0,06 0,007±0,003 

Tổng cộng 247 49 113 0,849±0,01 0,005±0,0008 
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và 49 (19,8%). Bên cạnh đó, 5/9 quần thể (PA, UB-MK, ST, AG và DT) được ghi 

nhận ở haplotype H14 với 8 trình tự (3,2%). Haplotype H8 và H26 lần lượt được chia 

sẻ bởi 4/9 quần thể - PA, ST, KT, DT (6 trình tự, chiếm 2,4%) và RE, UB-MK, ST, 

DT (8 trình tự, chiếm 3,2%). Các haplotype H16, H20, H29, H36 và H37 ghi nhận 

các trình tự từ 2 – 3 quần thể. Đáng chú ý, một số lượng lớn haplotype đặc trưng 

(35/49), tức là các haplotype chỉ được tìm thấy ở một quần thể duy nhất, được ghi 

nhận ở tất cả quần thể. Riêng đối với quần thể Luang Prabang, ngoài haplotype H1 

chung, nghiên cứu ghi nhận thêm 5 haplotype đặc trưng của quần thể này, trong đó 

haplotype H3 có 7/22 trình tự. 

Bảng 3.12. Sự khác biệt di truyền (FST) giữa các quần thể cá ét mọi ở hạ lưu 

sông Mekong  

 Ghi chú: Kí hiệu của các quần thể thu mẫu tương tự như Bảng 3.11. Giá trị in đậm 

là có ý nghĩa thống kê (P < 0,05) 

 Dữ liệu mã vạch RAD, với chiều dài 757 bp, bao phủ cả vùng gen mã hóa và 

không mã hóa của hệ gen ti thể, đã chứng minh khả năng vượt trội trong việc phát 

hiện các vị trí đa hình với độ chính xác cao. Ưu điểm này cho phép phân tích hiệu 

quả sự đa dạng di truyền và sự khác biệt giữa các quần thể. Kết quả phân tích đa dạng 

di truyền bằng mã vạch RAD cho thấy sự kết nối quần thể cao ở hầu hết các khu vực 

hạ lưu sông Mekong, ngoại trừ khu vực thượng lưu-LMB (quần thể LP), nơi xuất 

hiện sự khác biệt rõ rệt và các haplotype đặc trưng quần thể. 

 

Quần thể LP PA PE RE UB-MK ST KT AG DT 

LP -         

PA 0,12 -        

PE 0,12 0,04 -       

RE 0,08 0,02 <0,001 -      

UB-MK 0,10 0,02 <0,001 <0,001 -     

ST 0,17 0,03 0,02 0,01 <0,001 -    

KT 0,09 0,01 <0,001 <0,001 0,01 <0,001 -   

AG 0,10 0,03 0,01 <0,001 <0,001 0,01 <0,001 -  

DT 0,17 0,02 0,02 0,01 0,01 <0,001 <0,001 0,01 - 
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Hình 3.13. Mạng lưới haplotype của các quần thể cá ét mọi ở hạ lưu sông 

Mekong sử dụng dữ liệu mã vạch RAD. Các đường nối giữa các vòng tròn thể 

hiện một bước đột biến. Đường gạch thể hiện việc cộng thêm các bước đột 

biến. Kích cỡ của vòng tròn thể hiện số lượng trình tự. Các màu sắc tương ứng 

với trình tự của các quần thể thu mẫu và trình tự từ Ngân hàng Gen [177] 

Sự khác biệt nổi bật giữa kết quả mã vạch RAD và chỉ thị SNPs (vốn phân tách 

3 nhóm quần thể riêng biệt) được giải thích bởi bản chất khác nhau của hai loại chỉ 

thị: mtDNA chỉ phản ánh cấu trúc di truyền dựa trên dòng mẹ, trong khi SNPs khảo 

sát biến dị trên toàn bộ hệ gen (gồm gen nhân và ti thể), cung cấp độ phân giải cao 

hơn. Sự đối lập này cho thấy các phân tách cục bộ trong quần thể cá ét mọi chỉ có thể 

được phát hiện bởi SNPs do khả năng khảo sát toàn hệ gen, nhấn mạnh tầm quan 

trọng của việc sử dụng kết hợp nhiều loại chỉ thị để nắm bắt toàn diện lịch sử tiến hóa 

và cấu trúc quần thể. Việc không phát hiện được cấu trúc quần thể rõ rệt ở hầu hết 

các khu vực LMB khi sử dụng mã vạch RAD tương đồng với nghiên cứu về hàu (C. 

virginica) ở Vịnh Mexico [150], nơi sự kết nối mạnh mẽ được quy cho giai đoạn trôi 

nổi kéo dài của ấu trùng (50-350 ngày), tạo điều kiện cho sự phát tán rộng rãi của các 
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cá thể. Tương tự, cá ét mọi cũng có giai đoạn trôi nổi của ấu trùng (35-50 ngày), góp 

phần vào sự kết nối quần thể. Tuy nhiên, đặc điểm di cư chặng ngắn/tùy nghi của cá 

ét mọi tạo ra các luồng gen cục bộ, và sự khác biệt giữa hai chỉ thị cung cấp một góc 

nhìn sâu sắc về lịch sử tiến hóa và khả năng thích nghi của loài cá di cư ở LMB. 

Việc phát hiện các haplotype đặc trưng quần thể ở thượng lưu-LMB từ mã vạch 

RAD là một bước tiến quan trọng, mở ra tiềm năng ứng dụng trong nhiều lĩnh vực 

nghiên cứu. Các haplotype này có thể được sử dụng để theo dõi di cư, giúp xác định 

đường di chuyển của cá giữa các khu vực, đặc biệt hữu ích cho các loài di cư chặng 

ngắn và tùy nghi. Đồng thời, chúng cho phép xác định nguồn gốc quần thể, từ đó xác 

định các khu vực sinh sản và tuyến đường di cư quan trọng, hỗ trợ công tác bảo tồn 

và quản lý. Kết quả này cũng tương tự như nghiên cứu trước đây về quần thể cá lóc 

C. striata ở Biển Hồ, nơi ghi nhận các haplotype đặc trưng và sự khác dị di truyền 

cao cho thấy sự hạn chế dòng gen giữa quần thể cá lóc ở Biển Hồ và các quần thể 

khác [159]. Điều này phù hợp với xu hướng chung trong sinh học bảo tồn, nơi mà các 

chỉ thị di truyền ngày càng được sử dụng để hỗ trợ các quyết định quản lý. Hơn nữa, 

sự biến đổi tần suất của haplotype theo thời gian có thể phản ánh tác động của các 

yếu tố môi trường như biến đổi khí hậu hay ô nhiễm, giúp đánh giá mức độ tổn thương 

và đưa ra biện pháp bảo tồn phù hợp. Cuối cùng, haplotype đặc trưng còn là công cụ 

để phân tích chi tiết di truyền quần thể, xác định mức độ biệt hóa di truyền và đánh 

giá các quá trình tiến hóa, từ đó cung cấp kiến thức sâu sắc về sinh học quần thể và 

hỗ trợ bảo tồn hiệu quả.  
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

Kết luận 

1. Nghiên cứu đã thu thập và tạo thư viện từ ba loài cá đặc trưng của lưu vực 

sông Mekong: 272 mẫu (9 quần thể) cá chạch lá tre, 255 mẫu (9 quần thể) cá ét 

mọi, và 192 mẫu (7 quần thể) cá vồ đém. Từ đó, hệ gen tham chiếu rút gọn của ba 

loài cá này được lắp ráp de novo. Kết quả phân tích SNPs xác định được 4.237 SNPs 

đặc trưng cho cá chạch lá tre, 825 SNPs cho cá ét mọi và 1.270 SNPs cho cá vồ đém. 

2.  Mức độ đa dạng di truyền, khác biệt di truyền và cấu trúc quần thể của ba 

loài cá điển hình ở sông Mekong được xác định. Đồng thời, mô hình di cư của cá ét 

mọi và cá vồ đém ở LMB được dự đoán sử dụng chỉ thị SNPs. Cụ thể là: 

- Tập tính di cư của các loài cá có mối tương quan thuận với mức độ đa dạng di 

truyền và tương quan nghịch với tỉ lệ giao phối cận huyết. Ở cá chạch lá tre không di 

cư, mức độ đa dạng di truyền của loài này thấp nhất (Ho/He = 0,140/0,176) và hệ số 

cận huyết cao nhất (FIS = 0,40-0,61). Cá vồ đém - di cư chặng dài - có mức độ đa 

dạng di truyền cao nhất (Ho/He = 0,220/0,266) và hệ số cận huyết thấp nhất (FIS = 

0,173). Cá ét mọi - di cư chặng ngắn và tùy nghi - thể hiện mức độ đa dạng di truyền 

và giao phối cận huyết trung bình (Ho/He = 0,185/0,233, FIS = 0,225-0,299). 

- Kết quả phân tích sự khác biệt di truyền (FST và AMOVA) và cấu trúc quần 

thể ghi nhận: cá chạch lá tre và cá ét mọi thể hiện sự phân hóa quần thể rõ rệt theo 

khu vực địa lý - với lần lượt 4 nhóm (UMB, thượng và trung lưu-LMB, dòng nhánh 

trung lưu-LMB và hạ lưu-LMB) và 3 nhóm (thượng, trung, hạ lưu-LMB) - thì quần 

thể cá vồ đém lại duy trì sự kết nối di truyền cao trên toàn lưu vực LMB. 

- Mô hình di cư (divMigrate) và lịch sử phân tách, pha trộn quần thể (Treemix) 

ghi nhận cả cá ét mọi và cá vồ đém ở LMB đều có khả năng di cư xuôi dòng, ngược 

dòng và vượt qua khu vực thác Khôn. Dựa trên dữ liệu di truyền, sự đối lập trong tập 

tính của hai loài được dự đoán: cá ét mọi (loài di cư chặng ngắn/tùy nghi) có xu hướng 

thực hiện một tuyến di cư dài khoảng 1.200 km; trong khi đó, cá vồ đém (loài di cư 

chặng dài) lại cho thấy mô hình không liên tục trong tuyến di cư, giới hạn giữa hạ lưu 

(AG) và trung lưu (UB-MK) với khoảng cách 1.000 km.  
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3. Nghiên cứu lắp ráp và chú giải hệ gen ti thể của cá ét mọi (L. 

chrysophekadion), đạt kích thước 16.600 bp và được đăng ký trên ngân hàng Gen với 

mã số OR637878. Vùng mã vạch RAD (757 bp) được xác định từ 247 cá thể cá ét 

mọi ở lưu vực sông Mekong. Kết quả cho thấy sự kết nối di truyền cao giữa các quần 

thể, với đa dạng haplotype đạt 0,849±0,014 và đa dạng nucleotide đạt 0,005±0,0008. 

Ngoại trừ quần thể Luang Prabang, không có sự khác biệt di truyền đáng kể nào được 

ghi nhận giữa các quần thể. 

Kiến nghị 

1. Về quản lý và bảo tồn: 

- Chuyển đổi sang quản lý theo đơn vị di truyền: Thiết lập ranh giới bảo tồn dựa 

trên số lượng cụm quần thể đã được ghi nhận (04 vùng cho cá chạch lá tre, 03 vùng 

cho cá ét mọi và 01 vùng cho cá vồ đém) để đảm bảo bảo vệ được tính đa dạng đặc 

hữu của từng khu vực địa lý.  

- Duy trì tính kết nối tại các điểm giao sinh thái: Ưu tiên bảo vệ các đoạn sông 

xung quanh khu vực thác Khôn và các hành lang trung – hạ lưu để duy trì dòng gen 

xuyên biên giới, đặc biệt cho các loài cá trắng và cá xám. 

2. Về định hướng nghiên cứu: 

- Tích hợp các phương pháp luận và mở rộng quy mô: Kết hợp dữ liệu SNPs 

với phân tích đá tai và gắn thẻ điện tử, đồng thời mở rộng các địa điểm thu mẫu ở các 

khu vực sinh thái (như Siêm Riệp, Luang Prabang, hệ thống 3S) để so sánh giữa 

“dòng gen lịch sử” và “hành vi di cư thực tế” nhằm làm sáng tỏ các điểm mâu thuẫn 

về tuyến đường di cư đã phát hiện.  

- Đánh giá tác động và giám sát lâu dài: Thiết lập chương trình giám sát định kỳ 

kích thước quần thể hiệu quả thông qua eDNA hoặc SNPs để đưa ra cảnh báo sớm 

về các quần thể có nguy cơ suy vong do cận huyết, đồng thời nghiên cứu sâu tác động 

của đập thủy điện và biến đổi khí hậu đến cấu trúc quần thể. 
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