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LOI CAM POAN
T61 xin cam doan luan &n la cong trinh khoa hoc do t61 thyc hién dudi sy huong
dan cua tap thé gido vién huéng dan. Luan an st dung thong tin trich din tir nhiéu
ngudn tham khao khac nhau va cac thong tin trich dan dugc ghi rd ngudn gbe. Cac
két qua nghién ctru dugc cong bd cing voi cac dong tac gia va duoc sy nhat tri cia
cac tac gia khi dua vao ludn an. Céc sb liéu, két qua dugc trinh bay trong luin 4n 1a
hoan toan trung thue va chinh x4c va 1a mot phan trong dy 4n PEER 6-435 “Di truyén
hoc tong quan vé lich sir tw nhién ciia cdc lodi cd khai thdc ¢ luu viee song Mekong”
do PGS. TS. bang Thuy Binh chu tri.
Tai xin chiu hoan toan trach nhiém vé tinh xéac thuc cta 16 cam doan nay.
Da Ning, ngay ...... thang ..... nam 2026

Nghién ctru sinh

Trwong Thi Oanh



LOI CAM ON

Trong sudt qua trinh hoc tap tai Truong Pai hoc Bach khoa - Pai hoc Pa Nang
va thyc hién luan an tai Truong Pai hoc Nha Trang, em da nhan dugc su quan tam va
huéng dan tan tinh ctia nha trudng, cac thiy cd gido, cic dong nghiép, ban bé va gia dinh.

Nhan day, cho phép em dugc bay té 1ong kinh trong va biét on sau sac toi
PGS. TS. Pang Thiy Binh va TS. Ngo Thai Bich Van da tan tinh hudng dan, danh
nhiéu cong stc, thoi gian va tao diéu kién cho em trong sudt qua trinh hoc tap, thuc
hién luan an va cong bd cac cong trinh nghién ctru.

Em cadm on TS. Vi BPdng Ha Quyén (Giang vién Vién Cong ngh¢ Sinh hoc va
Moi truong) va ThS. Tran Quang Sang (Thanh vién nhém nghién ctru “Pa dang Sinh
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hoc va Bao ton”) tai Trudng Pai hoc Nha Trang da giup d& va ho tro vé moi mat, tur
nhirg dong gop vé mit chuyén mén hoc thuat cho dén nhitng chia sé vé cudc sdng
hang ngay.

Em xin giri 10i cam on dén GS. Kent Carpenter (Pai hoc Old Dominion, M¥)
d3 hudng dan va dong hanh cing em trong cac chuyén thu mau thuc dia, hd trg em
trong viéc phan tich dit liéu va cong bd cac cong trinh nghién ctru.

Em xin cam on quy thay co trong cac hoi dong bao vé tong quan, cic chuyén
dé nghién ctru va danh gia & don vi chuyén moén di danh thoi gian quy bau dé doc va
dong goép nhirng ¥ kién danh gia dé luan an ndy ciia em dugc hoan thién hon.

Em xin bay t6 1ong biét on chan thanh t6i Ban Giam hiéu, cac thay c6 ¢ Phong
bao tao, Khoa Hbéa, B§ mén Cong nghé Sinh hoc truong Pai hoc Bach Khoa, Dai
hoc ba Ne:mg da tan tinh giup do, tao diéu kién va hd trg em trong qua trinh hoc tap,
thuc hién va hoan thanh luan an.

Em ciing xin guri 10i cam on dén cac d6i tac cua du an PEER, GS. TS. Vii Ngoc
Ut, PGS. TS. Duong Thity Yén, ThS. Nguyén Thi Ngoc Tran (Trudng Pai hoc Can
Tho), TS. Phounvisouk Latsamy (Lao), ThS. Sophorn Uy va ThS. Samol Chhuoy
(Pai hoc Hoang gia, Campuchia), TS. Chaiwut Grudpan (Pai hoc Ubon Ratchathani,
Théi Lan), TS. Mie Mie Kyaw (Pai hoc Mandalay, Myanmar), TS. Ellen E. Biesack
va TS. Amanda S. Ackiss (Pai hoc Old Dominion, My), TS. Christopher Bird va
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Sharon F. Magnuson (Pai hoc Texas A&M, Corpus Christi, My) da gitp do, chia sé
kinh nghiém va hd trg em trong qua trinh nghién ctru tu thuc dia dén thyc hién thu
vién DNA va xu ly s6 liéu.

Gui 161 cam on ba me, gia dinh va ban b¢ than thiét da ludn ung hd va dong
vién trén con dudng hoc tap va nghién ctru khoa hoc.

Va cudi ciing, em xin chan thanh cam on dén ngudn tai tro kinh phi hoc tip va
nghién ctru cua to chitc USAID thong qua du an PEER va Quy P6i méi sang tao
Vingroup (VINIF).

Trong qua trinh thyc hién luan an, do kién thuc va thoi gian nghién ctru cua
em con han ché nén khong thé tranh khoi nhitng thiéu sé6t. Em mong nhan duoc nhiing
dong gop ¥ kién quy bau cta thiy c6 dé luan an cta em duoc hoan thién hon.

Da Ning, ngay .... thang ..... nam 2026

Nghién ctru sinh

Trwong Thi Oanh
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GIAI THICH CAC THUAT NGU

1. Poan doc (read): doan trinh tr DNA c¢6 kich thude ngin (<300 bp) hodc dai
(vai kilobase) tiy theo chién lugc giai trinh ty.

2. Contigs 13 cac doan trinh ty dai, lién tuc, khong c6 khoang tréng thu duoc tir
viéc lap rap cac doan doc chong 1ap (overlap) 1én nhau.

3. Scaffolds 14 tip cac contigs dugc sip xép theo trat tr va c6 thé co khoang tréng
gifra chung.

4. P sau bao phu (Depth of Coverage, thuong goi 1a "Depth") 1a sb 1an mot
nucleotide cu thé trong trinh ty DNA duoc doc trong qua trinh giai trinh tu.

5. Do sdu bao phu trung binh t6i thiéu (Minimum Mean Depth) 13 d6 sdu bao phu
trung binh thap nhat dugc yéu cau hodc quan sat trong mot tap dit liéu giai trinh tu,
va thuong dugc st dung dé danh gia chat luong dit li€u va do tin cay cua két qua phan
tich. Vi du d6 sau bao phu1 > 30x, nghia 12 mdi nucleotide nén duoc doc it nhat 30 lan
dé ¢am bao d6 chinh xac cao.

6. Alen thay thé (Minor Allele Count) 13 s6 1an xuat hién cta alen it phd bién hon
trong mot tap hop dit liéu di truyén.

7. Tan sé alen thay thé (Minor Allele Frequency) 1a ti 1& xuét hién cta alen it phd
bién hon (alen thay thé) trong mot quan thé.

8. Loci trung tinh (neutral loci) 1a cac vi tri (loci) trong hé gen khong chiu tac dong
truc tiép cua chon loc tu nhién.

9. Loci ngoai vi (outlier loci) 1a nhitng vi tri trong hé gen c6 su khac biét dang ké
vé tan sb alen hodc mirc d6 da dang di truyén so voi phan 16n céac loci khac trong
quan thé.

10. Loci dap tng (adaptive loci) 1a cac vi tri trong hé gen c6 lién quan dén su thich
nghi cua sinh vat véi moi truong.

11. Loci cin bang (balance loci) 1a nhitng vi tri trong hé gen ma tai d6 tinh da
dang di truyén dugc duy tri nho sy tac dong cua cic co ché chon loc dic biét, chang

han nhu chon loc can bang (balancing selection). Cac loci ndy 6 sy ton tai song song
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ctia nhiéu alen, vi cac alen nay khong bi loai bo hoac ¢d dinh mot cach triét dé, ma
thay vao d6 ching duy tri sy cdn bang trong quan thé qua nhiéu thé hé.

12. Phan tich phuong sai phan tir (Analysis of Molecular Variance — AMOVA) la
phuong phap théng ké duogc st dung dé phan tich va do luong su phan b cta bién di
di truyén trong cic nhom quén thé sinh vat. Phuong phap ndy phan chia tong bién di
di truyén thanh cac phan tir tvong tmg véi cic mirc phan 16p (giita cac quan thé, giira
cac nhom trong quan thé, va trong cac ca thé cia timg nhom.) va xac dinh ti 18 bién
di gitra cdc nhom va trong tirng nhom. AMOVA dac biét hitu ich trong viéc nghién
clru cdu tric quan thé va mirc d6 phan hoa di truyén giita cac nhom hodc quan thé.

13. Markov chain Monte Carlo (MCMC) sampling: Mot ki thuat thong ké dé tich
hop mot ham bang cach 1dy cac mau ngiu nhién (“Monte Carlo”) tir ham, dua trén
mdi miu ciia mau trude d6 (“Markov chain”). Ky thuat ngau nhién nay rat hitu ich
khi ham khong thé duoc tich hop truc tiép, nhung c6 thé that bai néu mau duoc rat ra
khong du 16n hoic khong kham phé tat ca cac ving quan trong cua ham.

14. Dong hang (alignment) 1a qué trinh sip xép hai hodc nhiéu trinh ty dé xac dinh
cac vung tuong dong gitra ching.

15. Sap xép (mapping) 1a qua trinh gan cac doan trinh ty ngin 1én mot trinh ty
tham chiéu d3 biét nham xac dinh vi tri chinh xac cia cic doan doc trén trinh tu tham

chiéu.
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MO DAU
1. Ly do chon d@é tai

Séng Mekong bit ngudn tir cao nguyén Tay Tang (Trung Qudc) véi chidu dai
4.909 km chay qua dia phan ctia 6 qubc gia chau A trude khi d6 ra Bién Pong, gdm
Trung Qudc va Myanmar thudc phan thuong luu (Upper Mekong Basin — UMB);
Lao, Thai Lan, Campuchia va Viét Nam thudc phén ha luvu (Lower Mekong Basin —
LMB). Luu vuc song Mekong dugc biét dén 1a trung tam da dang sinh hoc thily san
toan cau, chi xép sau Amazon va Congo, voi hon 1.300 loai ca [1-4]. Nguon loi thiy
san khong 16 nay dong vai tro then chét trong an ninh luong thuc va sinh ké cta hon
70 triéu nguoi dan va dugc du bao s€ tang 1€n 100 triéu vao nam 2050 [5]. Pac trung
cua h¢ sinh thai nay la su tdn tai clia cac nhom cé vai tap tinh di cu phtrc tap va da
dang, tir ca den (khong di cu) dén ca trang (di cu ching dai), dugc diéu phdi chit ché
boi cac yéu tb thury van, ddc biét 1a chu ky nhip 1i hang niam [6, 7].

Tuy nhién, hé sinh thai Mekong dang d6i mat voi nhitng thach thic nghiém
trong do tac dong tong hop ciia con ngudi va bién dbi khi hau. Viéc khai thac qua
murc, xay dung dap thuy dién, phat trién nong nghiép va d6 thi hoa di tao ra nhiing
rio can vat 1y, 1am thay d6i dong chay tu nhién va chia cit moi truong song cia ca,
dan dén su suy giam ngudn loi thuy san va gia ting nguy co tuyét ching cho nhiéu
loai [4, 8]. Trong bdi canh dé, viéc nghién ciru sau vé da dang di truyén va ciu tric
quan thé cta cac loai ca & luu vuc séng Mekong trd nén cap thiét, nham cung cip co
so khoa hoc cho cong tac bao ton, phuc hdi va quan 1y bén vitng ngudn lgi thity san.

Cho dén nay, mot s6 nghién ctru vé da dang di truyén va ciu trac quan thé ca
song Mekong da dugc thuc hién, st dung cac chi thi phan tir khdc nhau nhu DNA ti
thé [9—12], microsatellite [11, 13, 14] va da hinh nucleotide don (Single Nucleotide
Polymorphisms — SNPs) [15-18]. Két qua cua cac nghién ctru nay cho thiy muc do
phan héa di truyén giita cac quan thé khac nhau doc theo dong chinh va cac dong
nhanh, phan anh mdi lién hé gitta cdu tric di truyén véi tap tinh di cu va lich st tién

hoa ciia loai. Cac loai c4 di cu ching dai thuong duy tri mirc d6 da dang di truyén cao



va c6 su két ndi quén thé rong hon so vai céc loai cd khong di cu [10, 11, 13, 14, 19,
20]. Gan day, nhitng nghién ctru tng dung chi thi SNPs da chi ra ddu hiéu suy giam
da dang di truyén, hé sb can huyét cao va kich thudc quan thé hiéu qua thap ¢ mot sd
loai ca song Mekong, duoc cho 13 hé qua cta khai thic qua mirc, phat trién thuy dién
va bién d6i khi hau [15, 17].

Maic du vay, mot khoang tréng kién thirc 16n van tdn tai khi cac nghién ctru hién
tai chu yéu tap trung vao ting loai don 1é hodc quy mé mau han ché, din dén nhiing
du bao vé kha nang thich nghi clia cic nhom c trude bién dong moi trudng thiéu tinh
thong nhat. Su thiéu hut cc phén tich so sanh dong thoi giita cac loai dai dién cho
cac chién luge sdng khac nhau trong cing mot bdi canh thuy van di can tré viée xay
dung cac mo hinh bao ton tong thé cho toan luu vue.

Dé khic phuc han ché vé d6 phan giai cta cac chi thi truyén thong, nghién ciru
nay su dung chi thi SNPs véi vu diém vuot troi vé mat do phan bd toan hé gen, cho
phép phat hién cac bién di di truyén ¢ mirc do nucleotide [21, 22]. K§ thuat EZRAD
(Enzyme Restriction-site Associated DNA) dugc ap dung nhu mot chién luge t6i uu
dé thu nhan bo dit liéu SNPs quy mé 16n cho céc loai chua c6 hé gen tham chiéu, gitp
danh gi4 chi tiét va tin cdy hon vé muc do da dang di truyén va ciu tric quan thé
trong bdi canh mdi trudng bi phan manh tai luu vue séong Mekong [23].

Trén co s do, nghién cuu “Phdt hién va nghién ciru wng dung cdc chi thi da
hinh nucleotide don (SNPs) bang ky thuit EzRAD ciia ba lodi cd dién hinh ¢ luu
viee ha luu song Mekong” dugc thuc hién, tap trung vao 03 loai dai di¢n cho céc tép
tinh di cu va vong doi phat trién khac nhau, gébm ca chach 14 tre Macrognathus
siamensis (ca den, khong di cu), ¢4 ét moi Labeo chrysophekadion (ca xam, di cu
ching ngin va tuy nghi) va ca vo dém Pangasius larnaudii (ca tring, di cu ching
dai). Nghién ciru hudng t6i giai quyét cac van dé then chdt thong qua hai cau hoéi: 1)
Sy twong tac giira tap tinh di cu va vong doi phat trién hinh thanh nén cac bién thién
di truyén va kha niang duy tri dong gen giita cac loai nhu thé nao?; 2) Liéu cic bang

ching vé ciu triic di truyén va sy suy giam da dang hién nay c6 phan anh nhiing tac



dong tich lily tir cac rao can canh quan va bién d6i diéu kién moi truong tai ha luu
song Mekong hay khong? Nhirng két qua nay s& gbp phan 1am sang té co ché duy tri
va phan hoa di truyén cua cac loai ca song Mekong, ddng thoi cung cap lun ctr khoa
hoc quan trong cho chién lugc bao ton va quan 1y bén virg ngudn loi thity san.

2. Muc tiéu nghién ctru

2.1. Muc tiéu chung

Nghién ctru nay dugc thuc hién nham danh gia va so sanh muc do da dang di
truyén va su két ndi quan thé cia 03 loai ca dién hinh & song Mekong thong qua
viéc str dung k¥ thuét di truyén tién tién, tir 46 xay dung co s& dit liéu di truyén phuc
vu cong tac quan 1y, bao ton va khai thac bén vitng ngudn loi thuy san trong khu vuyec.
2.2. Muc tiéu cu thé

- Lap rap de novo hé gen ciia ba loai c4 dién hinh (c4 chach 14 tre M. siamensis,
ca 6t moi L. chrysophekadion va ci vo dém P. larnaudii) & luu vyuc ha luu song
Mekong, dong thoi phat hién cac SNPs phuc vu phan tich di truyén quéan thé.

- Panh gia va so sanh thong tin di truyén quan thé cia ba loai c4, gom mirc do
da dang di truyén trong va giita quan thé, kich thudc quan thé hiéu qua, moé hinh di cu
va muc d6 két ndi di truyén gifta cac quan thé.

- Lfip rap va chu giii hé gen ti thé cua ca ét moi, xac dinh ma vach RAD va
phan tich ciu triic di truyén quan thé nham bd tro va kiém chirng két qua phan tich
dua trén dir li¢u SNPs thudc hé gen nhan.

3. N§i dung nghién ciru

1) Lap rép de novo hé gen ctia 03 loai ca dién hinh & luu vuc ha luu song Mekong
va xac dinh céc chi thi phan tir SNPs.

2) Khao sat va so sanh da dang di truyén, cau trac di truyén quan thé, wdc luong
kich thuéc quan thé hiéu qua va du doan mé hinh di cu cta 03 loai ca nghién ctru &
luu vuc ha luu song Mekong.

3) Lap rap va chu giai hé gen ti thé, xac dinh ma vach RAD va khao sat cau tric

di truyén quan thé cua ca ét moi Labeo chrysophekadion.



4. Nhitng dong gop mdi cia luan an

% Vé néi dung nghién civu:

Nghién ciru Gng dung k¥ thuat EZRAD dé phat hién va tuyén chon céc chi thi
SNPs dic trung quan thé phan bd rong trén toan hé gen, mo ra hudng tiép can méi
trong nghién ctru di truyén quan thé cho 03 loai c4 dién hinh & séng Mekong co tap
tinh di cu va vong doi phat trién khac nhau, gdm ca chach 14 tre (khéng di cu, dai
dién cho quén thé ca dja phuong), ca ét moi (di cu chiang ngan va tiy nghi, thé hién
su lién két giita cac ving sinh thai va thich nghi linh hoat v&i méi trudng) va ca vo
dém (di cu ching dai, phan anh sy két ndi gitta cac ving sinh thi va cc tuyén dudng
di cu).

% Vé diém mdi va tinh noi bit:

—  Phan tich da dang di truyén va cdu triic quan thé toan dién: St dung s6 luong
16n chi thi SNPs duoc tuyén chon tir ki thuat EZRAD, nghién ciru cung cép cai nhin
tong quan vé mirc do da dang di truyén va cau triic quan thé cua ca 03 loai c4, vuot
tréi so voi cac nghién ctru trude day sir dung cac chi thi truyén thong, hodc/va st
dung chi thi SNPs trong nghién ctru don loai.

— D dodn mé hinh di cue phit hop véi lich sit phdt trién: Lan dau tién dir liéu
SNPs duogc trng dung va stir dung cac thuat toan da dang dé du doan mo hinh di cu
clia ca ét moi va ca vo dém & LMB, goi mé thong tin vé cac tuyén dudng di cu va sy
két ndi gitra cac quan thé ca.

— Ung dung dit liéu EzZRAD trong phdn tich hé gen ti thé va cdu triic quan thé:
Nghién ctru khai thac dir liéu dit liéu EzZRAD tir nhiéu ca thé dé vira tai cau tric hé
gen ti thé, vira sang loc dong thoi cac vi tri da hinh mat d6 cao & ca ét moi. Nguodn dir
lidu nay duoc Gmg dung hiéu qua vao viéc danh gia da dang di truyén va cau triic quan
thé cta loai nghién ctru, mé ra hudng tiép can méi trong nghién ctru hé gen ti thé cta

cac loai ca.



5.Y nghia khoa hoc va thue tién ciia luin an

Y nghia khoa hoc: Nghién ctru d3 1am sang to cu trac di truyén va mé hinh di
cu cta ba loai ca dién hinh tai song Mekong thong qua ky thuat EZRAD. Két qua
khong chi khic phuc han ché ciia cac phuong phép truyén thong vé d6 phan giai dit
liéu ma con cung cip khung tham chiéu gi tri cho cong tac bao ton da dang sinh hoc
tai cac hé théng song 16n. PBac biét, viéc két hop phan tich h¢ gen ti thé va ma vach
RAD d3 thiét 1ap hudng tiép can méi trong nghién ctru di truyén dong me va kha ning
thich nghi cua céc loai thuy sinh.

Y nghia thuc tién: Két qua nghién ctru nay c6 y nghia thyc tién quan trong trong
viéc bao ton va quan 1y ngudn loi thiy san & song Mekong. Viéc xac dinh ciu tric
quan thé va mo hinh di cu cta cac loai ca giup cac nha quan 1y dua ra cac bién phap
bao ton phu hop, dam bao sy bén viing ciia cac quan thé ca. Dit liéu SNPs va hé gen
ti thé duoc tao ra tir nghién ciru nay 1a ngudn tai nguyén di truyén quy gia, co thé
dugc st dung dé theo ddi su thay ddi di truyén cta cac quan thé ca theo thoi gian,
danh gia tac dong cua cac yéu to moi trudng va hd tro cac chuong trinh phuc hdi quan
thé. Ngoai ra, viéc giai ma hé gen ti thé ctia ca ét moi dugc tng dung trong viéc phat
trién cac phuong phap xac dinh loai va theo doi ngudn gdc san pham thiy san.

6. Cau triic ciia luin 4n

Luén an g?)m 130 trang (khong ké bia, muc luc, danh muc céc hinh, bang biéu
va phan phu lyc), bao gom:

M¢ dau c6 5 trang trinh bay tinh cép thiét, muc tiéu, ndi dung, tinh méi, ¥ nghia
khoa hoc va thuc tién cta luan an.

N6i dung chinh gém 3 chuong:

Chuong 1: Téng quan tai liéu gdm 36 trang;

Chuong 2: D6i twong, pham vi va phuong phap nghién ctru, gdm c6 24 trang;

Chuong 3: Két qua nghién ctru va thao ludn gdm 42 trang;

Phan két luan va kién nghi gém 2 trang;

Phan cic cong trinh cong bd va tai liéu tham khao gdm 22 trang.

Trong ludn 4n, tong cong c6 17 bang, 28 hinh anh, 265 tai liéu tham khao tiéng
Viét va tiéng Anh.



CHUONG 1:
TONG QUAN TAI LIEU
1.1. Tong quan vé lwu vie ha lru song Mekong
1.1.1. Dic diém dia Iy, khi hiu va thiiy vin ciia lua vire ha Iru séng Mekong

Séng Mekong 1a mot trong nhitng hé théng sdng 16n nhét thé gidi, bat ngudn tir
cao nguyén Tay Tang (Trung Qudc) va chay qua 6 qudc gia Chau A, dat tong chiéu
dai 4.909 km [24], dién tich Ivu vuc 795.000 km?, v6i luu luvong trung binh hang ndm
14.500 m3/s [25]. Vé mat dia 1y, luu vuc phéan chia thanh Thuong luu (Upper Mekong
River Basin — UMB) chay qua Trung Qudc, Myanmar (chiém 24% dién tich luu vuc)
va Ha luu (Lower Mekong River Basin — LMB) nam trén dia phan Lao, Thai Lan,
Campuchia va Viét Nam (chiém 76%). Luu vuc LMB lai chia tiép thanh thuong luu-
LMB, trung luu-LMB va ha luu-LMB (Hinh 1.1A), véi ranh gioi tu nhién gitta trung
lru-LMB va ha luu-LMB 1a thac Khon - quan thé thac ghénh dai hon 10 km, von 1a
rao can tu nhién quan trong ddi voi sy di cu cta loai ca [26] (Hinh 1.1B). Xudi dong,
song hop luu véi hé thong 3S (Sesan, Srepok, Sekong) tai Campuchia (Hinh 1.1C),
sau d6 két ndi voi Bién Ho qua song Tonle Sap. Khi vao Viét Nam, dong chinh chia
thanh song Tién va song Hau, tao nén Pong bang song Cru Long (PBSCL). Xét vé
khu hé sinh théi, ngoai trr ving Thuong Lan Thuong thudc Trung Qudc, bdn ving
sinh thai con lai (Ha Lan Thuong, cao nguyén Khorat, Kratié-Stung Treng va chau
tho Mekong) déu thudc luu vuc LMB [27].

Thuy van cta luu vuc song Mekong chiu sy chi phdi manh mé ctia khi hau gid
mula, tao nén hai mua rd rét: mua mua (tir gitta thang 6 dén dau thang 11) va mua kho
(tir thang 12 dén thang 5), cung hai giai doan chuyén tiép. Su thay d6i nay din dén
bién dong luu lugng dong chay dang ké. Muia mua cung cap khoang 75% tong luong
nude hang nam, thuong gay ra lii lut trén dién rong ¢ ha luu va dong vai tro thiét yéu
cho chu trinh tudi tiéu, san xut va danh bét ca [28]. Luu lugng nudc dat dinh diém
(khoang 40.000 m?3/s) vao thang 9 — 10 [29].Nguoc lai, mua kho 1a giai doan luu
luong nudce thip nhat (khoang 2.000 m?/s vao dau thang 4) [29], véi khoang 35%



tong luu lugng nude dén tir thwong ngudn Trung Qudc [30]. Do d6, co sé ha tang cap
nude ¢ thuong luu déng vai trd quan trong trong viée diédu tiét thity van, dic biét trong
giai doan kho han. Luu lugng nudc bt dau tang manh vao cudi thang 5, bao hiu su
khéi du cua chu ky gié mua méi.
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Hinh 1.1. H¢ théng luu vire sdng Mekong
A. Luu vue song Mekong phdn chia theo dia ly (mau xam thuoc khu vuc thwong luu-
UMB, xanh dvong la thuong luu-LMB, vang la trung luu-LMB va xanh la la hg
luvu-LMB) [31]; B. Khu vuc thac Khon (chir in nghiéng la cdc kénh chinh, chir in
hoa la cdc ddo, mau dé la ghénh thdc va miii tén mau xanh la huéng dong chdy)

[32], C. Khu vuc Stung Treng va cdc dap thuy dién da (A) va sé (m) xday dung [33]



1.1.2. Cidc hé théng di cw 6 ha lru séng Mekong

O ha luu song Mekong, ba hé thong di cu dudng dai duoc xac dinh [7, 34]
(Hinh 1.2A). (1) Hé théng di cuw thwong heu-LMB: trai dai tir diém hop luu giita dong
nhanh Xiaohei (Trung Quéc) va dong chinh dén Luang Prang (Lao). Poan séng dic
trung boi viée thiéu cac nhanh song 16n va it ving ngap. Tai hé thong nay, cac loai di
cu tir noi tri 4n mua kho & dong chinh, ngugce dong 1én khu vyc sinh san (nhu Séng
Buyuan) khi mia muwa bat du. (2) Hé thong di cur trung luu-LMB: tit Luang Prang
xudng dén thac Khon, dic trung voi dia hinh gb ghé, thung liing hep va nhiéu song
nhanh 16n. O hé thong nay, ca sinh san & cac nhanh song c6 dong chay manh, sau do
di cu vé dong chinh dé trudng thanh, tri 4n trong cac vuc sau vao mua kho. (3) Hé
théng di cw ha lvu-LMB: Tt Thac Khon (Campuchia) xudng dén Pong bang song
Ctru Long (PBSCL) cua Viét Nam. Vao dau mua mua, cé di cu tir noi trd 4n mua
khé (vuc sau quanh Kratié — Stung Treng Hinh 1.3A) dén cac ving ngap phia Nam
Campuchia va DPBSCL dé kiém an (Hinh 1.3B).

Bén canh d6, Kang & Huang (2021) [34] mé ta thém ba hé thong di cu ngang
(Hinh 1.2A), gom (1) Hé théng Bién Hé (GLS): ving ngap lii 16n nhat & Campuchia,
két ndi v6i Song Mekong qua Song Tonle Sap, noi dong chay déo chiéu hai 1an mdi
nam. Ving nay cung cap mdi truong séng va sinh san quan trong, cho phép céc loai
(nhu ca linh Henicorhuynchus spp.) di cu nguoc dong chinh dé sinh san, sau d6 au
tring tréi ngugc vé ving ha luu dé phat trién [7]. (2) Hé thong séng Sekong-Sesan-
Srepok (3S): Hop luu ctia ba nhanh song 16n & Stung Treng (Campuchia). O hé thong
nay, nhiéu loai ca nhu ca linh Henicorhynchus siamensis, cac loai ca chép kich thudc
lon (Catlocarpio siamensis, Cirrhinus microlepis, Cyclocheilichthys enoplos,
Probarbus jullieni) va mdt sb loai ca da tron thuc hién di cu tir dong chinh séng
Mekong vao hé thong 3S trong muia kho dé tim noi tr 4n hodc sinh san. (3) Hé thong
Korat (KS) nam & phia dong bac cia Thai Lan, gdm 2 nhanh song 16n 1a song Chi va

song Mun, dong vai tro 1a mot trong nhiing bai dé quan trong.
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Hinh 1.2. Cac hé thong di cw (A) [34] va cac dip thiy dién trén dong chinh
va dong nhanh (B) [35] é song Mekong. (KS: hé théong Korat, GLS: H¢ thong
Bién Ho, 3S: Hé théng song Sekong-Sesan-Srepok)
Céc hé thdng di cu trung luu va ha luu-LMB, bao gdm ca hé théng ngang
(GLS, 38, KS), ¢o su lién két mat thiét, trong khi hé thong thuong luu-LMB ¢6 xu
hudng tach biét hon. Piéu nay ciing dugc thé hién qua sb lwong vuc sau it hon (Hinh

1.3A) va it bét gip ca ¢ giai doan mang tring (Hinh 1.3C) [7].
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Hinh 1.3. So' @ phéan bo vure siu va so lwong loai (A), viing ngip (mau vang, B)

va s0 lwong loai ¢4 mang tritng (mau vang, C) é dong chinh séng Mekong [7]



1.1.3. Nguon loi thiiy sdn va cdc yéu té inh hwong dén da dang sinh hoc ¢
lwru vire ha lru song Mekong
1.1.3.1. Nguon loi thiy san & luu viee ha luu séng Mekong

Luu vuc song Mekong, dugc dac trung bdi da dang cac vung sinh thai, cac méi
truong séng khac nhau (dong chinh, dong nhanh, ho, hd chira, vuc sau, vung ngap,
hang dong va cira song) va chu ky lil hang nim, 14 mot trong ba luu vuc gidu ngudn
loi ca nude ngot nhét thé gidi, chi ding sau Amazon va Congo [4]. Hé thdng song hd
trg mot nganh thuy san noi dia khong 16, cung cap ngudn protein chinh cho hon 70
tri¢u nguoi [36, 37].

Nguon tai nguyén c4 cia Mekong vo cung da dang véi 1.393 loai ca duogc ghi
nhan, trong d6 c6 it nhat 293 loai (21%) 13 loai di cu [38]. San luong thu hoach thuy
san (bao gom ca va cac loai khac) dat dinh khoang 3 triéu tdn (nim 2010), voi tong
gia tri kinh té udc tinh 1én dén 11 ty USD; tuy nhién, san lugng nay di suy giam déng
ké vao nam 2020. San lugng thiy san hang nim duoc khai thic & LMB udc tinh
chiém khoang 19,3% tong san luong thily san nudce ngot toan cau [39].

Dua trén tap tinh sinh thai va st dung moi truong séng [31, 40], cac loai ca
Mekong dugc phan thanh ba nhém chinh:

(1) Nhom cé den: Cac loai song chu yéu ¢ ving nudc tinh (hd, dam lay) va di
chuyén ngin theo chu ky giita ving nuéc va ving ngap 1i (vi du: nhu ca 16 Anabas
testudineus, ca tré Clarias batrachus, ca 16c den Channa striata, ca chach 1a tre
Macrognathus siamensis). Nhom nay chiém khoang 50% tong san luong ca LMB [41];

(2) Nhom cé trang: Cac loai di cu duong dai, thuong di chuyén 1én thuong ngudn
cac nhanh song vao mua mua dé sinh san va trd vé noi sinh séng vao cubi mua. . Vi du
nhu céc loai thudc ho cé chép Cyprinidae nhu ca coc (Cyclocheilichthys enoplos) va
cd tré1 vay nho (Cirrhinus microlepis), cling nhu céc loai ca da tron thudc ho
Pangasiidae nhu cé tra Pn. hypophthalmus, ca ba sa P. bocourti, ca bong lau P.
krempfi, c& ha P. conchophilus va ca vd &ém P. larnaudii, véi san luong khai thac

ciia nhém nay chiém 36% [41];
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(3) Nhom ca xam: Nhom trung gian, thuc hién cac cudc di cur ngan hon gitta
ving ngdp va song lan cin (vi du ca trén bau Ompok bimaculatus, ci thac lac
Notopterus notopterus, ca €t moi Labeo chrysophekadion). Ti 1€ san lugng ciia nhém
nay 1a 16% [41].
1.1.3.2. Cdc yéu t6 anh hwong dén da dang sinh hoc & ha luu séng Mekong

Pa dang sinh hoc & LMB dang d6i mit voi nhimng thach thirc ddng ké tir tac
dong cua con ngudi va bién doi khi hau (BPKH). Céc tac dong cua con ngudi dugc
phan loai thanh bon nhém chinh: (1) chuyén nudc giita cac luu vuc; (2) thay doi sir
dung nudc (phat trién nong nghiép, do thi hoa, pha rimg); (3) xay dung cong trinh
(dap thuy dién, dap dang, dao kénh, nao vét); va (4) tac dong truc tiép 1én dong chay
(6 nhiém, khai thac loai ban dia, du nhap loai ngoai lai) [42]. Trong s6 nay, viéc phan
manh moi truong séng 12 mdi de doa sinh thai 16n nhét [43]. Trén toan hé théng, hon
400 dap da hoan thanh hodc du kién xay dung; riéng 136 dap da dugc xac dinh gay
tac dong tiéu cyc dén tinh toan ven sinh thai (Hinh 1.2B) [44]. C4c dap nay tao ra rao
can vat 1y ngin chin sy di cu cua c4, 1am thay ddi ché d6 dong chay va méi trudng
song, gdy anh huong tiéu cuc dén sinh san va dan dén suy giam dang ké so lugng loai
cé (udc tinh tir 26% dén 42%) va hon 100 loai c6 thé bién mat do nhiing thay doi
trong hé sinh thai va ché do dong chay [36]. Vi du, viéc hoan thanh dap Pak Mun
(Thai Lan) d4 lam suy giam san luong c 1én t6i 60-80% & thuong ngudn [45]. Ngoai
ra, viéc gitr lai trAm tich tai dap va khai thac cat qua mutrc 1am thay d6i hinh thai long
song va gy xoi 16. Nhitng yéu td nay, két hop véi cac phuong phap danh bat hity
diét, da thay ddi cu trac san lugng danh bat, chuyén tur ¢4 1on, c6 gid tri sang ca nho
hon va it gia tri kinh t& hon [34].

BDKH dang 1am gia ting 4p luc thong qua thay ddi ché do thuy vin va méi
truong song. Cac nghién ctru dy bao nhiét do trung binh toan luu vuc sé tang khoang
0,79°C va luvong mua hang nim ting 200 mm vao giai doan 20262041, din dén 1
lut trén dién rdng va han han kéo dai [36]. Su gia tdng nhiét d0 nudc anh huong truc

tiép dén sinh 1y va hanh vi ctia cac loai bién nhiét nhu c4, lam tang ti 1€ trao doi chat,
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giam kich thude t6i da, va tao diéu kién cho cac tac nhan gdy bénh phat trién [46].
Dng thoi, BDKH lam gia ting tan suit va cudng do cua cac hién tuong thoi tiét cuc
doan; mua kho kéo dai gy cing thang cho loai thuy san do thiéu thirc an, trong khi
1ii lut gia tdng can tré qua trinh di cu sinh san [29]. Thém vao d6, nude bién dang va
x4m nhap man & PBSCL dang lam thay d6i mdi trudng séng ven bién, de doa cac
loai sinh vat dic hiru, lam thay d6i pham vi méi trudng sdng ctia cac loai va thuc day
su xuat hién cta céc loai ngoai lai [47-49].
1.2. Pic diém sinh hoc, sinh sin va di cw ciia cac ddi twong nghién ciru
1.2.1. Ca chach I4 tre Macrognathus siamensis Giinther, 1861
1.2.1.1. Béc diém hinh thdi

Cé chach 14 tre M. siamensis (Synbranchiformes: Mastacembelidae) c6 co thé
dai va kich thudc t6i da khoang 30 cm. Toan bd co thé ca duoc bao phu boi 16p vay
nho. Pic diém dic trung ciia chung 1a ¢6 miéng nhé va kéo dai thanh voi. Vay lung
kéo dai doc theo than va chia thanh 2 phan: Phan trudc gém céc gai cting nhon (13 —
19 gai), trong d6 gai cudi cuing c6 kich thudc to va dai nhat (Hinh 1.4A); va phan sau
1a cac tia vay mém. Trén phan tia vidy mém cta vay lung, ¢4 c6 3 — 6 ddm tron 16n,
mau den va vién trang. Vay dudi cling c6 mot ddm tuong ty, nhung kich thuéc nho
hon [50-52] (Hinh 1.4A).
1.2.1.2. Péc diém phén bé, dinh dwéng va sinh san

Ca chach 14 tre 1a loai ban dia phan b6 & luu vuc séng Mekong, song Mae

Klong, Chao Phraya (Thai Lan) va ban dao Ma Lai (Malaysia) [53]. O luu vuc song
Mekong, ca chach dugc ghi nhan & Myanmar, Lao, Thai Lan, Campuchia, va Viét
Nam [54]. Ngoai ra, ca chach 14 tre cling dugc ghi nhan 1a loai ngoai lai & Floria, Hoa

Ky [55, 56], Singapore [57] (Hinh 1.4B).
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Hinh 1.4. Hinh thai ngoai (A) [66] va ban dd phan bd (chAm mau vang, B) [58]
cua ca chach 1a tre Macrognathus siamensis
(1) gai citng nhon phia truée vay lung, (2) cdc doém tron 16m, mau den, vién tring

C4 chach 14 tre thudc nhom ca den [59-61], thudng séng cha yéu & cac moi
truong nudce tinh nhu ao, hd, dm, rudng lua va cic ving ngap nude ven song. Ching
di chuyén dén cac ving ngip theo mua, noi c6 ngudn dinh dudng va thirc in phong
pht, dong thdi cung cip noi trd 4n an toan trong mua mua nhu khu vyc phia nam cta
Campuchia (h¢ thdng song Tonle Sap va Bién Ho), Viét Nam (PBSCL) va nhiing
ving ngap nho két ndi voi cac dong nhanh & phia trung va thugng luu thudce Thai Lan
va Lao [7]. Ca chach 14 tre 1a loai song day, ua thich cac khu vuc c6 dong chay yéu
hodc nudc tinh. Ching thuong vui minh trong céac 16p bun, cat, hoac so1 nho, cling
nhu & nhitng ving nudc sau va chi dé 16 phan dau. Pay 1a loai an tap, thuong kiém
n vao ban dém va sang sém. Chung an nhiéu loai thirc an khac nhau, bao gdm 4u
trung, con trung, gidp xac, ca nhd, giun, tring va artemia [68].

C4 chach 14 tre ¢6 vong doi ngan va kha ning sinh san sém. Chung bét dau
sinh san tir nam thir hai va mua sinh san dién ra vao dau va giita mia mua (tir thang
5 dén 10 hang nam). S6 lugng trimg trung binh 13 3.339 tring/ c4 thé me (sirc sinh
san tuyét d6i) hodc 136 trang trén mdi gram trong luong co thé (st sinh san tuong
d6i) [62]. Thoi gian phat tan du tring cta c4 chach 14 tre 1a khoang 22 ngay [63].
1.2.2. C4 ét moi Labeo chrysophekadion Bleeker, 1850
1.2.2.1. Ddc diém hinh thai

Ca ét moi L. chrysophekadion (Cypriniformes: Cyprinidae) c6 mau xam den,

v6i phan lung sim mau hon so v6i bung va hai bén than. Toan than ca duoc bao phi

13



boi vay tron, ngoai trir phan dau. Than ca cao va c6 nhiéu cham den va d6. Pau cia
chung nho va hoi dep. Mo6i c4 rat day va cé nhiéu gai thit (Hinh 1.5A). C4 ét moi 1a
mot trong nhitng loai co6 kich thudc 16n trong ho ca chép Cyprinidae, véi kich thude
t6i da khac nhau tuy theo khu vuc: 40 cm & Viét Nam, 60 cm & Campuchia va Lo,
va dat 90 cm ¢ Thai Lan [6].
1.2.2.2. Péc diém phén bé, dinh dwéng va sinh san

C4 ét moi 12 loai c6 tap tinh sdng theo dan, thuong tap trung o ting giita va day
ctia cac thuy vuc c6 dong chay cham va nhiéu gia thé [64]. Chung phan bd rong khap
khu vuc Pong Nam A, gém song Mekong, song Chao Phraya (Thai Lan), ban dao
Ma Lai, cling nhu cac ddo Sumatra, Java va Borneo (Indonesia) (Hinh 1.5B). Ching
thudng duge bat gip ¢ cac song sudi, kénh rach va ving ngap 181, doi khi cling dugc
tim thiy trong cac ao nhung voi sb luong khong nhiéu. Ca ét moi 13 loai co gia tri
kinh té quan trong va dugc khai thac voi $6 lugng 16n & song Mekong, véi ti 1€ khai
thac cao ghi nhan ¢ séng Mun, Thai Lan [65]. Tuy nhién, nguén loi ca ét moi dang
suy giam va c6 nguy co tuyét chung, chii yéu do khai thac qua muc [65], suy thoai
moi trudng sdng va cac tac dong tiéu cuc khac tir hoat dong ciia con nguoi [3, 66].

C4 ét moi ¢6 tudi tho trung binh khoang 28,7 nam [67]. Loai cd nay c6 dac diém
thanh thuc sinh duc mudn, thudng sau hon 2 nam tudi va nhiing ca thé dat trong luong
trén 2kg va kich thude 16n hon 50cm méi bit dau qua trinh sinh san [64]. C4 ét moi
c¢6 kha ning sinh san linh hoat & da dang cac méi trudng sdng, nhu cac khu vuce ngip
nuéce, ddm lay va ca cac hd chtra nhan tao [31]. Trimg va 4u tring cla cé ét moi co
thoi gian troi ndi trong nudc kéo dai tir 30 dén 50 ngay [68].
1.2.2.3. Ddc diém di cu

C4 ét moi ¢o tap tinh di cu theo mua. Cé trudng thanh thuong di chuyén nguoc
dong tir cac vuc sau & dong chinh vao cic ving ngap nudc dé sinh san vao giai doan
dau mua mua (thang 5 — 6). Ca bot va ca con thuong & lai cic ving ngdp trong sudt
mua mua. Khi nuéce bat dau rit, ca ca con va ca trudng thanh déu quay tro lai dong

chinh dé trt an trong subt mua kho (thang 10 — 12) [31]. O Thai Lan va Lao, qua trinh

14



di cu nguoc dong ctia ca dién ra tir thang 3 — 8, va di cu xudi dong vao thang 10 (chi
dugc ghi nhan ¢ Thai Lan). Tai Campuchia, ca ét moi di cu nguoc dong (tir Bién HO
dén Stung Treng) duoc quan sat thdy tir thang 10 — 3, va di cu xudi dong (tir Stung
Treng dén DPBSCL) tir thang 3 — 8 (Hinh 1.5C). O Viét Nam, thong tin vé con dudng
di cu ctia c4 ét moi van con han ché [6].

Cho dén nay, chwa c6 thong tin vé khoang cach di cu ctia ca ét moi, do d6, chung
c6 thé thudc nhom ca xam — di cu ching ngan [69] hodc ca tring — di cu ching dai
[70, 71]. C4 ét moi ciing dugc biét dén 1a loai di cu tuy nghi (facultative migration),
¢6 thé thuc hién di cu hodc khong tuy thude vao diéu kién moi truong va nguén thirc
an [31]. Theo Sokheng et al. (1999) va Poulsen et al. (2004), c6 nhiéu quan dan ca ét
moi phan bd ¢ cac dong nhanh (nhu séng Mun) va mot s ho chtra ¢ Thai Lan (nhu

Bung Borape, Ubon Ratana) [72].

I Tir théng 10 dén
thang 2

- ‘g Tir thang 5 dén
. L thang 9

' Tir thang 3 dén
. thang §

Hinh 1.5. Hinh thai ngoai (A), ban d6 phan bd (chAm mau tim, B) [72] va
hwéng di cw theo mua (C) [6] cua ca ét moi Labeo chrysophekadion

(1) Thén cao, (2) cham den va do trén than, (3) méi day va cé nhiéu gai thit
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1.2.3. Ci vo dém Pangasius larnaudii Bocourt, 1866
1.2.3.1. Ddc diém hinh thai

Cavd dém P. larnaudii (Siluriformes: Pangasiidae) ¢6 than dai. Phan than phia
trudc c6 dang tron, trong khi phan than phia sau dep dan sang hai bén. Chiing ¢6 mau
xam den anh xanh lyc & lung va dau, chuyén dan sang mau trang ¢ bung. Ching ¢
2 cdp rau, trong d6 rau ham trén kéo dai dén gbc vay nguc va rau cam ngin hon,
khong vuot qua mang mang. Mot ddm den 16n c6 thé thay & phia trén gdc vay nguc
(Hinh 1.6A). Vay lung va vy nguc c6 gai ciing, v4i ring cua huéng vé gbc & phia
sau. Tia vdy don ctia vay bung dai hon ca tia vdy hau mon. Ngoai ra, ¢4 vo dém con
c6 vay md nho, vady hdu mon kha dai va vay dudi phan thuy sau (Hinh 1.6A).
1.2.3.2. Bdc diém phdn bé, dinh dwéng va sinh sdn

C4 v dém thudng duoc tim thiy & cac song vira va 16n, cic vang ngap ¢ song
Mekong va song Chao Phraya (Théai Lan) (Hinh 1.6B). Loai ca nay c6 kich thudc
16n, v&i chiéu dai toi da dat t6i 150 cm va phd bién 1a tir 90 — 100 cm [31]. C4 v6 dém
c6 gia tri vé mat kinh té va dugc xem 1a d6i twong tiém ning cho nudi trong thiy san.
Trong diéu kién tu nhién, thong tin vé tudi thanh thuc sinh duc cua ca vo dém con
han ché, tuy nhién, trong diéu kién nudi nhot, ching dugc ghi nhan la dat dén do tudi
nay o khoang 4 — 5 nam [73]. Mot quan dan ca vo dém o ha luu duoc ghi nhan, bat
dau tir Pakse (Lao) dén DPBSCL (Viét Nam), ké ca hé théng song Tonlé Sap [31].
1.2.3.3. Ddc diém di cu

Cé4 vd dém thudc nhom ca tring c6 tap tinh di cu trong séng (potamodromy)
[31, 69, 71]. Chung thuong di cu vao thang 4 — 7 dé tim kiém thirc an va sinh san
[74]. Theo Poulsen and Valbo-Jergensen (2001), su thay d6i muc nudc va mau nudc
1a yéu t6 khéi dong cho qua trinh di cu cta ¢4 vo dém [6]. O phia dudi thac Khon, ca
thuong di cu xudi dong xubng ha luu khi mia mua bat dau va ngugce dong 1én thugng
lwu vao ddu mua kho. Chung thudng di chuyén gitta song Mekong va cac dong nhanh
[6] va di cu vao ving ngap [68]. Trimg hodc c4 con dugc ghi nhan xuét hién trong

thoi gian dai (thang 3 — 9) va cha yéu 1a vao thang 5 — 7, do dé, ca vo dém dugc cho
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1a d¢ trimg vao dau mua mua [68] va vao thang 8 [74] (Hinh 1.6C). Thoi gian troi
ndi cua trimg va au trung ca vo dém duoc ghi nhan 1a khoang 33 — 35 ngay [68].
Thong tin chinh x4c vé dia diém sinh san ciia ca vo dém hién van con nhiéu
tranh cii. Theo Rainboth (1996), chung c6 thé di cu vao cac ving ngap lii dé sinh san
[68], trong khi Bardach (1959) cho ring qua trinh dé trimg dién ra ¢ doan séng gan
Stung Treng va 4u tring mat khoang 6 — 8 ngay dé di chuyén dén song Bassac
(Campuchia) [75]. Poulsen et al. (2004) cho rang ca vo dém di cu qua thac Khon khi
mua kho bit ddu nham muc dich sinh san va bai dé c6 thé nam & khu vuc ngay phia
trén thac Khon. Sau khi sinh san, 4u tring di chuyén vao cac ving ngap va sinh séng
¢ doé trong su6t mia mua. Khi mia mua két thic va myuc nude bit dau rat, ca ca con
va ca trudng thanh quay tro lai song. Mot s6 ca thé 10n, dic biét 1a & khu vyc thuong
Iy, c6 thé ¢ lai song ngay ca trong mia mua. Ca thuong tim dén cac vuc sau dé tra
an trong mua kho. Khi dat dén tudi thanh thuc, chung roi khoi noi trt 4n mua khé va

bat dau cuc di cu sinh san ngugc dong vao thoi diém bat ddu mua mua [74].

Myanmar . o ) d

$
Thailande ‘
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Cambodia  yietnam
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. ' tir thing 10 dén
thing 2
4} tirthing 5 dén
j thing 9
tir thang 3 dén
Malaysia A thing 5

Hinh 1.6. Hinh thai ngoai (A), ban d6 phan bd (chAm mau tim, B) [76] va
huéng di cu theo mua (C) [6] ciia ca vo dém Pangasius larnaudii

(1) dom den I6m & goc vay nguc
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1.3. Tong quan vé phwong phap nghién ciru
1.3.1. Ky thujt gidi trinh twr DNA dua trén vj tri cat han ché

Cong nghé giai trinh ty thé hé moi (Next Generation Sequencing — NGS) da
phat trién nhanh chéng va tr& thanh cong cu quan trong trong di truyén hoc hién dai
nhd hiéu suat cao, dd chinh xac 16n va chi phi ngay cang giam. So v&i phuong phap
Sanger truyén thong chi cho phép giai trinh ty timg doan gen riéng 1é (thudng nho
hon 1,500 bp), NGS cho phép giai trinh ty hang tri¢u doan DNA song song trong
cing mot phan tng, tir d6 tao ra mot khéi lwong dir liéu khong 16 phuc vu nghién ciru
da dang sinh hoc, phat sinh loai va di truyén quan thé [23].

Trong s6 cac phuong phap dua trén cong nghé giai trinh ty NGS, k¥ thuat giai
trinh tu DNA duya trén vi tri cat gii han (Restriction site-Associated DNA Sequencing
— RAD-seq), dugc gidi thiéu 1an dau boi Baird ef al. (2008) [23], ¢ mo ra mot hudng
tiép can hiéu qua trong viéc thu thap hang nghin chi thi da hinh nucleotide don (SNPs)
phan b rong khap hé gen ma khong can giai trinh ty toan bo bd gen. Vé nguyén 1y,
RAD-seq sir dung cac enzyme cat han ché dé phan cat hé gen thanh cac doan DNA
co kich thudc xac dinh, sau do gfm cac doan adapter va tién hanh giai trinh ty trén
nén tang NGS, gitip giam d6 phirc tap ciia dit liéu va tang kha niang phat hién bién di
di truyén trén toan hé gen [23, 77]. K¥ thuat nay dac bi¢t hitu ich cho cac loai chua
c6 hé gen tham chiéu vi khong yéu cau thong tin ban ddu vé trinh ty, ddng thoi thich
hop véi cac nghién ctru ¢6 sb luong mau 16n va pham vi phan bd rong [78, 79].

Cho dén nay, nhiéu bién thé cia RAD-seq da duoc phat trién nhim ning cao do
chinh xéc, giam chi phi va t6i wu héa quy trinh tao thu vién gen, tiéu biéu nhu double
digest RAD-ddRAD (st dung 2 enzyme cit han ché) [80], 2b-RAD (st dung enzyme
cit gi6i han thuoc nhom 1IB) [81] va EZRAD (sir dung mot hay nhiéu enzyme cit
gidi han) [82]. Cac phuong phép nay khac nhau chu yéu & s6 luong enzyme st dung,
cach chon loc kich thudc doan DNA, va yéu cau vé thiét ké adapter, qua d6 cho phép
diéu chinh sb lugng locus thu duoc va do sau giai trinh ty ty theo muc tiéu nghién

cuu [79]. Bang chu y, k¥ thuat EZRAD, dugc mo ta béi Toonen ef al. (2013), da don
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gian hoa dang ké quy trinh RAD-seq bang cach cho phép sir dung linh hoat cac
enzyme cat han ché két hop voi viée sir dung bo kit thuong mai Illumina TruSeq (M)
trong budc chuan bi thu vién gen. Phuong phap nay khéng yéu cau thiét ké adapter
dic thu cho timg enzyme, cho phép thir nghiém linh hoat nhiéu loai hodc t6 hop
enzyme cat gidi han khac nhau ma khong can dau tu vat liéu moi. EZRAD phu hop
v6i cac loai khong mo hinh (non-model organisms) vi c6 thé tao thu vién gen tir lugng
DNA dau vao nhd, khong can hé gen tham chiéu, va van cho phép phat hién hang
nghin SNPs ¢6 dg bao pht cao, ké ca khi chi mot phﬁn nho dit liéu dat tiéu chuan chét
luong, day 1a uu diém vuot troi so voi cac ki thuat khac nhu GBS [83], ddRAD hay
2bRAD, von doi hoi thiét ké adapter chuyén biét va quy trinh phirc tap hon.

Nho cac uu diém nay, RAD-seq noéi chung va EzZRAD néi riéng da trd thanh
cong cu manh mé trong linh vuc nghién ctru di truyén quan thé, bao gdm: phén tich
cAu tric quén thé, danh gia dong gen, xac dinh céc locus chiu chon lgoc ty nhién dé
hiéu r6 co ché thich nghi sinh thai, cling nhu dinh luong tac dong cua cac yéu td con
ngudi 1én da dang di truyén [79].

1.3.2. Cic cong cu ldp ridp de novo hé gen sii dung dir liéu RAD-seq

Dbi voi cac loai chua ¢ hé gen tham chiéu, qua trinh 13p rép de novo hé gen (de
novo assembly) dong vai tro then chdt trong phéan tich RAD-seq [84]. Trong truong
hop nay, “lap rép de novo hé gen” khong nham xay dung mot hé gen hoan chinh, ma
chi tao ra tap hop trinh tu dai dién cho mot phan nho cua hé gen - chii yéu bao gdm cac
doan 1ién k& vi tri nhan biét cua enzyme cit han ché duoc thu nhan boi phuong phép
RAD [85]. V& mit phan tich, tap hop trinh tu nay dugc sir dung nhu mot hé gen tham
chiéu rat gon (reduced reference genome) dé can chinh cac doan doc va xac dinh bién
thé di truyén (SNPs) giita cic ca thé cho phan tich di truyén quén thé.

Qua trinh lap rap de novo hé gen tir cac doan doc ngan bao gdm ba giai doan
chinh: (i) két ndi cac doan doc dé tao ra cac doan trinh ty lién tuc (contig), (2) sap xép
va lién két cac contig thanh cac doan khung (scaffold), va (3) st dung thong tin tir cac
doan doc dé 1ip day cac khoang tréng (gap) trong scaffold (gap filling) [86]. Cac bd
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cong cu lap rap de novo duoc phat trién dua trén hai thudt toan chu yéu 1a d6 thi
(graph-based) va tham lam (greedy-based).

+¢ Thuat toan do thi biéu dién cac doan doc dudi dang mot tap hop cac dinh va
vung chong lip (Overlap) giita cac doan doc 1a cac canh c6 hudng két ndi cac dinh dé
tao thanh mot do thi hoan chinh thong qua dudng Hamiltonian (di qua cac dinh chinh
xéc 1 1an) hodc duong Eulerian (di qua tat ca cac canh chinh xac 1 1an). Thuat toan do
thi gdm 2 dang 13 Overlap — Layout — Consensus (OLC) va de Bruijn graph (DBG).

+ Thudt toan OLC duogc thyc hién qua 3 budc: (i) so sanh tung cdp doan doc dé
tim ra cac doan lap va xay dung dd thi v6i cac doan doc 13 nit va cac doan 1ap la
canh; (i1) don gian hoa dd thi va xac dinh céc contig doc theo duong Hamiltonian;
(iii) sdp xép cac contig dé tao ra trinh ty dong thuan (consensus sequences) (Hinh
1.7A). M6t s6 phan mém tng dung thuat toan OLC 1a CAP3 [87], Newbler [88].

+ Thudt toan DBG gém 3 buoc: (1) cac doan doc duogc chia thanh cac doan ngén
hon c6 chiéu dai k, duoc goi 12 kmer; (ii) xdy dung mot d6 thi de Bruijn vé6i cac kmer
la cac nit va cac doan lap cé kich thudc kmer-1 1a céc canh; (ii1) x4c dinh trinh ty
dong thuan dua trén duong Eulerian (Hinh 1.7B). Thuét toan DBG duoc tmg dung
trong cac phan mém nhu Velvet [89], SOAPdenovo?2 [90] va Stack [91].

B, : :
A ; (i) cat cac doan doc thanh nhirng doan ngan hon
fyRendogn e c6 chiéu dai k (kmer)

Readl: TTCTAAGT Read2: CGATTCTA Read3: GATTGTAA
[ Readl ] [ Read2 ] [ Read3 ] Kmers: TE:._ Kmers: C’C:::\_ Kmers: ”.\\z_

TCT GAT
CTA ATT
TAA TTC

(i) sap xép lai

AGT CTA TAA

Read2

@@ DB DDE @)

(iii) déng hang va xac dinh trinh tw

(i) xay dwng d6 thi

(iii) x4c dinh trinh tw

CGATTCTA
_rema @@ DB DB D@
CGATTCTAAGT CGATTCTAAGT

Hinh 1.7. M phéng caic budc thuc hién ciia thuit toan dua trén do thi trong

lftp rap de novo h¢ gen. (A) OLC va (B) BDG [92]
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% Thuit toan tham lam gidi quyét van dé bang cach lién tuc tim kiém va dua
ra lya chon toi wu tai chd & moi giai doan, véi ky vong dat duoc két qua tdt nhat trén
toan bd qua trinh [93]. Thuat toan tham lam duoc thuc hién bang cach két hop cac
doan doc thanh nhirg doan contig dua vao s diém ving lip cao nhat va qua trinh
nay duoc lap lai cho dén khi chi con lai mot trinh tu duy nhat hodc khong thé tiép tuc
thyc hién (Hinh 1.8) [86]. Thuét todn nay dugc ting dung trong cac phén mém lép
rap nhu SSAKE [94], SHARCGS [95], Rainbow [96] va VSEARCH [97].

ACTGAATGCA Céc doan doc
ACTGAATGCA
CACTAAACTG
GCAGAGCATG
ATGCATTGCA
TGCAAACCAC

\ = TGCAAACCAC
GCAGAGCAT TGCA
O \A:66 GCA
o Su sép xép cac doan doc theo
thuat toan tham lam

ACTGAATGCA GCAGAGCATG

\TGCATTGCA
TGCAAACCA
CACTAAACTG
3 [GCA ACTGAATGCA
CACTAAAGTS” i

— \
\ ------ TGCAAACCAC
GCAGAGCAT. ,Taen

_____ ATGCATfGCA

Bt
Trinh tu déng thuan

GCAGAGCATGCATTGCAAACCACTARACTGAATGCA
Hinh 1.8. M6 phéng cic bude thwe hién ciia thuit toan tham lam trong lip rap
de novo hé¢ gen [86]

Thuat toan d6 thi c6 wu diém 1a kha nang xir 1y dir liéu phire tap va d6 chinh xac
cao, nhung lai yéu cau tai nguyén tinh toan 16n va c6 do phic tap thuat toan cao.
Nguoc lai, thuét toan tham lam c6 tdc do tinh toan nhanh va yéu cau tai nguyén tinh
toan thap hon, song do chinh x4c thudng thap hon va gap khé khan trong viéc xir ly
cac vung lap lai. Viéc lya chon thuat toan phu hop phu thudc vao nhiéu yéu td, bao
g6m kich thudc va do phirc tap ctia hé gen, tai nguyén tinh todn c6 sin va yéu cau vé

d6 chinh xac cua két qua lap rap [86, 92].
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1.3.3. Chi thi da hinh nucleotide don (SNPs)

Chi thi phan tr DNA la céc doan trinh ty dic trung trong hé gen thé hién su
da hinh di truyén thong qua cac bién doi nhu thay thé, chén hodc mat doan nucleotide
gifta cac ca thé trong cung loai hodc gifta cac loai khac nhau [98]. Trong lich st
nghién ctru di truyén, nhiéu chi thi phan tr da duoc phat trién va ing dung rong rai
nhu da hinh do dai doan cét gidi han (Restriction fragment length polymorphism -
RFLP), da hinh do dai doan cat khuéch dai (Amplified Fragment Length
Polymorphism - AFLP), da hinh nhan ban DNA ngau nhién (Random amplification
of polymorphic DNA - RAPD) va microsatellite [98]. Tuy nhién, v&i su bung nd cia
cac cong nghé giai trinh ty thé hé méi, chi thi da hinh nucleotide don (SNP) di tro
thanh cong cu manh m¢& va t6i wu nhat [94]. SNP dugc dinh nghia la sy thay thé cua
mot nucleotide don (A, T, G hodc C) tai mot vi tri cu thé trong hé gen, tao nén dang

bién di di truyén pho bién nhat hién nay (Hinh 1.9) [99, 100].

Hinh 1.9. Hinh minh hoa vé chi thi da hinh nucleotide don (SNP)

So v6i cac chi thi truyén thong, SNP s hitu nhitng vu thé vuot trdi vé do phan
gidi va quy mo dir liéu (Bang 1.1). Vi mat do phan bd day dic, trung binh cir 300—
1.000 bp lai c6 mot vi tri da hinh (cd ving ma héa va khong ma héa), SNP cho phép
bao phi1 hé gen voi d6 phan giai cao hon gap nhiéu lan so véi chi thi DNA ti thé (kich
thudc khoang 16.000-18.000 bp) hay microsatellite (thuong phan bd thua thét tir
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5.000—50.000 bp) [101, 102]. V&i ti 1& dot bién thap va dic tinh hai alen (biallelic),
SNP mang lai tinh 6n dinh cao, d& dang chuin hoa va so sanh dit liéu giita cac nghién
ctru khac nhau. Déc biét, thong qua cac k§ thuat nhu RAD-seq, GBS va RNA-seq,
viéc phat hién dong thoi hang nghin dén hang trim nghin locus SNP tré nén kha thi
v6i chi phi thap va d6 chinh xac cao, ngay ca ddi voi nhimg ddi twong nghién ciru
chua c6 thong tin vé hé gen tham chiéu [78, 79].

Bén canh d6, SNPs con cho phép phan tach giita cac qua trinh tién héa ngiu
nhién va chon loc tu nhién béng cach phan loai thanh locus trung tinh (neutral loci)
va locus thich nghi (adaptive loci). Trong khi céc locus trung tinh gitip 1am sang té
dong gen va troi dat di truyén, cac locus thich nghi cung cip bang chimng truc tiép vé
ap luc chon loc va kha nang (mg phé cta quan thé trudc bién doi méi truong [103].
Chinh vi vay, SNPs hi¢n dang dugc tng dung rdng rai trong di truyén hoc hién dai
nham 1ap ban d6 gen, xac dinh ngudn gbe ca thé va xay dung cac chién luoc bao ton
ngudn gen bén viing trudc nhitng thach thirc ctia bién d6i khi hau [104].

Bang 1.1. So sanh wu va nhwoc diém ciia cac loai chi thi phan tir pho bién

Loai chi thi Uu diém Nhuoc diém
o Dé khuéch dai, di truyén dong | Chi phan anh lich sir dong me va
DNA ti thé T . B
me va khong tai t6 hop. luong thong tin han ché.
D@ sai s6 do alen gia, kho chuan
) ) Tinh da hinh cao (da alen), nhay | hoa giita cac phong thi nghiém, s6
Microsatellite

v6i cac bién di di truyén gan dy. | luong locus han ché, chi phi phat

trién doan moi ban dau cao.

N Moi locus don 1€ it thong tin, yéu
Mat d¢ day dac, do ondinhcao, | | =, o
SNPs o o . cau hé thong xir 1y tin sinh hoc
phan tich quy mo6 16n nho NGS

manh.

1.3.4. Phuwong phdp dinh gii da dang di truyén, khdc biét di truyén va cau
triic quan thé

ba dang di truyén la mot trong ba cép dod cua da dang sinh hoc, thé hién su phong
phu va khac biét vé vat chit di truyén giita cac ca thé, quan thé hodc ving dia 1y trong

cing mot loai. Pay 14 nén tang quyét dinh kha ning tién héa va thich nghi cua sinh vat
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trude su bién d6i moi trudng va ap luc chon loc ty nhién [105]. Mtc do da dang di
truyén cao gitp quan thé duy tri tiém ning thich nghi dai han, trong khi sy suy giam da
dang - thuong do giao phdi can huyét hodc thu hep kich thudc quan thé hiéu qua
(Effective population size-Ne) - c¢6 thé din dén suy thoai di truyén, lam giam strc song,
kha ning sinh san va ting nguy co tuyét ching. Theo 1y thuyét di truyén quan thé, kich
thudc hiéu qua téi thiéu can duy tri & muc trén 5.000 dé dam bao can bang gitta dot
bién va troi dat di truyén, gitip bao ton tiém ning thich nghi 1au dai [106].

Dé danh gia da dang di truyén, cac thong s phd bién bao gdm s luong alen va
alen hiéu qua trén mdi locus, ti 1¢ di hop tir quan sat (Ho) va mong doi (He) va hé sb
can huyét (Fis) [106]. Cac thong tin vé ¥ nghia sinh hoc va cong thirc tinh ctia mdi
thong sd danh gia mirc do da dang di truyén duoc trinh bay & Phu luc 1. Hién nay,
cung voi su phd bién cua cac chi thi phan tir nhuw SNPs, hang loat cong cu tin sinh
hoc dugc phat trién dé phéan tich dit liéu di truyén quan thé, nhu FSTAT [107],
GENALEX [108], GENODIVE [109], PLINK [110] va GENEPOP [111].

Bién di di truyén phan anh sy khac biét giita cac kiéu gen trong cting mot quan
the, bat nguon tir dot bién, troi dat di truyén, dong gen va chon loc tu nhién [112].
Trong 46, troi dat di truyén (genetic drift) 1a su thay d6i ngdu nhién tan s alen qua
cac thé hé, dic biét 1a & cac quan thé co kich thudc nho, dan dén suy giam bién di
trong quan thé va ting khac biét giita cac quan thé [113]. Nguoc lai, dong gen c6 tac
dung 1am giam su phan hoa bing cach trao doi vat chat di truyén giita cac quan thé
[114]. Chon loc tu nhién co thé 1lam giam bién di (qua chon loc loai trir) hodc duy tri
bién di (qua chon loc can bang hodc phan héa) tiy theo diéu kién méi truong va loi
thé thich nghi cua alen [115]. Ngoai ra, cac su kién lich sir nhu hi€u tng nut ¢d chai
(bottleneck) va hi€u img nguo1i sang 1ap (founder effect) lam gidm manh tinh da hinh
di truyén va c6 thé gdy mat mét lau dai vé da dang di truyén [113].

Phén tich cdu trac quan thé 12 bude quan trong nhim xac dinh mirc do két ndi
va phan tach di truyén giita cac nhom ca thé. Cac phuong phap truyén théng nhu danh

dau, phan tich hinh thai hoc hay xwong da tai cung cap thong tin sinh thai co ban,
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nhung chi thi phan tr mang lai @6 chinh xéac cao hon, cho phép xac dinh cAu tric quén
thé tiém an va cac dong gen giira cac viung dia Iy. Cac moé hinh thdng ké hién dai nhu
STRUCTURE [116], DAPC [117] thudng dugc sit dung dé mo ta mirc do phan hoa
di truyén (Fst, AMOVA) va danh gia anh hudng cua cac rao can dia 1y hodc moi
truong dén sy phan bd alen [118].

Trong céc hé thong song 16n nhu Mekong, dic diém thily van va cac rdo can vat
1y (dap, ho chira, phan manh dong chay) co thé tao ra sy phén tach di truyén giita cac
quan thé c4, tir nhitng quan thé dong nhit (panmictic) - noi dong gen manh va giao
phéi ngiu nhién - dén nhitng quan thé ¢ 1ap véi sy khac biét di truyén rd rét [119].
Do d6, danh gia da dang va cau trac di truyén cta cac loai ca song c¢6 ¥ nghia dic biét
trong quan 1y nghé c4, bao ton ngudn gen va phuc hoi quan dan trong bdi canh tac
dong clia con nguoi va bién do6i khi hau ngay cang gia ting.

1.3.5. Cidc phuong phap nghién ciru sur di cur cia c4
1.3.5.1. Cdc phwong phdp phu thudc nghé cd

Phuong phap nay chii yéu dua trén kién thuc sinh thai dia phuong (local
ecological knowledge) va giam sat cac hoat dong khai thac thuy san. Thong qua viéc
ghi nhan thoi diém va dia diém ngu dan bat dugce ca mang trimg hodc ¢ con, cac nha
nghién ctru ¢ thé dua ra gia thuyét vé huéng di cu va vi tri bai dé cua cac loai ca.
Mic du v6i chi phi thip va dé trién khai trén pham vi rong, phuong phap nay ton tai
tinh chu quan cao va dir li€u co thé bi sai léch do kha nang dinh danh loai chua chinh
xéc hoidc bao cao khong ddy du tir phia ngu dan [7, 31, 120].
1.3.5.2. Cdc phwong phdp khéng phu thudc nghé ca
a. Nghién ctru ddc diém sinh hoc sinh san va nudi nhét trong phong thi nghiém

Nghién ctru sinh hoc sinh san tip trung phan tich mé hoc tuyén sinh duc dé xac
dinh cac giai doan phat trién cia trimg va tinh tring, tir 46 du bao thoi diém cé bat dau
di cu [121]. Céc thi nghi¢m trong phong thi nghi¢m cho phép xac dinh cidc ngudng

phan tng sinh 1y trudc cac yéu to kich hoat di cu nhu téc d6 dong chay, nhiét d va
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cuong do anh sang dudi didu kién kiém soat [122]. Tuy nhién, méi trudng nudi nhét
thuong kho tai 1ap hoan toan cac hanh vi sinh thai phic tap cua cé trong tu nhién [123].
b. Phan tich thanh phan héa hoc cia d4 tai

Phén tich thanh phan hoa hoc d4 tai 13 céng cu phan anh chi tiét lich sir cu tra
ctia ca thong qua viéc hip thu cac nguyén té vi luong vao cdu triic canxi cacbonat
(CaCOs) theo thoi gian [124]. Bang cach dinh lugng ti 18 cta cac “chét chi thi” nhu
Strontium (Sr) va Barium (Ba) so v6i Calcium (Ca), cac nha khoa hoc c6 thé xac dinh
chinh xac thoi diém cé di chuyén gita cic moi trudng séng khic nhau. Su thay d6i
noéng d6 Sr:Ca tir tam da tai (lic c4 moi dé) dén ria ngoai (lac thu mau) cho phép du
doan mo hinh di cu tir noi sinh san & nudc ngot dén ving sinh trudng ¢ nude min
hodc nguoc lai (Hinh 1.10) [125, 126]. Du c6 dd phan gidi thoi gian cao, quy trinh

nay mang tinh xam 14n bat budc (phai giy chét ca) va doi hoi chi phi dau tu thiét bi

a Ly A .
phan tich hién dai.
(a) = = (b) (c)

& Nuéc min 3 8 | Nuéemin

9 & L

i Fr A

n O < Nué <@

@ | Nudcngot — | Nudcngot woc ngot — Nuéc ngot

= =4 — k=

-

Khoang céach tir tam dén ria Khodng céch tir tam dén ria Khoang céch tir tam dén ria

Tim @ X Y YY__X_ Ria bén ngoai da tai

» Liic thu mau

Lic méi dé *

DPuong vong dai (life-history transect)

Hinh 1.10. Ti 1¢ Sr:Ca tir hic c4 mé6i dé (tim da tai) dén lic thu mAu (ria bén ngoai)
(a) ca dé & nwde ngot va sinh treéng ¢ nwée min, (b) ca chi sdng & nwéc ngot,
(c) ca dé & nwdc man va sinh trueéng & nuwéc ngot [125]

c. Phuong phap gin thé

Phuong phap gan thé va bét lai, tir cac thé vat 1y don gian dén cac thiét bi theo
doi dién to phuc tap (nhu thé PIT hodc thé vé tinh), dugc st dung dé khao sat truc
tiép tuyén duong va moi trudng sdng ciia ca trong thoi gian thyce [127]. Tai luu vuc
song Mekong, phuong phép nay di duoc trién khai hiéu qua tai Campuchia [128] va

Thai Lan [129, 130]. Bé giam thiéu tinh xAm 14n, hé thdng dém ca dién tir va camera
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dué6i nude thuong duoc trién khai tai cac khu vie dong chay hep dé giam sat mat do
va thoi gian di cu ma khong gy cing thang cho ca [131, 132]. Tuy nhién, cac k¥
thuat ndy bi gidi han boi ti 16 thu hoi thé thap va sy phy thudc vao do trong clia nudc.
d. Céng cu di truyén

Cong cu di truyén thé hién tinh wu viét trong viéc du doan mo hinh di cu dya
trén nguyén 1y phan tich dong gen va su bién dong tan s alen gitta cac quan thé ma
khong can quan sat truc tiép hay gay chét ca [133]. Thong qua cac thuat toan tin sinh
hoc, phuong phap nay cho phép chuyén doi dir liéu DNA thanh céc dit liéu vé hudng
di cu va su két n6i quan thé. Chang han nhu cong cu divMigrate cho phép xac dinh
huéng di cu vu thé thong qua sy trao doi di truyén khong ddi xtng, tir d6 phan dinh
1d vai tro cta timg khu vuc 13 “quan thé ngudn” (noi xuat phat/sinh san) hay “quan
thé nhan” (noi cu trd/sinh trudng) [134]; TreeMix sir dung phuong phap ha tién toi
da (maximum likelihood) dé 16ng ghép cac su kién di cu vao so d6 quan hé giita cac
quan thé, gitip giai thich su pha tron di truyén phirc tap giita cac hé thong song [135].

M3di phwong phap nghién ctru di cu déu ¢ wu va nhuge diém riéng (Bang 1.2).
Do d6, viéc ap dung dong thoi cac phuwong phap 1a can thiét dé khic phuc cac han ché
don 1¢, dong thoi hd tro kiém chimg chéo dit liéu. Su két hop nay mang lai céi nhin
toan dién va chinh xac vé dic diém di cu phtc tap cta ca trong hé thong thuy van quy
mo 16n nhu song Mekong [136].

Bang 1.2. Uu va nhugc diém ciia cac phwong phéap nghién ciru di cw ciia c4

Phwong phap

Uu diém

Nhuoc diém

Phuy thudc nghé ca

Chi phi thap, dé thuc hién

Tinh chu quan va dinh danh loai
khong chinh xac

Nghién clru sinh hoc
sinh san va nuo6i nhot

Lam 16 thoi diém va phan
ung sinh 1y

Khé thiét 1ap hanh vi ty nhién
trong nudi nhot.

Phan tich thanh phan
hoéa hoc cua da tai

Ghi lai lich st cu tra sudt
vong doi

Xam lan (gdy chét ca), doi hoi
chuyén mon, chi phi thiét bi cao

Gan thé va may dém

Dt liéu thoi gian thyc, truc
quan

Ti 1¢ thu hoi thé thap, phu thudc
do¢ trong cua nudc

Cong cu di truyén

Khong xam lan, quy mo
quan thé 16n.

Yéu cau chuyén mon va ki thuat
phan tich chuyén sau
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1.3.6. Lap rdp, chii giii hé gen ti thé va xdc dinh m4 vach RAD
1.3.6.1. Béc diém va cau tric cia hé gen ti thé

Ti thé, thuong dugce xem 13 “nha may ning luong” cia té bao nhén thyc, 13 cac
bao quan thiét yéu c6 mit khip noi, chiu trach nhiém chinh trong viéc san xuit ning
luong dudi dang ATP thong qua qué trinh phosphoryl hoa oxy hoéa [137]. Ti thé s
hitu hé gen riéng biét, goi 1a DNA ti thé (mitochondrion DNA — mtDNA), c6 kha ning
tu nhan 1én doc lap. O dong vat, mtDNA c6 cAu trac vong va kich thudc khoang 15
— 20 kilobase (kb) [137].

Hé gen ti thé cta dong vat gdm 37 gen va khong chira intron. Cu thé gom 13
gen ma hoda protein (protein coding genes-PCGs), 2 gen ma héa RNA ribosome
(rRNA), 22 gen mi héa RNA véan chuyén (transfer RNA —tRNA), va mot ving khong
ma héa (non-coding region — NCR) [138]. Trong s6 13 PCGs, ¢6 7 gen ma hoa cho
phuc hé I (NADH—-ubiquinone oxidoreductase) 1a NDI-ND6 va ND4L; 1 gen ma hda
cho phtrc h¢ 111, 1a cytochrome b (Cyt b); 3 gen ma hoa phtrc hé 1V, la COX1-3; va 2
gen ma hoa cho phuic hé V, 1a ATP6 va ATPS. Cac gen rRNA (/25 va 16S) va tRNA
nam xen k& giita cac gen PCGs. Ving NCR hay D-loop dong vai trd quan trong vi

chtra cac diém khoi dau va két thiic qué trinh sao chép (Hinh 1.11).

128 rRNA

H-strand

Il Phic hs T
B Phize hé TV NDS
B Phic h¢ Vv
RNA
ND2 I Phyve hé T
@ (rRNA

COX2Z  prpg  ATPS

Hinh 1.11. Minh hoa céu tric ciia hé gen ti thé & dong vat [138]
Mau sdc twong iing vdi cac phirc hé gen, gen rRNA va tRNA trong hé gen ti thé.
Cdc gen nam & vong tron trong va ngodi diegc md héa twong ieng trén chudi nhe va

chuoi ngng.
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Gen ti thé c6 mot s dic diém di truyén dac trung, bao gém di truyén theo dong
me, tc do dot bién cao, s6 lugng ban sao 16n va khong xay ra tai té hop [139]. Nho
nhitng dac diém nay, dac bict la cAu trac vong bén viing va tdc do dot bién cao,
mtDNA 1a cong cu phan tir manh mé va dugc rng dung rong rai trong viéc dinh danh
loai, phan tich mbi quan hé tién hoa va da dang di truyén cta quan thé [140].
1.3.6.2. Phwong phdp ldp rdp hé gen ti thé

Su phat trién manh mé ciia cac phuong phéap giai trinh ty hé gen da thuc day
manh mé& viéc cong bd hé gen ti thé hoan chinh, dic biét ¢ cac loai ca, vai sb luong
tang tor 21 loai (ndm 2000) 1én hon 4.200 loai (nam 2025, theo MitoFish
https://mitofish.aori.u-tokyo.ac.jp/, cap nhat ngay 08/02/2025). Viéc xéac dinh trinh ty
va lap rap mtDNA duoc thuc hién thong qua bon phuong phap sau:

(i) Khuéch dai PCR théong thwong va gidi trinh tw Sanger

Phuong phéap nay st dung tap hop céc cap mdi duoc thiét ké dua trén trinh tu
mtDNA cuia lodi c6 quan hé gan giii. Cac moi nay khuéch dai cac doan DNA ngin
v6i ving chong 1ap (100 — 300 bp), sau d6 cac doan nay duoc giai trinh tu Sanger va
lap rap dé tao thanh hé gen hoan chinh. Vi tri cia 24 doan moi (AMB 1-24) dugc st
dung trong khuéch dai va lip rap hé gen ti thé dugc minh hoa ¢ Hinh 1.12 [141].
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T A+T JESMQAT -
g rich regxonﬁili D2 !
AMB21f \?E’?%‘s‘% — ‘\/ L+ PP
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Hinh 1.12. Vi tri ciia 24 doan mdi (AMB 1-24) dwoc sir dung dé khéch dai va
lip rap hé gen ti thé [141]
(ii) Khuéch dai PCR chuéi dai va gidi trinh tw Sanger bang “primer walking”
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K§ thuat PCR chudi dai (long-range PCR) [142] duoc sir dung dé khuéch dai
hai hay nhiéu phan doan DNA 16n (khoang 2 kb). Do giéi han ctia Sanger, chién lugc
“primer walking” dugc ap dung dé giai trinh tu cac doan dai ndy. Theo d6, moi méi
cho lan giai trinh tu tiép theo duoc thiét ké dua trén phﬁn cudi cua trinh tu vira thu
duoc, lap lai cho dén khi toan bo phan doan duoc gidi trinh ty va lap rap thanh cong
[143]. Céc doan trinh ty duoc tién hanh lip rap dé thu nhan mot trinh ty dong nhét 13
hé gen ti thé (Hinh 1.13).

PCR thue
A. (khéng baf bugc) == — - —

Vi tri mi J L J L J L J L
B. PCR doan dai ~»m __ [ R s D
C. Primer walking :— """"""""""""""

GTT Sanger _ —

;hlet ké rg]g]l_ L k

iép tuc
(dén khi két thic) — b
——1
—
'b:_Lr:,_
D.L3p rap cac doan trinh tw =y
G——"~
T:'_-=_
1=."~=.

E. Trinh ty ddng nhét
Hinh 1.13. Quy trinh khuéch dai, giai trinh tyw va 1ip rap hé gen ti thé ing dung
ky thuit PCR chudi dai va giai trinh tu Sanger bang “primer walking” [141]

(iii) Khuéch dai PCR chuéi dai va gidi trinh tw thé hé mdi

Tuong tur, PCR chudi dai tao ra cac phan doan 1én (khoing 2 kb), nhung thay
vi Sanger, cac phan doan nay dugc su dung dé tao thu vién va giai trinh tu béng cac
nén tang NGS (nhu Roche 454 hodc [llumina). Cac doan doc (reads) thu dugc sau do
duoc la'ip rap thanh mtDNA hoan chinh béng cac cong cu tin sinh hoc (Hinh 1.14).

APCRAoINdA o E— >

B. Tao thu vién __:— T

C. GTT thé hé mdi — e = —, — i P SR i

D. Lap rap thanh
trinh tu d6ng nhat

Hinh 1.14. Quy trinh khuéch dai, gii trinh tu va lip rap hé gen ti thé ing

dung ky thuiat PCR chudi dai va gii trinh tw thé hé méi [141]
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(iv) Tao thu vién gen va gidi trinh tw thé hé mgi

DNA hé gen dugc phén cit thanh nhitng phan doan ngin bang enzyme cét gi6i
han, sau d6 duoc chuan bi thu vién gen va giai trinh ty bang cac phuong phap doc
ngin (nhu hé théng Illumina) [144] hodc doan doc dai (nhu Nanopore) [145]. Cac
doan doc dai/ngin dugc xir Iy va lap rap thanh hé gen ti thé sir dung cac cong cu tin

sinh hoc [146] (Hinh 1.15).

A.PhancdtDNA ~ — — —— —""— e =

va tao thw vién gen T e e S R e R ey B

BiGTTHhEhémEl e i e et s oo e =012, F— F% -

C. Xéac dinh cac doan A
doc thude hé gen ti thé =

D. Lap rap thanh
trinh tu déng nhét

Hinh 1.15. Quy trinh tao thw vién gen va ldp rap hé gen ti thé ing dung ky
thudt giai trinh tu thé hé maéi [141]
1.3.6.3. Xac dinh ma vach RAD
Ma vach DNA (DNA barcoding) 1a mgt ky thuat phan tir duing mot doan DNA
tiéu chuan, thudng 12 ving gen cytochrome ¢ oxidase subunit I (COI) thudc gen ti thé
¢ dong vat, dé xac dinh loai hodc nhan dién bién thé dja 1y thong qua viéc so sanh
trinh ty véi cac co sé dit liéu nhu Trung tim Thong tin Cong nghé Sinh hoc Qudc gia
(National Center for Biotechnology Information - NCBI) va Hé théng Dir liéu Ma
vach sy song (The Barcode of Life Data System - BOLD) [147]. Mic di ma vach
DNA d3 duoc chirng minh 13 cong cu hiéu qua cho dinh danh loai va nghién ctru tién
hoa [140], viéc chi st dung mot hodc mot vai vai doan gen ti thé c6 han ché trong
viéc phan anh diy du mébi quan hé phat sinh loai va lich st tién hoa cua sinh vat [148].
Véi su phat trién cta cong nghé giai trinh tuy NGS, dédc biét 1a dit licu RAD-seq,
d3 mé ra huéng nghién ciru di truyén quan thé & cap do hé gen. Dit licu RAD-seq

khong chi gitp phat hién va sang loc hang nghin chi thi phan tr (nhu SNPs) trén toan
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bd hé gen ma con c6 thé duoc tng dung dé 1ap rap hé gen ti thé [149—151], cung cip
thong tin gia tri cho viéc xac dinh loai, nghién ctru méi quan hé phat sinh [149, 151]
va phén tich cau trac di truyén quan thé [150].

Ma vach RAD (RADbarcoder) 1a mot quy trinh méi st dung dir licu RAD-seq
dé xac dinh tap hop cac trinh ty ma vach thuoc hé gen ti thé (Aligned mitogenome
segments), cho phép d6 phan giai cao hon trong viéc phan tich cac bién thé dia Iy va
cAu triic quan thé [152]. Quy trinh nay gom:

(1) Sép xép vao hé gen va tao trinh tw dong thudn

Céc doan doc thudc gen ti thé dugc trich xuat tir dit liéu RAD-seq, tién hanh sép
xép (mapping) ching véi hé gen ti thé tham chiéu va budc du tao thanh céc trinh tu
hé gen ti thé dudi dinh dang fasta cua timg c4 thé. Cac trinh tu nay chira nhitng vi tri
chua xac dinh va dugc gan boi nucleotide N. Viéc sép Xép cac doan doc vo1 hé gen
tham chiéu, céc vi tri da hinh nucleotide don va chén/x6a dugc xac dinh va két hop
thanh vi tri da alen (multiallelic). Sau d0, cac trinh ty hé gen ti thé dong thuan
(consensus genome sequences) cia timg ca thé dugc tao thanh bang cach két hop
trinh ty hé gen ban dau va nhirng vi tri da alen.

(2) Déng hang véi hé gen tham chiéu va thu nhign ma vach RAD

Céc trinh tu hé gen ti thé dong thuan duoc dong hang (align) v6i cac hé gen ti
thé tham chiéu sin c6. Nhitng vi tri nucleotide chén, x6a hodc khoang trong (gap) va
cac ca thé c6 ti 1é dong hang thip duogc loai bo. Cudi cung, tap dit liéu ma vach RAD
duogc thu nhan va 1a dau vao cho cac nghién ctru khao sat mbi quan hé phat sinh loai
va cau trac di truyén quan thé [152].

1.4. Tinh hinh nghién ctru lién quan dén cac ndi dung ciia luéin an
1.4.1. Lap rdp de novo hé gen va xic dinh chi thi phin tir SNPs ciia cdc loai
cd phin bé ¢ Iru vire séng Mekong

Tai luu vuc song Mekong, noi thong tin hé gen cua cac loai sinh vat (ké ca ca)
con han ché [153], viéc st dung dir li¢u tr k§ thuat RAD-seq dé lép rdp de novo cac

hé gen rat gon phuc vu nghién ctru di truyén quan thé duoc thyuc hién trong hon mot
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thap ky qua. Ky thuat nay giam do phtrc tap nay chi giai trinh ty cdc phan doan DNA
tai cac vj tri cat 2161 han, do d6 chi lép rap dugc khoang 10% kich thudc hé gen thuc
té [154]. Ung dung k¥ thuat nay, hé gen ca xdc soc Pangasius macronema 1ap rap
duoc chi dat 28,96 Mb [155] va c& phén vang Polynemus melanochir 1a 20,4 Mb [16].
Bén canh do, st dung phuong phéap giai trinh ty toan by hé¢ gen (whole-genome
sequencing — WGS), Kim et al. (2018) cong bd ban phac thao dau tién vé hé gen cua
ca tra Pn. hypophthalmus (Siluriformes: Pangasiidae) tir mot c4 thé cé tra duc nudi &
PBSCL. T cac doan doc dugc giai trinh ty trén hé théng Illumina (MiSeq va HiSeq
2500), hé gen ca tra dugc lap rap bang phan mém PLATANUS sir dung thuat toan
De Bruijn. Kich thudc hé gen ca tra 1a 715 Mbp, véi ti 16 GC 1a 38,3%. Ban lap rap
hé gen bao gom 568 scaffolds (tdp hop cdc contigs), trong d6 563 scaffolds c6 do dai
trén 1000 bp. Scalffold dai nhét dat 37,5 Mbp va gia tri N50 1a 14,29 Mbp [183].
Viéc sir dung céac k¥ thuat RAD-seq va GBS da tré thanh cong cu hi¢u qua, xac
dinh thanh céng mot s6 luong 16n cac chi thi SNPs cho céc loai ca ¢ luu vuc song
Mekong. Cu thé, cac nghién ciru di phat hién 1.735 SNPs tir 8 quan thé ca phén vang
P. melanochir [16]; 731 SNPs tir 7 quan thé ca xac soc P. macronema [155]; va 638
SNPs tir 7 quan thé ca stru Boesemania microlepis [156] sit dung k¥ thuit EZRAD;
756 SNPs trén 6 quan thé ca laing Hemibagrus spilopterus (Siluriformes: Bagridae)
[15]; 1.791 SNPs tir 5 quan thé ca linh Henicorhynchus lobatus (Cypriniformes:
Cyprinidae) [17]; 3.768 SNPs tir 2 quin thé ca xac Helicophagus leptorhynchus
(Siluriformes: Pangasiidae) [17] bang k¥ thuat ddRAD; va 7.263 SNPs tir 7 quan thé
ca tra ty nhién va nuoi [18]. Viéc phat hién thanh cong hang ngan chi thi SNPs nay
da vuot trdi so véi cac chi thi truyén thong, cho phép cac nha nghién ctru thyc hién
cac phan tich chuyén sau vé di truyén quan thé, tir 46 cung cip dit liéu khoa hoc viing
chac vé quan 1y ngudn loi thily san va bao ton da dang di truyén cho cac loai ca phan

bo & khu vuc nay.
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1.4.2. Nghién ciru vé da dang di truyén quan thé va mé hinh di cw ciia cdc lodi cd
0 lwu vuce ha luu song Mekong
1.4.2.1. Di truyén quan thé nhém cd khéng di cw

O nhoém ca khong di cu, cac nghién ctiru déu ghi nhan su da dang di truyén cao
va cau tric quan thé c6 sy phan tach twong tng véi cac khu vuc dia 1y. St dung chi
thi ND2 mtDNA, Takagi ef al. (2011) ghi nhan su khac biét di truyén rat 16n gitra cac
quan thé ca ro dong (4Anabas testudineus) tai Lao (2 quan thé) va Campuchia (6 quan
thé) véi gia tri Fst dao dong tir 0,52 dén 0,98 (P < 0,05) [20]. P6i v6i ca chach lau
(Mastacembelus favus), cac chi thi cytb mtDNA va microsatellite da gitip xac dinh
hai nhém quin thé chinh: nhém ha luu (tir Kratié - Campuchia d¢én PBSCL - Viét
Nam) va nhom trung - thuong luu (tir Lao dén Thai Lan). Pang chi ¥, quan thé Pakse
¢ trén khu vuc thac Khon tai day khong chi thé hién su da dang di truyén cao nhét
(da dang haplotype 0,9105) ma con c6 hién tuong tron 13n thong tin di truyén giira
cac nhoém va hé s can huyét (Fis) cao [157, 158]. Ngoai yéu td dia 1y, moi trudng
song cling 1a tac nhan gdy phan hoa; dién hinh 13 nghién ctru trén cé loc (Channa
striata) st dung cytb va D-loop mtDNA da ghi nhan sy phan héa dac trung gitra cac
quan thé tir hd, ving ngap 1i dén moi truong nudi trong [159].

Trong pham vi nhé tai khu vec PBSCL, dac diém chung ctia nhom ca khong di
cu 1a sy da dang di truyén cao nhung mirc d6 khac biét giita cac dia phuwong thap do
tinh két ndi thuy vin. Cac nghién ctru stir dung chi thi RAPD va ISSR trén ca r6 dong
[160], ca huong (Helostoma temminckii) [161], ca 16 bién (Pristolepis fasciata) [162]
va ca day Channa lucius [163] déu cho thiy ti 1& gen da hinh dao dong tir 55% dén
90% va chi s6 Shannon trung binh khoang 0,25 — 0,39. Su khac biét di truyén giita
cac quan thé tai Ca Mau, Pong Thap, Hau Giang hay Long An 1a khong dang ké (vi
du & ca 16 bién Gst = 0,051 [162]; ca day Gst = 0,09 [163]), trong khi hé s6 trao dbi
gene lai & mutc cao (Nm tir 5,06 dén 9,3). Gan day, viéc Gmg dung chi thi SNPs trén
c4 phén vang (Polynemus melanochir) da ghi nhan sy két ndi cao giita song Tién (5

quan thé) va song Hau (3 quan thé) nhung dong thoi canh bao vé rui ro bao ton khi
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kich thuéc quan thé hiéu qua (Ne) chi dat 290 (dudi ngudng an toan 500) va hé sd
can huyét tang cao [16].

Déi voi ca chach 14 tre (M. siamensis), nghién ciru duy nhét vé ciu tric quan
thé loai nay cho dén nay duogc thuc hién tai khu vyc Lao va Campuchia, cho théy su
phan héa di truyén rd rét theo dia 1y. Str dung chi thi ND2 mtDNA, Takagi et al.
(2006) ghi nhén gia tri Fsr giita cac quan thé xuyén bién gidi 1a rat cao (Fst = 0,93 -
0,97; P < 0,05), trong khi su sai khac noi bo trong mdi qudc gia thip hon dang ké
(Lao: 0,56 va Campuchia: 0,35). Két qua phéan tich mang lu6i haplotype ciing xac
nhén sy phan tach thanh hai nhém riéng biét twong ung véi hai khu vuc dia 1y néu
trén. Pay 12 minh ching dién hinh vé su cach ly di truyén manh mé ciia nhom ca
khong di cu trong luu vuc song Mekong [164].
1.4.2.2. Di truyén quan thé nhém cé di cwe ching ngdn

Déi v6i nhém cé di cu ching ngin, cac nghién ctru vé da dang di truyén va cu
tric quan thé hién nay van con kha han ché va chi yéu tap trung vao viéc lam rd tac
dong cla cac rao can dia 1y va nhan tao. Pién hinh 13 nghién ctru ctia Ackiss et al.
(2019) trén loai ca lang (Hemibagrus spilopterus) st dung k¥ thuat ddRAD-seq dé
phat hién cac chi thi SNPs. Két qua khong chi ghi nhan sy phan tach quan thé rd rét
gitra khu vuc trén thac Khon (Pakse, Lao) va dudi thac Khon (Kratié, Stung Treng,
Campuchia), ma con ¢ cac nhanh song thudc hé théng 3S (Sesan, Serepok va
Sekong). Pang chu ¥, nghién ciru ndy da phat hién hé s6 can huyét cao va kich thude
quan thé hiéu qua thap tai quan thé song Serepok (Viét Nam), dua ra gia thuyét rang
su gia ting cua cac dap thuy dién da tao nén su phan tach cua quan thé [15].

Pdi vé6i ca ét moi (L. chrysophekadion), viéc xac dinh cAu truc quén thé va tap
tinh di cu dwa trén dir liéu di truyén van con nhiéu tranh luan. Mic du loai nay thudng
dugc xép vao nhom ca xam (di cu ching ngén), nhung nghién ciru cia Mashyaka va
Duong (2021) sir dung chi thi ISSR lai ghi nhan mirc da dang di truyén cao vdi ti 1&
loci da hinh dat 81,7% — 85,9% va chi s6 Shannon tir 0,415 — 0,451 trén 4 quan thé
tai Lao (Paksan) va Vi¢t Nam (An Giang, Céan Tho, Déng Thép). Dac biét, khoang
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cach di truyén giita quan thé Lao va Viét Nam rat thap (chi dao dong tir 0,016 —
0,022), mic du khoang cach dia 1y giita hai khu vuc nay 1a 1.200 km. Két qua nay goi
mo gia thuyét loai ca nay c6 kha niang di cu dudng dai twong ty nhém cé trang [70].
1.4.2.3. Di truyén quan thé nhém cé di cw ching dai

Déi véi nhom ca di cu ching dai, cac nghién ctru vé da dang di truyén va céu
tric quan thé tap trung chu yéu vao viée kiém chimg vai trd cta thac Khon — rao can
tu nhién 16n nhét trén dong chinh séng Mekong tai bién gi¢i Lao va Campuchia.

O khu vuc ha luu thac Khon, hau hét cac nghién clru trén cac loai c4 da tron
thudc ho c4 tra (Pangasiidae) déu ghi nhan su thiéu hut cau trac quﬁn thé 6 rét. Cu
thé, So et al. (2006) sir dung chi thi RFLP d3 ghi nhan sy twong dong di truyén gitra
06 quan thé cé tra Pangasianodon hypophthalmus tai Campuchia véi gia tri Fst thap
(0,022; P =0,139) [10]. Két qua tuong tu cling dugc tim théy khi m& rong pham vi
khao sat 1én 10 quan thé tai Viét Nam va Campuchia bang chi thi microsatellite [13].
Hién twong dong nhét di truyén nay ciing duoc bao cdo trén nhiéu loai cé tring co gia
trj kinh té khac thong qua nhiéu loai chi thi phan tir khac nhau. Cac nghién ctru trén
cé basa P. bocourti bang chi thi RFLP [13], c4 tra dau Pn. gigas dua trén su két hop
gilra microsatellite va mtDNA [11] déu cho théy su thiéu hut ciu trac quén thé rd rét
gitta Thai Lan va Campuchia. Tuong tu tai khu vuc DPBSCL, nghién ctlru trén ca bong
lau P. krempfi [165] va ca sat soc Pangasius macronema [166] stt dung chi thi ISSR
cling khang dinh su trong dong vé cu trac di truyén giita cac quan thé ¢ PBSCL.

Tuy nhién, khi pham vi nghién ctru duoc mé rong qua thac Khén, ciu tric quan
thé bt dau c6 su phan hoa rd rét. Ung dung ky thuat GBS dé thu nhan bo chi thi
SNPs, Vu et al. (2020) ghi nhan sy phan tach quﬁn thé c4 tra tu nhién thanh hai nhom
riéng bi¢t: nhom phia trén thac Khon (Thai Lan) va nhom phia duéi thac (Campuchia
va Viét Nam) [18]. Su khac bi¢t nay ciing dugc ghi nhan trén cac loai cd co6 kich
thude nho nhu ca linh (Henicorhynchus spp.). D6i voi ca linh H. siamensis, cac chi
thi mtDNA da x4c nhan sy phan tach giira quan thé thuong luu va ha luu thac Khon

[9, 12], trong khi d6 chi thi microsatellite khong ghi nhan su khac biét nay [14].
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Tuong tu, ddi v6i ca linh H. lobatus, trong khi cac chi thi truyén thong ghi nhan sy
ddng nhat, thi ky thuat ddRAD-seq v6i do phan giai cao di phat hién su khac biét
dang ké giita quan thé Pakse (Ld0) so vdi cac quan thé tai Campuchia va Viét Nam
[17]. Ngoai ra, nghién ctru trén c4 trén rang Belodontichthys truncatus con chi ra rang
bén canh dong chinh, cac quan thé & dong nhanh nhu séng Chi (Thai Lan) ciing ¢6
su khac biét di truyén do tac dong cua troi dat di truyén [167].

Tom lai, cac dan liéu khoa hoc hién nay cho thay cdu tric di truyén cia ca song
Mekong bi chi phdi phirc tap boi su twong tac giira tap tinh di cu va cac rao can dia
1y. Cac két qua nghién ciru thé hién duge mo hinh phan hoa gen dic trung, phan dnh
su trong phan giita tinh ddng nhét di truyén trén toan luu vyc ciia nhom ca tring véi
su phan tach quan thé theo sinh canh ctia nhom ca den va ca xam. Viéc tng dung hé
thong chi thi da dang, tir cac chi thi truyén thong (DNA ti thé, RFLP, ISSR) dén cac
chi thi hién dai (microsatellite, SNPs), da cung cap céac dit liéu quan trong vé mirc do
da dang di truyén va cau tric quan thé ca tai luu vuc nay.

Tuy nhién, cac nghién ctru ndy van con han ché vé do phan giai cta chi thi va
tinh hé thong trong cac danh gia tong thé. Vé mit k¥ thuat, cac chi thi truyén thong
thudong c6 d6 lip lai thip hodc chi cung cap thong tin vé cac ving gen bao thu, din
dén viéc khong phat hién dugc nhitng sy phan hoa di truyén méi hinh thanh hoic cac
cAu trac quan thé ¢ nhitng loai c6 dong gen manh. Piéu ndy dan dén tinh trang mau
thuin dir liéu gita cac nghién ciru khi sir dung cac hé théng chi thi khac nhau trén
cung mot ddi tugng, gay kho khan cho viée xac dinh ranh gidi giita cac tap tinh di cu.
V& tinh hé thong, phan 16n cac nghién ctru hién nay dugc thuc hién don 1 trén timg
loai hodc ting khu vuc dia 1y nhét dinh, thiéu cic nghién ctru d6i chiéu dong thoi
gifta cac loai va cic nhom sinh thai. Didu nay néu bat 1én yéu ciu can thiét vé viéc
thuc hién mot nghién ciru duoc trién khai dong thoi trén 03 loai ca dién hinh dai dién
cho 03 nhom tap tinh di cu va sir dung thdng nhit chi thi SNPs phan bd trén toan hé

gen. Cach tiép can nay gitp dong bd dir li€u, x4c dinh cau tric di truyén va muc do
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két ndi quan thé ciia cidc nhom cé trude nhimg bién dong moi trudng va rao can dia
1y tai luu vuc song Mekong.
1.4.2.4. Nghién ciru vé mé hinh di cu

Nghién ctru vé& m6 hinh di cu cta cac loai ca tai LMB d3 duogc thuc hién thong
qua cac phuong phap khic nhau. Dya trén khao sat kién thirc sinh thai dia phuong,
cac dit liéu vé thanh phan loai, tinh mua vy va tuyén dudng di cu tai khu vuc Lao,
Campuchia [6, 72] va hé thong thac Khon [26, 67] d3 duoc ghi nhan. Nham cung cap
nhirng bang chimg thyc nghiém, phuong phap gin thé da duoc trién khai dé theo ddi
qua trinh di chuyén cia ting c4 thé. Pién hinh, Hogan et al. (2006) ghi nhan ci vo
dém (P. larnaudii) c6 thé di cu tir song Tonlé Sap, vuot qua Phnom Pénh va duoc
danh bét tro lai tai Dong Thap (Viét Nam) v6i quang dudng hon 100 km [128]. Nhiing
tién bo gan day trong k¥ thuat giam sat hién dai nhu hé thong thé tich hop thu dong
va mang ludi do tir xa bang séng am cung cip nhitng bang chirng méi vé hanh vi di
cu cua ca. Robinson ef al. (2024) x4c dinh kha ndng di cu ngugc dong cua cd me vinh
Hypsibarbus malcomi (Cypriniformes: Cyprinidae) tor vung ha luu Ién thuong luu
dap thity dién Xayaburi (Lao), dat khoang cach 354 km véi toc d6 trung binh 0,8 —
1,01 km/ngay [168]. Pang chu ¥, Eschenroeder ef al. (2025) phat hién tuyén dudng
di cu méi cia ca vo dém (P. larnaudii) gitta song Mekong va séng Sekong (Lao),
dong thoi ghi nhan ca lang nha (Hemibagrus wyckioides) c¢6 kha niang di cu ching
dai trai nguoc voi cac gia dinh vé di cu ching ngan nhu trude day [169].

Bén canh cac phuong phap theo ddi vat 1y, viéc phan tich thanh phan hoa hoc
trong da tai thong qua ti 18 cac nguyén té vi lugng d3 trd thanh cong cu hitu hiéu dé
phan dinh cac chién luge di cu & cép dd ca thé. Dua trén ti 1& Sr:Ca va Ba:Ca, cac
nghién ctru da xac dinh tdp tinh di cu ngugc dong tor ving nudc man - lg vao sau
trong nudc ngot dé sinh san (anadromous) cia ca bong lau (P. krempfi) va ca tra ban
(P. mekongensis) v6i quing duong lan luot 13 1.400 km va 700 km [136, 170]. Nguoc
lai, cac loai nhu ca basa (P. bocourti), ¢a hii (P. conchophilus) va ca vo dém (P.

larnaudii) duwoc khang dinh thudc nhom di cu trong song (potamodromous) dua trén
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néng dd Sr 6n dinh trong subt vong doi [171, 172]. Bén canh do6, cac nghién clru con
phat hién su da dang chién lugc di cu ngay trong cting mét loai. Cu thé, c6 it nhit ba
chién luge di cu khac nhau dugc ghi nhan ¢ céc loai thudc ho ca tra Pangasiidae va
1én dén bdn chién lwge & cac loai khac (nhu ca chinh hoa Anguilla marmorata, ca
ngat Plotosus canius, ca phen vang Polynemus melanochir) [136, 172].

Mic du cac phuong phap trén cung cap dir lidu chi tiét vé tuyén duong di cu &
cép do ca thé, viéc du doan mé hinh di cu & quy mo quﬁn thé chi dugc thuc hién khi
mg dung cac cong cu di truyén. Pang chu ¥, Nguyen et al. (2020) khao sat mé hinh
di cu giita cac quan dan c4 tra tu nhién (P. hypophthalmus) & Thai Lan, Campuchia
va Viét Nam dua trén dir liéu di truyén (cong cu divMigrate). Két qua da phat hién
su ¢6 1ap di truyén 13 rét cia quan dan phia trén thac Khon (Thai Lan) so véi su két
ndi lién tuc & ha luu gitta Campuchia va Viét Nam, chirng minh thac Khon khong chi
1a rao can dia Iy ma con 13 ranh giéi di truyén quan trong dbi véi cac loai di cu tai
khu vuc nay [18].

1.4.3. Cidc nghién ciru vé Idp rip hé gen ti thé va xdc dinh mi vach RAD
ciia cdc lodi cd thudc giong Labeo

Gibng Labeo (ho ca chép Cyprinidae) co 105 loai duoc ghi nhan, phan b rong
rii & chau Phi, khu vuc Nam A va Pong Nam A [173]. Tinh dén thoi diém hién tai
(truy cap ngdy 20/10/2025), c¢6 54 trinh tu hé gen ti thé cua 21 loai thudc giéng Labeo
dugc dang ky ma so trén Ngan hang Gen. Cac hé gen ti thé nay dugc lap rap tir dir
liéu giai trinh ty Sanger va giai trinh tu thé hé méi, bao g6m ca doan doc ngén va
doan doc dai [174—176]. Bdi v6i ca ét moi (L. chrysophekadion), mot trinh tu hé gen
ti thé (ma s6 AP011199) duoc lap rap tir dir liéu giai trinh tu Sanger [177]. Nghién
clru nay tap trung khao sat méi quan hé phat sinh loai & cap do tong Labeonini
(Cypriniformes: Cyprinidae), do dé, cac thong tin chi tiét ciia hé gen ti thé ca ét moi

khong dugc nhém tac gia trinh bay [177].
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Dén nay, chua c6 nghién ctru nao sir dung dir liéu RAD-seq dé lip rap hé gen ti
thé va xac dinh ma vach RAD & giéng Labeo ciing nhu & cac loai ca séng Mekong,
nham khdo sat da dang di truyén va cdu trac quan thé.

1.5. Co sé khoa hoc cia luin an

Co s6 khoa hoc cua luan an dugc xay dung dua trén sy Kkét hop gitra sinh thai hoc
canh quan thity van va hé gen hoc quan thé so sanh (Comparative population genomics),
nham phén tich mdi quan hé giita dic diém sinh hoc ciia cac lodi ¢4 va ciu trac di truyén
quén thé cua chiing trong bdi canh bién dong mai trudng tai song Mekong.

Th nhét, luan an dua trén nén tang vé tinh lién tuc cua hé théng thuy van va
val tro cua céac hanh lang di cu trong viéc duy tri dong gen. Luu vuc ha luu song
Mekong khong chi 1a mot diém nong vé da dang sinh hoc v6i hon 1.300 loai c4 [178]
ma con 1a mot hé théng sinh thai dong, noi cac chu ky nhip 1i ty nhién dong vai trd
1 tin hiéu sinh hoc kich hoat cac qua trinh di cu [7]. Trong diéu kién ty nhién, dong
gen giita cac quan thé duoc duy tri thong qua cac tuyén di cu doc theo dong chinh va
cac tuyén di cu ngang két ndi véi cac ving ngap 1ii, bao gdm Bién HO va hé thong
song 3S [6, 7, 31]. Tuy nhién, su gia tdng cac rao can nhan tao va tdc dong cia BbKH
c6 thé 1am gian doan cac hanh lang nay, tir d6 dan dén sy phan héa cau trac di truyén
giita cic quan thé va suy giam tinh thich nghi ciia cac loai ban dia [179, 180].

Th hai, luan 4n dya trén 1y thuyét dia sinh hoc so sanh va hé gen hoc quan thé.
Trong mot hé sinh thai da loai, cic cach tiép can quan 1y hodc phan tich don 1é timg
loai thuong khé phan anh day du cac tac dong mang tinh hé théng [31]. Cach tiép can
nay cho phép so sanh dong thoi cac chi sé da dang di truyén va cdu trac quan thé cua
nhimng loai ¢ chién luge séng khac nhau dudi ciing mot ap luc moi truong [181].
Viéc lya chon ba loai cé dai dién cho ba nhém chinh: ¢4 chach 14 tre (M. siamensis —
ca den, khong di cu), ca ét moi (L. chrysophekadion — ca xam, di cu ching ngan va
tiy nghi) va ca vo dém (P. larnaudii — ¢4 trang, di cu ching dai) cho phép kiém chimg

gia thuyet vé moi lién h¢ gitra tap tinh di cu va cau truc di truyén quan thé. Diéu nay
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gitip 1am 13 liéu cdc rao can vat 1y gdy ra su phan hoa dong nhat hay co6 su khac biét
tuy thudc vao dac diém sinh hoc cua tung loai.

Thi ba, luan an dua trén vu thé vé do phan giai cua dit liéu giai trinh tu thé hé
méi va ki thuat EZRAD. Déi véi cac loai ca Mekong chwa ¢6 hé gen tham chiéu, viéc
st dung céc chi thi truyén thdng thuong phan anh chua day di cau tric di truyén quan
thé do kich thuéc mau han ché hodc d6 phan giai thap [13, 17]. K§ thuat EZRAD cho
phép thu nhan hang ngan chi thi SNPs phan bb ngau nhién trén toan hé gen, giai quyét
han ché vé mit thong tin di truyén [182]. Piéu nay khong chi gitp dénh gia cau tric
quan thé ma con cho phép udc tinh cac théng sd quan trong nhu kich thudc quan thé
hiéu qua, h¢ sb can huyét va cac loci dudi tac dong cua chon loc — nhitng thong tin
ma dir liéu DNA ti thé hay microsatellite chua thé phan anh toan dién [103].

Cubi cung, su bo tro giita hé gen nhan va hé gen ti thé thong qua viée lp rap de
novo hé gen rat gon dé xac dinh cac chi thi SNPs két hop v6i chi giai hé gen ti thé
va ma vach RAD tao nén mdt hé théng kiém chirng chéo. Su két hop nay khong chi
tang do tin cdy cho cac phan tich cdu tric di truyén quin thé ma con cung cap bo dir
liéu nén tang phuc vu viéc du bao cac kich ban bién d6i di truyén, tao co sd khoa hoc

cho viéc phan dinh cac ving bao ton va hanh lang da dang sinh hoc tai song Mekong.
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CHUONG 2:
POI TUQNG, PHAM VI VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

So d6 khoi mé ta cac bude thuc hién chinh theo ba ndi dung nghién ctru cua

luan 4n duoc thé hién & Hinh 2.1.

Thu mau ba loai ca & séng Mekong
(M&u mé co dugc bao quan trong Ethanol)

( Téch chiét va xac dinh ndng dé6 DNA >

J

Tao thu vién EzRAD va
Giai trinh ty [llumina
[

N&i dung 1: Lap rap de novo hé gen cua cac loai ca va xac dinh chi thi SNPs
Khéo sat va Iua chon
cong cu lap rép de novo
hé gen

Danh gid va thu nhan

' Lap rép de novo hé gen  X&c dinh va sang loc chi
doan doc chat lugng cao

céc loaica thi SNPs

N&i dung 2: Khdo sat su da dang di truyén, cau truc di truyén quan thé va du doan mé hinh di cu
Khdo sat sy dadang di  Xdc dinh su khac biét di  Xay dung cé&u truc quan Dy doan mé hinh di cu
truyén cla céc lodicd  truyén cla cac loaica thé cla cac loai ca cla céc loai ca
Noi dung 3: Lap rap va chu giai hé gen ti thé, xac dinh ma vach RAD va khao sat cau truc di truyén
quan thé ca ét moi

L3p rap va chu gidi hé Xac dinh trinh tu Khéo sat da dang di Xay dung cau trdc quan
gen ti th& ca ét moi ma vach RAD truyén quan thé ca ét moi thé& ca ét moi

Hinh 2.1. So @6 khoi thue hién ba ndi dung nghién ctru ciia luin an
2.1. Péi twong, pham vi nghién ctru va phwong phap thu miu
Mau ctia 03 loai (ca chach 14 tre M. siamensis, ca ét moi L. chrysophekadion va
ca v dém P. larnaudii) duoc thu thap ngau nhién tir cic ngu dan danh bat, cho dia
phuong hodc cang cé tai luu vuc séng Mekong tir 2017 — 2021 (Phu luc 2), gdm
Myamar (Thuong luu Mekong - UMB) va Lao, Thai Lan, Campuchia, Viét Nam (Ha
luu Mekong - LMB) (Hinh 2.2).

42



Chién lugc lya chon quén thé duoc thuc hién dua trén bdn tiéu chi sau: i) Dai
dién quoc gia thudc luu vire song Mekong, lira chon 1-2 quan thé/ qudc gia; ii) Pai
dién thiiy vire, bao gdm cac quan thé phan bd ¢ ca dong chinh va dong nhanh, phan
anh sy khac biét vé ché do dong chay, cAu trac sinh canh va tinh két ndi di cu cia c;
iii) Pai dién viing dia 1y — sinh thdi, voi cac quan thé trai dai trén nim ving sinh thai
dac trung cua song Mekong [27]: Thuong Lan Thuong (khu vuc c6 ddc trung 1a song
nai); Ha Lan Thuong (song subi ddi va dong bang ngap nudc cuc bd); cao nguyén
Korat (khu vuc c6 mang ludi song nhanh phong phtt nhu Mun, Chi); Kratie — Stung
Treng (ving hop luu gitta dong chinh Mekong va hé thdng 3S, noi chuyén tiép gitra
ving song chay xiét va dong bang ngap nudc); va chiu thd Mekong (d6ng bang ngap
nude rong 16n va ché do triéu); va iv) Ranh gidi sinh thdi — dia Iy quan trong, chién
luoc thu miu bao gdm cac quan thé ¢ phia trén va phia dudi thac Khon, dugc xem 13
ranh gidi sinh hoc tu nhién phan tach cac khu hé céa ctia ving trung va ha Mekong.
Thong tin vé vi tri dia 1y va viing sinh thai cta cac dia diém thu mau duoc trinh bay ¢
Hinh 2.2 va Bang 2.1.

Nham giam thiéu tdi da anh hudng ciia sy bién dong di truyén theo thoi gian dén
két qua phan tich quan thé va dy doan mé hinh di cu, nghién ctru 4p dung phuong phap
thu thap ngiu nhién cac mau ca thé trudng thanh, dugc danh gia 1a c6 von gen 6n dinh
[183]. Cac mau ca thu thap dugc dinh loai ngay tai thuc dia dua vao cac dac diém
hinh thai ddc trung va cac tai liéu ctia Rainboth (1996) [68] va Tran Pic Pinh va cong
su (2013) [52]. Cu thé, ca chach 14 tre dugc nhan dién qua diy 4-6 ¢6m tron den doc
theo vay lung va duoi; cé ét moi c6 than mau den thdm, c6 nhiéu chidm den va do; va
¢4 vO dém ¢ 1 dém den 16n & gbe vay nguc (cac mo ta chi tiét duoc trinh bay ¢ muc
1.2) (Phu luc 3). Bén canh d6, dé dam bao tinh xac thuc vé ngudn gbc va dia diém
thu mau, ngu dan dia phuong da duoc phong van truc tiép voi sy hd trg chuyén mon
clia cac ddi tac, gdbm Uy Sophorn-Vién Nghién ctru va Phat trién Nghé ca Noi dong

(Campuchia); Latsamy Phounvisouk-Trung tim nghién ciru ngudn loi thiy san (Lao);
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Chaiwut Grudpan-Dai hoc Ubon Rachathani (Thai Lan) va Mie Mie Kyaw- Dai hoc
Mandalay (Myanmar).

Téng cong 272 mau ca chach 14 tre (9 quan thé), 263 mau ca ét moi (10 quan thé),
193 miu c4 vo dém (8 quan thé) dugc thu thap. Tai Tacheilek (Myamar) thudc luu vuc
thuong luu song Mekong (UMB), 01 quén thé ca chach 14 tre duogc thu thap. Mac du
c4 ét moi va ¢ vo dém ciing duoc ghi nhan phan bd ¢ khu vuc ndy, nhung s6 luong ca
thé thu thap duoc (8 ca thé ca ét moi va 1 ca thé ca vo dém) khong du dé phan tich di
truyén quan thé (Bang 2.1).

Mau co cua ting ca thé duge thu thap va luu giit trong dng 2 mL ¢6 chira con
95%, tién hanh ma s6 héa va bao quan & -20°C dé tién hanh cac nghién ctru vé di truyén

tai phong thi nghi€ém Sinh hoc phan tir, Truong Pai hoc Nha Trang.
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Myanmar - & Viet Nam

20°N | Tachileik
I M. siamensis

I L. chryophekadion
[ P.larnaudii

Thailand il
Quén déo
Hoang Sa
& h  Riy l\‘ o '\\-» _Pak P’ ; L\)\
15°N SN x | 19 W
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; Bién Dong
5
\
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1 Dy kién xiy dung v
@ Dia diém thu miu
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20 180 360 Kilometers
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Hinh 2.2. Bin d6 cac dia diém thu miu céc loai ca trong nghién ciru hié¢n tai.
(Mau sac twong ung voi cac loai ca; chit mau do thé hién cac dap thuy dién da,

dang va dw kién xdy dung), va “=""la vi tri ciia thic Khén (Khén Falls).
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ctru & luu vuc song Mekong

Bang 2.1. Thong tin vi tri dia Iy, viing sinh thai va s6 hrong ca thé ciia cac loai ca thu thap tai cic dia diém nghién

£ A Ving sinh Pia diém | Ki hiéu e Cachach | Caét | Cavo
Quoc gia Vi tri trén song Mekong thai thu miu | qu An thé Toa do dia ly 14 tre moi dém
Thuong luu | . , Thuong . on1s " oncs " " s
Myamnar | UMB Dong nhanh Lan Thurong Tacheilek TK 20°21°08.4"N | 100°05°05.9"E 32 8 1
Thuong luu | Dong nhénh - Luang
j °88'77.2"N | 102°12'94.2"E 2
I3 - LMB Song Khan Ha Prabang LP 19°88°77 0 ? 3 22 0
a0 Dong chinh Lan Thuong | Paksan PA 18°21°11.31"N | 103°57°21.7"E 34 32 21
Dong chinh Pakse PE 15°07'30.0"N | 105°48'47.8"E 27 32 0
A 4 Ubon o ' " o ' "
Trung lru - Dong chinh Ratchathani UB-MK | 15°25'70.8"N | 104°76'15.7"E 0 28 29
.. LMB Dong nhénh - Cao nguyén | Ubon o1 oo | ot e em
Thai Lan Séng Mun Korat Ratchathani UB-MR | 12°15°54.22"N | 109°6°15.5"E 32 0 24
Dong nhdnh - Roi Et RE | 15°23°51.47"N | 105°21°19.6"E 0 30 0
Song Chi
Hop luu gilra _ Stung Treng | ST | 13°31'46.7"N | 105°57'06.6"E 32 28 32
C hi dong chinh-3S | Kratié - Stung
AMPUER | o ru - Dong chinh Treng Kratié KT | 12°4931"N | 106°01'71.5"E 28 27 0
LMB Dong nhanh Siém Riép SR 13°0’N 104°3’E 0 0 30
Viet N Dong chinh Chiuthé | Pdng Thap DT | 10°57'04.1"N | 105°38'I1"E 25 32 32
iét Nam
j Dong chinh Mekong An Giang AG 11°07'37.7"N | 105°10'50.8"E 30 24 24
Tong cong 272 263 193

Ghi chii: *s6 lwong mau khéng dii quan thé nén bi loai khéi phan tich
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2.2. Lip rap de novo hé gen ciia cac lodi ca va xac dinh chi thi SNPs

2.2.1. Xay dung thur vién DNA cdc loai cd sir dung Ky thuit EzRAD va gidi
trinh tur

2.2.1.1. Tach chiét va xdc dinh nong do DNA

DNA duoc tach chiét tir 30 mg méu co da bao quan trong con ctia mdi ca thé ca
bang bo kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, M) theo hudng dan cia
nha san xuét, c6 diéu chinh. Cu thé, trong budc thu hdi DNA, nghién ctru tién hanh
rira giai ba lan riéng biét véi 100 uL dém AE thay vi sir dung 250 uL Nuclease-Free
Water, mdi 1an 0 & cac khoang thoi gian khac nhau (5 phat, 10 phat va 15 phat, chi
tiét & Phu luc 4). DNA tach chiét dugc dién di trén gel agarose 1,5% dé kiém tra do
tinh sach. Nhitng mau DNA t6t (bing sang rd va khong bi dut giy) duoc xac dinh
noéng do str dung bo kit Qubit dsSDNA High Sensitivity (Thermo Fisher Scientific) va
thyc hién trén may do huynh quang Qubit® 2.0 Flourometer (Invitrogen, My) theo
huéng dan cua nha san xuat (Phu luc 4). Mau DNA dat ndng d6 téi thiéu 3 ng/pL
duoc chon dé tiép tuc cho cac budc thi nghiém tiép theo.

DNA duoc tién hanh tinh sach bang AMPure XP Beads (Beckman Coulter) theo
ti 18 1:2. Mau duoc lac trong 15 phat & 200 vong/phut trén may lic GFL (ma may
3005, Puc) dé DNA gin két voi hat bead. Sau khi dit trén dé tir trong 5 phat, DNA
duoc gitr lai trén hat bead, cho phép loai bé dung dich chura tap chat. Cudi cung, rira
hat bead béng con 80% dé thu duoc DNA tinh sach.
2.2.1.2. Xay dung thu vién DNA hé gen

Thu vién DNA h¢ gen cua cac loai ca duogc tao ra thong qua ki thuat EZRAD s
dung bg kit TruSeq Nano HT Library Preparation (Illumina). Quy trinh ndy dua trén
phuong phap duoc mé ta boi Toonen et al. (2013) [82], véi nhitng diéu chinh theo
Dang et al. (2019) [16]. Cac budc chinh ctia quy trinh dugc minh hoa trong Hinh 2.3.
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* 1. Phan cat bang

enzyme cat gid1 han

* 2. Tao dau bing
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* 5. Chon loc phan doan DNA

@ 6. PCR
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Hinh 2.3. Quy trinh tao thw vién hé gen bang ki thuat EZRAD ([82], c¢6 hiéu chinh)
a. Phdn cdt DNA hé gen bang enzyme han ché

Mau DNA tinh sach duoc phan manh bang cach sir dung dong thoi hai enzyme
han ché, Mbol va Sau3AI (NEB). Ca hai enzyme déu nhan biét va cit tai trinh tu 5'-
GATC-3' va tao ra dau dinh. Tuy nhién, Mbol bi {rc ché boi sy methyl hoa Adenine
(nucleotide A), trong khi Sau3Al vin hoat dong hiéu qua, do do, viéc két hop ca hai
enzyme giup dam bao viéc cat thanh cong trén cac mau DNA c¢6 mic d6 methyl hoa
khong dong nhat, tir d6 giam thiéu thién vi va ting tinh dai dién cta thu vién DNA.

Phan tng nay duoc thuc hién trong tong thé tich 25 pL, bao gom dém 2,5 pL dém
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SmartCut 10X (NEB), 0,5 uL Mbol (5 U/mL), 0,5 uL Sau3AI (5 U/mL) va 21,5 pLL
mau DNA tinh sach. Phan tmng duoc tién hanh trén may luan nhi¢t C1000 Touch
(Biorad) & 37°C trong khoang tir 3 dén 24 gid. Sau dé, nhiét d6 duogc ting 1én 65°C
va duy tri trong 20 phit nhim bit hoat enzyme va cudi ciing bao quan mau ¢ 4°C.

b. Tao dau bang (Blunt End)

Céc doan DNA c6 dau dinh, san pham cta qua trinh phan cat bang enzyme han
ché, duoc bién d6i thanh dau bang bang cach bd sung 13,3 pL End Repair Mix
(ITlumina) va thyc hién phan tng tai 30°C trong 30 phut. Qua trinh nay dya trén co
ché hoat dong cia DNA Polymerase, enzyme tong hop DNA theo chiéu 5' — 3.

c. Chon loc phan doan DNA co kich thuoc muc tiéu (Size selection)

Dé chon loc cac doan DNA ¢6 kich thudc tir 350 dén 550 bp, quy trinh hai budc
dugc thyc hién st dung dung dich Sample Purification Beads (SP Beads, [llumina)
voi cac ti 1€ khac nhau. Céc hat bead trong SP Beads duoc thiét ké dé wu tién lién két
voi cac doan DNA 16n hon, sau d6 1a cac doan DNA nhé hon theo thir ty gidm dan
kich thudc.

- Budc 1: dung dich SP Beads pha loang (ti I¢ 1 H>O:1,5 SP Beads) dugc thém
vao, cho phép cac doan DNA 16n hon 550 bp gin két v6i hat bead. Céc hat bead nay
sau do duoc loai bd, gitr lai dung dich chira cac doan DNA muc tiéu.

- Budce 2: thém SP Beads khong pha loang vao dung dich & budce 1. Cac doan
DNA tir 350 dén 550 bp s& lién két v6i hat bead, trong khi cac doan nhé hon bi loai
b6 trong qua trinh rira voi con 80%. Cudi cing, cac doan DNA muc tiéu dugc thu hoi
bang dung dich Resuspension buffer (Illumina).

d. Gan nucleotide A (A-tailing) vao dau 3’ va Adapter

bé ngan chdn cac doan DNA tu lién két va chuén bi cho viéc ge"ln adapter, cac
nucleotide A (dung dich A-tailing, Illumina) duoc thém vao dau 3' cia chung. Phan
mg gin nucleotide A duoc thuc hién theo quy trinh nhiét nhu sau: 37°C trong 30

phut, 70°C trong 5 phut, 4°C trong 5 phiit va mau duoc giit & 4°C.
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Sau d6, adapter v6i nucleotide T bo sung & dau 3' duoc gan vao cac doan DNA
muc tiéu. Cau tric ciia Adapter gom (1) trinh ty gdn DNA 1én bé mit hé théng may
giai trinh tu (Flow cell binding sites); (2) trinh ty moi giai trinh tu (Sequencing primer
binding sites); (3) trinh ty nhin dién mu DNA (Index sequences), c6 thé 1a 1 (single-
index, md vach don) hoac 2 (dual-index, md vach doi); va (4) Trinh tu mdi doc chi sd
(Index primer binding sites) (Hinh 2.4). Phan tmg gin adapter duoc thyuc hién ¢ 30°C
trong 10 phut. Ngay khi két thuc phan tng, nhiét d6 mau dat 4°C, dung dich Stop

Ligation (Illumina) dugc bo sung vao phan tng dé dimg qué trinh gén adapter.

Ma vach don ﬁ Phan doan DNA muc tiéu i7 E
Ma3a vach doi ﬁ i5 Phan doan DNA muc tiéu i7 m

- Trinh tu gan thu vién vao thict b1 giai trinh tw
Trinh tuy mo1

Trinh tv nhan dién thu vién

Hinh 2.4. Céu tric ciia adapter

Sau qua trinh gin adapter, cac doan DNA dugc tiép tuc 1am sach bang dung
dich SP Bead (ti 1¢ 1:1). Tiép theo rira hat bead bang con 80% va thu héi DNA bing
dung dich Resuspension.
e. Khuéch dai thw vién DNA bcing PCR

Thu vién DNA duoc khuéch dai voi tong thé tich 15 pL, bao gdm 1,5 pL
[lluminia PCR Primer Cocktail, 6 pL Illuminia Enhanced PCR Mix, 1,875 uL nuéc
tinh khiét va 5,625 pL thu vién DNA. Phan ing dugc thuc hi¢n trén may luan nhiét
v6i chu trinh nhiét do: bién tinh ban dau tai 95°C trong 3 phit, tiép theo 13 8 chu ki
cua 98°C trong 20 giay, 60°C trong 15 giay va 72°C trong 30 giay va budc kéo dai
cudi cung & 72°C trong 5 phut, giit mau ¢ 4°C.

Dé kiém tra két qua khuéch dai, cac san pham PCR dugc dién di trén gel agarose

1,5%. Gel dugc nhudém Ethidium Bromide va quan sat duoi tia UV. Ky thuat EzZRAD
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tao ra thu vién DNA véi cac phan doan DNA c6 kich thude tir 350 dén 550 bp va thu
vién nay duoc bao quan ¢ -40°C.
2.2.1.3. Gidi trinh tu thé h¢ méi

Thu vién DNA duoc tinh sach b'fmg SP Beads theo ti 1€ 1:1 va xac dinh néng do
DNA bang bd do huynh quang Qubit 2.0 (Introvigen) theo huéng dan ctia nha san
xuat. Cac thu vién DNA duoc giai trinh tu hai chiéu (pair-end) tai phong Thi nghiém
Di truyén cia Truong Dai hoc Texas A&M Corpus Christi (Hoa Ky) st dung hé
thdng giai trinh ty thé hé méi HiSeq 4000 (I1lumina).

Tat ca dit lidu trong nghién ciru duoc tién hanh dang ky ma sé trén Ngan hang
Gen thong qua cong truc tuyén (Submission Portal), bao gdm tap hop thong tin vé
mau (BioProject - https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/bioproject/ va BioSample -
https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/biosample/) va trinh tw doan doc thod (Sequence
Read Archive, https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/sra/).
2.2.2. Lap rdp de novo hé gen ciia cic lodi ci va xzc dinh chi thi SNPs
2.2.2.1. Banh gida chat lwong trinh tw doan doc

Dt li¢u giai trinh tu thu vién DNA cua ba loai cé4 trong nghién curu 1a cac doan
doc tho (dinh dang file FASTQ) dugc minh hoa & Hinh 2.5. Quy trinh xu 1y dir liéu
(Hinh 2.6) duoc thuc hién trén hé diéu hanh Ubuntu Server 21.10, cac phﬁn mém va
cong cu tin sinh hoc duoc cai dit trén hé théng may chu dung lugng cao co cAu hinh
nhu sau: 24 CPU E5-2620 v2 x 2 core x Intel(R) Xeon(R) 2.10 GHz, va dung luong
RAM la 78.6 GB.

Tén doan doc .
' [rinh ty

@HWI-D00372:342:C7JLBANXX:4:1101:4553:2385 1:N:0:ATTCAGAATATAGCCT

GATCAACTGTGTGGCCCATCTGTCATCTAACAAGGTAACAATGTAAAQTECTCCACTCACAGTATC
+

|BBBBFFFFFFFFFFFF<FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFAFFFFFFFFFFBFBFFFFFF/BF

Chat lvong nucleotide theo Base: T

thang Q score (Bo ma ASCII) Q score: F = 37

Hinh 2.5. Hinh dnh minh hoa file trinh tu v6i dinh dang FASTQ
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Poan doc thd
(File FASTAQ)

Danh gia chat lugng trinh ty
(FastQC v0.12.0 va MultiQC v1.13)

Lap rap de novo hé gen
va Iya chon céng cu téi uu
(dDocent v4.5, ipyrad v0.9.84,
va Stack v2.4)

Loai bé céc base va doan doc chat
Iugng thadp (Trimmomatic v0.33)

Doan doc chat lugng cao
(File FASTAQ)

— Hé gen de novo

J

Déng hang
b (BWA v0.7.12)
D liéu déng hang

(File BAM)

Goi bién thé
(Freebayes v0.9.21)

L

Bién thé di truyén
(File VCF)

Loc bién thé
(veftools v0.1.11 va
veffilter v1.0.0)

Dir liéu SNPs
(File VCF)

Hinh 2.6. So @6 khoi quy trinh xir ly s6 li¢u

Céc trinh ty duoc danh gia chit lugng thong qua cac thong sé gom diém chat
luong trén sd luong trinh tu (Per sequence quality scores), diém chat lugng trén timg
vi tri nucleotide (Per base sequence quality), ti 1€ trinh ty chtra base N (Per base N
content) va ti 1€ trinh tu chtira Adapter (Adapter content) st dung cong cu FastQC
v0.12.0 [184] va MultiQC v1.13 [185]. Sau d6, nham thu nhan cic doan doc chat
lugng cao, nghién cuu st dung ph?m mém Trimmomatic v0.33 [186] dé loai bo céc
base va doan doc chat luong thap nhu sau: (i) dbi véi base, cac doan adapter va cac
base c6 diém chit luong Phred nho hon 30 (twrong tng xéac sudt nucleotide bi doc sai
boi thiét bi giai trinh ty 13 1/1000, nghia 1 do chinh xac 99,9%; Phu luc 5); (ii) dbi
voi trinh ty doan doc: cac trinh tu c6 ti 1€ N (nucleotide khong xac dinh) trén 10% va
chiéu dai nhé hon 50 bp. Sau do, cac doan doc chét luong cao dugc két ndi dua trén

doan chdng 1ap (overlap) t6i thiéu 40bp dé tao thanh cac contigs sir dung cong cu zcat
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v1.10 (https:/linux.die.net/man/1/zcat). Cac doan contigs c6 chiéu dai téi thiéu 147bp
duoc st dung lam dit liéu dau vao cho qua trinh 1dp rap de novo hé gen.
2.2.2.2. Khdo sdt céng cu toi wu ldp rdp de novo hé gen sir dung dir liéu trinh tw cd
Vo dém

Nghién ctru sir dung tap hop céc contigs chét lwong cao cua ca vo dém lam dir
lidu du vao, sau d6 tién hanh khao sat va danh gia ba bd cong cu lap rap de novo hé
gen ma ngudn md pho bién: gdm dDocent v4.5 [187], ipyrad v0.9.84 [188] — déu st
dung thuét toan tham lam (greedy-base) va Stack v2.4 [91] — str dung thuét toan do thi
(graph-base). Quy trinh lap rap de novo hé gen cho ting cong cu dugce tién hanh theo
huéng dan cu thé tir cac nghién ctu trude (Bird, 2022 [189] d6i véi dDocent 4.5;
Rochette et al., 2019 [190] ddi v6i Stacks 2.4; va Eaton and Overcast, 2020 [188] d6i
v6i ipyrad 0.9.84) véi cac thong sé mac dinh (Phu luc 6). Tuy nhién, dé dam bao tinh
khach quan trong viéc so sanh va danh gia chinh xac hiéu suét gitta cdc cong cy, nghién
ctru da tién hanh cai dat hai thong sd lién quan dén do bao phu va sb luong contigs dai
dién cho mdi c thé. Hai thong s nay duoc cai dit gibng nhau & ca ba cong cu (chi tiét
tai Bang 2.2) nham loai bo su khac biét do cai dat tham sb va tap trung so sanh két qua
1ap rap de novo hé gen.

Bing 2.2. Cac thong so dwoc cai dat dé lip rap de novo hé gen

Cong cu dDocent v4.2 Stack v2.41 Ipyrad v0.93
) p stack depth | mismatch . min_samples
Thong so | Cut-off 1 | Cut-off 2 mindepth
(-m) (-M) _locus
Gia tri 3 9 3 9 3 9
d0 bao $6 luong | doan doc tbi khoang d0 bao 36 lugng ca

phi téiuu | contigs | thiéudugc | cachtbida | phitéi | thé tdi thidu

e (duoc cuamoéi | yéu cau cho cua 2 thiéu cuia trén moi
Gidi thich , L x. ) .
. P tinh cho ca thé moi alen nuleotides | tung base locus
thong so6 X L . o~
mo1 ca cua tung ca giua cac
the) the alen trong
mot locus
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Dé danh gia két qua lap rap de novo hé gen, nghién ciru st dung cac thong sb 1ap
rap gdm sb lugng cac doan contig 1ap rap, chi sb N50 (1a kich thude cua cac contig da
duoc sép xép tir 16n dén nho tai vi tri kich thuée dat 50% hé gen, Phu luc 5), kich thudc
hé gen, s luong, kich thudce 16n nhat va kich thude trung binh ctia cum (cluster). Cac
thong s nay dugc xac dinh bang cong cu awk v5.1.0 (https:/linux.die.net/man/1/ awk)
va grep v3.4 (https://www.gnu.org/software/grep/). Pong thoi, ti 1& cac doan doc duoc
dong hang chinh xac vao hé gen dugc xac dinh bang tinh ning ‘samtools-flagstat’ trong
Samtools v1.9 [191]. Sau d6, cong cu lép rap de novo h¢ gen t6i wu duoc lya chon va
tiép tuc ap dung dé lap rap de novo hé gen cho cé chach 14 tre va ca ét moi.
2.2.2.3. Ldp rdp de novo hé gen ciia cd chach ld tre va cd ét moi

Dua vao quy trinh tdi uu cia lodi ca vo dém, hé gen cuia ca chach 14 tre va ca ét
moi dugc tién hanh lap rap de novo. Str dung cac doan contigs dd duoc két ndi cua ca
chach 1a tre va ¢4 ét moi (muc 2.2.2.1), nghién ctru tién hanh x4c dinh gia tri cua thong
s6 cut-off 1 va cut-off 2 theo quy trinh dDocent nham thu nhan céac contigs dic trung
va tan sudt xudt hién trong toan bo dit lidu. Cac thong sd vé hé gen gdm sb luong cac
doan contigs, kich thudc hé gen, thanh phén cac nucleotide (A, T, G, CvaN) vatilé¢ GC
duoc xac dinh bang cong cu awk v5.1.0 va grep v3.4. Dé danh gid cht luong hé gen sau
qué trinh lip rép de novo, nghién ctru tién hanh xac dinh chi s6 N50 va ti 1 cac doan doc
duoc dong hang chinh xac vao hé gen bang cong cu awk v5.1.0 va grep v3.4.

2.2.3. Xdc dinh chi thi SNPs cua cdc loai c4

Pé xéac dinh chi thi SNPs, cac doan doc chat lugng cao tur mdi ca thé ca duoc
dong hang voi hé gen de novo st dung thuat toan MEM (Maximum Entropy Method)
cua cong cu BWA v0.7.12 (Burrows-Wheeler Aligner) [192], tao ra cac t€p dit li¢u
dong hang & dinh dang BAM. Dua trén céc tép dong hang, cac bién thé di truyén (nhu
SNPs, vi tri chén/xéa - INDELSs, nhiéu cap nucleotide nam lién ké nhau - Multiple
Nucleotide Polymorphisms (MNPs) va cac bién thé phuc hop khac) duge goi dong
thoi bang cong cu Freebayes [193] va tap hop thanh dir liéu bién thé tho (bao gdm ca
SNP/INDEL tho).
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Pé dam bao thu duogc tap hop cac chi thi SNP c6 dg tin cay cho phan tich tiép
theo, cac bién thé di truyén thdé duoc tién hanh sang loc nham loai bo cac bién thé
khong mong mudn (nhu INDELSs) va cac vi tri ¢6 do tin cdy thap sir dung cong cu
veftools v0.1.11 [194] va veffilter v1.0.0 [193]. Cu thé 13, nghién ctru chi thu nhan
cac SNPs ¢ 2 alen va loai bo céc vi tri chén/x6a. Vé chat lugng, cac SNPs co chit
luong trung binh tir 30 tré 1én (twong dwong voi dd chinh xac goi bién thé 1a 99,9%),
dd sau bao phu trung binh tai méi vi tri ddm bao tir 10 tré 1én va chi giit lai cic SNP
di hop tir 6 can béng alen nam trong khoang 0,25-0,75 nham loai bo cac bién thé co
d6 thién I¢ch giai trinh tu cao. V& tan suat xuét hién, cac bién thé hiém dugc loai bo
v6i ngudng tan suit alen thay thé nho hon 0,05 va s alen thay thé nho hon 3 trong
toan bo quﬁn thé. Vé dit liéu thiéu, loai bo cac SNPs c6 ti 1¢ thiéu trén 80% ca thé va
céc c4 thé co ti 1é phat hién SNPs nho hon 80%. Cudi cing, loai bé cac SNPs khong
tuan thu can bang Hardy-Weinberg véi p < 0,001, dong thoi chi gitr lai 1 SNP trén
mdi contig dé dam bao tinh doc 1ap cia cac chi thi trong phan tich lién két (chi tiét
tai Bang 2.3).

Sau khi sang loc chét lugng, tip hop dir liéu SNPs ¢ db tin cdy cao dugc dua
vao phén tich dé phan biét cac SNPs trung tinh (neutral loci) voi cac SNPs ngoai vi
(outlier loci) — nhitng vi tri chiu tdc dong cta chon loc tu nhién. Viéc phat hién cac
loci ngoai vi chiu nhiéu yéu t6 gay nhiéu nhu ti 16 dwong tinh gia cao, 13i kiéu gen,
cAu tric quén thé phtrc tap va do nhay khac nhau cua cac thuat toan [195]. Do do, dé
tang tinh tin cdy va kiém tra chéo két qua, nghién ctru nay st dung dong thoi hai
phuong phap dugc dé xuat boi Narum va Hess (2011) [195]: Lositan Selection
Workbench v1.0 (str dung thudt toan FDIST2) [196] va BayeScan v2.1 (st dung thuat
toan hoi quy Bayes) [197]. Su két hop hai phuong phap nham khic phuc cic han ché
riéng 1€ cua tirng thuat toan, tir 6 cung cép cac locus chiu chon loc dang tin cdy hon.

Dit liéu dau vao duoc chudn bi ¢ dinh dang genpop (“.gen”).

55



Biang 2.3. Cac thong sb va gia tri loc dworc sir dung trong nghién ciru hié¢n tai

Gia tri sang

STT Cic thong so loc loc Y nghia
1 | Bi-allen Chi gitr lai cac SNPs c6 2 alen
2 Lo‘a ! bc? cac vitrl Loai cac vi tri SNPs chén va x6a
chen/xo0a
Chét lrong trung binh Loai nhurqlg SNPs c6 diém ,chat l?qn%
3 (mean quality score - Q) >30 Phred nhé hon 30, twong Uung vaoi do
quaiily chinh x4c 12 99,9%
Do sa ht Y
‘Q salj_ba9;p " trun 5 Do bao phu t6i thi€u cta cac doan doc
4 | binh toi1 thi€u (minimum <10 NS K a2
trén moi locus cua tat ca cac cé thé
mean DP)
Dit lidu thiéu (missing data): nhiing vi
tri SNPs khong xac dinh dugc kiéu gen
5 Ti 1€ phat hi¢n SNPs 0% clia tat ca cac ca thé trong quan thé
trén tat ca cc ca thé ° nghién ctru. Loai bd cac SNPs co ti 1€
“missing data” >80%, thuong loai bo
s6 luong 16n SNPs
‘ Ti 1¢ gifta s6 1 12 hai alen tai
(e | o [T gd e b e
(allele balance - AB) > 0,75 o p Cimg :
hop tu.
S6 alen thay thé S6 1an xut hién ciia mot alen khac biét
7 | (minor allele count - <3 v6i alen tham chiéu (reference allele)
MAC) trong mot tap hop dir liéu di truyén
ey , Ti 1& xuit hién cua alen thay thé
Tan so alen thay thé L xgat on cua ,g.l e;n ! ?y;t ?
, (alternative allele) so v&i tong so tat ca
8 | (minor Allele Frequency 0,05 , e s 2 X
cac alen tai mot vi tri cu thé trong quan
- mAF) 2
the
Ca thé thiéu (Missing individuals) xay
, . ra khi mot sd ca thé trong quin thé
Ti 1€ phat hi¢n SNP A A C e e 1A
9 tri%niflj:na C;iﬁ i > >80% nghién ctru khong cé du dir licu SNPs
& dé phan tich (Loai cac ca thé co ti 1é
SNPs <80%)
10 Cﬁg bang Hardy- <0001 Loc cac SNPs ‘Amé g;ié tri p nho hon
Weinberg 0,1% trong quan thé
11 | 1 SNP/contig Chi giit 1ai mot SNP trén mdi contig
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béi vai cong cu Lositan, mdi locus dugc tinh toan gia tri khac biét di truyén
(Fst) va di hop tir mong doi (He), sau d6 duoc hién thi trén biéu d6 phan tan Fst so
v6i He. Phuong phap nay gia dinh rang hau hét cac locus trong hé gen tién hoa trung
tinh; do do, cac locus c6 gia tri Fst hodc He ndm ngoai vung tin cdy cua phan phdi ky
vong dugc xem la cac locus chiu chon lgc. Phan tich dugc thyc hién véi cac thong sb
gdém 100.000 1an 1ap mé phong, khoang tin cay 95% va gia tri kiém soat ti 1& phat
hién sai (False Discovery Rate — FDR) < 0,001. Cac locus ngoai vi dugc x4c dinh 1a
nhitng locus c6 gia tri Fst cao hon vung tin cdy (chon loc tich cuc — positive selection)
hoidc c6 gia tri He cao hon vung tin cdy (chon loc cin bang — balancing selection).

Trong khi do, cong cu BayeScan v2.1 phat hién cac locus ngoai vi dua trén su
khéc biét vé tan sb alen gilta cac quﬁn thé. Phan tich dugc thuc hién véi cac thong )
mac dinh, bao gém 20 lan chay thtr, mdi 1an 5.000 vong lap, tiép theo 1a 50.000 vong
1ap “burn-in”. Gia tri ti 1¢ cugc tién nghi¢m cho mé hinh trung tinh duoc dat la 10.
Doi voi mdi locus, gia tri “logl0(PO)” dugc tinh toan, locus duge xem la ngoai vi
khi log10(PO) > 0 va FDR < 0,001.

Dé dam bao tinh chinh xac khi udc tinh cac thong s6 da dang di truyén quan thé
(chu yéu dua trén cac qua trinh tién héa trung tinh), cac loci ngoai vi dugc xac dinh
bdi ca hai phuong phap (LOSITAN va BayeScan) duoc loai bo khoi tap dit liéu dé
thu duoc cac SNPs trung tinh. Pong thoi, tip hop cac loci triung 13p dwoc chia sé gitra
BayeScan va LOSITAN ciing dugc thu nhan lam tap dit liu thir hai phuc vu cho céc
phan tich chuyén sau vé thich nghi.

Cubi ciing, hai tap dir liéu SNPs trung tinh va loci dap ung (dinh dang “.vcf?)
duogc sir dung dé khao sat da dang di truyén va cdu trac quan thé cua cac loai ¢4 & ha
Iru song Mekong. Phan mém PGDSpider v2.1.1.3 [198] duoc sir dung dé chuyén do6i
dinh dang tir “.vcf” sang “.gen”, “.arp” va “.strc”, nham tao ra dit liéu dau vao phu

hop cho céac phan tich da dang di truyén va ciu triic quan thé.
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2.3. Khao sat su da dang di truyén, ciu tric quén thé va du doan mé hinh
di cur ciia ba loai ca dién hinh é luu vire ha luu séng Mekong
2.3.1. Khio sdt s da dang di truyén ciia cic quan thé ci

Sy da dang di truyén cua cac quan thé ca duoc danh gia st dung tap dit liéu
SNPs trung tinh ¢ dinh dang file genpop (.gen). Cac théng sb di truyén dugc tinh toan
gém di hop tir quan sat (observed heterozygosity - Ho) va di hop tir mong doi
(expected heterozygosity - He). Trong d6, gia tri Ho phan anh tan sb thuc té cta cac
c4 thé di hop tir trong quan thé, trong khi He dugc wéc tinh dya trén gia dinh can bang
Hardy-Weinberg (HWE), thé hién murc 6 da dang di truyén tiém ning cta quan thé.
Ca hai thong s6 nay déu dao dong trong khoang 0 dén 1, tuy nhién, do SNP 1a chi thi
c6 hai alen, gia tri He t6i da vé mit 1y thuyét chi dat 0,5 khi hai alen c6 tan sé bang
nhau [199]. Cac gia tri Ho va He duoc thyc hién tinh riéng cho timg quan thé thu miu
va cho toan bd tip hop ca thé thudc luu vuc song Mekong st dung phan mém
GenAlEx v6.5.2 [108].
2.3.2. Xay dung ciu triic di truyén quin thé cic loii cd ¢ ha lru séng
Mekong
2.3.2.1. Xac dinh su khac biét di truyén cua cdc qudn thé cd

Str dung bd dir li¢u SNPs trung tinh va loci dap trng cua tung loai cd, sy khac
biét di truyén chung (Gst) [200], khac biét di truyén theo cap (Fst) [201] gitta cac
quan thé va gia tri d6 tin cay duoc tinh toan bang phan mém Alrequin v3.5 [202] voi
dir liéu dau vao & dinh dang file “.arp” va tan s6 hoan vi duoc cai dat 13 9.999. Cac
gia tri Gst va Fst déu niam trong khoang tir 0 (khong c6 su khac biét di truyén) dén 1
(khac biét di truyén hoan toan). Pbi véi Fsr, gia tri < 0,05 dugce xem 1a mic sai khac
di truyén nho; 0,05< Fsr <0,15 biéu thi sai khac di truyén trung binh va > 0,15 phan
anh sai khac di truyén rd rét giira cac quan thé [201].

Dé kiém soat ti 18 phat hién sai (FDR), cac gia tri p thu duoc tir phan tich Fsr
dugc hiéu chinh da kiém dinh bang phuong phap Benjamini va Hochberg (1995)
[203] (cong thire tinh p hiéu chinh dugc thé hién & Phu luc 5). Sy khéac biét di truyén
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theo cap (Fst) chi dugc xem 1a co y nghia théng ké khi gid tri p nho hon p higu chinh
(Padiusted). Qué trinh hiéu chinh gia tri d6 tin ciy nay duoc thuc hién bang céng cu truc
tuyén theo duong link https://tools.carbocation.com/. Cudi cung, biéu d6 heatmap
dugc xay dung bing cong cu seaborn v0.13.2 [204] dé truc quan hoa muc do khac
biét theo cip gitra cac quan thé (Fs).

2.3.2.2. Xdy dwng cdu triic di truyén qudn thé cia cdc lodi cd

Nghién ciru cau trac di truyén quan thé ciia cac loai ca duoc tién hanh bang cach
phan tich dit liéu SNPs trung tinh va loci dap ing, st dung ca phan tich nhom va phan
tich thanh phan chinh (Principal Component Analysis - PCA).

Phan tich nhém, st dung phan mém STRUCTURE v2.3.4 [116], cho phép xac
dinh cAu triic quan thé dya trén sy phan nhom cac ca thé theo thong tin di truyén. Cac
nhém duoc hinh thanh dai dién cho sy chiém wu thé cia mot hodc nhiéu quan thé va
c6 thé duoc coi 13 dic diém di truyén dic trung cta timg quan thé. Phuong phap nay
ap dung thuat toan suy ludn Bayesian dé phan bo cac ca thé vao cac nhom thong qua
quy trinh Markov chain Monte Carlo (MCMC). Gia dinh ban dau 1 cic nhom duogc
chon ngau nhién, cic c4 thé duoc gan vao mét nhém dua trén kiéu gen cua nhiéu
locus va tan s6 alen udc tinh ctia mdi nhém. Dir liéu dau vao cho phan tich la dinh
dang file “.strc” (chura thong tin kiéu gen cua cac ca thé tai cac locus) va mé hinh hon
hop (admixture) voi tin sb alen twong quan (correlated allele frequencies) duoc st
dung. M6 hinh hdn hop cho phép céac ca thé co thé co td tién tir nhiéu quan thé. Sb
nhom K dugc gia dinh tir 1 d&én 10 (v6i 3 1an lip cho mdi gia tri K), st dung thong sd
Length of Burn-in Period 1a 5.000 va 50.000 1an 1ip. Gi4 tri K t&i wu duoc xac dinh
dua trén gia tri trung binh cua log-likelihood (InP(D)) thong qua cong cu truc tuyén
Structure Harvester v0.6.94 [205].

Phén tich thanh phan chinh (PCA) [206] dugc sir dung dé giam chiéu dir liéu,
giit lai cac thanh phan quan trong ma vin duy tri cac dic diém co ban cia dir liéu.
Phan tich dugc thyc hién bang goi adegenet v1.3.1 [207] trén phan mém RStudio, véi

dir liéu dau vao 1a file genpop (.gen) va ki hiéu cta cac quan thé (popmap). Cac thanh
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phan chinh (PC) duoc giir lai dia trén gia tri Eigenvalues, voi cac PC dau tién thuong
c6 gia tri 16n hon, thé hién cac hudng bién thién 16n nhét trong dit liéu.
2.3.2.3. Khao sdt si lién két quan thé theo khoang cdch dia 1y

Dé kiém tra su lién két cua cac quan thé ca theo khoang cach dia 1y (Isolation-
by-distance), nghién ctru tién hanh chuyén doi gia tri khac biét di truyén (Fst) & muc
2.4.2 sang Fst/(1-Fst) va khoang cach dia Iy gitta 2 quan thé duoc uéc luong dua trén
chiéu dai ciia song bang Google Map (Phu luc 7). Mdi twong quan nay duoc ddnh
gia qua 2 phuong phap:

(1) kiém dinh Mantel (Mantel test) dugc thyc hién bang tinh ning ‘vegan’ trén
phan mém RStudio, v6i tAn s6 hoan vi 12 9.999 va d 1ap lai 1a 1.000 1an [208]. Trong
d6, murc do giai thich ctia khoang cach duoc thé hién qua hé s6 R? hiéu chinh (adjusted
R?) va y nghia ciia m6 hinh duoc x4c dinh dua trén gia tri P.

(2) Phan tich ban db vecto riéng Moran dua trén khoang cach (dbMEM) duoc
st dung nham khéc phuc han ché cua kiém dinh Mantel trong viéc phat hién cAu trac
khong gian da bién [209]. Phuong phap nay sir dung cac ham riéng (eigenfunctions)
dé phan tach cau truc khong gian ctia tap dit liéu thanh nhiéu quy mo khac nhau thong
qua tinh ning “adespatial” trén phan mém RStudio véi tan s hoan vi 13 9.999 [210].
Céc vector riéng (truc MEM) duoc sap xép theo thtr tr giam dan ctua mirc do tuong
quan khéng gian, trong d6, cac truc dau tién dai dién cho xu huéng bién d6i ¢ quy
mo rdng va cac truc sau phan anh quy moé hep hon [209].
2.3.2.4. Phdn tich phwong sai phén tir (AMOVA) ciia cdc quan thé cd

Mirc d6 khac biét bén trong, giita cac quan thé va giita cac phan nhom cia ba
lodi ca dién hinh dugc phéan tich bang phuong sai phan tr (dnalysis of molecular
variance - AMOVA) dua trén phan mém Alrequin v3.5 st dung bo dir liéu SNPs
trung tinh va loci dap tmg (dinh dang “.arp”). DPong thoi, cac gia tri thong ké F (Fis,
Fsr, Fir - so sdnh su khéc bi¢t bén trong, gitra cac quén thé) va (Fsc, Fer - so sanh su
khac biét giira cac quan thé khi phan nhom) ciing dugc ghi nhan. Phan tich AMOVA

duogc thuc hién theo hai cach tiép can: (i) Dua trén cac quﬁn thé thu mau theo vi tri
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dia 1y; va (ii) Dua trén két qua phan nhom di truyén duoc xac dinh boi phan tich
STRUCTURE va PCA.
2.3.2.5. Xdc dinh hé sé cdn huyét va uoc luong kich thuoc qudn thé hiéu qua

Hé s6 can huyét (Fis) va kich thudc quan thé hiéu qua (Ne) dugc ude tinh cho
timng nhom quan thé da duoc xac dinh tir két qua phan tich cdu trac di truyén
(STRUCTURE) va phan tich thanh phan chinh (PCA). T4p dit liéu SNPs trung tinh
(dinh dang “.gen”) dugc st dung 1am dit liéu dau vao cho ca hai phan tich.

Hé sb Fis duoc sir dung dé danh gia mirc d6 can huyét trong quan thé bang cach
dinh lugng su sai 1éch giita tan suat di hop tr quan sat (Ho) va tan suat di hop tur
mong doi (He) so v6i trang thai can bang Hardy-Weinberg. Hé sd Fis duogc tinh toan
bang phan mém GenoDive v2.0b27 [109]. Gia tri Fis dao dong tir -1 dén 1, véi Fis>
0 biéu thi su thiéu hut di hop tr (Ho < He), thuong 14 ddu hiéu cua can huyét hoidc
hiéu tng Wahlund do sy pha tron giita cac quan thé phu. Nguoc lai, Fis < 0 cho thay
su du thira di hop tir (Ho > He), c6 thé phat sinh tir co ché tranh giao phéi can huyét,
chon loc uvu thé di hop tir hodc lai xa giira cac quan thé c6 kiéu gen khac biét [211].

Kich thudc quan thé hiéu qua - thong s6 thé hién s6 lugng cé thé tham gia sinh
san 1y tudng - dugc udc tinh bang phadn mém NeEstimator v2.1 [212] dua trén phuong
phap lién két mét can bang (Linkage Disequilibrium). Viéc udc tinh duoc thuc hién
duéi gia dinh mo hinh giao phdi ngdu nhién (random mating model) va khoang tin
cay 95% duogc tinh toan dé xac dinh do tin cay cua gia tri Ne. Gia tri Ne dugc danh
gia dya trén nguyén tic 50/500 [213]. Trong dé, ngudng ngan han (Ne > 50) 1a kich
thudc quan thé hiéu qua tdi thiéu can thiét dé tranh suy thoai can huyét, ngudng dai
han (Ne > 500) 1a muc t6i thiéu can thiét dé duy tri da dang di truyén va kha ning
thich nghi lau dai.

2.3.3. Dwr doin mo hinh di cur cua cdc loai ca o ha liru song Mekong

Nhim kiém chtng gia thuyét vé ciu triic quan dan theo cac hé théng di cu trong

luu vuc da dugc ghi nhan [31], nghién ctru tién hanh phan tich va du doan mo hinh

di cu cta 2 loai c4 c6 tap tinh di cu khac nhau (c4 ét moi di cu ching ngan, tiy nghi
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va c4 vo dém di cu ching dai). Dir liéu thong tin di truyén (cha yéu 1a tan s alen)
duoc phan tich dua trén 2 phuong phap, moé hinh di cu hién tai (divMigrate) [134] va
lich st phan tach va pha tron quan thé (Treemix) [135]. Riéng d6i véi ca chach 14 tre,
do tap tinh it van dong va chua co6 dir li¢u vé kha nang di cu [59], do do, viéc du doan
mo hinh di cu cua loai cé nay la khong phu hop.

2.3.3.1. Khao sat mé hinh di cu hién tai (divMigrate)

Mo hinh di cu hién tai cta ca ét moi (9 quan thé) va ca vo dém (7 quan thé) &
LMB dugc x4c dinh dya trén tinh nang ‘divMigrate’ cua goi dir liéu ‘diveRsity’ [134]
va thuc hién trén phﬁn mém RStudio. Dir liéu dau vao 1a tap dir liéu SNPs trung tinh
& dinh dang file genpop (“.gen”). Pau tién, mé hinh di cu ddi xtmg dugc gia dinh dé
phit hop véi cac qua trinh di cu xay ra ¢ tat ca cac quan thé. Ti 1 di cu twong d6i (gia
tri tir 0 dén 1) duoc udc tinh dua trén sb luong ca thé di cu hiéu qua trén mdi thé hé
(effective number of migrants - Ny). Sau d6, hudng va ti 1& di cu twong ddi duoc tinh
toan v&i khoang tin cay 95% va do 1ap lai 10.000 lan, va tir d6 suy ra quan thé nguén
(source) va nhan (sink). M6 hinh di cu tdi wu dugce lya chon dua trén gia tri do tuwong
dong cosine (cosine similarity) cao nhét, dam bao tinh phan anh xéac thyc nhét d6i véi
dit liéu thuc té. Cudi cung, mang ludi di cu dugce truc quan béng g61 dit liéu “qgraph”
[214] trén RStudio.
2.3.3.2. Dw dodn lich sir phdn téch va pha trén quan thé

Lich st phan tach va pha tron giira cac quén thé ca tai LMB duoc thuc hién
bang phan mém TreeMix v1.13 [135]. Pau tién, mot cdy quan thé khong gbc
(unrooted population tree) duoc xiy dung dua trén tan s alen cua tap dit liéu SNPs
trung tinh bang thuat todn kha ning t6i da (ML). Sau dé, quy trinh hdi quy ting budc
(stepwise likelihood) dugc thuc hién dé khao sat cac su kién di cu (migration envents,
m) co thé xdy ra, voi m = 0-10. Tai mdi gid tri m, mot ma tran phuong sai ph?ln du
(residual covariance matrix) dugc tinh toan, két hop véi ky thuat 1dy mau lai
(jackknife) @& danh gia mirc ¥ nghia thong ké ctia cac dong gen di cu. Pé xac dinh sb

luong su kién di cu ti uu, phuong phap Evanno (Am) dugc ap dung thong qua cong
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cu OptM v0.1.3 [215] trén nén tang RStudio. Theo do, gia tri Am cao nhét duoc st
dung lam tiéu chi dé xac dinh mo hinh t6i wu phan 4nh lich st tién héa cua cac quan
thé nghién ctru.

2.4. Lap rap va chi giai hé gen ti thé, xac dinh mi vach RAD va khao sat
cAu tric di truyén quén thé cia ca ét moi Labeo chrysophekadion

2.4.1. Lap rdp va chii gidi hé gen ti thé ci ét moi

Heé gen ti thé ctia ca ét moi dugc lap rap va cha giai theo quy trinh MitoZ v3.4
[216]. Dau tién, cac doan doc chat lugng cao thu nhan tir muc 2.2.2.1 duoc két nodi
bang céng cu Megahit v1.2.9 st dung thuat toan de Bruijn graph [217]. Trong do,
tinh nang ‘Quick mode’ véi gia tri kmer mac dinh 1a 71 dugc lya chon dé thuc hién
viéc két ndi cac doan doc (trong d6 kmer 1a chiéu dai cua doan trinh tu). Sau do, tap
hop cac contigs va scaffolds thu dugc dugc sang loc dé trich xuat cac doan thudc hé
gen ti thé bang cach so sanh véi co so dir liéu HMMER v3.1b2 (http:/hmmer.org/;
[218]) st dung md hinh Markov an (Hidden Markov Model - HMM). Cac gen mi
hoa protein, RNA van chuyén va RNA ribosome duoc chii giai lan lugt bang cac phan
mém GeneWise v2.2 [219], MiTFi v1.0 [220] va infernal v1.1.1 [221]. Céc gen sau
khi chu giai duoc sap xép theo trat tu bang cong cu BWA v0.7.17 [192] va Samtools
v1.15.1 [191]. Céu trac dang vong ctia hé gen ti thé duogc truc quan hoa bang phan
mém Circos [222].

Thanh phén nucleotide duoc xac dinh béng phén mém MEGA X [223]. Hé gen
ti thé trong nghién ctru hién tai duoc so sanh do twong dong véi cac trinh tir dd cong
b trén ngan hang Gen bang chuong trinh BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
va tién hanh ding ky ma sé théng qua cong cu Bankit (https:/submit.ncbi.nlm.nih

.gov/about/bankit/).
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2.4.2. Xdc dinh mi vach RAD thudc hé gen ti thé va khio sdt ciu triic di
truyén quan thé ciia cd ét moi ¢ ha Iru séng Mekong
2.4.2.1. Xac dinh ma vach RAD thugc hé gen ti thé

Trinh ty ma vach RAD cua cac qu?m thé c4 ét moi L. chrysophekadion dugc xac
dinh theo quy trinh radBARCODER (https://github.com/cbirdlab/radBARCODER,
[152]). Cu thé:

(i) Cac doan doc chat luong cao dugc sip xép (mapping) v6i hé gen ti thé cia
cd ét moi tur nghién ctru hién tai bﬁng thuat toan MEM [224] ctia cong cu BWA
v0.7.17 [192]. Tinh ning ‘stats’ ctia Samtools [191] duogc sir dung dé loai bo nhing
doan doc khong dong vao dugc hé gen ti thé;

(ii) x4c dinh do6 bao phu (coverage) tai mdi vi tri base st dung tinh ning
‘genomecov’ cua bedtools, sau d6 nhiing vi tri khong c6 dd bao phu dugc xac dinh
va xuat thanh mot tap dir liéu dudi dinh dang bed (.bed);

(iii) Trinh ty dinh dang fasta cta tung ca thé duoc tao thanh dua vao két qua cua
viéc sap xép hé gen ti thé tham chiéu va nhitng vi tri khong xac dinh tir tap dir lidu
bed duoc 1ap vao trinh tu 13 nucleotide N bang tinh ning ‘maskfasta’ ctia bedtools;

(iv) xac dinh cac vi tri da hinh nucleotide don (thay d6i mot nucleotide) va
chén/xoda (insertion and deletion-indel) va két hop chung thanh vi tri da alen
(multiallelic) st dung lan luot tinh nang ‘call’ va ‘norm’ cua bcftools;

(v) Trinh tu dong thudn (consensus genome sequences) & dinh dang file fasta
cuia ting c4 thé duogc tao bang cach két hop file trinh ty fasta & budc (iii) va file vi tri
da alen ¢ budc (iv) st dung tinh ndng ‘consensus’ cua bcftools;

(vi) Céc trinh tu dong thuan duoc dong hang (alignment) v6i hé gen ti thé cia
c4 ét moi ¢ nghién ctru hién tai va nghién ciru trudc (ma s6 AP011199, [177]) str dung
61 dir liéu pagan2 [225]. Céc vi tri nucleotide chén, x6a hodc khoang trong, va cac
ca thé c6 ti 16 dong hang < 50% duoc tién hanh loai bo bang ‘fitrGENOSITES.R’;

(vii) Tap dir li€éu ma vach RAD dudi dinh dang fasta dugc thu nhan va chuyén

d6i sang dinh dang Nexus bang Seaview [226] dé tién hanh cac phan tich vé da dang
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di truyén va mang ludi haplotype. Trinh ty ma vach RAD dugc xac dinh vi tri trén hé
gen ti thé bang tinh ning BLAST cua ngin hang Gen va hién thi két qua dong hang
da trinh ty (Multiple Sequence Alignment Viewer).
2.4.2.2. Khdo sdt da dang di truyén va mang luéi haplotype ciia cdc quan thé cd ét
moi 0 ha luu séng Mekong

St dung dit liéu ma vach RAD thudc hé gen ti thé, nghién ctru tién hanh khao
sat su da dang di truyén cua cac quan thé ca ét moi & LMB. Cac thong s6 da dang di
truyén bao gém tong sd haplotype (number of haplotype - Ny), da dang haplotype
(haplotype diversity - Hd), da dang nucleotide (nucleotide diversity - 1) va sb luong
cta vi tri da hinh (number of polymorphic site - S) dugc wdc tinh bang phan mém
DnaSP v5 [227]. Trong dé, s6 lugng haplotype va vi tri da hinh thé hién tong sb cac
bién thé di truyén va cac diém dot bién ton tai trong quan thé; da dang haplotype va
da dang nucleotide phan anh tan suét xuit hién va mirc d6 khac biét trinh tu gitra cac
c4 thé. Cac cong thirc dung dé tinh toan céc thong s6 duoc thé hién ¢ Phu luc 1. Mic
d6 da dang di truyén duoc danh gia dua trén tiéu chuan cia Grant va Bowen (1998)
[228] theo cac ngudng: thap (< 0,001; Ha < 0,5), trung binh (0,001 <7 < 0,01; 0,5
<H4<0,8) vacao (r>0,01; Hq>0,8).

Pong thoi, mirc do khac biét di truyén (Fst) dugc xac dinh bang phan mém
Arlequin v3.5 [202] nhdm dénh gia mérc d cach ly dia 1y va dong gen giira cac cip
quan thé. Cudi cung, mang luéi haplotype dugc xdy dung theo thudt toan TCS

(Templeton, Crandall and Sing) trén phan mém PopART [229].
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CHUONG 3:
KET QUA NGHIEN CUU VA THAO LUAN

3.1. Lip rap de novo hé gen ciia ba loai ca dién hinh & lwu vie ha luu
song Mekong va xac dinh cac chi thi phan tir SNPs
3.1.1. Tao thwr vién hé gen ciia ba loai cd va giii trinh twr thé hé moi

TAt ca cac mau ca thu thap déu dugce st dung dé tach chiét DNA téng s6. Hinh
3.1A minh hoa két qua tach chiét ciia 3 mau thudc ba loai c4 duoc tién hanh rira giai 3
lan (E1, E2 va E3) nhu phuong phap di duoc trinh bay ¢ muc 2.2.1.1. O ca 3 mau,
DNA tong s6 cta 1an rira giai thir 3 (E3) thé hién vach sang rd nét va khong xuat hién
vét sang kéo dai (smear) so vdi cac 14n con lai, do do, cac miu nay duoc lya chon dé
tién hanh x4c dinh ndng 46 DNA. Nghién ctru ghi nhan tit ca cac mau déu dat ndng do
(tr 3 ng/pl trd 1€n) dé thuc hién tao thu vién gen béng k¥ thuat EzZRAD (Phu luc 8).
Thu vién hé gen cua céc loai cd thu nhan c6 kich thude trong khoang 350 — 550 bp
(Hinh 3.1B).
A

bp

1500

1000

500

300

Hinh 3.1. Hinh anh minh hoa két qua dién di DNA tong s6 (A) va thw vién hé
gen (B) ciia mdt s6 miu ca trén gel agarose 1,5%

Giéng M: thang DNA chudn 100bp (Thermo Scientific), Hinh A. Cdc giéng tir E1-
E3: DNA tong sé sau 3 lan rira gidi ciia cde mau 1, 2 va 3; Hinh B. Cdc giéng 1-8:
Thur vién hé gen ciia 8 mau cd

Téng cong 272 thu vién DNA ca chach 14 tre, 255 thu vién DNA ca ét moi va
192 thu vién ca vo dém duoc xac dinh ndng d6 va giai trinh tu sir dung hé thong

Hiseq 4000 (Illumina) (Phu luc 8). Két qua giai trinh ty thu duoc 36.447.827,
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1.062.049.264 va 313.556.27 doan doc thd (chiéu dai mdi doan doc 13 150 — 151 bp)
tuong tng dbi vai ca chach 14 tre, ¢4 ét moi va ca vo dém.

Dt 1iéu doan doc va cac thong tin sinh hoc dugce dang ky trén Ngan hang Gen
v6i mid sb voi BioSample SAMNA44070737 - SAMN44071008 va BioProject
PRINA1169209 & ca chach 14 tre, BioSample SAMN40348039 - SAMN40348293,
BioProject PRIJNA1085793 & c4 ét moi1 va BioSample SAMN47596690 -
SAMN47596881, BioProject: PRINA 1242590 ¢ ca vo dém.

Sau khi loai bo céac nucleotide ¢ chét luong thép, cac nucleotide N, cac adapter
va doan doc ¢ chiéu dai nhé hon 50 bp, ) luong doan doc chét luong cao duogc thu
nhan lan luot 13 28.733.914 (78,8%) & c4 chach 14 tre, 1.026.721.048 (96,6%) & cé ét
moi va 259.912.528 (82,9%) ¢ ca v dém. Tat ca cac doan doc chat lugng cao duoc
str dung dé 1ap rap de novo hé gen ctia mdi loai ca.

3.1.2. La“'p rdp de novo va dinh gii chit lwrong hé gen ciia ba loai c4
3.1.2.1. Khdo sdt phwong phdp ldp rdp de novo hé gen cd vo dém

Khao sat phuong phép lap rap de novo hé gen ca vd dém bang ba bod cong cu
dDocent v4.2, Stacks v2.41 va ipyrad v0.93, két qua dugc thé hién & Bang 3.1. Qua
Bang 3.1, cong cu ipyrad thé hién két qua lap rap duoc sb luong doan contigs va
clusters nhiéu nhét (1.198.265 contigs va 214.522 clusters) va thap nhat & coéng cu
dDocent (169.083 contigs va 100.397 clusters). Tuy nhién, hé gen dugc lap rap boi
cong cu dDocent ¢ chiéu dai 1on nhat véi 34.390.648 bp, trong khi d6, hé gen ¢
kich thudc nho hon 31.299.528 bp va 23.726.444 bp lan luot duoc lip rap boi cong
cu ipyrad va Stack. Bén canh do, chiéu dai contig N50 va kich thuéc cluster 16n nhat
thé hién két qua tdt nhat & dDocent so véi hai cong cuy con lai.

Pé danh gia do chinh xac cua viéc lép rdp hé gen, ti 1€ cac doan contigs duoc
dong vao hé gen dugc xac dinh. Két qua ghi nhan ti 1 ndy & cong cu ipyrad dat cao
nhit (76,58%), tiép theo 1a dDocent (71,39%), va Stack (68,57%). Tuy nhién, néu xét
vé ti 1& cac doan contigs dong chinh xac vao h¢ gen thi cong cu dDocent dat ti 1€ cao

nhat (84,07%) (Bang 3.1).
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Bang 3.1. Cac thong sd lap rap va sip xép hé gen ca vo dém tir ba bd cong cu

Cong cu dDocent

. Stack v2.41 Ipyrad v0.93
Thong so v4.2
Théng so lip rdp
S6 luong contig 169.083 215.039 1.198.265
Sb lugng clusters 100.397 161.310 214.522
Chiéu dai hé gen (bp) 35.729.239 | 23.726.444 31.299.528
Chiéu dai contig N50 (bp) 344 147 147
Kich thuéc cluster 16n nhat (bp) 527 177 269
Kich thudc cluster trung binh (bp) 148,15 148,25 149,23
Théng so cdc doan contig sdp xép vao hé gen
Ti 1€ mapping (%) 71,39 68,57 76,58
Ti 1€ mapping chinh xac (%) 84,07 83,80 76,89

In ddm thé hién gia tri cao nhat cua moi thong sO

Dura trén cac ti€u chi so sdnh, nghién ctru hi¢n tai ghi nhan cac cong cu st dung
thuat toan tham lam (dDocent va ipyrad) déu cho két qua lip rap wu viét hon so véi
cong cu sir dung thuat toan do thi (Stack). Két qua nay ciing twong tu v6i nghién ciru
ctia Lacava et al. (2019) khi so sanh va danh gia 6 cong cu lip rap de novo trén dit
liéu ddRAD gia 1ap ciia 2 loai da biét thong tin hé gen (thuc vat Arabidopsis thaliana
TAIR 10 va ngudi Homo sapiens GRCh38). Qua két qua danh gia ti 1¢ lap rap so voi
hé gen c6 san, nghién ctru ghi nhan cong cu CD-HIT — sir dung thuét toan tham lam
— thé hién két qua lap rap tot nhit & ca hai bo dir liéu [85].

Tuy nhién, hiéu qua ctia cac thuat toan thuong khong ddng nhét giira cac tap dir
liéu khac nhau. Li ef al. (2018) lai cho rang cong cu RADassembler — sir dung thuat
toan do thi vuot troi hon so véi dDocent hay Rainbow - thuat toan tham lam khi phan
tich dir liéu thuc nghiém tir ca I du vang (Larimichthys polyactis), thé hién qua cac
chi s6 N50 va chiéu dai trung binh cta contig, s6 luong va ti 1é contig dugc sip xép
chinh xac vao hé gen [230]. Su khac biét nay cho thiy viéc Iya chon cong cu tdi uu
khong chi phy thudc vao ban chét thuét toan ma con tuy vao muc dich lép rap, tap dir

liéu trinh tu, tai nguyén san c6 (dung lugng may tinh).
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Néu xét thém vé khia canh hiéu suat, nghién ctru hién tai nhan thay su khac biét
dang ké: dDocent chi mat 2 ngdy dé hoan thanh quy trinh, trong khi ipyrad doi hoi
t61 7 ngdy trén cing mot hé théng. U thé vé tde do xir Iy cua dDocent ciing di dugc
xéac nhn trong nghién ctru cta Li ez al. (2018) [230]. Do d6, v6i su cin bang gitta do
chinh xac cua thuat toan tham lam va hi¢u qua vé mit thoi gian, dDocent da dugc lya
chon 1am cong cuy tbi wu va tiép tuc sir dung dé thuc hién lap rap de novo hé gen cho
ca chach 14 tre va c4 ét moi trong nghién ctru nay.
3.1.2.2. Ldp rdp de novo hé gen ciia cd chach ld tre va cd ét moi

Tur cac doan doc chat lugng cao cua ca chach 14 tre (28.733.914 doan doc) va
ca ¢t moi (1.026.721.048 doan doc), nghién ctiru tién hanh lya chon cac doan doc dic
trung dai dién cho toan b dit li¢u va tan suat xuat hién cua ching nham loai di nhiing
doan doc chi chia sé boi mot vai céa thé hodc doan doc voi tan suit xuit hién thép do
18i trong qua trinh giai trinh tu thong qua gia tri cut-off 1 va 2 lan luot 1 3 va 8. Sau
khi chon loc dit li¢u, 28.458.469 va 1.026.721.048 doan doc dac trung dugc st dung
dé lip rap de novo hé gen cia ca chach 14 tre va ca ét moi.

St dung thuat toan tham lam cta cong cu dDocent, két qua nghién ctru lap rap
duoc 89.056 doan contigs (kich thudc tir 154 — 470 bp) va 90.898 doan contigs (kich
thudc tir 154 — 470 bp) lan luot & ca chach 14 tre va ca ét moi. Cac thong sb vé hé gen
ctia ca chach 14 tre va ca ét moi lip rap duoc trinh bay ¢ Bang 3.3. Hé gen c4 chach
14 tre va c4 ét moi duoc 1ap rap c6 chiéu dai lan luot 13 30.372.557 bp (ti 1& nucleotide
GC 12 36,1%) va 32.975.632 bp (ti I¢ nucleotide GC 1a 35,9%). Ca hai h¢ gen nay
déu thé hién ti 18 cao cac doan doc déng hang chinh xac vao h¢ gen, vdi 99,8% & ca
chach 14 tre va 99,9% & cé ét moi (Bang 3.2).

Kich thudc cta cac hé gen lap rap de novo tir dit liéu EZRAD cua 03 loai c4 lan
luot 12 31 Mb & ca chach 14 tre, 33 Mb & ¢4 ét moi va 35,7 Mb & c4 vo dém. Két qua
1ap rap dugc trong duong 3-5% kich thude hé gen ctia ciing loai hodc lodi ciing gidng
(nhu cé chach bong Macrognathus aculeatus (638,6 Mb), ca ét moi (1.076 Mb) va ca
Pangasius pangasius (792 Mb)) dugc uwdc tinh bang ham lugng DNA trong nhan ctia
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té bao don bdi (C-value) va cong bd trén co so dit liéu kich thude hé gen dong vat
(Animal Genome Size Database, https://www.genomesize.com/index.php). Diéu nay
cling phtt hop véi chién lugc cua ki thuat RAD-seq, khoang 0,1% - 10% kich thudc
hé gen duoc lap rap [82], va ciing duoc ghi nhin & cac nghién ciru trude day [154,
231]. Két qua nay cho thay lap rap de novo hé gen khong phai 1a muyc dich ctia RAD-
seq, ma thay vao do, k¥ thuat nay hi¢u qua trong viéc thu nhan hang ngan chi thi phan
tr (nhu SNPs) phéan b trén toan bd hé gen va duoc chia sé trén s6 lugng mau 16n dé
g dung trong céc nghién ctru chuyén sau vé tién hoa, mbi quan hé phat sinh loai va
cAu tric di truyén quan thé cta cac sinh vat [94].

bé danh gia chat lugng hé gen lép rap de novo, ti 1€ cac doan doc dugc dong
hang chinh xac vao hé gen duoc xac dinh va dat 84,07 — 95,2% ¢ ca ba loai (Bang
3.1 va Bang 3.2), diéu nay ching t6 hé gen c6 chat luong lap rap t6t va da didu kién
dé thuc hién budc tiép theo.

Bang 3.2. Cac thong so vé hé gen ciia ca chach la tre va ca ét moi

Cic thong sb Ca chach 14 tre Ca ét moi
Théng sé ldp rdp
Chiéu dai hé gen lap rap (bp) 30.372.557 32.975.632
Thanh phin céc nucleotide 7.867.091; 7.928.609; | 8.526.176; 8.734.089;
(A.T. G, C,N) 5.469.674; 5.486.511; | 5.997.475; 5.833.856;
3.620.672 3.884.036
Téng sb doan contigs 89.056 90.898
Chiéu dai doan contig nhé nhat (bp) 154 154
Chiéu dai doan contig 16n nhat (bp) 470 470
Téng sé doan contig ciia N50 44.528 45.449
Chiéu dai doan contig ctia N50 (bp) 343 343
Théng sé cdc doan contig sdp xép vao hé gen
Ti 1¢ mapping (%) 99,1 99,4
Ti 1€ mapping chinh xac (%) 92,6 95,2
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3.1.3. Xdc dinh chi thi phan tir SNPs ciia ba loai c4 dién hinh 6 lwru vire ha

liru song Mekong

3.1.3.1. Xac dinh va sang loc chi thi SNPs cua ba loai ca

Sau khi ldp rap de novo hé gen ctia ba loai ca dién hinh & LMB, céc chi thi SNPs

dugc xéac dinh dua trén sy khéac biét nucleotide don gifra trinh tu doan doc cua mdi ca

thé khi déng hang voi hé gen. Nghién ciru phét hién dugc sb lugng SNPs thé 1an luot

12 466.068 & c4 chach 14 tre, 103.408 d6i v6i ca ét moi va 59.769 ddi v6i ca vo dém.

Sau d6, dit liéu SNPs thé duoc tién hanh sang loc qua cac thong s6 dé thu nhan cac

SNPs dic trung quan thé, két qua vé sd luong ca thé va SNPs qua mdi budc sang loc

ctia ba loai c4 dugc thé hién trén Bang 3.3.

Bang 3.3. S6 lwong ca thé va SNPs qua cac bwéc loc ciia ba loai ca

M. siamensis

L. chrysophekadion

P. larnaudii

Cic thong so loc S lwong | SO lwong | So lwong | So6 lwong | SO lwong S6 lwong
SNPs ca thé SNPs ca thé SNPs ca thé
Céc loci co hai alen 441.572 272 103.408 256 59.769 192
Loai bo doan cheén/xda 392.771 272 101.858 256 58.326 192
Chat lugng trung binh
392.771 272 89.307 256 48.526 192
(Q=30)
Do sau bao phu t6i thiéu
328.803 272 89.307 256 48.526 192
(MeanDP <5)
Ti 1¢ phat hién SNPs trén tat
. 45.618 272 60.380 256 33.622 192
ca cac ca the (80%)
S6 luong alen thay thé
39.463 272 9.029 256 9.022 192
(MAC<3)
Tan s alen thay thé
20.123 272 8.246 256 8.556 192
(MAF = 0,05)
Ti 1€ phat hién SNPs trén
. s 9.200 239 2.058 256 8.556 192
tung ca thé (>80%)
Can bang HWE véi dd tin
9.043 239 1.774 232 1.842 160
cay p<0,001
1 SNP/ contig 4.237 239 825 232 1.270 160
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Nham thu nhan céc chi thi SNPs ¢ y nghia, nghién ciru tién hanh sang loc qua
nhiéu théng s véi cac tiéu chi nhu da trinh bay & Bang 2.3 trong phan phwong phap.
Két qua thu dugc ¢ Bang 3.3 cho thdy sb luong SNPs giam dan qua mdi chi sé loc.
Cubi cung, nghién ctru tuyén chon duoc 4.237 SNPs dic trung cua 239 ca thé (9
quan thé) ca chach 14 tre, 825 SNPs dic trung cua 232 ca thé (9 quan thé) ca ét moi
va 1.270 SNPs dic trung ciia 160 c4 thé (7 quan thé) ca v dém. Mot sd ca thé khong
du dit liéu SNPs dé phan tich (Missing individuals) va dugc loai bo, vdi s6 luong cac
c4 thé ctia mdi loai ca trude va sau khi loc dugce trinh bay ¢ Phu luc 9 va 10.

S6 luong SNPs dugc xac dinh thé hién sy dao dong tuy thudc vao dac diém sinh
hoc cua tirng d6i tuong, pham vi khao sat va quy trinh loc dir liéu tin sinh hoc nghiém
ngat. Ca chach 14 tre — loai ca khong di cu, séng ¢ dinh, dat mrc da hinh cao nhat
v6i 4.237 SNPs (tir 9 quan thé, 239 c4 thé). Su da hinh cao nay cho thay viéc trao ddi
gen thip giita cac quan thé dia 1y do it di chuyén, cho phép mdi quan thé cuc bo tich
Ity cac bién thé di truyén riéng biét. Bén canh do, viéc thu thap mau c4 chach 14 tre
mo rong thém quan thé Tachilek (Myanmar) thuoc UMB, gitp thu thap thém cac
SNPs dic trung ¢ khu vuc nay, gop phan lam ting sé lugng SNPs. Két qua nay tuwong
ddng vai cac nghién cru st dung ki thuat ddRAD trén céc loai ca khong di cu nhu
Achondrostoma salmantinum & Tay Ban Nha (4.123 SNPs tir 8 quan thé, 74 c4 thé)
[232] va Cichla temensis & Brazil (2.216 SNPs tir 6 quan thé, 68 ca thé) [233]. Nguoc
lai, ca vd dém — loai di cu duwong dai, ghi nhan sé lugng SNPs trung binh (1.270 SNPs
tir 7 quan thé, 160 ca thé), phan anh dong gen cao va lién tuc giita cac quan thé da
khao sat. Co ché di cu ndy c6 xu hudng 1am ddng nhat di truyén giita cac quan thé
dia 1y, dan dén su phan hoa thap va sé luong SNPs dic trung cho ting ving dia 1y it
hon. Su khac biét vé s6 lwong SNPs duoc ghi nhan so vdi ca tra (Pn. hypophthalmus)
(7.263 SNPs) — ciing 14 loai di cu duong dai — khong phai do su khac biét vé tap tinh
di cu ma la do yéu td ky thuat. Cu thé, sd luong SNPs cao ¢ ca tra la két qua cua vi¢c
sir dung k¥ thuat GBS [18], c6 kha ning khao sat s6 lwong vi tri gen 16n hon nhiéu

so v6i k¥ thuat EZRAD dugc ap dung cho ca vo dém, dong thoi mau ca tra thu thap
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bao gdm ca c4 nudi va ty nhién trén quy mo rong. Cudi cung, ca ét moi co sb luong
SNPs thip nhat (825 SNPs tir 9 quan thé, 232 ca thé). Piéu nay ciing trong ty nghién
ctru vé ca lang H. spilopterus (756 SNPs tir 6 quan thé) & LMB va hé thong 3S [15],
phan anh mirc 6 da hinh thap c6 thé lién quan dén sy kién thit c6 chai di truyén hodc
tac dong cua sy phan manh mai truong sdng.
3.1.3.2. Kiém dinh loci ngoai vi (outlier loci)

Két qua kiém dinh loci ngoai vi — nhitng vi tri loci ¢é gia tri cuc khac biét so
v6i phan con lai cia bd gen — ciia cac quan thé & ba loai ca tir hai phwong phap
BayeScan va Lositan dugc thé hién ¢ Hinh 3.2.

Dbéi véi cac quﬁn thé ca chach 14 tre, BayeScan xac dinh dugc 220 loci ngoai vi
v6i tiéu chi khoang tin cay 95% va gié tri FDR < 0,001 (Hinh 3.2A). Trong khi do,
LOSITAN phat hién s luong loci 16n hon dang ké 13 470 loci (ving mau d6 ¢ Hinh
3.2B). Téng cong, 501 loci dugc xac dinh 1a loci ngoai vi, voi 189 loci trung 1ap duoc
chia sé gitta hai phuong phap. O ca ét moi, s6 lugng loci ngoai vi duoc phat hién lan
luot 1a 28 & BayeScan va 67 & LOSITAN (Hinh 3.2C va D), véi 23 loci dugc chia
sé gitta hai phuong phap. Tuwong tu, d6i voi ca vo dém, BayeScan chi xac dinh duoc
11 loci, trong khi LOSITAN phat hién 94 loci (Hinh 3.2E va F), va c6 11 loci trung
lap duoc ghi nhan. Tong so loci ngoai vi dugc xac dinh cho ca ét moi va ca vo dém
1an lugt 1a 67 va 94.

Su chénh 1éch vé sb lugng loci ngoai vi dugc phat hién bdi BayeScan va
LOSITAN d3 duoc ghi nhan trong nhiéu nghién ctu trudc day [156], két qua nay
phan anh su khac nhau trong thuat toan thong ké va do nhay cua timg phuong phap.
BayeScan, dya trén md hinh Bayes, thuong co ti 1& dwong tinh gia thap hon va dugc
xem la bao thu hon, it bi &nh huong boi lich st tién hoa hay céac qua trinh lich st sinh
hoc ctia quan thé (demographic history), do 6 s6 lwong loci ngoai vi duoc phat hién
thuong it hon nhung c6 d0 tin cay cao hon. Nguoc lai, LOSITAN, dya trén mo phdéng
phan b6 Fst dudi gia dinh trung 1ap (neutral model), c6 d nhay cao hon trong viéc

phat hién céc loci ngoai vi nhung dé& din dén ti 1¢ duong tinh gia cao hon, dic biét
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trong cac quan thé cé cau tric phire tap hodc chiu tac dong cua troi dat di truyén va
dong gen khong dong nhat [195]. Do d6, viéc két hop nhidu phuwong phap phan tich
va xem xét cac loci dugc phat hién tring lap giita cac mo hinh thong ké 1a can thiét

nham xac dinh tap hop loci chiu chon loc manh mé€ va dang tin cay nhét.
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Hinh 3.2. D thi thé hién két qua kiém dinh loci ngoai vi ciia c4 chach 14 tre (A,
B), ét moi (C, D) va vé dém (E, F) theo BayeScan (A, C, E) va Lositan (B, D, F)
(A, C, E) Cdc gid tri Fsr thé hién cdc dau cham dua trén logl0 ciia PO (posterior odds) cho tdt
ca cac vi tri trong phwong phdp BayeScan, trong do cac gia tri cua logl0 voi FDR = 0,001 la
nguwéng dé xdc dinh vi tri cdc loci ddp vmg; (B) Cdc dau cham trén do thi thé hién gid tri theo
sw phdn bé ciia gid tri di hop tir mong doi (He) va Fst ¢ Lositan, véi loci cdn bang (mdu vang),

loci trung tinh (mau xam) va loci thich vng (mau do).
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So sanh gifra ba loai ¢4, nghién ctru hi¢n tai ghi nhan ) lugng loci ngoai vi cao
nhat (501 loci) & ca chach 14 tre. Didu nay goi ¥ rang quan thé loai nay co6 thé dang
chiu ap lyc chon loc cuc bo manh mé€ hon, co6 thé lién quan dén su phan manh moi
truong séng hodc su khéac biét 16n vé diéu kién sinh thai gitta cac khu vuc dia Iy ma
chung sinh song [104]. Hai loai ca con lai, ca ét moi va ca vd dém, c6 sd luong loci
ngoai vi trong d6i thap hon, voi 65 va 94 loci. Két qua nay twong ddng véi cac nghién
clru trén cac loai ca c6 sy trao doi dong gen cao do tap tinh di cu lam giam sy thich
nghi cuc bg, dan dén chi mot ti 1& nho loci ngoai vi dugc phat hién [156, 234].

Nghién ctu tién hanh loai bo cac loci ngoai vi va chi sir dung dir li€u céc loci
trung tinh dé wdc tinh cac thong sb da dang di truyén quan thé [104]. Nghién ctru thu
nhan tap dir liéu SNPs trung tinh lan luot 12 3.736 SNPs (ca chach 14 tre), 760 SNPs
(c4 ét moi) va 1.176 SNPs (ca vo dém). Pong thoi, tap hop cac loci duoc chia sé giira
BayeScan va LOSITAN (gém 189, 23 va 11 loci dap ung lan lugt & ca chach 14 tre,
c4 ét moi va ca v dém) duoc str dung 1am tap dir lidu thir hai trong nghién ctu dé
phan tich vé su thich nghi ctia cac quan thé ca. Thong tin vé s luong ca thé va SNPs
ctia mdi loi ca theo tién trinh xtr 1y dit liéu dugc trinh bay chi tiét & Phu luc 10.
3.2. Khio sat sy da dang di truyén, ciu tric quan thé va dw doan mé hinh
di cur ciia cac loai ca dién hinh ¢ luu vire ha luu séng Mekong

Nghién ctru sir dung dir liéu SNPs trung tinh va loci dap tng dé phan tich su
khac biét di truyén, cdu triic quan thé va udc luong phuong sai phan tor (AMOVA)
clia cac loai ca. Tuy nhién, do khong tim thiy bang chtng vé su thich nghi rd rang
clia quan thé v6i moi trudng, cac két qua lién quan dén loci dap ing dugc coi 1a khong
cung cip thém thong tin c¢6 ¥ nghia. Do d6, phan két qua sau day chi trinh bay phan
tich dua trén dir liéu SNPs trung tinh. Phan tich day du st dung dit liéu loci dap ung
duogc trinh bay trong Phu luc 15.

3.2.1. Sw da dang di truyén ciia cdc quan thé cd
Két qua khao sat da dang di truyén quan thé cua ba loai c4 dién hinh & luu vuc

song Mekong dugc trinh bay & Bang 3.4. Nhin chung, ¢ tit ca cac quan thé ca, gia tri
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di hop tir quan sat déu béng hodc nho hon di hgp tir mong doi, cho théy c6 dau hiéu
cta sy suy giam da dang di truyén hodc anh hudng cia ciu tric quan thé. Mic do da
dang di truyén c6 sy phan hoa rd rét giira cac loai, phan anh sy khac biét vé dic diém
sinh hoc va tip tinh di cu ciia mbi lodi. Trong d6, ca vo dém (di cu ching dai) thé
hién mirc da dang cao nhat (Ho/He = 0,220/0,266), tiép theo la cé ét moi (di cu chang
ngén va tuy nghi) vé1 Ho/He 1a 0,185 va 0,233. C4 chach 14 tre (loai séng dinh cu) c6
murc da dang di truyén thap nhat trong ba loai nghién ciru (Ho/He = 0,140/0,176).

Déi véi ca chach 14 tre, sy da dang di truyén c6 xu hudng ting dan tir thuong
Iru xudng ha luu. Cac quan thé thudc khu viee UMB (Tachileik) va cac khu vuc phia
trén thac Khon nhu thugng luu-LMB, trung luu-LMB, déc biét 1a cdc dong nhanh
thudc cao nguyén Korat nhu song Mun (UB-MR), ghi nhan muc da dang thap nhat
(Ho =0,106; He = 0,125). Nguoc lai, cac quén thé phia dudi thac Khon thude vung
sinh thai Krati¢ - Stung Treng va khu vuc BPBSCL thé hién mirc da dang cao hon, v6i
gia tri Ho dat cao nhét tai Kratié (0,206) (Bang 3.4).

Déi voi ca ét moi, muc da dang di truyén tap trung cao ¢ cac khu vuc trung luu-
LMB (Paksan, Pakse va Ubon Ratchathani) va hop Iuu gitta song Mekong va 3S
(Stung Treng). Cac quin thé tai Paksan va Pakse thudc trung luu-LMB thé hién mirc
da dang cao nhit (Ho dao dong tir 0,217 dén 0,243). Tuy nhién, mtrc da dang nay c6
xu hudng giam dan vé phia ha luu, thap nhit tai Dong Thap (0,139) (Béang 3.4). Trong
khi do, cac quﬁn thé c4 vo dém thé hién sy 6n dinh vé mat di truyén trén toan luu vue.
Gia tri di hop tr quan sat cao nhat & quan thé Ubon Ratchathani thudc séng Mun
(0,263) va thap nhat & Bién Ho-Siém Riép (0,225), trong khi d6, di hop tir mong doi
cao nhét ¢ Paksan (0,298) va thap nhat & Bién H6-Siém Riép (0,261) (Bang 3.4).

76



Bang 3.4. Cac thong sé da dang di truyén ¢ cic quin thé ciia ba loai c4 dién hinh & luu vue sdng Mekong

oA A Vung sinh Pia diém Macrognathus siamensis Labeo chrysophekadion Pangasius larnaudii
Vitri trén song Mekong thai thu miu Nse Ho He Nse Ho He Nse Ho He
Thuong luu- \ , Thuong Lan
UMB Dong nhanh Thuong TK 32 0,140 0,140
Thuong luu- . ,
LMB - Trén | O nhanh LP 20 | 0,128 | 0,141 | 20 | 0,193 | 0,208
, R (Song Khan) Ha Lan
thac Khon
Thuong
PA 24 0,110 0,142 31 0,243 0,248 20 0,263 | 0,298
Dong chinh PE 24 0,108 0,146 29 0,217 0,245
Trung luu- UB-MK 22 0,214 0,245 26 0,259 | 0,271
LMB - Trén | Dongnhanh | (o "\ van | UB-MR | 31 | 0106 | 0.125 15 | 0268 | 0.266
thac Khon (Song Mun)
Korat
Dong nhanh
(Song Chi) RE 30 0,140 0,234
Hop luu gitta
dong chinh va Kratié - Stun ST 32 0,146 0,236 24 0,238 0,238 28 0,230 | 0,270
Ha luu-LMB | 38 Tren &
- dudi thac Dong chinh & KT 27 0,206 0,239 25 0,143 0,237
Khoén Bién H6 SR 22 0,225 | 0,261
Dong chinh Chéu thd AG 28 0,153 0,202 24 0,185 0,228 19 0,235 | 0,265
Dong chinh Mekong DT 21 0,158 0,210 27 0,139 0,222 30 0,223 | 0,269
Tong cong/Trung binh 239 0,140 0,176 232 0,185 0,233 160 0,220 | 0,266

Ghi chii: Nse: S6 lwong mau phan tich, Ho: Di hop tir quan sat, He: Dji hop tir mong doi.
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3.2.2. Cau triic di truyén quin thé ciia cic lodi ci ¢ LMB
3.2.2.1. Sw khdc biét di truyén cia cdc quan thé ci ¢ LMB

Su khac biét di truyén chung (Gsr) thé hién su phan hoa rd rét ciia ba loai ca
nghién ctru. Chi sé Gst duoc gia trj cao nhat ¢ loai ca chach 14 tre (Gst= 0,303), tiép
theo 14 c4 ét moi (Gst = 0,038) va thip nhit & c4 vo dém (Gst = 0,003). Tt ca cac
gia tri Gst déu ¢ y nghia thong ké (P < 0,001), cho thdy ciu trac di truyén quan thé
duoc hinh thanh ro nét.

Ddi vé6i ca chach 14 tre, hau hét cac cap quﬁn thé déu thé hién su khac biét di
truyén c6 y nghia thong ké (P < 0,05 da duoc hiéu chinh FDR, Phu luc 13), ngoai trir
cap quan thé Pong Thap va An Giang. Trong dé, sy khac biét ro rét dugc ghi nhan
giita quan thé Tachileik (TK) — dong nhanh thugc UMB so v&i tat ca cac quan thé
con lai thuoc LMB, véi gia tri Fst dao dong tir 0,331 (TK/ST) dén 0,509 (TK/AG).
Tai luu vuc LMB, cac quan thé ha luu-LMB & phia dudi thac Khon (KT, ST, DT va
AG) thé hién sy khéac biét di truyén cao hon so véi cac quan thé thuong luu-LMB va
trung luu-LMB ¢ phia trén thac (LP, PA, PE va UB-MR) (Hinh 3.3A; Phu luc 11).

Dbi v6i ca ét moi, gia tri Fst dao dong tir 0,007 (RE/KT) dén 0,15 (LP/DT) va
tat ca cac cdp so sanh déu c6 y nghia thong ké (P < 0,037 da duoc hiéu chinh FDR,
Phu luc 13). Trong d6, quan thé Pong Thap (Fst = 0,052 — 0,15) va Luang Prabang
(Fst = 0,06 — 0,15) thé hién sy khac biét di truyén 16n so véi cac quan thé con lai
(Hinh 3.3B; Phu luc 11).

Ca vo dém c6 mirc do khac biét di truyén thap nhat trong ba loai ca nghién ciru
(Fst = 0,001 — 0,088), trong d6, 18/21 cip quan thé dugc so sanh thé hién su khac
biét di truyén c6 ¥ nghia théng ké (P < 0,05 di dugc hiéu chinh FDR, Phu luc 13).
Sy khéc biét di truyén 16n nhat dugc ghi nhan ¢ quan thé Siém Riép (SR) voi Fsr tir
0,06 — 0,088, tiép theo 1a quan thé Paksan (PA) (Fsr tir 0,012 — 0,088). Pang chu ¥,
c6 ba cap quan thé (UB-MK/ST, UB-MK/UB-MR, UB-MR/ST) khéng cho thay sy
khac biét di truyén c6 ¥ nghia (dugc danh dau * trén Hinh 3.3C; Phu luc 11), phan

anh sy trao d6i gen manh mé gitra cac khu vuc nay.
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Hinh 3.3. Biéu dd heatmap thé hién gia tri khac biét di truyén theo ciip quin
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thé (Fst) ciia ca chach 14 tre (A), ca ét moi (B) va ca vo dém (C). * chi ra sw
khic biét khong c6 ¥ nghia thong ké sau khi hiéu chinh FDR

3.2.2.2. Cdu triic quan thé ciia ba lodi cd dién hinh & LMB
a. CAu triic quén thé ciia ca chach 14 tre

Phan tich STRUCTURE xéac dinh s6 nhom quan thé t6i wu (K) = 6 thong qua
chi s6 likelihood cao nhat (Phu luc 12). Tai K = 6, ti 18 x4c suét cac ca thé ca chach
1a tre thudc ting quan thé thu mau duoc chi dinh thudc mdi nhom twong ing (Hinh
3.4A). Quan thé Tachileik (Myanmar) thé hién su phén tach rd rét so voi cac quan
thé con lai, tao thanh mot nhoém riéng biét (mau xanh duong; 99,9%). Céc ca thé thudc
cac quan thé Luang Prabang, Paksan va Pakse (Lao), thudc nhom 2 (mau hong; lan
luot chiém 80,2%; 84,1%; va 80,6%). Mau thu thap tir quan thé Ubon Ratchathani-
song Mun (Thai Lan) thuéc nhém 3 (mau vang; 97,7%). Quan thé Stung Treng (nhom
4) thé hién sy tron 1an thong tin di truyén tir cac nhom (mau do 26,8%; mau xanh dam
28,1% va mau vang 1a 39,5%; mau hong va xanh 14 chiém ti 18 thap (lan luot 13 2,6%
va 3%)). Nhom 5 gdm céc ca thé tir Kratié - Campuchia va PBSCL - An Giang va
DPong Thap (mau xanh dam; 1an luot chiém 73,4%; 97,9% va 99.8%), trong d6 Kratié
chia sé thong tin di truyén véi Stung Treng (mau xanh 14 21,9%).

D4i voi phan tich thanh phan chinh PCA, su khac biét di truyén tip trung & truc
thir nhat (PC-1) voi 72,31%, thir hai (PC-2) va thit ba (PC-3) chiém lan lugt 22,68%
va 5,01% (Hinh 3.4B&C). Két qua ghi nhan sy phan tich nhém quan thé tuong tu
nhu phan tich STRUCTURE, ngoai trir quan thé Ubon Ratchathani & song Mun (UB-
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MR). Trong khi & truc PC-1 va PC-2, quan thé UB-MR tao thanh nhém véi cac quan
thé LP, PA va PE (Hinh 3.4B), thi ¢ truc PC-1 va PC-3, quan thé nay thé hién sy
phan tach thanh nhém riéng bié¢t (Hinh 3.4C).
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Hinh 3.4. Cau tric quin thé ca chach 4 tre dua trén phan tich nhém Structure
(A) va thanh phan chinh PCA (B, C) sir dung 1.936 SNPs trung tinh
b. Cau triic quan thé ciia ca ét moi

Ba nhom qu?m thé t6i wu duge xac dinh dya trén phan tich STRUCTURE cua
c4 ét moi & LMB (Phu luc 12), twong Gmg véi ba khu vuc sinh thai. Cac ca thé tir LP
& thuong luu-LMB thudc nhom 1 (mau do; 97,5%), cac quan thé & trung luu-LMB
(PA, PE, UB-MK va RE) thuoc nhoém 2 (mau xanh dam; lan luot chiém 92,2%;
93.1%; 75,3% va 89,8%), va cac quan thé ¢ ha luu-LMB (ST, KT, DT va AG) thudc
nhom 3 (mau xanh 1a; véi ti 1€ 94,8%; 45,3%; 91,8% va 84,2%). Bén canh do, nghién
ctru ghi nhan 4 ca thé 6 UB-MK va 2 c4 thé ¢ RE chia sé thong tin di truyén véi LP.
Hon nita, sy tron 1an thong tin di truyén tir cac quan thé ¢ trung luu v6i Kratié ciing
dugc ghi nhan, véi ti 1€ mau xanh dam chiém 49,6% & nhém nay (Hinh 3.5A).

Dbi voi phan tich PCA, quan thé Luang Prabang duoc phan tich thanh mot
nhom riéng biét dya trén hai thanh phan chinh PC-1/ PC-2 va PC-1/ PC-3. Céc quan
thé thudc trung luu-LMB va ha luu-LMB tao thanh 2 nhém riéng bié¢t & PC-1 va PC-
2 (Hinh 3.5B), trong khi do, chuing lai tao thanh 1 nhém & PC-1 va PC-3 (Hinh 3.5C).
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Hinh 3.5. Céu tric quan thé ca ét moi dua trén phan tich nhém Structure (A)
va thanh phin chinh PCA (B, C) sir dung 760 SNPs trung tinh

c. Cau triic quin thé ciia c4 vo dém

Duya trén phan tich STRUCTURE, hai nhém quan thé ca vd dém tuwong ting voi
gia tri K t6i wu 12 2 dugc xac dinh (Phu luc 12). Nhom 1 (mau d6) chiém wu thé ¢
cac quan thé trung luu-LMB (PA - 66,6%), va ha luu-LMB (SR - 60,1%; DT- 68,3%;
AG - 69,3%). Nhom 2 (mau xanh 14) chiém wu thé 6 UB-MK (82%) va UB-MR
(78,8%). Quan thé ST thé hién su tron 1an thong tin di truyén cua 2 nhém nay (47,5%
mau do va 52,5% mau xanh 14) (Hinh 3.6A).

Déi véi phan tich PCA, thanh phan chinh 1 (PC1), PC2 va PC3 giai thich lan
luot 36,2%; 32,12% va 31,68% su khac biét di truyén giita cac quan thé (Hinh
3.6B&C). Két qua cho thiy su phan tach khong 13 rang, chimg t6 c6 su két ndi cao

gilta cac quan thé ca vo dém.
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Hinh 3.6. Céu tric quin thé ca vé dém dwa trén phan tich nhém Structure (A)
va thanh phé“m chinh PCA (B, C) sir dung 1.176 SNPs trung tinh
3.2.2.3. Sw lién két quan thé cia cdc lodi cd theo khodng cdch dia 1y (IBD)

Két qua kiém dinh Mantel cho thdy mdi twong quan thuan c6 y nghia thong ké
giita khoang cach dia 1y va su khac biét di truyén ¢ quan thé ca chach 14 tre (adjusted
R?=0,42; P = 0,0009) va ca ét moi (adjusted R?= 0,16; P = 0,008) (Hinh 3.7A&B).
Nguoc lai, quan thé ca vo dém khong thé hién mdi tuong quan nay (adjusted R?= -
0,02; P = 0,42; Hinh 3.7C), trong d6 gia tri R hiéu chinh 4m cho thiy khoang cach

dia Iy khong phai 12 yéu td giai thich cho sy khac biét di truyén cta loai ca nay.

FST/(1-FST)

AdjR2=0,42 B AdjR2=0,16 . C Adj R2 =-0,02
P =0,0009 P = 0,008 P=0,42
0.0751
0.9
.
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06 . . = . C i
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03
< z . .
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Hinh 3.7. Két qua kiém dinh Mantel vé méi twong quan giira khoang cach dia
1y va sw khac biét di truyén ciia c4 chach 14 tre (A), ét moi (B) va vé dém (C)
Déi v6i phan tich dBMEM, chi ¢ truc MEM-1 thé hién su phén tach cau trac
khong gian cta cac quan thé & ca 03 loai ca, voi gia tri quan sat duge ghi nhén 1a

0,7379; 0,1449 va 0,1776 1an luot & ca chach 14 tre, c4 ét moi va ca vd dém (tat ca
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déu c6 ¥ nghia thong ké P < 0,01) (Hinh 3.8). Piéu nay cho thiy ciu trac di truyén

cua cac qu'fln thé chi thé hién su phan tach & quy mo6 rong. Nguoc lai, cac truc MEM2-

6 khong c6 y nghia (P > 0,05) (Phu luc 14), chung t6 khoang cach dia Iy & quy méo

nhé khong anh hudng 1o rét dén su khac bi¢t di truyén cua cac loai nay.
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Hinh 3.8. Cac truc MEM-1 giira sai khac di truyén va khoang cach dia ly tir
phan tich dbMEM ciia ca chach 14 tre (A), ca ét moi (B) va ca vo dém (C). Cdc
vong tron biéu thi vi tri va gid tri dbMEM ciia timg cdp phdn tich theo Fsr va khodng
cdach dia Iy. Vong tron mau den la gid tri dwong va mau trang la gid tri Gm.
3.2.2.4. Phdn tich phwong sai phdn tir (AMOVA) cua cac loai ca

Bang 3.5 trinh bay thong tin chi tiét vé sé lugng va nhom quan thé dugc st

dung trong phan tich AMOVA cho tirng lodi c4 dua trén 2 cach tiép can nhu da trinh

bay trong phan phuong phap (Muc 2.3.2.4).

Bang 3.5. S0 nhém quan thé sir dung dé phan tich phwong sai phan tir AMOVA

Loai
Nhom

Ca chach la tre

Ca ét moi

Ca vo dém

Vi tri thu mau

09 quan thé

09 quan thé

07 quan thé

Két qua phan

nhom bang
STRUCTURE
va PCA

04 nhom quan thé:

(i) UMB (TK)

(ii) thwong va trung luu-
LMB (LP, PA, PE)

(iii) trung luu-LMB (UB-
MR)

(iv) ha lvu-LMB (ST, KT,
AG, DT)

03 nhom quan thé:

(i) thwong luu-LMB (LP)
(ii) trung luu-LMB (PA,
PE, UB-MK, RE)

(iii) ha luvu-LMB (ST, KT,
AG, DT)

02 nhoém quan thé:

(i) thwong va ha lwu-
LMB (PA, SR, KT,
AG, DT)

(ii) trung lwu-LMB
(UB-MK, UB-MR)
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Két qua phan tich mirc d6 thay d6i phan tir ca chach 14 tre dugc trinh bay ¢ Bang

3.6. Dua vao 9 quan thé thu mau, két qua ghi nhan sy bién doi di truyén xay ra dang

ké & ca ba cip d6 va déu c6 y nghia thdng ké (P < 0,001). Trong d6, bién dong giita

cac ca thé chiém ti 1 cao nhat (40,4%), tiép theo 1a sy khac biét gitta cac quan thé

v6i 30,4% va gitra cac c4 thé trong quan thé chiém 29,2%. Mit khac, khi xem xét 4

nhoém quan thé, nghién ctru phat hién sy phan héa di truyén dang ké giita cac nhom,

chiém 31,5% tong bién di (P = 0,003 < 0,05). O gia thuyét ndy, bién dong gitta cac

c4 thé van chiém ti 1& cao (47,4%). Céc thanh phan bién dong con lai bao gom giira

cac cé thé trong quan thé va giita cac quan thé trong cting mot nhom 1an luot ghi nhan

o muc 11,0% va 10,1% vai do tin cdy cao (P <0,001).

Bang 3.6. Két qua wéc lwong mire d) thay doi phan tir AMOVA ciia cic quén

thé ca chach la tre Macrognathus siamensis

i Thanh . .z
. i Bac t [Tong binh . i % biéen | Chisoco | Gia tri
Nguon bién dong phan bién
do phuong dong dinh P
dong
Theo 9 quan thé thu méu
Giira cac quan thé 8 85.759,8 | 190,8 Va | 304 |Fst=0,304 | <0,001
Giira cic c4 thé
. , 230 142.538, | 183,1 Vb 29,2 |Fis=0,419 <0,001
trong quan thé
Giita céc cé thé 239 60.601 253,6 Vc 40,4 |Fir=0,596 <0,001
Tong cong 477 | 288.899,2 627,5 100
Theo 4 nhém quén thé dwa trén phan tich STRUCTURE va PCA
Gitlra cac nhém 3 52.684,2 | 136,3 Va 31,5 |Fer=0,315 0,003
Giira cac quan thé
5 12.414,9 43,4 Vb 10,1 |Fsc=0,147 | <0,001
trong cac nhom
Giira cic ca thé
. , 230 69.064,5 47,6 Vc 11,0 |Fis=0,188 <0,001
trong quan thé
Giita céc cé thé 239 49.018,5 | 205,1 Vd 47,4 |Fir =0,525 <0,001
Tong cong 477 183.182 432.,4 100

84




Két qua phan tich AMOVA ca ét moi duogc trinh bay ¢ Bang 3.7. O ca hai gia
thuyét (9 quan thé thu miu va 3 nhém tir phan tich STRUCTURE va PCA), nguén

bién di di truyén chu yéu déu tr sy khac biét gilta cac ca thé, véi ti 18 chiém 50% va
84,49% va c6 y nghia thong ké (Fir = 0,158 — 0,496; P < 0,001), trong khi khéc biét
quan thé va khéc biét gitra cac nhom chiém ti 1& thip (6% va 2,37%; P < 0,001).

Bang 3.7. Két qua wéc lwong mire dd thay ddi phan tir AMOVA ciia cic quén

thé ca ét moi Labeo chrysophekadion

o Tong binh | Thanh phan | % bién | Chi so c6
Nguon bien dong | Bic tu do . Giatri P
phuong bién dong dong dinh

Theo 9 quén thé thu méu
Giira cac quan thé 8 4.629.,9 7,720 6  |Fst=0,059| <0,001
Giira cac ca thé

. , 223 40.506,3 57,644 44 Fis= 0,465 | <0,001
trong quan thé
Giita cac ca the 232 15.394,5 66,356 50 Fir=0,496 | <0,001

Tong cong 463 60.530,8 131,720 100
Theo 3 nhém quan thé dya trén phén tich STRUCTURE va PCA
Gitra cac nhom 2 125.132 0,271 2,37 | Fer=0,024 | 0,001
Giira cac quan thé
6 169.493 0,307 2,69 | Fsc=0,028 | <0,001

trong cac nhdm
Giira c4c c4 the

. , 223 2.686,8 1,225 10,74 | Fis=0,113 | <0,001
trong quan thé
Gira cac cé the 232 2.227 9,599 84,19 | Fir=0,158 | <0,001

Téng cong 463 5.208,4 11,401 100

Két qua phan tich AMOVA ctia 7 quan thé c4 vo dém cho thiy mirc d6 thay doi

phan tir thip gitra cac quan thé (3%). Phan 16n bién di di truyén dugc tim thay giita

cac ca thé (57%), trong khi bién di di truyén gitra cac ca thé trong quan thé 1a 39%,

va tit ca cac cap do déu c6 y nghia thong ké (P < 0,001). Khi xem xét 2 nhom quan

thé duoc phan dinh boi STRUCTURE va PCA, phan tich AMOVA cho thy su khac

biét di truyén khong dang ké giita 2 nhom (0,4%) va giita cac quan thé trong cac

nhém (-0,1%) va déu khong co y nghia théng ké (P > 0,05). Mttc do thay dbi phén tur
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giita cac c4 thé van duoc ghi nhéan rat cao (87,3%; P < 0,001), twong tu nhu két qua

phan tich dya trén 7 quan thé thu mau (Bang 3.8).

Bang 3.8. Két qua wéc lwong mire dd thay ddi phan tir AMOVA ciia cic quén

thé ca vo dém Pangasius larnaudii

. , Toéng binh | Thanh phan| % bién Chi s6 ¢0 | Gia tri
Nguon bién dong | Bic tu do )
phuong bién dong dong dinh P
Theo 7 quén thé thu
Giira cdc quan thé 3.658,7 7,044 3 Fst=0,033| 0,001
Giira cac ca thé
., 153 44.417,8 83,900 39 Fis=0,406 | 0,001
trong quan the
Giita cac ca the 160 19.602 122,513 57 Fir=0,426 | 0,001
Tong cong 319 67.678,5 213,456 100
Theo 2 nhém quéan thé dya trén phén tich STRUCTURE va PCA
Gitra cac nhom 56,559 0,139 Va 0,4 Fcr=0,004 | 0,09
Giira cac quan thé
193,328 -0,034 Vb -0,1 Fsc=-0,001 | 0,825
trong cac nhom
Giita cac ca thé
L, 162 6.529,2 4,458 V¢ 12,4 Fis=0,124 | <0,001
trong quan thé
Giita cac ca the 169 5.304,5 31,388 Vd 87,3 Fir=0,127 | <0,001
Téng cong 337 12.083,6 35,95099 100

3.2.2.5. Hé s6 cdn huyét va kich thuéc quan thé hiéu qud

Két qua ve hé s can huyét va kich thudc quan thé hi€u qua cua ba loai ca dugc

trinh bay & Bang 3.9. V& h¢ s0 can huyét, tat ca cac nhém quan thé cua ba loai ca

trong nghién ctru hién tai déu cho thay gia tri Fis duwong (dao dong tir 0,17 dén 0,61),

diéu nay chi ra mot sy thiéu hut di hop tir dang ké so vai trang thai can b%lng HWE

trong cac nhém quﬁn thé. Ca chach tre c6 muc do can huyét cao nhat, dic biét 1a

nhém Trung luu-LMB (thudc séng Mun) véi gi tri Fis cao nhit (0,61), phan anh sy

c0 1ap va phan manh manh mé ctia nhém nay. Nguoc lai, ca vé dém c6 Fis thap nhat

(0,17 cho tat ca cac quan thé & LMB), cho thay muc d6 giao phdi can huyét twong
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di it hon. Cac phan nhém quén thé c4 ét moi thé hién hé s can huyét tuong tu nhau,
dao dong tir 0,23 (thuong luu-LMB), 0,25 (trung luu-LMB) va 0,30 (ha lvu-LMB).

Bang 3.9. Hé s6 cin huyét va kich thwéc quin thé hiéu qua ciia ba loai ca

Nhém quén thé Nse Fis Ne (95% Cis)
Cd chach la tre M. siamensis
UMB (Tachilek — Myanmar) 32 0,49 109,4 (106,2 —112,8)
Trung lvu-LMB
— Dong chinh va trén thac Khon o8 058 292,1(283,5301.3)
Trung luu-LMB — Dong nhanh va
én thic Khin 31 0,61 4543 (399,2 -526,7)
Ha luu-LMB — Du61 thac Khon 108 0,40 128,7 (113,6 —140,1)
Ca ét mgi L. chrysophekadion
Thuong lvu-LMB (Luang Prabang) 20 0,23 193,5 (147,9 - 277,7)
Trung luu-LMB — Trén thac Khon 112 0,25 101,2 (98,7 - 103,9)
Ha luu-LMB — Duéi thac Khon 100 0,30 442.,6 (399,4 - 495,7)
Cd vé dém P. larnaudii
Thuong luu-LMB va ha lvu-LMB 126 0,23 347,2 (332,3 — 363.4)
Trung luu-LMB — Trén thac Khon 43 0,18 116,7 (111,8 — 120)
Tat ca cac quan thé 6 LMB 169 0,17 430,6 (414,1 —448,3)

Ghi chii: Nse: S6 hwong mau phan tich; Fis: Hé s6 can huyét; Ne: kich thude quan thé hiéu qud

Kich thudc quan thé hiéu qua (Ne) cta cac nhém quan thé ca cho thiy sy phan
hoa o rét va hau hét déu thap hon ngudng duy tri da dang di truyén dai han (Ne <
500) [213]. O ca chach 14 tre, gia tri Ne cao nhit (454,3) duoc ghi nhan & nhém quén
thé tai Trung luu-LMB (thudc song Mun) va thap nhét (109,4) 6 UMB (Tachilek).
Hai nhom con lai 1a Trung luu-LMB (dong chinh va trén thac Khon) va ha luu-LMB
(duéi thac Khon) c¢6 Ne 1an luot 14 292,1 va 128,7. Déi véi ca ét moi, gia tri Ne dugc
wéc tinh 1an luot 12 193,5 va 442,6 cho cac nhom thuong luu-LMB (Luang Prabang)
va ha luu-LMB (duéi thac Khén). Riéng nhom quan thé ¢ trung luwu-LMB (dong
chinh va trén thac Khon) chi ghi nhan gia tri Ne 1a 101,2; diéu nay cho thdy nhém
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quan thé dang c6 nguy co mét da dang di truyén do tr6i dat di truyén manh mé&. Déi
v6i ca vd dém, khi xem xét 2 nhom quan thé dua trén phan tich STRUCTURE va
PCA, Ne dugc ghi nhan lan luot 12 347,2 & nhom thuong luu-LMB va ha luu-LMB,
va 116,7 ¢ trung lvu-LMB. Bén canh do6, gia tri Ne dugc ude tinh chung ¢ LMB la
430,6; cho thay tiém ning di truyén chung cua lodi ndy & luu vyuc van & muc cao.
3.2.3. Dwr doin mé hinh di cwr cua cic loai c4 o LMB
3.2.3.1. M6 hinh di cu hién tai cua cac loai ca
M0 hinh di cu hién tai dugc suy luén tir phwong phap divMigrate cua cd ét moi

va ca vo dém & LMB vdéi do tuong d@)ng cosin cao nhat duoc thé hién & Hinh 3.9.
Nhin chung, cé hai loai c4 déu thuc hién qua trinh di cu xudi dong va ngugc dong,
tuy nhién, c4 vd dém thé hién su di cu manh mé& hon véi ti 1¢ di cu twong dbi tir 0,5
(SR dén UB-MK - nguoc dong, qua thac Khon) dén 0,9 (AG dén DT - di cu ngang
giita 2 nhanh song & DPBSCL), trong khi ti 16 nay & ca ét moi dao dong tir 0,2 (LP dén
AG - xudi dong) dén 1 (RE dén PE — di cu ngang).

A

ST )| Ki hiéu quén thé: RE: Roi Et]
LP: Luang Prabang, SR: Siém Ri¢p,
PE: Pakse, ST: Stung Treng,
PA: Paksan, KT: Kratié,
UB-MK: Ubon Ratchathani ¢ song Mekong, | AG: An Giang,
UB-MR: Ubon Ratchathani ¢ song Mun. DT: Ddne Thép

Hinh 3.9. Mé hinh di cw hién tai ciia ca ét moi (A) va ca vo dém (B) & ha luu
song Mekong. Miii tén chi huéng di chuyén dong gen va cic con sé biéu thi ti I¢
di cur trong déi, dé dim nhat ciia mii tén twong ting vdi ti Ié di cwr twong doi tiv

cao dén thip
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Déi voi ca ét moi, tai hé théng di cu thuong lwu-LMB, quan thé LP dong vai tro
13 ngudn phat tan di cu (xudi dong) voi ti 1é thap (Nm < 0,5), trong khi quan thé PA
1a diém tiép nhan ngudn gen (nguoc dong) tir tit ca cac quan thé khac (ti 16 di cu
tuong d6i Nim = 0,2-0,5) va quan thé PE vira 1 diém tiép nhan vira 1a diém phat tan
ngudn gen. Tai hé thdng di cu trung lvu-LMB, quan thé UB-MK la diém tiép nhan
tir hau hét cac quan thé va cé su di cu nguoc dong 1én PA (N = 0,5) va xudi dong
dén ST (Nm = 0,48), trong khi d6, quan thé RE chil yéu 1a diém phat tan ngudn gen
dén cac quan thé PA, PE, UB-MK, ST, KT, AG va tiép nhan ngudn gen tir LP va DT.
Tai hé théng di cu ha lvu-LMB, quﬁn thé ST thé hién la diém tiép nhan nguén gen
ctia hau hét cac quan thé va c6 su di cu nguwoc dong dén RE. Quén thé KT 1a diém
tiép nhan nguén gen tu LP, RE, AG, DT va di cu nguoc dong dén cac quén thé PA,
PE, UB-MK, ST. O BBSCL, trong khi AG 14 diém tiép nhan ngudn gen tir 3 quan thé
(LP, RE va DT) va phat tan dén 5 quan thé khac (PA, PE, UB-MK, ST, KT) thi DT
chu yéu phat tan ngudn gen dén hau hét cic quan thé, ngoai trir LP. Pang cha ¥,
nghién ctru ghi nhan kha niang di cu nguoc dong vuot thac Khon cia ca ét moi, thé
hién qua cac duong di cu tir KT va PBSCL 1én phia thuong ngudn (PA, PE va UB-
MK) véi ti 1é tir 0,35 dén 0,85 (Hinh 3.9A).

O c4 vo dém, cac quan thé PA (thuong luu-LMB), SR (Bién Hd) va UB-MR
(trung luu-LMB) d6ng vai trd 1a ngudn phat tan gen dén tat ca cac quan thé & luu vuc.
Tai hé thong trung luu-LMB, UB-MK 12 dia diém tiép nhan chinh tir nhiéu ngudn va
co su di cu xudi dong manh dén DT (Nm = 0,77), trong khi ST ¢ h¢ théng di cu ha
lru-LMB 1a diém nhan gen va c6 xu hudng di cu nguge dong vé UB-MK (N = 0,83).
Khac véi ca ét moi, quan thé DT & ca vo dém chit yéu dong vai tro 1a diém nhan gen,
con AG duy tri sy trao doi gen, vira tiép nhan tir 3 quan thé (PA, UB-MR va SR) va
phat tan dén 3 quan thé khac (UB-MK, ST va DT). Pang chi ¥, su di cu nguoc dong
vuot thac Khon ¢ ca vo dém rat rd nét vai ti 1é cao, dién hinh 1a cac duong di cu tir
AG va ST nguoc 1én UB-MK véi ti 1¢ dat tir 0,64 dén 0,83 va tir SR 1én PA véi ti 1¢
0,49 (Hinh 3.9B).
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3.2.3.2. Lich sir phdn tdch va pha trén quan thé ciia cdc lodi cd

Dua trén phuong phap OptM, sb su kién toi vu duge du doan cua ca hai loai ca
ét moi va v dém & LMB duoc xac dinh 13 5. So dd hinh cdy cua cac quan thé xay
dung bang thuit toan ha tién tdi da (ML) duoc thé hién ¢ Hinh 3.10.

A KT Tile di cu B »AG
AG ! 06 —

04 TTT——PA

02

0 0.005 0.01 0.015 0.02 0 0,001 0,002
Ti 1§ trdi dat di truyén Ti I§ tréi dt di truyén

Hinh 3.10. So 6 hinh cAy vé lich sir phan tach va pha tron quén thé ca ét moi
(A) va vé dém (B) sir dung Treemix. Mii tén chi hudng ciia dong gen, mau sic
va dé daiy ciia duong biéu thi ti I¢ di cur

Dbi voi ca ét moi (Hinh 3.10A), nghién ctru ghi nhan sy két hop gitta cac ludng
di cu xudi dong va nguoc dong. Sy kién di cv manh mé nhét dién ra xudi dong tur
diém trung gian phia trén AG dén DT (1), voi ti 1€ di cu w = 0,6. Sy kién di cu xuoi
dong thur 2 dugc ghi nhan tur LP dén UB-MK (w = 0,22). bac bi¢t, mo hinh xac dinh
3 sy kién di cu nguoc dong tir diém trung gian giita DT — ST 1én cac quéan thé phia
trén thac Khon, gdm UB-MK (3), PE (4) va PA (5), déu c6 cing ti 16 w = 0,2.

O ca vo dém (Hinh 3.10B), cac su kién di cu & loai nay thé hién mang ludi két
ndi phtc tap gitra dong chinh va cac dong nhanh. Sy kién di cu chinh (1) tir diém
trung gian trén thac (UB-MK va PA) va dudi thac Khon (AG va DT) xudi dong vé
AG (w = 0,48). Tai khu vuc thuong luu, su kién di cu xudi dong tir PA dén UB-MK
(2) dugc ghi nhan véi w=0,21. Pang cha y 1a cac su ki¢n di cu ngang va nguoc dong
giita dong chinh va dong nhanh tir UB-MK dén UB-MR (3; w = 0,4) va xudi dong
dén diém trung gian cia UB-MR va ST (4; w = 0,24). Cubi cung, su kién di cu (5) tir
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diém trung gian trén thac Khon (UB-MK va UB-MR) va duéi thac Khon (SR va ST)
d6 vé DT (w = 0,27).

3.2.4. Thdo luin

% Sw twong tdc giita tdp tinh di cw va vong doi phdt trién trong viéc hinh thanh
bién thién di truyén quan thé

Két qua nghién ctru hién tai da 1am sang t6 mdi twong quan giira cac dic diém
sinh hoc (tap tinh di cu va vong doi phat trién) trong viée hinh thanh cac bién thién
di truyén va kha nang duy tri dong gen giita cac khu vuc dia ly. Tép tinh di cu dong
vai tro trao d6i vat chat di truyén, thé hién qua mdi twong quan thuan véi mirc d6 da
dang di truyén (Bang 3.4) va tuong quan nghich véi hé s6 can huyét (Bang 3.9). O
lodi ca vO dém, chién luoc di cu ching dai két hop v6i pham vi di chuyén rong 16n
d3 tao diéu kién t6i uu cho dong gen trao doi lién tuc, gitip duy tri mtc da dang cao
nhat (Ho/He = 0,220/0,266) va hé sb can huyét thap nhit (Fis = 0,173). Nguoc lai, su
han ché di chuyén ¢ loai khong di cu nhu cé chach 1a tre da tao ra cac rao can sinh
hoc dan dén han ché trao doi gen, khién mtc do da dang thép nhat (Ho/He =
0,140/0,176) va hé sd can huyét cao nhét (Fis = 0,40-0,61). Pang chu ¥, tai dong
nhanh séng Mun (UB-MR), du kich thudc quan thé hiéu qua kha cao (Ne = 454,3),
nhung hé s6 can huyét vin dat mic cao nhat (Fis = 0,61) (Bang 3.9). Piéu nay cho
thay néu thiéu hyut dong gen tir tap tinh di cu, sy bién thién di truyén s& bi thu hep
dang ké do tinh trang giao phdi cin huyét va troi dat gen ngiu nhién. Két qua nay phu
hop v6i cac md hinh tién héa vé “hiéu ing ngudi sang 1ap” va “trdi dat gen”, noi cac
alen c6 loi d& bi mat di ngiu nhién trong cac quan thé nho va ¢ 1ap [233, 235].

Sy twong tac ndy con duge cung cb boi cac giai doan trong vong doi phat trién,
dic biét 1a qua trinh phat tan thu dong cia trimg va au tring. Voi giai doan phu du
kéo dai (22 ngay & ca chach 14 tre [63], 30 — 50 ngay & ca ét moi [68] va 33 — 35 ngay
& ca vo dém [81]), dong chay song Mekong dong vai tro phat tin ngudn gen tir thugng
lwu xudng ha luu. Su két hop giira di cur chu dong va phat tan thu dong giai thich cho
xu huéng ting dan da dang di truyén doc theo dong chinh, duoc thé hién rd rang & ca

chach 14 tre (Bang 3.4). Xu hudng nay ciing duoc quan sat thiy & cac loai ca khac

91



thudc sdong Mekong (nhu ca that 1at N. notopterus [236], ca 16 ddong A. testudineus
[20], ca linh H. lobatus) va cac hé thdng song khac (nhu ca bay mau P. reticulata &
song Marianne-Trinidad [237], ¢4 nhac S. macrops & song Min-Trung Quéc [238] va
camay G. cambodgiensis & song Chao Phraya-Thai Lan) [239]. Su phan hda nay con
chiu tac déng boi ciu trac canh quan va dic diém thuy vin doc séng Mekong [235,
240, 241]. Khu vyc thuong luu voi dia hinh phan manh, dong chay xiét tao rao can
vat ly gay co lap, trong khi ha luu vo1 long song mé rong va moi truong da dang da
tao diéu kién hoi tu va duy tri bién thién di truyén cao [34, 241].

Hon nfra, nghién ctru ghi nhan cac hop luu nhu (Mekong — 3S) va Kratié
(Mekong — Bién Ho) 12 nhitng khu vuc hoi tu nguén gen véi mire do da dang di truyén
cao hon cac quan thé khac (Bang 3.4). Két qua nay tuong dong voi cac nghién ctu
trén loai ca lang (H. spilopterus) tai hé thong song 3S va ca rd dong (4. testudineus)
tai Stung Treng, khang dinh vai tro ctia cic dong nhanh trong viéc cung cap va bod
sung bién dj di truyén cho dong chinh. Nguoc lai, tai cac dong nhanh nhu song Khan
(LP), song Mun (UB-MR) va séng Chi (RE), mtrc do da dang di truyén va kich thudc
quan thé hiéu qua ghi nhan & mac thip va hé s6 can huyét cao (Bang 3.4 va 3.9). Day
13 tin hiéu bao dong vé sy suy giam strc séng di truyén, trong ty nhu hién trang cua
c4 chach bun M. favus & Luang Prabang [158]. Diéu nay cho thiy cu tric canh quan
song dong vai tro then chdt trong viéc dinh hinh dic diém di truyén va duy tri kha
nang thich nghi cua cac loai ca nudc ngot [237, 242].

Mic du cac quan thé ca song Mekong trong nghién ctru hién tai van duy tri muc
d6 da dang di truyén ¢ ngudng 6n dinh, nhung cac ap luc nhan tao dang tao ra nhiing
thach thirc nghiém trong. Viéc xay dung hang loat dap thuy di¢én trén ca dong chinh
va dong nhanh khong chi lam gidn doan chu ky di cu cua cé truong thanh ma con anh
huong dén qua trinh phat tan thu dong cua trimg va du trung xudng ha luu, dan dén
hién twong phan manh quan thé va gia ting can huyét [243, 244]. Két hop véi sy thay
d6i nhip diéu thiy vin va tac dong tir hoat dong nudi trong thily san, cac yéu td niy
dang lam suy giam kich thudc quan thé hiéu qua va tinh thich nghi cta cac quan thé

ban dia [245, 246]. Hién tuong suy giam kich thudc quan thé hiéu qua da duoc ghi
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nhén & quan thé ca ling H. spilopterus tai luu vuc song Serepok [15] va ca phén vang
P. melanochir  DPBSCL [16]. Bén canh do, viéc that thoat ca nudi vao moi truong tu
nhién ciing c6 thé 1am suy giam tinh thich nghi cia cac quan thé ban dja, nhu trudng
hop da dugc ghi nhan & cé tra Pn. hypophthalmus [18, 247].

Tt nhitng két qua ndy, nghién ctru nhan manh tdm quan trong cua viéc bao ton
cac hanh lang di cu nhim duy tri su két ndi giita cac quan thé, bao vé cac khu vuc cd
da dang di truyén cao va quan 1y nghiém ngit cac hoat dong khai thac ciing nhu nudi
trong thily san 1a vo cling can thiét. Viéc thuc thi dong bd cac giai phap nay khong
chi dam bdo kha nang thich tng dai han ma con duy tri gié tri da dang sinh hoc dic
hitu ctia khu hé ca séng Mekong trude bdi canh bién d6i khi hau va ap luc phat trién
kinh t& manh mé& nhu hién nay.

% Tdc dong tich liiy ciia rao cin canh quan va bién déi méi trwong lén ciu tric di
truyén ciia cdc lodi cd

Két qua nghién ctru vé& su khac biét di truyén (Fst) va cdu tric quan thé
(STRUCTURE, PCA va AMOVA) d3 cung cap bang chimg thuc nghiém cho thay
cAu trac di truyén hién nay phan anh nhiing tac dong tich lity tir cac rao can canh quan
va bién ddi moi truong tai LMB. Su phan hoa quﬁn thé rd rét nhat duoc ghi nhén ¢
loai khong di cu (ca chach 14 tre - 4 nhom) (Hinh 3.4) va di cu ching ngan, tiy nghi
(c4 ét moi - 3 nhém) (Hinh 3.5), twong trng v6i cac khu vyce sinh thai thuong, trung
va ha Iuu. Piéu ndy minh chimg cho sy thich nghi cuc bo ciia ching trudce cac didu
kién thuy van va dia hinh dac trung [34]. Trong d6, thac Khon dong vai tro 1a rao can
tu nhién, gay ra sy sai khac di truyén rd rét gitta nhém quan thé phia trén va dudi thac
Khon cta ca chach 14 tre (Hinh 3.3A) va sy phén tach cta 2 nhém quén thé twong
g nay & ca chach 14 tre va ca ét moi (Hinh 3.4 va 3.5). Két qua tuong tu ciing dugc
ghi nhan & nhom ca khong di cu (ca that 14t N. notopterus [236], ca 16 dong A.
testudineus [20], ca 16¢c C. striata [159] va ca chach 1au M. favus [157, 158]) va nhom
di cu chiang ngan (ca troi C. molitorella [248]). Ngay ca véi cac loai di cu chang dai
nhu cé linh H. lobatus va ca xac H. leptorhynchus, tic dong ctia thac Khon cling duoc

ghi nhén trong viéc dinh hinh cAu tric quﬁn thé [17].
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Tap tinh di cu dong vai trd quyét dinh mirc d6 phan hoa di truyén, thé hién qua
viéc ti 1é sai khac giita cac quan thé (AMOVA) giam dan tir loai khong di cu (30%)
(Bang 3.6) xudng loai di cu chiang ngin va tiy nghi (2-6%) (Bang 3.7) va dat muc
khong dang ké ¢ loai di cu dudng dai (<1%) (Bang 3.8). Két qua phan tich IBD cang
cing cb thém nhan dinh nay khi cho thiy mdi twong quan thuan giita khoang cach
dia Iy va su khac biét di truyén & cac loai khong di cu va di cu ching ngin (Hinh
3.7A va B), nguoc lai, kha ning di chuyén xa da gitp céc loai di cu dudng dai nhu
c4 vo dém vuot qua tic dong ciia rao can dia 1y (Hinh 3.7C). Két qua nay ciing phu
hop véi cac nghién ctru trude ddy vé ca song Mekong sir dung chi thi DNA ti thé
hodc nhan [12, 19, 157, 165, 248]. Mic du thoi gian phat tan trimg va u trung cla
ba loai ca dugc biét 1a twong dwong nhau (22 ngay & ca chach 14 tre, 30 — 50 ngay &
c4 ét moi va 33 — 35 ngdy & ca vo dém), cac yéu td nhu tudi truong thanh, kich thudc
truong thanh, thoi gian thé hé, thoi gian nd, kich thude tring va au tring, ... c¢6 thé
anh huong dén kha ning va khoang cach phét tan ctia mdi loai [249]. Cac nghién ctru
trén c4 bién ciing da chi ra méi lién hé gitta cac yéu t6 phat tan va mo hinh IBD [282],
tuy nhién, mdi lién hé nay can dugc nghién ciru thém trén ddi tuong ca nude ngot.

Ngoai khoang cach song, phan tich dbMEM (Hinh 3.8) d chi ra rang cdu tric
khong gian phirc tap ctia moi truong séng, bao gdm sy phan nhanh va céc rao can vt
1y, ¢6 anh hudng dén su cau tric di truyén ma cac kiém dinh Mantel ¢ thé bo qua.
Céc nghién ctru trude day sir dung ca hai phwong phap ndy da cho thy két qua da
dang, c6 thé twong ddng [250, 251] hodc mau thuin [252]. Diéu nay cho thay viéc
chi dya vao khoang cach dia 1y 1a khong du dé giai thich sy khac biét di truyén giira
céc quan thé ca. Can phai xem xét dén ca ciu truc khong gian ciia moi trudng song
dé c6 cai nhin day du hon vé sy phan bd va di truyén cia cac loai.

Bén canh yéu td ty nhién, cac thay d6i méi trudng nhan tao dang gay ra nhiing
anh hudng tiéu cyc dén tinh lién tuc sinh thai va dong gen cua ca. Nghién ctru ghi
nhan su tach biét di truyén cua quén thé ca chach 14 tre tai nhanh song Mun (UB-MR)
(Hinh 3.4) 12 hé qua cta viéc han ché trao d6i gen giita dong chinh va dong nhanh,

khang dinh tim quan trong cua tinh lién tyc sinh thai d6i voi ca nhing loai khong di
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cu. Tac dong cua cac rao can nhan tao dugc thé hién rd qua truong hop dap Pak Mun
(cao 17m) trén song Mun, cach dong chinh song Mekong 5,5km va van hanh da lam
suy giam nghiém trong san lugng va thanh phan loai ¢ thuong ngudn [253]. Dé giam
thiéu tac dong tiéu cuc, Chinh phii Thai Lan da quyét dinh md cira dap 4 thang/nim
(thang 6 — thang 9) nham tao diéu kién cho sy trao ddi gen cua cac loai ca [254]. Mic
du cac nghién ctru hién tai chua c6 dan liéu cu thé vé anh huong ctua dap thuay dién
dén cac quan thé c4 nhung nhitng bang ching vé su c¢d 1ap quan thé ca ling (H.
spilopterus) tai song Sesan do hé théng dap thugng nguon 1a 16i canh bao vé nhing
tac dong tiéu cuc co thé tich lily va xay ra trong twong lai gan. Pang cha ¥, dua trén
cac phan tich sir dung céc loci dap ing, mic du su thich ing cta cac quan thé ca voi
nhirng thay ddi cua moi truong chua thé hién 16 rang, tuy nhién, nghién ctru hién tai
ghi nhan su két ndi rong rii cta cac quan thé ca chach 14 tre & phia trén thac Khon va
khong c6 su khac biét nao & dong nhanh séng Mun (quan thé UB-MR) (Hinh 2 - Phu
luc 12). Diéu nay cho thiy su khac biét vé dicu kién sinh thai ¢ phia trén va dudi thac
Khon, dic biét 1a sy phan bd cua cac ving ngap, tao nén nhiing thich nghi cia cac
loai sinh vat it di chuyén. Mic du, ving ngap phan bd doc theo hau hét chiéu dai ¢
LMB, nhung & phia dudi thac Khon, véi dia hinh bang phang va chu ky ngap lii hang
nam cua hé thong Bién H), tao diéu kién cho ving ngap ¢ khu vuc nay rong 16n hon
so voi khu vuce trén thac Khon.

Tuy nhién, cac két qua STRUCTURE ciing chi ra su sé¢ chia thong tin di truyén
doc song Mekong nhd qua trinh phat tan thu dong cua au tring va di cu xudi dong
clia ca truong thanh sau mua sinh san. Bang chimg rd rang nhat 1a su pha tron thong
tin di truyén gitta khu vire thuong luu, trung va ha luu & LMB, ciing nhu sy tron 14n
thong tin di truyén & cac quan thé hop luu (Stung Treng va Kratié). Cu thé, quan thé
c4 chach 14 tre & ST mang thong tin di truyén c6 ngudn gbc tir cac quan thé phia trén
thac Khon (mau hong), song Mun (mau vang) va phia duéi thac Khon (mau xanh
duong va xanh 14); quan thé Kratié c6 thanh phan di truyén cha yéu 1a tir ST va
DBSCL, va su két ndi di truyén cua hai quan thé § PBSCL - An Giang va Dong Thap

(Hinh 3.4A). O ca ét moi, vat lidu di truyén c6 ngudn gbc tir thuong luu duge thé
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hién & trung va ha luu (mau d6, Hinh 3.5A), nhiéu c4 thé & ha lvu mang thong tin di
truyén tir trung luu (mau xanh dwong, Hinh 3.5A). O ca v dém, sy két nbi quan thé
rong rai duoc thé hién & trung luu va ha luu (Hinh 3.6A). Qua day c6 thé thiy cac
qua trinh sinh hoc nhu phat tan au tring va di cu dong vai trd quan trong trong viéc
duy tri sy da dang di truyén va lién két quan thé cua céac loai ca trong khu vuc. Vi
vay, dé dam bao su két ndi di truyén va su tdn tai cua cac loi ca, viéc duy tri dong
chay ty nhién ctia song Mekong va han ché t6i da viéc xay dung cac dap thuy dién 1a
diéu céan thiét.

Viéc két hop phén tich mo hinh di cu lich sir (TreeMix) va dong gen hién tai
(divMigrate) da gop phan goi mé nhitng thich nghi va xung dot trong tap tinh cta cac
loi c4 trude bién dong cia moi trudng song Mekong. Két qua tir divMigrate cho thay
ca ca 6t moi va ca vo dém déu thé hién kha nang di cu, gom di cu xudi dong va nguoc
dong, trong d6 ca vo dém thé hién xu hudéng di chuyén manh mé hon (Hinh 3.9).
Diéu nay hoan toan phu hop véi tap tinh di cu ciia mdi loai, khi ca vo dém dugce biét
dén 1a loai di cur dudng dai, con ca ét moi thudc nhom di cu chiang ngan va tity nghi.

Péng chi ¥, két qua phan tich goi mé gia thuyét vé kha ning di cu nguoc dong
duong dai 18n téi 1.200 km cua ca ét moi, tir khu vuc PBSCL 18n dén Paksan (Lao)
(Hinh 3.9A), phu hop v6i dy dodn cua Mashyaka va Duong (2021) st dung chi thi
phan tir microsatellite [70]. Viéc ghi nhan di cu ching dai & ca ét moi di phan nao hd
trg cho nhirng tranh cai trude ddy vé viéc loai nay di cu chiang dai thay vi ching ngin
va tuy nghi. Tuy nhién, day chi 1a nhitng suy luan dya trén dir li€u hién tai, va can ¢
nhimg dan liéu thuc t& hon dé kiém ching gia thuyét nay. Pong thoi, nghién ctru
khong ghi nhan viée di cu nguoc dong 1én dén Luang Prabang ¢ ca ét moi (Hinh
3.9A), diéu nay gop phan giai thich cho su khac biét di truyén va phan tach ciia quan
thé nay (Hinh 3.3B va Hinh 3.5). Ddi v6i ca vo dém, khoang cach di cu nguoc dong
xa nhat ghi nhan dugc 12 hon 1.000 km, tir Siém Riép dén Paksan (Hinh 3.9B), tuong
tu nhu cac loai c4 trong ho Pangasiidae dd duoc ghi nhan bang phwong phap phan
tich thanh phﬁn hoa hoc trong da tai [136]. Tuy nhién, mac du dugc ghi nhan la loai

di cu chang dai, két qua nghién ctru lai chi ra xu huéng khong lién tuc trong tuyén di
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cu cia ca vo dém, chi giéi han giira ha lvu-AG va trung luu — UB-MK (1.000km).
Do nghién ctru hién tai khong thu thap dugc quan thé ca vo dém & LP, nghién ctu
chua thé cung cép dit liéu dé dy doan liéu tuyén di cu cia loai nay c6 kéo dai 1én dén
khu vuc Thuong luu hay khéng. Cac nghién ciru tiép theo, bao gdbm md rong khu
rong nghién ctru, theo ddi di cu truc tiép va phén tich di truyén sdu hon, 1a can thiét
dé lam sang t6 mod hinh di cu thuc sy cta loai c4 nay.

Bén canh do, nghién ctru ghi nhan su thay doi gifta mo hinh lich str va hién tai
ctia loai ca vo dém tai hé théng song Mun-Chi thudc luu vuc Korat. M6 hinh TreeMix
chi ra rang trong lich str, ca v dém c6 xu hudng di cu nguoc dong tir dong chinh
song Mekong viao song Mun dé sinh san (Hinh 3.10B). Nguoc lai, mo hinh
divMigrate hién tai lai cho thiy ca ca ét moi va ca vd dém chu yéu thuc hién hanh vi
di cu xudi dong tir song Mun va Chi ra dong chinh (Hinh 3.10A va B). Sy thay d6i
nay c6 thé duoc giai thich boi tac dong cua dap Pak Mun. Trudc khi co dap, ca vo
dém c6 thé tir do di chuyén vao song Mun, nhung rao can nhan tao cao 17m ndy c6
thé di ngan chin tuyén dudng nguoc dong va chién luoc di cu xudi dong thuc hién
boi ca truong thanh dé tim kiém thirc an hodc phat tan thu dong trimg va 4u trung.

Tam quan trong cta cac tuyén duong di cu vuot thac Khon ciing duge khang
dinh qua vi¢c cé ca v dém va cé ét moi déu thuc hién cac cude di cu nguoc dong tur
ha luu 1én trung luu vuot qua khu vuc nay dé sinh san. Nhitng ving ngap ngay trén
va dudi thac Khon duge dy doan 1a bai dé quan trong. Phat hién nay tuong dong vai
cac thong tin khao sat kién thie dia phuong cua ngu dan [7, 255]. Viéce hoan thanh
dap Don Sahong trén kénh Hou Sahong — con duong di cu duy nhét vuot thac Khon
— dang gay ra nhiing lo ngai sdu sic vé viéc ngin chin tuyén duong di cu nay, de doa
tryc tiép dén su duy tri da dang di truyén ciia cac quan thé ca [17].

Tom lai, nghién ctru vé céu trac quﬁn thé cta céac loai ca & ha luu luu vuc song
Mekong da chi ra su khac biét 1 rét vé mirc do phan hoa di truyén gitta cac nhoém c6
tap tinh sinh hoc khac nhau. Sy dinh hinh cau trac di truyén nay la két qua cua cac
tac dong tich iy tur tap tinh di cu, khoang cach dia ly, rao can ty nhién (nhu Thac

Khon) cho dén cac ap luc nhan tao (nhu hé théng dap thily dién). Sy dan xen va xung
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d6t trong mo hinh dong gen giira loai di cu ching ngin/tiy nghi va di cu ching dai
da phan anh tinh da dang, phtc tap cua khu hé sinh thai song Mekong. Nhirng phat
hién nay khang dinh vai tro then chdt cua di truyén hoc canh quan trong viéc danh
gia cac dong luc tién hoa va kha nang thich g cuc bd cua sinh vat nude ngot.

Mic du nghién ctru hién tai cung cAp nhitng dan liéu quan trong vé mbi twong
quan gitra tap tinh sinh hoc, dic diém vung sinh thai va cau trac di truyén quan thé
ctia céc loai ¢4, su chénh 1éch vé ¢& mau va sd luong quﬁn thé gifra 3 loai ca (239 ca
thé tir 9 quan thé ca chach 14 tre; 232 c4 thé tir 9 quan thé ca ét moi va 160 ca thé tir
7 quan thé ca v dém) cling phan nao dit ra gidi han dbi véi cac phép so sanh lién
lodi. Cu thé, tai Bién HO - hd chtra nudc 1 ty nhién van hanh dong thoi 1a noi phat
tan ngudn gen va tiép nhan cic quan thé ca di cu trong mua sinh san, viéc thiéu miu
c4 chach 14 tre va ca ét moi khién nghién ciru chua thé 1am sang to vai trod trao doi di
truyén dbi voi hai loai nay cling nhu viéc danh gia cac hé thong di cu ngang. Tuong
tu, tai khu vgc dong nhanh song Khan (quﬁn thé Luang Prabang), vi¢c thiéu dit liéu
ctia ca vo dém khién tuyén duong di cu 1y thuyét ctia loai nay 1én ving thuong nguén
phia trén thac Khon bi ngit quing.

Nham hoan thién birc tranh di truyén hoc canh quan c4 song Mekong, cac nghién
ctru tiép theo can mo rong pham vi thu thap dir liéu toan dién trong luu vuc soéng
Mekong. Dong thoi, viéc tmg dung cac chi thi phan tir thé hé méi c6 d6 phan giai cao
hon can dugc két hop chit ché véi cac cong nghé dinh vi sinh hoc truc tiép — nhu gin
thé dién tir hodc phan tich dong vi bén d4 tai — nham theo dai lién tuc quy dao di
chuyén cua ca theo thoi gian thuec. Vé mit sinh thai hoc hanh vi va méi truong, can
trién khai céc nghién ctru tich hgp gitta quan sat ty nhién va thuc nghiém nhan tao dé
lam sang to céac yéu t6 noi sinh anh huong dén tap tinh di cu. Dac biét, viéc danh gia
cac tac dong tich liy tir 4p lyc nhan sinh nhu 6 nhiém moi trudng, bién doi khi hau
va xu hudng phan manh quan thé do hé thong dap thuy dién 1a vo cling cap bach,
nham cung cap cai nhin toan dién va thuc chat hon cho cac chién lugc bao ton da

dang sinh hoc xuyén bién gioi.
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% Dinh hwéng qudn Iy va bdo ton nguon lgi ¢ séng Mekong

Céc phat hién vé ciu triic quan thé va mé hinh di cu trong nghién ctru nay mang
lai nhitng bﬁng chirng khoa hoc cho vi¢c dinh hinh céc chién luge bao ton da dang di
truyén va quan 1y nghé ca bén vimg. D6i v6i khu hé ca song Mekong, néu cac chinh
sach quan 1y khong phu hop s& d& din dén hién tuong khai thac qua muc, lam suy
giam da dang thich nghi va ddy nhanh qu4 trinh suy thoai ngudn loi [104]. Dya trén
céc thong tin di truyén cu thé cua timg loai, cac dinh huéng quan 1y phan héa theo
ving sinh thai dugc dé xuat nhu sau:

Déi vé6i khu viee viing sinh thdi trén va dwdi Thac Khén: Két qua phan tich cdu
tric di truyén da chi ra thac Khon van hanh nhu mét rao can sinh thai nghiém ngat
d6i v6i cac loai 6 tap tinh di chuyén han ché, nhung lai 14 hanh lang mé d6i voi loai
di cu chang dai. Do d6, mo hinh bao ton tai day can duoc thiét ké riéng bi¢t dua trén
tap tinh sinh hoc cua loai. O loai khong di cu nhu cé chach 14 tre, sy phan biét cau
trac di truyén rd rét gitta hai phia thac Khon két hop véi kich thude quan thé hidu qua
nho & dong chinh thugng ngudn (Ne = 109-292) 1 co s¢ dé cong nhan cac Pon vi
Tién hoa Quan trong (Evolutionary Significant Units) doc 1ap [256]. Khuyén nghi co
quan quan 1y khong duoc di doi hodc tha giéng tai tao lién ving giita trén va dudi
thac nham béo tdn nguyén ven tinh thich nghi cuc bo, déng thoi wu tién thiét 1ap cac
khu bao ton ngudn gen nghiém ngat tai chd tai viing Thuong luu — noi ¢6 ap luc quan
thé nho — dé tranh hién tuong troi dat gen ngau nhién. Nguoc lai, ddi voi ca ét moi va
c4 vO dém, cac mo hinh phan tich déu chi ra dong gen xuyén bién gidi van duoc duy
tri va c6 kha niang vuot qua Thac Khon, gop phan duy tri chi s6 di hgp mong doi ¢
muc cao toan luu vuc (He = 0,233 va 0,266). Do do, vung sinh thai nay can duogc
quan Iy nhu mot Pon vi Quan 1y chung (Management Unit) xuyén qudc gia. Can luu
¥ rang, su xuit hién ctia cac du an dap thuy dién dong chinh (nhu Don Sahong) d3 va
dang pha v& tinh lién thong sinh thai ndy, bién tuyén duong di cu chang dai von lién
tuc cua ca vo dém trd nén bi ngét quang vé mit khong gian, de doa truc tiép dén tinh

toan ven di truyén cua toan luu vyec.
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Khu viee cac dong nhanh chiu tac dong boi ddp thuy dién: Su phan hoa dugc
ghi nhan tai cac dong nhanh (song Mun, song Chi, song Khan) 1a minh ching cho h¢
qua cta su phan manh sinh canh nhan tao 1én ciu trac di truyén quan thé cua cac quan
thé hoang da. Tai hé thong song Mun-Chi (thudc Cao nguyén Korat), mic du kich
thudce quan thé hiéu qua cta ca chach 14 tre kha cao (Ne = 454,3), hé sd can huyét cia
loai nay lai thip nhit (Fis = 0,61). Pdng thdi, mo hinh lich st TreeMix du doan ca vo
dém timg di cu nguoc dong vao song Mun dé sinh san, nhung moé hinh hién tai
divMigrate cho thay dong gen bi ddo nguoc thanh xu huéng mot chiéu ra dong chinh.
Bing ching di truyén nay phan anh tac dong cta dap Pak Mun trong viéc han ché
tuyén dudng di cu sinh san lich str, dan dén xu hudng gia tang hién twong can huyét
cuc bo trong quan thé. Nham duy tri va bao tén ngudn gen tai ving sinh thai ndy, can
thiét phai ap dung cac bién phap giam thiéu tac dong (chang han nhu van hanh mé
ctra dap phi hop vao mua sinh san) dé dam bao hanh lang di cu ciia ca. Su két ndi di
truyén lién tuc ndy dong vai tro sdng con trong viéc duy tri mic d6 da dang sinh hoc
va ting cuong kha nang phuc hoi ctia cac quan thé trude nhiing ap luc moi trudng va
khai thac ngdy cang gia ting. Riéng tai dong nhanh song Khan (Luang Prabang), két
qua ghi nhan mot cau trac di truyén biét lap, twong thich chat ché voi dac trung sinh
thai doc déo cua ving thuong ngudn. Do d6, ddy 14 co s& khoa hoc ving chic dé dé
xudt thiét 1ap cac Pon vi Tién hoa Quan trong (ESUs) riéng biét nham bao tén nguyén
ven nguodn gen ban dia thich nghi dic th.

Qudn Iy nghé cd da lodi xuyén bién giéi va thich img méi truong: Chién luge
quan 1y nghé ca sinh thai da loai mang tinh lién viing can dugc thiét 1ap nham két n6i
hanh lang bao ton giita cac “ngudn” phat tan Au tring & ving Trung luu (nhu hé thong
song 38, khu vuc trén Thac Khon) va cac “dich” tiép nhan ¢ ving Ha luu (Tonlé Sap,
DBSCL). Song song do, trudc xu hudng suy giam kich thudc quan thé hiéu qua cia
céc loai nghién ctru do phan manh thiy vin, moi quy hoach phat trién kinh té luu vuc
can dit tinh lién thong sinh thai va dong chay ty nhién 1én trén cac giai phap cong

trinh k¥ thuat. Dy 1a diéu kién nham duy tri dong gen lién tuc, bao luu tinh toan ven
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di truyén va dam bao tiém ning tién hoa dai han cua ngudn loi thuy san trude bdi
canh ap luc khai thac va bién doi khi hau ngay cang gia ting [257-260].
3.3. Lap rap va chii giai hé gen ti thé, xac dinh ma vach RAD va khao sat
cAu tric di truyén quén thé ca ét moi Labeo chrysophekadion
3.3.1. Lap rdp va chii gidi hé gen ti thé ciia cd ét moi

Téng cong c6 1.026.721.048 doan doc chat lwgng cao (912 — 36.260 bp) tir 255
thu vién cd ét moi dugc stir dung dé lép rap hé gen ti thé. Ti 1 doan doc duoc sép Xép
thanh cong vao hé gen ti thé dao dong tir 0,06 — 0,12%. Chiéu dai trinh ty dong thuin
clia 255 ¢4 thé dao dong tir 436 - 16.600 bp. Trong d6, 08 cé thé c6 chiéu dai trinh ty
ngan (436 — 5.973 bp) va ti 18 sip xép dudi 50% (2,62 — 35,93%) di bi loai. Cubi
cung, 247 trinh ty dugc st dung cho cac budc phan tich tiép theo.

Trinh ty cta ca thé thu thap & Thai Lan (UB-MK503) c¢6 do twong dong cao
nhat (99,8%) voi trinh tu ciing loai trén Ngan hang Gen (Bang 3.10 va Phu luc 13).
duoc lua chon dé ma héa va chu giai hé gen ti thé cua ca ét moi.

Bang 3.10. Su twong dong trinh tu hé gen ti thé ciia UB-MK503 véi dir li¢u tir

Ngan hang Gen
. Chiéu | P bao | % twong | Pia diém Mai s6
STT | Loai twong dong . .
dai (bp) phu dong thu mau | Genbank
Kandal,
1 | L. chrysophekadion 16.602 100 99,8 . | APOI1199
Campuchia
Chau A
2 | L. calbasu 16.607 100 95,1 .. | AP012143
(ca nuoi)
3 | L. fimbriatus 16.614 99 93,5 An Db KP025676
4 | L. gonius 16.614 99 93,4 An Db KT001152
5 | L. rohita 16.611 99 93,4 AnDo | IN412817
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Hé gen ti thé cia miu UB-MK503 (mi s6 OR637878) c6 chiéu dai 16.600 bp,
vot ti 1€ GC 1a 42,9% (A 32,5%, T 24,6%, G 15,5% va C 27,4%). Hé gen dugc chu
giai gdm 37 gen, voi 13 gen ma hoa protein (PCGs), 22 gen RNA vén chuyén (tRNA),
02 gen RNA ribosome (rRNA) va 01 ving khong ma hoa (D-loop). Trong tong s 37
gen, 28 gen dugc ma hoa trén chudi ning (heavy-H strand), trong khi d6 1 gen ma
hoa protein (ND6) va 8 gen RNA vén chuyén (tRNAY“, (RNA*" tRNA®*, tRNAS",
tRNAY™ tRNAP™, tRNAS" VN va tRNA™) ma hoa trén chudi nhe (light-L strand).
Trinh tu sép xép cac gen dang mach vong duoc thé hién ¢ Hinh 3.12, vi tri va dic
diém cia timg gen trong hé gen ti thé duoc trinh bay & Bang 1 - Phu luc 13. Bdi véi
cac gen ma hoa protein, 12/13 gen bat dau bang codon ATG, riéng gen cytochrome
coxidase subunit I - COI bat dau véi codon GTG. C6 ba loai codon két thic duge ghi
nhan, gdm TAA ¢ 6 gen (NDI, COI-III, ATP6-8, ND4L, ND5 va cytb, TAG & ND2)
va codon khong hoan toan (T--) & ND3-4 va ND6.

16,600 bp

gen ma héa proten
tRNA

RNA

D-loop

Hinh 3.11. Hé¢ gen ti thé ciia ca ét moi Labeo chrysophekadion

Cdc gen hién thi bén trong vong tron dwoc ma hoa trén chuoi nang, trong khi cdac

gen bén ngoai dwoc ma hoa trén chuoi nhe
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C4 &t moi 1a loai c6 gia tri kinh té quan trong, phan b rong khip luu vuc song
Mekong. Tuy nhién, thong tin di truyén vé loai c4 ndy con han ché, trude ddy chi co
mot hé gen ti thé dugc gidi trinh tu tor mot cé thé & Kandal, Campuchia, str dung
phuong phap Sanger truyén théng. Nghién ctru méi ndy di bo sung thém mot hé gen
ti thé ctia c4 ét moi tir Ubon Ratchathani (UB-MK), Thai Lan, dong thoi, cung cip
thong tin chi tiét v& vi tri va dic diém gen so véi nghién ctru trude do.

Diém ndi bat ctia nghién ctru 13 viée ap dung k¥ thuat RAD-seq dé lap rap hé
gen ti thé. RAD-seq mang lai nhiéu uu diém so voi phuong phap Sanger truyén thong
va giai trinh ty toan bd hé gen (WGS), bao gdm hiéu qua kinh té cao, toc do xur Iy
nhanh va d§ phu sau ¢ vung gen muc tiéu, ddm bao do chinh xac ctia h¢ gen ti thé
[78, 79]. Viéc str dung RAD-seq mé ra tiém niang nghién ctru hé gen ti thé va di truyén
quan thé cho nhiéu loai thuy san khac & luu vuc song Mekong, hd tro cong tac bao
t6n va quan 1y nguon loi thity san bén viing. Hé gen ti thé ca ét moi tir UB-MK dugc
ghi nhan gdm 37 gen (13 gen ma hoa protein, 2 gen rRNA va 22 gen tRNA) cling v6i
ving D-loop, véi trat tu sap xép gen hoan toan phu hop vai cac nghién ctru trude day
vé ho ca chép Cyprinidae [261-264]. Khi so sanh véi trinh tw hé gen ti thé da duoc
cong bd (ma s6 AP011199), hé gen ti thé ca ét moi trong nghién clru nay c6 kich
thude ngan hon 2 nucleotide (C va A). twong Gng v&i vi tri thtr 16.601 va 16.602 ¢
ving D-loop. Su khac biét vé kich thudc nay 13 mot dic diém thudng thiy giita cac
ca thé va cac loai, duoc giai thich 13 do sy thay d6i kich thuéc ving diéu khién va
vung lap [265]. Dit liéu nay ciing duoc cing ¢b thém boi sy dao dong kich thudc hé
gen ti thé trong cac loai cung gidng Labeo, voi 16.596 bp & L. calbasu (mi sb
AP012143) dén 16.766 bp & L. pierrei (mi s NC_022943) (Dir liéu dugc cap nhat
trén Ngan hang Gen vao thang 01/2025). Viéc xac dinh chi tiét vi tri va dic diém gen,
cung v6i su khac biét di truyén cap do nucleotide nay, cung cap thong tin quan trong
cho cong tac bao ton, nghién ciru da dang di truyén, cau tric quan thé, méi quan hé
tién hoa va xac dinh loai, didc biét 1a cac lodi c6 gia tri kinh té tai luu vyc song

Mekong.
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3.3.2. Xdc dinh mi vach RAD thudc hé gen ti thé va khio sit di truyén
quin thé ci ét moi 6 LMB
3.3.2.1. Xac dinh md vach RAD thuoc hé gen ti thé

Quy trinh radBARCODER xac dinh dugc tap hop cac vung ma vach RAD c6
kich thudce 1a 757 bp. Trong do, 502 bp (66,2%) dugc phat hién trong cac PCGs (ND1,
COI COIII va cytb), 79 bp thudc gen 16S rRNA va phan con lai thudc cac gen tRNA
(LRNALe, tRNA", tRNASS, tRNA™" va tRNA™") (Hinh 3.12).

rCE\ Multiple Sequence Alignment Viewer, Version 1.25.0

Sequence ID Alignment
2 4 60 B 100 10 M0 160 180 A0 B0 M0 B0 20 0 W0 M) B0 W0 400 40 40 460 40 SO0 50 S0 S0 580 600 60 G0 660 680 0 7
SRS R ANA N RARN RN RN RERARA RS RS RN RN RuEn R AR KRR |ESRSRxRuRsnuEs RARSRARE uRERERE mananana

2
! | | | | | | | |
T IEERAERRE} T L L L L L L R

Query 21435 (4)

NC_ 029421 ) I —I= P SN I

Y -

i

NCOZ ()

Hinh 3.12. Giao dién @6 hoa thé hién vi tri ciia ving mi vach RAD trén hé gen
ti thé sir dung tinh ning BLAST (mau xanh dwong thudc gen rRNA va tRNA;
mau xanh 14 thug¢c PCGs va mau do la cac acid amin twong ung)

3.3.2.2. Mikc d¢ da dang di truyén ciia cdc quan thé cd ét moi & LMB

Phén tich dit liéu tap hop ma vach RAD (757 bp) cho thay 9 quan thé ca ét moi
& LMB c6 mutc d6 da dang haplotype cao (Hd = 0,849 + 0,014), voi tong sb 49
haplotype (chiém 19,8%) dugc ghi nhan. S6 lugng haplotype & mdi quan thé dao
dong tir 6 haplotype/22 cé thé (27,3%) & LP dén 12 haplotype/30 c4 thé (40%) ¢ RE.
Sy da dang haplotype dao dong tir 0,71 + 0,071 (LP) dén 0,871 £ 0,046 (UB-MK).
Trong khi do, su da dang nucleotide (0,005 + 0,0008) va sb lugng cac vi tri da hinh
(113 vi tri) thu dugc tuong doi thép. Vé su da dang nucleotide va sb lugng cac vi tri
da hinh & ting quan thé, Luang Prabang c6 gid tri cao nhét (0,016 + 0,002 va 45 vi
trf), trong khi Pong Thap va Stung Treng c6 gi tri thdp nhat (0,002 + 0,001 va 9-10
vi tri). Nghién ctru ciing ghi nhan su khac biét khong dang ké vé da dang haplotype

gifta cac quan thé phan bé ¢ dong chinh, dong nhanh va hop luu cia séng Mekong.
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Ddng thoi, da dang nucleotide thip duoc ghi nhin & hai quan thé An Giang va Ddng
Thap thuoc PBSCL, va Stung Treng - hgp luu Mekong va 3S (Bang 3.11).
Bang 3.11. Pa dang di truyén ciia cic quén thé c4 ét moi ¢ ha lru séng Mekong

dua trén dir liéu ma vach RAD

Quan thé

Vi tri trén song Mekong Nse Nn S Hd /4
PA 31 10 37 0,738+0,07 0,005+0,002
PE 30 10 30 0,805+0,06 0,005+0,002
Dong chinh 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
Hop Iuu Mekong — 3S ST 28 9 9 0,833+0,05 0,002+0,001
Dong nhanh — song Khan LP 22 6 45 0,71+0,07 0,016+0,002
Dong nhanh — song Chi RE 30 12 54 0,807+0,06 0,007+0,003
Tong cong 247 49 | 113 | 0,849+0,01 0,005+0,0008

Ghi chii: Nse: s6 trinh tw md vach RAD, Ni: 6 haplotypes; S: s6 vi tri da hinh, Hd: da dang
haplotype, n: da dang nucleotide, so liéu duwoc trinh bay dudi dang gid tri trung binh + do
léch chuan.

3.3.2.3. Cdu triic quan thé ciia ca ét moi & LMB

Su khac biét di truyén (Fsr) gitra cac quan thé ca ét moi & LMB dugc ghi nhan
1a twong dbi thap. Trong d6, quan thé Luang Prabang thé hién sy khac biét di truyén
¢6 ¥ nghia thong ké so vdi cac quan thé khéc, v4i gia tri Fst dao dong tir 0,08 (LP/RE)
dén 0,17 (LP/DT va LP/ST) (P < 0,05). Cac quan thé con lai cho thiy két ndi di truyén
cao (P> 0,05), véi gié tri Fst tir <0,001 dén 0,04 (Bang 3.12).

Mang luéi haplotype dugc xay dung dua trén tap dir licu ma vach RAD cua 247
c4 thé c4 ét moi thudc 9 quan thé thu miu cing véi 1 trinh ty tham chiéu tir Kandal -
Campuchia (Hinh 3.13). Két qua cho thay su két ndi di truyén cao giita cic quan thé
c4 6t moi & LMB. Trong tong s6 49 haplotype dugc xac dinh, haplotype H1 thé hién
su chia sé chung ctia tit ca 9 quan thé thu miu va trinh tu tham chiéu & Campuchia
(70 trinh tr, chiém 28,2%). Hai haplotype (H7 va H10) duoc tim thiy trong 8/9 quén
thé, ngoai trir quan thé Luang Prabang véi s6 lwong trinh tu twvong tmg 1a 43 (17,3%)
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va 49 (19,8%). Bén canh d0, 5/9 quan thé (PA, UB-MK, ST, AG va DT) duoc ghi
nhan & haplotype H14 véi 8 trinh tu (3,2%). Haplotype H8 va H26 lan luot dugc chia
sé bai 4/9 quan thé - PA, ST, KT, DT (6 trinh ty, chiém 2,4%) va RE, UB-MK, ST,
DT (8 trinh tu, chiém 3,2%). Céc haplotype H16, H20, H29, H36 va H37 ghi nhan
cac trinh tu tir 2 — 3 quan thé. Pang cht ¥, mot s6 luong 16n haplotype dic trung
(35/49), tic 1a cac haplotype chi duoc tim thdy & mot quan thé duy nhét, duoc ghi
nhan & tat ca quan thé. Riéng d6i v6i quan thé Luang Prabang, ngoai haplotype H1
chung, nghién ciru ghi nhan thém 5 haplotype dic trung cta quan thé nay, trong d6
haplotype H3 c6 7/22 trinh tu.
Bang 3.12. Su khac biét di truyén (Fsr) gitra cac quan thé ca ét moi & ha luu

song Mekong

Quanthé | 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 -
Ghi chu: Ki hiéu cua cac quc?n thé thu mau twong tw nhu Bang 3.11. Gia tri in dam

la ¢6 ¥ nghia thong ké (P < 0,05)

Dit liéu ma vach RAD, véi chiéu dai 757 bp, bao phu ca ving gen mi héa va
khong ma hoa ciia hé gen ti thé, di ching minh kha ning vuot trdi trong viéc phat
hién cac vi tri da hinh v&i do chinh xac cao. Uu diém nay cho phép phan tich hiéu
qua su da dang di truyén va su khac biét giita cac quan thé. Két qua phan tich da dang
di truyén bang ma vach RAD cho thay su két n6i quan thé cao ¢ hau hét cac khu vuc
ha luu séng Mekong, ngoai trir khu vuc thuong luu-LMB (quan thé LP), noi xuét

hién su khac biét rd rét va cac haplotype dic trung quan thé.
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Hinh 3.13. Mang luéi haplotype ciia cic quan thé ca ét moi ¢ ha lwu séng
MeKkong sir dung dir liéu ma vach RAD. Cdc duong néi giira cdc vong tron thé
hién mot bude dot bién. Puong gach thé hién viéc cong thém cdc bude djt
bién. Kich cé' ciia vong tron thé hién sé hrong trinh ty. Cdc mau sic twong iing
vdi trinh twr ciia cdc quan thé thu mau va trinh tw tir Ngin hing Gen [177]

Su khéc biét ndi bat gitra két qua ma vach RAD va chi thi SNPs (V6n phan tach
3 nhom quan thé riéng biét) duoc giai thich bai ban chat khac nhau cta hai loai chi
thi: mtDNA chi phan 4anh cau trtc di truyén dua trén dong me, trong khi SNPs khao
sat bién di trén toan bo hé gen (gdm gen nhan va ti thé), cung cap d6 phan giai cao
hon. Su d6i l4p nay cho thay cac phan tach cuc bo trong quan thé ca ét moi chi co thé
dugc phat hién boi SNPs do kha niang khao sat toan hé gen, nhin manh tdm quan
trong ctia viéc sir dung két hop nhiéu loai chi thi dé nam bt toan dién lich sir tién hoa
va ciu tric quan thé. Viéc khong phat hién duge ciu tric quan thé rd rét & hau hét
cac khu vire LMB khi str dung ma vach RAD tuong dong véi nghién ctru vé hau (C.
virginica) & Vinh Mexico [150], noi sy két ndi manh mé& duoc quy cho giai doan troi

ndi kéo dai cua au trung (50-350 ngay), tao diéu kién cho sy phét tan rong ri cia cac
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c4 thé. Tuong t, ca ét moi cling c6 giai doan troi ndi cia du trang (35-50 ngay), gop
phan vao sy két nbi quan thé. Tuy nhién, dic diém di cu chiang ngin/tiy nghi cia ca
¢t moi tao ra cac luéng gen cuc bd, va su khac biét gitra hai chi thi cung cép mot goc
nhin siu sic vé lich st tién hoa va kha nang thich nghi cta loai ca di cu & LMB.
Viéc phat hién céac haplotype dic trung quan thé & thuong lvu-LMB tir mé vach
RAD 1a mot budc tién quan trong, md ra tiém ning tng dung trong nhiéu linh vuc
nghién ctru. Cac haplotype nay co thé dugc sir dung dé theo ddi di cu, gitip xac dinh
duong di chuyén cua ca gitra cac khu vuc, dac biét hitu ich cho cac loai di cu chang
ngan va tiy nghi. Pong thoi, ching cho phép xac dinh ngudn gde quan thé, tir d6 xac
dinh cac khu vuc sinh san va tuyén duong di cu quan trong, hd trg cong tic bao ton
va quan ly. Két qua nay ciing twong tu nhu nghién ctru trude day vé quan thé ca loc
C. striata & Bién Ho, noi ghi nhan céc haplotype dic trung va su khac di di truyén
cao cho thiy sy han ché dong gen giira quan thé ca 16c & Bién HO va cac quan thé
khac [159]. Piéu nay phu hop véi xu hudng chung trong sinh hoc bao ton, noi ma céc
chi thi di truyén ngay cang dugc st dung dé hd tro cac quyét dinh quan 1y. Hon nita,
su bién d6i tan sudt ciia haplotype theo thoi gian c6 thé phan anh tic dong cia cac
yéu té moi trudng nhu bién doi khi hau hay 6 nhiém, gitip danh gia mirc do ton thuong
va dua ra bién phap bao ton phu hop. Cubi cung, haplotype dic trung con 1a cong cu
dé phan tich chi tiét di truyén quan thé, xac dinh mirc d6 biét hoa di truyén va danh
gia cac qua trinh tién hoa, tir 6 cung cap kién thirc sdu sic vé sinh hoc quan thé va

ho trg bao ton hi€u qua.
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KET LUAN VA KIEN NGHI
Két luan

1. Nghién ctru da thu thap va tao thu vién tir ba loai ca dac trung cua luu vyc
song Mekong: 272 miu (9 quin thé) ca chach 14 tre, 255 miu (9 quin thé) ca ét
moi, va 192 miu (7 quén thé) c4 v dém. Tir d6, hé gen tham chiéu rit gon cua ba
loai ca nay duoc lp rap de novo. Két qua phan tich SNPs xac dinh dugc 4.237 SNPs
dac trung cho ca chach 1a tre, 825 SNPs cho ca ¢t moi va 1.270 SNPs cho ca vo dém.

2. Mirc d6 da dang di truyén, khac biét di truyén va ciu triic quan thé cia ba
lodi c4 dién hinh & séng Mekong duoc xac dinh. Pong thoi, mo hinh di cu cua ca ét
moi va ca vo dém & LMB duoc du doan st dung chi thi SNPs. Cu thé 1a:

- Tap tinh di cu ctia cac loai c4 c6 moi twong quan thudn véi mire do da dang di
truyén va tuong quan nghich véi ti 1& giao phdi can huyét. O ca chach 14 tre khong di
cu, mic d6 da dang di truyén cua loai nay thap nhat (Ho/He = 0,140/0,176) va hé sd
can huyét cao nhit (Fis = 0,40-0,61). Ca v6 dém - di cu ching dai - c6 muc do da
dang di truyén cao nhat (Ho/He = 0,220/0,266) va hé sb can huyét thip nhat (Fis =
0,173). Ca ét moi - di cu ching ngin va tiy nghi - thé hién mic do da dang di truyén
va giao phdi can huyét trung binh (Ho/He = 0,185/0,233, Fis = 0,225-0,299).

- Két qua phan tich su khac biét di truyén (Fst va AMOVA) va cau tric quan
thé ghi nhan: ca chach 14 tre va cé ét moi thé hién su phan hoa quén thé ro rét theo
khu vuc dia 1y - voi 1an lugt 4 nhom (UMB, thuong va trung lwvu-LMB, dong nhanh
trung luu-LMB va ha luu-LMB) va 3 nhém (thuong, trung, ha luu-LMB) - thi quan
thé ca vo dém lai duy tri su két ndi di truyén cao trén toan luu vuc LMB.

- M6 hinh di cu (divMigrate) va lich st phan tach, pha tron quan thé (Treemix)
ghi nhdn ca ca ét moi va ca v dém & LMB déu c6 kha ning di cu xudi dong, nguoc
dong va vuot qua khu vuc thac Khon. Dua trén dit liéu di truyén, sy ddi 1ap trong tap
tinh ctia hai loai dwgc dy doan: c4 ét moi (loai di cu ching ngan/tiy nghi) c6 xu huéng
thuc hién mot tuyén di cu dai khoang 1.200 km; trong khi d6, ca vo dém (loai di cu
ching dai) lai cho thdy mé hinh khong lién tuc trong tuyén di cu, gidi han giita ha luu

(AG) va trung luu (UB-MK) véi khoang cach 1.000 km.
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3. Nghién ctru lip rap va chu giai hé gen ti thé cia ca ét moi (L.
chrysophekadion), dat kich thudc 16.600 bp va dugc dang ky trén ngan hang Gen véi
mi s6 OR637878. Viing mé vach RAD (757 bp) duoc xac dinh tir 247 c4 thé ca ét
moi & luu vue song Mekong. Két qua cho thay sy két ndi di truyén cao gitta cac quin
thé, voi da dang haplotype dat 0,849+0,014 va da dang nucleotide dat 0,005+0,0008.
Ngoai trir quan thé Luang Prabang, khong c6 su khac biét di truyén dang ké nao duoc
ghi nhan giita cac quan thé.

Kién nghi
1. Vé quan Iy va bdo ton:

- Chuyén dbi sang quan 1y theo don vi di truyén: Thiét lap ranh gidi bao ton dua
trén s6 lwong cum quan thé da dugc ghi nhan (04 ving cho ca chach 14 tre, 03 ving
cho ca ét moi va 01 vung cho cé vO dém) dé dam bao bao vé duge tinh da dang dac
hitu cua tung khu vuc dia ly.

- Duy tri tinh két ndi tai cac diém giao sinh thai: Uu tién bao vé cac doan song
xung quanh khu vuc thac Khon va cac hanh lang trung — ha luu dé duy tri dong gen
xuyén bién gio1, dac biét cho cac loai ca tréng va ca xam.

2. Vé dinh hwong nghién ciru:

- Tich hop céc phuong phap luan va mé rong quy mo: Két hop dir lidu SNPs
voi phan tich da tai va gén thé dién tir, d@)ng tho1 mo rong cac dia diém thu mau ¢ cac
khu vuc sinh thai (nhu Siém Riép, Luang Prabang, hé thdng 3S) dé so sanh giita
“dong gen lich sir” va “hanh vi di cu thuc t&” nhdm lam sang to cac diém mau thuin
vé tuyén duong di cu da phat hién.

- Panh gia tac dong va giam sat 1au dai: Thiét 1ap chwong trinh giam sat dinh ky
kich thudc quan thé hiéu qua thong qua eDNA hodc SNPs dé dua ra canh bao sém
vé cic quan thé c6 nguy co suy vong do cin huyét, ddng thoi nghién ciru sau tac dong

cua dap thuy dién va bién do6i khi hau dén cau truc quan thé.
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