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Tom tat

Muc tiéu ctia nghién ciru nay 1a nghién ciru timg dung k¥ thuat microsatellite va cdc phan mém phén tich
phu hgp dé xac dinh moi quan h¢ huyét thong trong quan thé bo. Muoi 1lam locus microsatellite phu hop da duoc lua
chon va két hop véi phan mém Cervus v3.0.3 dé tien hanh phan tich trén 70 cé thé bo trong dé da biét 27 moi quan
hé me - con, 11 moi quan hé bo - con va 4 moi quan hé bo - me - con. Véi dd tin cay 99% duoc xac 1ap cia phan
mém két qua thu dugc hoan toan trung khdp voi cac moi quan hé da bict. Qua d6 cho thay ky thuat microsatellite
méi cac cap moi da duoc lya chon co6 thé st dung d€ xac dinh chinh xac cac moi quan hé huyét thong trong quan thé
bo ghoép phan trong cong tac quan 1y dan bo giong.

1. Pat van dé

Microsatellite 1a cac doan lap lai dugc phan bd trong toan bo hé gen. Cac trinh tu 1dp lai
nay bao gdm nhiéu don vi lap tir 1 - 6 bp va tong do dai khong qua 100 bp, vi du nhu (CA)n,
(GAA)m ...(Diethard Tautz, Manfred Renz, 1984). Microsatellite c6 thé tim thay & tat ca moi noi
trong hé gen, bao gdm ca ving ma hoé va khéng ma hoa (Toth va cs, 2000).

Viéc x4c dinh cac mbi quan hé huyét thong giira cac cé thé trong quan thé vat nudi nham
han ché t6i da viéc phdi gidng can huyét va xac dinh duoc dong gidng cua nhiing c4 thé mang lai
loi ich kinh té cao. Phan tich huyét thong trén bo c6 thé duoc thyc hién bang bt ctr loai chi thi di
truyén nao du d6 da dang. Cac microsatellite thudng duge wa dung trong phan tich huyét thong
hon céc isozyme, do chiing da dang hon va hién nay rat nhiéu microsatellite da hinh cao di dugc
xac dinh va lap ban do trén bo (Barendse va cs. 1994; Bishop va cs. 1994; Georges va cs. 1995;
Ma R.Z. va cs. 1996), tao diéu kién dé& dang cho viéc str dung ching trong phan tich huyét
thong. St dung microsatellite ciing hiéu qua hon phan tich nhém mau dé xac dinh nguén goc
dang cha (Glowatzki-Mullis va cs, 1995), chiing ciing don gian va c6 kha ning nhan rong hon
nhiéu so véi viéc phén tich fingerprinting da locus va Southern Blotting (O'Reilly P. & Wright
J.M. 1995).

Tai Viét nam hién nay chua c6 cong trinh khoa hoc nao nghién ctru vé quan hé huyét
thdng trén cac loai gia stic gia cam, hién chi c6 mot s6 it bai béo xac dinh quan hé huyét thong
trén nguoi (Tran Van Pon (1999), Lé Pinh Luong va cs (2003), Pham Hai Sang va Nguyén Vin
MUi (2004)). Cac nghién ctru nay dugc tién hanh trén vai c4 thé. Nham gop phan vao viéc xay
dung phuong phap xac dinh cac mdi quan hé huyét théng ¢ cac quan thé bo nudi tai Viét nam,
chung t6i tién hanh nghién ctru dé tai: “Phén tich mdi quan hé huyét théng trong quén thé bo
bang k§y thuit microsatellite” voi muc tiéu: nghién ctru tng dung k¥ thut microsatellite va cac
phan mém phan tich huyét thong dé xac dinh sé mdi quan hé huyét thong & quan thé bo.

2. Vat liéu, ngi dung va phwong phap nghién ciru



2.1. Vit liéu nghién ciru

- Trong s6 70 cé thé bo duogc 1dy mo tai, theo ghi chép ban dau c6 27 mdi quan hé me -
con, 11 mdi quan h¢ bd - con va 4 mbi quan h¢ bd - me - con.

- 15 locus microsatellite dugc chon dung theo FAO (2004) (xem bang 1).

- Cac mb tai dugc tich ADN bang kit tich mé Qiagen (D)

- Str dung b kit phan tng PCR da mdi cta hing Qiagen (D).

- Héa chit sir dung dé xac dinh kich thuéc alen trén may giai trinh tr CEQ8000 cua hing
Berman Coulter (My)

- Phan tich huyét thong duoc thuc hién bang bang phan mém Cervus 3.0.3 (Marshall va
cs. 1998)

Bang 1. Tén va vi tri cac locus trén NST, khodng alen, nhiét dp gian méi va mau huynh quang

cua cac locus nghién ctru theo FAO

Locus NST |Khoang alen Nhiét d6 gin moi (°C) Mau huynh quang
BM1824 1 176-197 55-60 D4
BM2113 2 122-156 55-60 D2
INRA23 3 195-225 55 D4
ETH152 5 181-211 55-60 D4
ILSTS6 7 277-309 55 D2
HEL9 8 141-173 52-57 D4
ETH225 9 131-159 55-65 D3
INRA37 11 112-148 57-58 D4
CSSM66 14 171-209 55-65 D2
SPS115 15 234-258 55-60 D3
TGLA227 18 75-105 55-56 D4
TGLA122 21 136-184 55-58 D4
BM1818 23 248-278 56-60 D3
HAUT27 26 120-158 57 D3
INRAG3 18 167-189 55-58 D3

- Viéc tién hanh thi nghiém va phan tich két qua trén phan mém duoc tién hanh tai Phong
Thi nghiém Trong diém Cong ngh¢ Té bao — bong vat, vién Chan Nudi, tir thdng 4 nam 2009
dén thang 12 nam 2009.
2.2. N6i dung nghién ciru

- Tach ADN tir cac mau md tai thu dugc.

- Chay 4 multiplex PCR 15 locus microsatellite.

- X4c dinh kich thudc cac alen timg locus trén may CEQ8000 & 70 ca thé bo.

- Xéc dinh cdc mbi quan hé huyét thong bang phan mém Cervus.

- So sanh két qua thu dugc tir phan mém Cervus v6i két qua ghi chép ban dau

2.3. Phuwong phap nghién ciru



- Tach ADN theo protocol trong b kit tach ADN tir mo cua hang Quiagen.
- Phadn vrng multiplex PCR:

15 cip moi microsatellite duoc ching toi chuan hod trong 4 phan tmg PCR da moi.
Thanh phan phéan ng va chu trinh nhiét cia 4 multiplex PCR cu thé nhu sau:

Mix I: mastermix 7.5 ul, H,O 3.7ul, CSSM66 0.6ul, INRA063 0.5ul, INRA037 0.3ul,
SPS115 0.5ul.; Mix Il: mastermix 7.5ul, H,0 5.3ul, HAUT27 0.3ul, BM1824 0.5ul, TGLA227
0.3ul; Mix I1I: mastermix 7.5ul, H,O 3.9ul, ILSTS 0.5ul, BM1818 0.4ul, ETH152 0.3ul HEL9
0.6ul; Mix IV: mastermix 7.5ul, H,O 3.7ul, BM2113 0.6ul, ETH225 0.6ul, TGLA122 0.3ul,
INRAO023 0.4ul;

Chu trinh nhiét cho 4 multiplex PCR mix: tién bién tinh 95° C 15°, 30 chu ky gdm bién
tinh 94° C 30”, gin mdi 53° C 17, kéo dai 72° C 1°, bao quan 4° C.

- Xdc dinh kich thwdc cac alen cua tieng locus microsatellite trén mady gidi trinh tw CEQ8000

1 pl ciia tat ca cac san pham multiplex-PCR sau khi b6 sung 25 pl dém SLS (Sample
Loading Solution Beckman Coulter) va 0.15 ul thang ADN chuan (DNA Size standard Beckman
Coulter) dugc tién hanh phan tich bang hé thong dién di mao quéan trén may giai trinh tu ty dong
CEQS8000 cta hing Beckman Coulter. Kich thudc cac alen duoc phan tich ty dong bang phan
mém Genetics analysis system cho may CEQ8000 (phién ban 9.0).

- Xdc dinh 56 méi quan hé bé (me) — con bang phan mém Cervus

Danh sach kiéu gen cac locus microsatellite s& duoc xur Iy bang phan mém Cervus, thiét
1ap d6 tin cay cho mdi cap bd (me) - con & 2 mirc 99% dé tim ra s6 mdi quan hé huyét thong
theo cac hudng sau:

+ Xac dinh mdi quan hé me - con

+ Xac dinh mdi quan hé b6 - con

+ Xac dinh mdi quan hé bd - me - con
3. Két qua va thao luan
3.1 Két qua tach ADN

Sau khi tach chiét ADN tir cac mau md tai, két qua s& dugc kiém tra trén gel dién di
agarose 1% dugc nhudm véi ethydium bromid va chup anh (anh 1)

Két qua anh 1 cho thiy cac bang thu dugc sang 13, khong bi dut giy nén du diéu kién chay
multiplex PCR.



Anh 1. Anh chup két qua dién di kiém tra ADN trén agarose 1%

3.2 Két qua xac dinh kich thwéc alen trén may giai trinh tw CEQ8000

Két qua phén tich alen cta 15 locus microsatellite trén toan bd cac mau bo nghién ciru
déu cho dinh cta cac alen rd rang va sic nét. Anh 2 dai dién cho cac két qua phén tich kich thudc
microsatelltie, 1a két qua chay mix 3 ¢ mau 26 va 27, voi 4 mdi HEL9, ETH152, BM1818 va
ILSTSO006.
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Anh 2. Két qua xdc dinh kich thuée alen trén may CQ8000. Céc khoanh tron chi cdc alen chung
6 4 locus giita 2 cd thé

3.3. Két qua xac dinh cic mdi quan hé huyét thong

3.3.1. Xdc dinh s6 cdp me - con



Két qua phan tich trén 27 mdi quan hé me —con da biét theo ghi chép ban dau cho thay
v6i do tin cay 99%, phan mém Cervus cho két qua chi dinh tring khép hoan toan 27/27 cip me -
con diing theo ghi chép ban dau. Két qua duoc thé hién ¢ bang 2.

Bang 2. Két qua xac dinh moi quan hé me - con voi do tin cdy 99%

S6 cap me - con S6 locus so sanh me - | Két qua chi | B9 tin cay Két qua chi dinh
theo ghi chép | con dinh huyét thong tir phan mém
27 13, 14, 15 27127 99%

3.3.2. Xdc dinh s6 cdp bé - con

Tuong tu, véi do tin cay 99%, phén mém Cervus da xac dinh duoc toan bd 11/11 mdi
quan hé bé - con theo ghi chép.
Bang 3. Két qua xdc dinh moi quan hé bé - con véi dd tin cay 99%

S6 cap bd con S6 locus so sanh | Két qua chi dinh | B9 tin cdy két qua chi dinh
theo ghi chép b6 - con huyét thong tir phdn mém
7 12,13, 15 11/11 99%

3.3.3. Xdc dinh quan hé bé - me - con

Vi do tin cay 99% duogc xac nhan thi phan mém Cervus ciing dinh duoc 4/4 mbi quan hé
bd - me - con theo ghi nhan ban dau
Béang 4. Két qua xdc dinh quan hé bé - me -con véi do tin cay 99%
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Nhu vay qua phan tich trén cic mau bo da biét thong tin vé cac mbi quan hé me-con, bo-
con va bd me con trong quéan thé, két qua déu dugc xac dinh hoan toan tring khdp 100%. Vi vay
6 thé khéng dinh k¥ thuat microsatellite véi ) luong 15 cdp mdi duge lya chon & trén c6 thé
dugc sir dung dé xac dinh chinh x4c cac mdi quan hé trong quan thé.

4. Két luan va dé nghi
4.1. Két luan

- ba chon dugc muoi lam locus microsatellite c6 do da hinh cao, phu hop va da hoan
thién duoc phuong phap dé xac dinh méi quan huyét thong trong quan thé bo.

- Phuong phap phan tich nay cho phép xéac dinh duge cic mdi quan hé huyét thong trong
quﬁn thé ¢ 3 truong hop sau: xac dinh duoc mbi quan hé me - con; mbi quan hé bd-con va mbi
quan hé bd - me-con



- Néu viéc xac dinh quan hé huyét théng tién hanh trén sb it c4 thé (2, 3, 4) thi chi can so

sanh tryc tiép khong qua phan mém 13 ¢ thé nhanh chong phat hién ra.

4. Pi ap dung thanh cong phuong phap nay dé hd trg Toa An Nhan Dan Tinh Son La trong mot

vu Xt kién tranh chap bo nudi.

4.2. Pé nghi

- Ung dung phuong phap nay trong viéc quan 1y dan gidng phuc vu cong tac lai tao va

cac vu an tranh chap vat nuéi dang xay ra & mdt so dia phuong.

- Can tiép tuc mé rong nghién ctiru phuong phéap xac dinh mdi quan hé huyét théng & cac

loai vat nudi khac nhau.
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