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Ph¹m Anh TuÊn 

ViÖn Nghiªn cøu và Nu«i trång Thñy s¶n I 

R« phi là mét trong nh÷ng loài c¸ cã gi¸ trÞ 
kinh tÕ cao, ®−îc nu«i ë nhiÒu n−íc trªn thÕ 
giíi, ®Æc biÖt t¹i c¸c n−íc thuéc vïng khÝ hËu 

nhiÖt ®íi và cËn nhiÖt ®íi [1, 7]. ë ViÖt Nam, 
c¸c dßng c¸ r« phi ®−îc nu«i làm gièng cã 
nguån gèc và thêi gian nhËp néi kh¸c nhau. Cho 
®Õn nay, viÖc ®¸nh gi¸, nhËn d¹ng c¸c dßng c¸ 
r« phi chØ dùa vào ®Æc ®iÓm h×nh th¸i nªn cßn 
nhiÒu h¹n chÕ, ®Ó ph©n biÖt c¸c dßng ng−êi ta 
ph¶i gäi tªn theo suÊt sø nh− v»n §µi Loan, v»n 
Trung Quèc, hay xanh Trung Quèc, xanh Irael 
v× theo ngo¹i h×nh chóng chØ ®−îc ph©n thµnh 
lo¹i v»n Oreochromis Niloticus vµ lo¹i xanh 
Oreochromis Areus. Trong mét thêi gian dài, 
viÖc l−u gi÷ và ph¸t triÓn c¸c dßng thuÇn cña c¸ 
r« phi ch−a ®−îc chó ý nªn nhiÒu dßng bÞ lÉn 
hoÆc t¹p giao hay lai cËn huyÕt, do ®ã chÊt 
l−îng c¸ gièng bÞ ¶nh h−ëng. ViÖc chän läc 
nh»m n©ng cao chÊt l−îng gièng c¸ chØ thùc 
hiÖn theo ph−¬ng ph¸p truyÒn thèng nªn hiÖu 
qu¶ ®¹t ®−îc ch−a cao.  

Nh÷ng n¨m gÇn ®©y, víi thành tùu næi bËt 
cña c«ng nghÖ sinh häc, nhiÒu h¹n chÕ trong 
chän läc gièng c¸ r« phi ®] ®−îc kh¾c phôc. 
Ng−êi ta ®] sö dông kh¸ thành c«ng mét sè chØ 
thÞ ph©n tö nh− allozyme, RAPD (Random 
Amplified Polymorphism DNA), RFLP 
(Restrition Fragment Length Polymorphism 
DNA), AFLP (Amplified Fragment 
Polymorphism DNA), SSR [(Simple Sequence 
Repeats hay microsatellite - tiÓu vÖ tinh] và c¸c 
chØ thÞ kh¸c ®Ó ®¸nh gi¸ ®a d¹ng di truyÒn, nhËn 
d¹ng dßng gièng, x¸c ®Þnh ®é thuÇn trong qu¸ 
tr×nh thuÇn dßng [3, 5, 8, 9, 11, 12]. §Æc biÖt chØ 
thÞ DNA ty thÓ (mitochondrial DNA sö dông 
ph−¬ng ph¸p PCR-RFLP: mt DNA-RFLP) cña 
vïng ®iÒu khiÓn D-loop và microsatellite ®−îc 

¸p dông réng r]i và hiÖu qu¶ trong c¸c nghiªn 
cøu ®¸nh gi¸ sù thuÇn hãa cña c¸c dßng c¸ r« 
phi, c¸ chÐp [1, 2, 4, 5, 9] vµ loµi kh¸c nh− t»m 
d©u [6, 9]. C¸c marker ph©n tö này tËp trung vào 
c¸c vïng gien cã tÝnh ®a d¹ng cao [8] nªn ®−îc 
chó ý nghiªn cøu. Ngoài ra, marker mt-RFLP 
cßn cho phÐp x¸c ®Þnh nh÷ng biÕn dÞ di truyÒn 
phôc vô chän t¹o gièng và nhËn d¹ng ®−îc ®Õn 
loài phô cña c¸ r« phi Oreochromis. Niloticus 
và c¸ chÐp [11, 12], cã thÓ nghiªn cøu tÝnh ®a 
h×nh ®Ó chän ra c¸c dßng r« phi lín nhanh, 
cã kh¶ n¨ng chèng chÞu stress, bÖnh tËt và  
khÝ hËu [1].  

Víi môc ®Ých trî gióp cho c«ng t¸c chän läc 
gièng c¸ r« phi, gãp phÇn c¶i t¹o chÊt l−îng 
gièng chóng t«i ®] tiÕn hµnh nghiªn cøu sö 
dông chØ thÞ ph©n tö mt-RFLP ®Ó nhËn d¹ng c¸c 
dßng c¸ r« phi ®ang nu«i t¹i ViÖt Nam. 

I. PH−¬NG PH¸P nghiªn cøu 

Nguyªn liÖu là 189 mÉu v©y c¸ cña 7 dßng 
c¸ r« phi kh¸c nhau (b¶ng 1) do ViÖn Nghiªn 
cøu và Nu«i trång Thñy s¶n I (§×nh B¶ng, Tõ 
S¬n, B¾c Ninh) cung cÊp, mÉu ®−îc ng©m trong 
cån 70oC và b¶o qu¶n ë 4oC cho ®Õn khi t¸ch 
DNA tæng sè. 

C¸c måi sö dông theo tài liÖu cña 
Bernatchez & Danzmann [2] và cã tr×nh tù, nhiÖt 
®é g¾n måi, nång ®é muèi tr×nh bày ë b¶ng 2. 

Hãa chÊt dïng cho t¸ch chiÕt DNA, c¸c 
thành phÇn khuÕch ®¹i gen và c¸c lo¹i enzim 
h¹n chÕ mua cña h]ng Fermentas, agarose cña 
h]ng Promega, Taq polymerase cña ViÖn C«ng 
nghÖ sinh häc - ViÖn Khoa häc và C«ng nghÖ 
ViÖt Nam. 
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B¶ng 1 
Tªn mÉu vµ sè c¸ thÓ cña c¸c dßng c¸ r« phi 

STT Tªn mÉu Ký hiÖu Sè c¸ thÓ  
1 O. niloticus Th¸i Lan R1 09 
2 O. areus Phi-lÝp-pin R2 30 
3 O. areus Trung Quèc R3 30 
4 O. areus Israel R4 30 
5 O. niloticus Israel R5 30 
6 O. niloticus Trung Quèc R6 30 
7 O. niloticus §ài Loan R7 30 

 

B¶ng 2 
Tr×nh tù nucleotid, nhiÖt ®é g¾n måi, nång ®é muèi Mg2+ cña mt RFLP 

Tªn måi Tr×nh tù ®äan måi (5’-3’) NhiÖt ®é g¾n måi Nång ®é Mg 2+ 
12S CAA ACT GGG ATT AGA TCA CCC ACT AT 55oC 2,5 mM 

 AGG GTG ACG GGC GGT GTG GT   
16S GTG CAA AGG TAG CAT AAT CA 55oC 2,5 mM 

 TGT CCT GAT CCA ACA TCA AG   
D-loop ACC ACT AGC ACC CAA AGC TA 55oC 2,5 mM 

 GTG TTA TGC TTT AGT TAA GC   
 

Ph−¬ng ph¸p t¸ch chiÕt DNA tæng sè tõ v©y 
c¸ r« phi theo §ào ThÞ TuyÕt [3]. §é tinh s¹ch và 
nång ®é DNA ®−îc kiÓm tra b»ng m¸y ®o quang 
phæ kÕt hîp víi ®iÖn di trªn agarose 0,8% so víi 
DNA chuÈn. PCR-mtRFLP ®−îc thùc hiÖn trong 
thÓ tÝch 20 µl hçn hîp chøa ®Öm PCR 10x, 
MgCl2 2,5 mM, dNTP 2 mM, primer 2,5 mM, 
Taq polymerase 5 u/1µl, 20ng DNA khu«n. Thùc 
hiÖn khuÕch ®¹i gen trªn m¸y PCR-Thermal 
Cycler theo chÕ ®é: biÕn tÝnh DNA trong 3 phót ë 
94oC-95oC, sau ®ã lÆp l¹i 35 chu kú 94oC 40 gi©y 
®Õn 1 phót, 55oC 45 gi©y ®Õn 1 phót, 72oC 1 phót 
30 gi©y, cuèi cïng 72oC 7 ®Õn 10 phót và l−u gi÷ 
ë 4oC [2]. S¶n phÈm PCR-mt RFLP ®−îc ®iÖn di 
ph©n tÝch trªn gel agarose 1,2%, nhuém b»ng

ethidium bromide, soi và chôp ¶nh trªn m¸y Gen 
Doc và m¸y ¶nh kü thuËt sè. Sè liÖu xö lý theo 
thèng kª sinh häc. 

II. KÕT QU¶ Vµ TH¶O LUËN 

1. T¸ch chiÕt DNA tæng sè 

MÉu v©y cña 189 c¸ thÓ thuéc 7 dßng c¸ r« 
phi ®−îc dïng ®Ó t¸ch chiÕt DNA tæng sè theo 
ph−¬ng ph¸p nh− §ào ThÞ TuyÕt [3] ®] m« t¶. 
ChØ nh÷ng mÉu DNA cã kÕt qu¶ kiÓm tra b»ng 
®o quang phæ và ®iÖn di trªn agarose 0,8% ®ñ 
chÊt l−îng míi ®−îc dïng trong c¸c ph©n tÝch 
tiÕp theo. 

2. Ph©n tÝch ph©n ®o¹n 12S rRNA vµ 16S 
rRNA cña c¸c dßng c¸ r« phi 

 

 

 

 

 
 
 

 

 
H×nh 1. ¶nh ®iÖn di s¶n phÈm 12S rRNA c¾t víi hai enzim h¹n chÕ 

1. §èi chøng; 2-28. mÉu c¸c dßng c¾t víi HinfI;  
M1,M2. Marker 100bp; M3. Marker 1kb; 29-39. mÉu c¸c dßng c¾t víi TaqI. 
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Ph©n ®o¹n 12S rRNA vµ 16S rRNA cña c¸c 
dßng c¸ r« phi ®] ®−îc khuÕch ®¹i và c¾t víi c¸c 
enzim h¹n chÕ AluI, HinfI, HindIII, PstI, TaqI, 
BamHI, ClaI, EcoRI, MboI, MspI, RsaI, SacI. 
Trong sè 12 enzim sö dông ®Ó c¾t 12S rRNA, 
chØ cã duy nhÊt TaqI c¾t 2 b¨ng ®¬n h×nh ë tÊt 
c¶ c¸c mÉu, c¸c enzim kh¸c kh«ng c¾t (h×nh 1). 
Cßn ph©n ®o¹n 16S rRNA kh«ng c¾t bëi bÊt cø 
enzim nµo. KÕt qu¶ nghiªn cøu cña chóng t«i 
phï hîp víi c«ng bè cña Shekhar vµ céng sù 
[11], theo ®ã ph©n ®o¹n 12S rRNA c¾t ®¬n h×nh 
víi mét vµi enzim hoÆc kh«ng c¾t ë c¸c mÉu c¸ 
r« phi. Nh− vËy, RFLP cña 12S rRNA vµ 16S 
rRNA kh«ng cho ®a h×nh. 

3. Ph©n tÝch ph©n ®o¹n D-loop cña c¸c dßng 
c¸ r« phi 

C¸c enzim h¹n chÕ AluI, HinfI, MspI, TaqI, 
AvaII và EcoRI ®−îc sö dông ®Ó c¾t ph©n ®o¹n 
D-loop cña c¸c dßng c¸ r« phi. Trong sè ®ã, 
EcoRI kh«ng c¾t bÊt cø mÉu nào, cßn AluI c¾t 
hai b¨ng ®¬n h×nh ë tÊt c¶ c¸c dßng. C¸c enzim 
kh¸c cho c¸c kiÓu allen kh¸c nhau và biÓu diÔn 
ë b¶ng 3. KÕt qu¶ b¶ng 3 cho thÊy, trong c¸c 
dßng r« phi ph©n tÝch cã m−êi kiÓu allen ®−îc 
ký hiÖu a, b, c, d, e, g, h, i, k, n. Trong ®ã c¾t 
b»ng AvaII cho hai kiÓu allen, kiÓu a kh«ng c¾t 
víi kÝch th−íc ph©n ®o¹n kho¶ng 1000 bp, kiÓu 
b cã hai ph©n ®o¹n 550 bp và 450 bp. C¾t b»ng 
HinfI cho bèn kiÓu allen, kiÓu c cã hai ph©n 
®o¹n 820 bp và 180 bp, kiÓu d gåm

hai ph©n ®o¹n 660bp và 340bp, kiÓu e cho ba 
ph©n ®o¹n 440bp, 320bp, 240bp, kiÓu g hiÓn thÞ 
hai ph©n ®o¹n 680bp và 320bp. C¾t b»ng MspI 
cho hai kiÓu allen, kiÓu h cho hai ph©n ®o¹n 
820bp và 180bp, kiÓu i cã ba ph©n ®o¹n 520bp, 
300bp và 180bp. C¾t b»ng TaqI cho hai kiÓu 
allen, kiÓu k cho hai ph©n ®o¹n 520bp và 480bp, 
kiÓu n cã hai ph©n ®o¹n 700bp và 300bp. 

C¸c ph©n tÝch cña chóng t«i lÆp l¹i kÕt qu¶ 
cña Agnese vµ céng sù [1] trong c¸c ph©n tÝch 
di truyÒn quÇn ®àn c¸ r« phi, theo ®ã D-loop c¾t 
víi AvaII cho hai kiÓu allen A và B, t−¬ng tù 
kiÓu a và b, MspI cã hai kiÓu allen A và B t−¬ng 
®−¬ng víi h và i, cßn TaqI cho hai kiÓu allen A 
và B gièng nh− k và n. Riªng víi HinfI hä nhËn 
®−îc ba kiÓu allen là A, B, C, cßn chóng t«i 
nhËn ®−îc bèn kiÓu c, d, e, g, trong ®ã kiÓu 
allen A gåm hai ph©n ®o¹n 660 bp và 320bp gÇn 
gièng víi c cã hai ph©n ®o¹n 660 bp và 340 bp, 
kh¶ n¨ng mÉu ch−a c¾t hoµn toµn hoÆc kÕt qu¶ 
®äc dùa vào marker ch−a s¸t, theo chóng t«i kh¶ 
n¨ng kiÓu allen A t−¬ng tù nh− kiÓu c, cßn kiÓu 
C gièng nh− kiÓu e. Riªng hai kiÓu c và g xuÊt 
hiÖn trong c¸c ph©n tÝch cña chóng t«i nh−ng 
kh«ng thÊy trong c«ng bè cña hä và kiÓu allen B 
gåm 400 bp và 290 bp kh«ng quan s¸t thÊy trªn 
c¸c mÉu c¸ r« phi nu«i t¹i ViÖt Nam. LiÖu ®©y 
cã ph¶i là nh÷ng kh¸c biÖt cña c¸c dßng c¸ r« 
phi khi nu«i ë c¸c vïng ®Þa lý kh¸c nhau? CÇn 
tiÕp tôc t×m hiÓu ®Ó cã thÓ khai th¸c sö dông. 

 

B¶ng 3 
Tæng hîp c¸c kiÓu gene mt-RFLP trªn c¸c dßng c¸ r« phi 

Enzim AvaII HinfI MspI TaqI 

KiÓu allen 
A 
A 

1000 

b 
B 

550 
450 

c 
A 

820 
180 

d 
B 

660 
340 

e 
C 

440 
320 
240 

g 
D 

680 
320 

h 
A 

820 
180 

i 
B 

520 
300 
180 

k 
A 

520 
480 

n 
B 

700 
300 

 
C¸c dßng c¸ r« phi cã nh÷ng ®Æc tÝnh sinh 

häc vµ kinh tÕ kh¸c nhau, do ®ã viÖc t×m kiÕm 
c¸c chØ thÞ ®Ó nhËn d¹ng dßng cã ý nghÜa quan 
träng trong chän gièng. Ph©n tÝch tÇn sè xuÊt 
hiÖn c¸c kiÓu allen trong c¸c dßng c¸ r« phi 
nu«i ë ViÖt Nam tr×nh bày trong b¶ng 4 và h×nh 
3, 4, 5, 6 cã thÓ thÊy, mét sè kiÓu allen xuÊt 
hiÖn víi tÇn xuÊt cao nhÊt nh− kiÓu allen a ë 
dßng R3, R4 (h×nh 2A), kiÓu allen b ë dßng R1, 
R7 (h×nh 2B), kiÓu allen i ë dßng R1, R5, R7 

(h×nh 3A), kiÓu allen e vµ h ë dßng R3 (h×nh 
3B), kiÓu allen h vµ n ë dßng R4 (h×nh 4A) vµ 
R3 (h×nh 4B), kiÓu allen d, k, i ë dßng R5 (h×nh 
5). Tõ h×nh 2 cßn quan s¸t thÊy enzim h¹n chÕ 
AvaII cã thÓ dïng ®Ó nhËn d¹ng dßng R3 khi tÊt 
c¶ c¸c c¸ thÓ cña dßng ®Òu kh«ng c¾t - h×nh 2A, 
và dßng R5 c¾t ®¬n h×nh ë 100% c¸ thÓ - 
h×nh 2B. Ngoµi ra, kiÓu allen i ë dßng R2 
xuÊt hiÖn víi tÇn suÊt 0,17, kiÓu allen h hiÓn 
thÞ víi tÇn suÊt cao h¬n 0,83 trong khi ®ã ë 
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dßng R1 toµn bé c¸c c¸ thÓ cho kiÓu allen i 
(h×nh 3). Nh− vËy nh÷ng kiÓu allen suÊt hiÖn 
víi tÇn suÊt tuyÖt ®èi 100% trªn c¸c dßng c¸ r« 
phi cã thÓ sö dông ®Ó nhËn d¹ng vµ ph©n lo¹i 
chóng. 

Tæng thÓ quan s¸t thÊy ba dßng R3, R4, R5 
ph©n biÖt râ rµng víi bèn dßng cßn l¹i khi c¸c 
kiÓu allen xuÊt hiÖn ë c¸c dßng này ®¹t tÇn suÊt 
100%. Trªn mét gãc ®é kh¸c, cã thÓ thÊy mét sè

kiÓu allen kh«ng hiÓn hiÖn ë mét sè dßng c¸ r« 
phi còng cã thÓ sö dông ®Ó ph©n biÖt víi c¸c 
dßng kh¸c nh− kiÓu allen a kh«ng cã ë R1, R5, 
R7, kiÓu allen b, i và k kh«ng quan s¸t thÊy ë 
R3, R4, kiÓu allen c kh«ng tån t¹i ë R3, R4, R5, 
R6, kiÓu allen d kh«ng cã ë c¸c dßng R2, R3, 
R4, R6, R7, kiÓu allen e và n kh«ng thÊy ë R1 
và R5, kiÓu allen g kh«ng ph¸t hiÖn ®−îc ë R1 
®Õn R5, kiÓu allen h kh«ng xu¸t hiÖn ë R1, R3, 
R5, R7. 

 

B¶ng 4 
TÇn sè xuÊt hiÖn c¸c kiÓu allen trong c¸c dßng c¸ r« phi 

Enzime 
C¸c dßng 

KiÓu allen n R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 

a A 90,0 - 0,87 1,0 1,0 - 0,13 - 
AvaII 

b B 100 1,0 0,13 - - 1,0 0,87 1,0 
c A 26,0 0,67 0,13 - - - - 0,52 
d B 33,0 0,33 - - - 1,0 - - 
e C 99,0 - 0,87 1,0 1,0 - 0,3 0,03 

HinfI 

g D 35,0 - - - - - 0,7 0,45 
h A 83,0 - 0,83 1,0 1,0 - 0,93 - 

MspI 
i B 77,0 1,0 0,17 - - 1,0 0,07 1,0 
k A 94,0 1,0 0,17 - - 1,0 0,67 0,97 

TaqI 
n B 96,0 - 0,83 1,0 1,0 - 0,33 0,03 

    
 

 
 
 
 

 
 
 

H×nh 2. ¶nh ®iÖn di s¶n phÈm D-loop c¾t víi enzim h¹n chÕ AvaII 

A: 1-30. dßng R3; 31. §èi chøng; M1, M2. Marker 100bp; B: 1-30. dßng R7;  31. §èi chøng. 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
H×nh 3. ¶nh ®iÖn di s¶n phÈm D-loop c¾t víi enzim h¹n chÕ MspI vµ HinfI 

A. C¾t víi Msp I: 1-9. dßng R1; 10-39. dßng R2; 40-41. §èi chøng;  M1, M2. Marker 100bp;  
B: 1-30. dßng R3  c¾t víi HinfI; 31-46. dßng R3 c¾t víi Msp I;  32. §èi chøng.   
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H×nh 4. ¶nh ®iÖn di s¶n phÈm D-loop c¾t víi enzim h¹n chÕ MspI, TaqI 
A: 1-30. dßng R4 c¾t víi Msp I; 31-45. dßng R4 c¾t víi TaqI; 40-41. §èi chøng; M1,M2. Marker 100bp;  

B: 1-30. dßng R3 c¾t víi TaqI;  32-45. dßng R3 c¾t víi Msp I; 31. §èi chøng. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

H×nh 5. ¶nh ®iÖn di s¶n phÈm D-loop dßng R5 c¾t víi mét sè enzim h¹n chÕ  

A: 1-30. dßng R5 c¾t víi HinfI; 31-33. §èi chøng; M1,M2. Marker 100bp; 
B: 1-30. dßng R5  c¾t víi TaqI; 31-45. dßng R5 c¾t víi Msp I; 46. §èi chøng. 

 
III. KÕT LUËN 

7 dßng c¸ r« phi cã nguån gèc và ®Æc tÝnh 
sinh häc kh¸c nhau ®] ®−îc ph©n tÝch b»ng chØ 
thÞ mt-RFLP. Víi ph©n ®o¹n 12S rRNA vµ 16S 
rRNA kh«ng cho ®a h×nh ë tÊt c¶ c¸c dßng. Víi 
D-loop x¸c ®Þnh ®−îc 10 kiÓu allen trong ®ã 
kiÓu allen a, e, h, n cã thÓ nhËn d¹ng dßng R3, 
R4, kiÓu allen b, i - nhËn biÕt dßng R1, R5, R7, 
kiÓu allen d nhËn d¹ng dßng R5, kiÓu allen k - 
nhËn biÕt dßng R1 và R5 khi chóng xuÊt hiÖn 
víi tÇn suÊt 100%. CÇn ph¸t triÓn h−íng nghiªn 
cøu này ®Ó øng dông vào chän läc gièng. 

Lêi c¶m ¬n: C«ng tr×nh thùc hiÖn víi kinh 
phÝ cña ®Ò tài cÊp Bé N«ng nghiÖp và Ph¸t triÓn 
N«ng th«n 2008-2010 thuéc ch−¬ng tr×nh ph¸t 
triÓn và øng dông c«ng nghÖ sinh häc trong lÜnh 
vùc thñy s¶n.  
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POLYMORPHISM OF THE TILAPIA’S POPULATIONS USING RESTRICTION 
ENDONUCLEASE ANALYSIS OF MITOCHONDRIAL DNA 

 
Nguyen Thi Thanh Binh, Dinh Thi Ngoc Thuy,  

Quyen Dinh Thi, Pham Anh Tuan 
 

SUMMARY 
 

We analyzed the genetic differentiation among seven populations of the tilapia reared in Vietnam by 
using restriction fragment length polymorphism (RFLP) of mitochondrial DNA (mtDNA).  

The PCR products of 12S rRNA from all the above samples were digested with AluI, HinfI, HindIII, PstI, 
TaqI, BamHI, ClaI, EcoRI, MboI, MspI, RsaI, SacI restriction enzymes. The result showed that eleven 
enzymes did not cleave and TaqI had identical mono-banded phenotypes. In all samples of populations 16S 
rRNA, PCR product did not show any restriction sites with twelve above restriction enzymes. The PCR 
amplification of D-loop gene was digested with AluI, HinfI, MspI, TaqI, AvaII and EcoRI. The enzyme EcoRI 
did not digested and AluI gave homomorphism. In another enzymes, ten different haplotypes was found, 
among them the genes types a, e, n could identify the populations R3, R4; the types b, i - to define populations 
R1, R5, R7; the types d - to determine populations R5; the types k - to specify R1, R5. This field can be 
developed for practical purpose. 

Key words: Tilapia, 12S rRNA, 16S rRNA, D-loop, PCR, population identification, mt DNA. 
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