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TÓM TẮT 

 Hiện nay, ngành nuôi tôm sú (Penaeus monodon) ở Việt Nam vẫn chưa thực sự phát triển bền vững do gặp 
nhiều khó khăn, trong đó có thách thức lớn về nguồn tôm sú giống. Để có được giống tôm sú chất lượng cao 
đòi hỏi phải có những nghiên cứu di truyền cải thiện chất lượng giống.Ứng dụng chỉ thị phân tửkết hợp với di 
truyền số lượng trong chọn giống là phương pháp hiệu quả nhờ thực hiện việc chọn lọc không cần trực tiếp trên 
tính trạng mong muốn mà thông qua chỉ thị phân tử liên kết với tính trạng đó.Công nghệ giải trình tự gen thế 
hệ mới (Next Generation Sequencing, NGS) kết hợp với các tính trạng số lượng để tìm ra các chỉ thị phân tử 
liên kết các tính trạng quan trọng là hướng đi đang được nhiều phòng thí nghiệm trên thế giới quan tâm. Trong 
nghiên cứu này, chúng tôi sử dụng kỹ thuật xác định kiểu gen bằng giải trình tự (Genotyping by Sequencing, 
GBS) với công nghệ NGS của Illumina để sàng lọc các đa hình nucleotide đơn (Single Nucleotide 
Polymorphisms, SNPs) liên quan đến tính trạng tăng trưởng nhằm tạo cơ sở dữ liệu cho các nghiên cứu chọn 
giống tôm sú hướng đến tính trạng tăng trưởng nhanh.Dựa trên hệ gen tham chiếu tạm thời của tôm sú được 
thiết lập de novo,tổng số 2.887 SNPs đã được sàng lọc, trong đó có 1.799 SNPs chỉ xuất hiện ở nhóm tôm sú 
lớn nhanh.Trong số 287 contig được chú giảiở nhóm tôm sú lớn nhanh có hai contig chứa SNPs có sự tương 
đồng với gen mã hóa protein myosin heavy chain (MHC) liên quan đến tính trạng tăng trưởng ở họ giáp xác, 
trong đó contig83953 tương đồng với MHCa và contig260347 tương đồng với MHC1. Hai SNPs đã được xác 
định là Contig83953:g.20T>C và Contig260347:g.19G>A.Đây là những kết quả bước đầu bổ sung vào Cơ sở 
dữ liệu hệ gen tôm sú, định hướng cho các nghiên cứu tiếp theo nhằm khai thác các chỉ thị phân tử ứng dụng 
trong chọn giống tôm sú. 

Từ khóa: Đa hình nucleotide đơn, GBS, giải trình tự gen thế hệ mới, tính trạng tăng trưởng, tôm sú 

MỞ ĐẦU 

 Tôm sú (P. monodon) là một trong những loài 
tôm có kích thước lớn và được coi là loài thủy sản 
nuôi kinh tế quan trọng ở nhiều nước trên thế giới.Ở 
Việt Nam, từ lâu tôm sú đãvà sẽ tiếp tục là một trong 
những đối tượng nuôi chủ lực cho xuất khẩu thủy sản 
đem về nguồn ngoại tệ đáng kể cho đất nước.Ngành 
công nghiệp nuôi tôm sú hiện nay với sản lượng hơn 
300.000 tấn/năm đòi hỏi khoảng 30 tỉ tôm giống chất 
lượng cao.Hiện nay, một số cơ sở ở Việt Nam đã gia 

hóa thành công tôm sú, tuy nhiên, chất lượng tôm 
giốngvẫn còn là vấn đề hết sức nan giải. Tôm sú 
giống không được kiểm soát chặt chẽ về mầm bệnh 
cũng như chất lượng di truyền dẫn đến những tổn 
thất to lớn cho người nuôi tôm. Đây là những thách 
thức lớn trong nỗ lực phát triển bền vững ngành công 
nghiệp nuôi tôm sú của Việt Nam. 

 Xác định được tầm quan trọng của chất lượng 
tôm giống trong chuỗi sản xuất, Việt Nam cũng như 
nhiều quốc gia nuôi tôm trên thế giới đang tập trung 
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đầu tư cho các chương trình nghiên cứu và phát triển 
tômgia hóa nhằm tăng sản lượng và khả năng kháng 
bệnh của tôm. So với tôm thẻ thì các nghiên cứu trên 
đối tượng tôm sú còn thua kémcả về số lượng và 
chất lượng, cũng như chưa tương xứng với vai trò 
của một đối tượng kinh tế quan trọng. Do những hạn 
chế về mặt sinh học nên quá trình nghiên cứu gia 
hóa, khép kín vòng đời tôm sú dù đã thành công 
bước đầu, nhưng việc chủ động tạo ra được nguồn 
tôm bố mẹ nhân tạo vẫn đang gặp rất nhiều khó 
khăn. Hiện nay chỉ có một vài nơi trên thế giới được 
ghi nhận thành công đối với loài này như Công ty 
Moana (Bỉ), CSIRO (Úc) và một số cơ sở của Việt 
Nam. Tuy nhiên, để có thể thương mại hóa thì đòi 
hỏi chúng ta phải có một chương trình chọn giống 
hiệu quả và liên tục qua nhiều thế hệ 
(http://thuysanvietnam.com.vn). 

 Trong những năm gần đây, một số cơ sở nghiên 
cứu ở nước ta đã bắt đầu chú ý đến các nghiên cứu 
nhằm nâng cao chất lượng di truyền và kiểm soát 
dịch bệnh ở tôm sú giống. Để có được giống tôm sú 
có chất lượng cao đòi hỏi phải có những nghiên cứu 
di truyền cải thiện chất lượnggiống, trước hết tập 
trung vào các tính trạng kinh tế quan trọng như sinh 
trưởng,kháng bệnh và chất lượng tôm.Các chỉ thị 
phân tử (CTPT)ngày nay đang được sử dụng rộng rãi 
như một công cụ chọn lọc đắc lực đối với các tính 
trạng quan tâm trong các chương trình chọn giống ở 
nhiều loài vật nuôi, cây trồng và các loài thủy 
sản.Việc ứng dụng các CTPT giúp cho các nhà chọn 
giống nhận diện chính xác các gen quan tâm nhằm 
rút ngắn thời gian chọngiống. Hiệu quả cải tiến 
giống sẽ gia tăng gấp nhiều lần so với các phương 
pháp chọn giống cổ điển nhờ thực hiện việc chọn lọc 
không cần trực tiếp trên tính trạng mong muốn mà 
thông qua CTPT liên kết với tính trạng đó (Bùi Chí 
Bửu, Nguyễn Thị Lang, 2004). 

 SNPs là những CTPTđã và đang được ứng 
dụnghiệu quả trong công tác chọn giống. Các vị trí 
thể hiện SNPs tronghệ genlà nơi mà ở đó chuỗi DNA 
được phân biệt bởi một base duy nhất khi hai hoặc 
nhiều cá thể được so sánh. Sự khác nhau về 
nucleotide này có thể dẫn đến thay đổi tính trạng và 
được sử dụng để đánh giá sự đa dạng trong tiến 
hóa.SNPs là dạng thay đổi trình tự trong hệ genphổ 
biếnnhất cho tới nay (Nguyễn Đức Thành, 2014). 

 SNPs có số lượng lớn, ổn định thích hợp cho việc 
tự động hóa trong phân tích và chỉ ra được các đa 
hìnhcó thể không phát hiện được bởi các phương pháp 
khác(Liu and Cordes, 2004;Vaseeharan et al., 
2013).Điều quan trọng là SNPs có thể xuất hiện ở cả 

các vùng mã hóa và không mã hóatrong hệ gen của 
sinh vật(Nguyễn Đức Thành, 2014), tác động trực tiếp 
đến tính trạng quan tâm, rất hiệu quả trong việc xác 
định mối tương quan giữa SNPs và tính trạng nào đó 
(Beuzen et al., 2000).SNPs đã được sử dụng để sàng 
lọc các gen tiềm năng liên quan đến tính trạng tăng 
trưởng của một số đối tượng thủy sản (Nguyễn Minh 
Thành et al., 2011), bao gồm cá hồi Salvelinus alpinus 
(Tao, Boulding, 2003), cá chẽm (Xu et al., 2006), tôm 
thẻ chân trắng Litopenaeus vannamei và tôm sú P. 
monodon (Glenn et al., 2005). 

 Có nhiều phương phápđể phát hiện SNPs (Liu 
and Cordes, 2004; Jehan & Lakhanpaul, 2006; 
Nguyễn Đức Thành, 2014), trong đó giải trình tự 
DNA là phương pháp chính xác và được sử dụng 
nhiều nhất cho đến nay (Liu and Cordes, 2004).Hiện 
nay,GBS sử dụng công nghệ NGS đã và đang được 
ứng dụng rộng rãiở nhiều đối tượng sinh vật khác 
nhau.GBScho phép giải quyết được đồng thờihai 
mục đích là phát hiện CTPT và xác định 
kiểugen.GBS đã và đang trở thành phương pháp khả 
thi được áp dụng đối với các loài có hệ gen lớn và có 
tính đa hình cao (Elshire et al., 2011). Những tiến bộ 
của công nghệ GBScho phép đưa ra một lượng lớn 
các SNPs để sử dụng trong các phân tích di truyền 
(Beissinger et al., 2013). 

 Trong nghiên cứu này, chúng tôi sử dụng kỹ 
thuật GBS đểsàng lọc các SNPs liên quan tới tính 
trạng tăng trưởng ở tôm sú nhằm tạo cơ sở dữ liệu 
cho các nghiên cứuchọn giống tôm sú hướng đến 
tính trạng tăng trưởng nhanh.  

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

Mẫu tôm sú 

 Vật liệu gốc bao gồm bốn dòng tôm sú bố mẹ có 
nguồn gốc địa lý khác nhau, trong đó ba dòng có 
nguồn gốc tự nhiên là tôm sú Ấn Độ Dương (kí hiệu: 
A) nhập từ Thái Lan (vùng biển Amanda) và từ 
Myanmar, tôm sú Thái Bình Dương (T) nhập từ 
Singapore, tôm tự nhiên của Việt Nam (thu thập từ 
Cà Mau, Đà Nẵng, Phú Yên) gọi chung là tôm nội 
địa (N) và nhóm thứ tư là dòng tôm Gia hóa (G) 
được cung cấp bởi Công ty Moana Ninh Thuận - 
Đây là dòng tôm đã được thương mại hóa dùng làm 
tôm bố mẹ sản xuất tôm giống phục vụ cho nuôi 
thương phẩm. Các gia đình tôm sú (thế hệ Go vàG1) 
được sinh ra từ các đàn tôm bố mẹ này bằng cách 
phối ghép hỗn hợp giữa bốn dòng tôm bố mẹ. Từ các 
cá thể trong đàn con của các gia đình tôm sú thế hệ 
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Go và G1, chọn ra các cá thể (bao gồm cả tôm cái - ♀ 
và tôm đực - ♂) thuộc hai nhóm khác nhau theo tiêu 
chí mức độ tăng trưởng: Lớn nhanh (Fast - F) và Lớn 
chậm (Slow - S) để sử dụng cho nghiên cứu sàng lọc 

SNP (Bảng 1). Từ dữ liệu về nguồn gốc tômgiống, 
chỉ các cá thể tôm sú có tôm bố hoặc tôm mẹ hoặc cả 
tôm bố và tôm mẹ nguồn gốc nội địa (N) được chọn 
để sử dụng cho nghiên cứu. 

 
Bảng 1. Các nhóm tôm súdùng cho nghiên cứu sàng lọc SNP. 

Kí hiệu nhóm tôm Thế hệ Tính trạng 
Số lượng cá thể 
Tổng số (♀ , ♂) 

I 
Go 

Lớn nhanh (F) 60 (30, 30) 

II Lớn chậm (S) 60 (30, 30) 

III 
G1 

Lớn nhanh (F) 60 (30, 30) 

IV Lớn chậm (S) 60 (30, 30) 

 
 Quá trình ghép phối, sinh sản nhân tạo, ương 
nuôi, phân loại (lớn nhanh, lớn chậm) và truy xuất 
nguồn gốc tôm sú được thực hiện theo quy trình sản 
xuất giống đã được nghiên cứu và thực hiện thành 
công nhiều năm tại Trung tâm Quốc gia giống hải 
sản Nam Bộ, thuộc Viện Nghiên cứu nuôi trồng thủy 
sản 2.  

Tách DNA tổng số 

 DNA tổng số của các mẫu tôm sú sử dụng cho 
nghiên cứusàng lọc SNPs được tách chiếttheo quy 
trình của Eurobiobank (2004), tinh sạchbằng kit 
PureLink Genomic DNA của Life Technologies và 
xác định nồng độbằng máy quang phổ NanoDrop® 
Spectrophotometer (Desjardins, Conklin, 2010). Các 
bước chi tiết của quy trình tách DNA tổng số từ mô 
cơ tôm súđã được mô tả trong công bố của Nguyễn 
Thị Minh Thanh et al., (2015). 

Xây dựng thư viện GBS và giải trình tự DNA   

 Kỹ thuật GBS được thực hiện theo các bước như 
mô tả trong công bố của Elshire và đồng tác giả 
(2011). Enzyme cắt hạn chế (RE) được sử dụng là 
ApeKI (New England Biolabs), cắt tạitrình tự nhận 
biết GCWGC.DNA tổng số sau khi được cắt và gắn 
với adapter được tinh sạch bằng QIAquick PCR 
Purification Kit (Qiagen). Các đoạn DNA tinh sạch 
từ các mẫu được trộn lại với nhau với tỷ lệ tương 
đương. Khoảng 100 ng sản phẩm DNA trộn từ các 
mẫu được sử dụng làm khuôn để tạo thư viện cho 
NGS với cặp mồi primer1 và primer2bắt cặp bổ sung 
với barcode adapter và common adapter:  
 Primer1: (5’-3’) 
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCT
ACACGACGCTCTTCCGATCT 

 Primer2: (5’-3’) 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGGTCTCGGCATT
CCTGCTGAACCGCTCTTCCGATCT 

 Sản phẩmPCR có kích thước từ 300-500 bp 
được thu nhận bằng phương pháp cắt gel và tinh sạch 
bằng kit QIAquick PCR Purification Kit. Kích thước 
và độ sạch của thư viện DNA sau đó được đánh giá 
trên Bioanalyzer 2100 (Agilent Technology). Thư 
viện DNA được làm giàu và xác định trình tự cả hai 
chiều (pairend)trên hệ thốngIllumina NextSeq® 500, 
theo hướng dẫn của nhà sản xuất sử dụng kit 
NextSeq 500/550 High Output v2 kit (300 cycles). 

Xử lý dữ liệu GBS, lắp ráp hệ gen tham chiếu tạm 
thời và xác định SNPs 

 Dữ liệu GBS được xử lý vàphân tích để phát 
hiện các SNPs dựa theo phương pháp GBS-SNP-
CROP (GBS SNP-Calling Reference Optional 
Pipeline) được mô tả bởiMelo et al., (2016). Dữ liệu 
thô được chuyển thành định dạngfastqbằng công 
cụBCL2FASTQ 2.1.Chất lượng trình tự được đánh 
giá bằng FastQC.Trình tự adapter được loại bỏ bằng 
phần mềm Trimmomatic software v.0.3.6 (Bolger et 
al., 2014).Trình tự của từng mẫu được tách ra trên cơ 
sở nhận biết trình tự barcode sử dụng công cụ in-
house script do nhóm tác giả tự phát triển.Do hệ gen 
tôm sú chưa được công bố trình tự tham chiếunên 
chúng tôi đã sử dụng các mẫu lắp ráp de novođể tạo 
trình tự tham chiếu tạm thờinhư mô tả bởi Melo et 
al.,(2016), sử dụng các côngcụ PEAR v.0.96và 
USEARCH v.8.0.162(Edgar 2010; Zhang et al., 
2014), vớiđộ sâu bao phủ (read depth) ≥ 10 (Melo et 
al., 2016). Sau khi có trình tự tham chiếu, trình tự 
của các mẫu tôm sú được so sánh với trình tự tham 
chiếu bằng BWA-MEM v.0.7 (Li et al., 2009a). Dữ 
liệu SNP được truy xuất bằng công cụ SAMtools 
v.1.2 (Li et al., 2009b). SNP được xác định khi gióng 
hàng các contig và sự sai khác nucleotide được phát 
hiện trên ít nhất bốn trình tự (read). Chỉ các SNPs hai 
alleleđáp ứng mức độ lặp lại (read depth) như trên 
mới được xác định là SNP giả định(Kumar, 2014; 
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Nguyễn Minh Thành et al., 2015; Melo et al., 2016). 
Phương pháp sàng lọc để xác định được bộ dữ liệu 
SNPs có độ tin cậy cao đã được mô tả chi tiết trong 
công bố của Melo et al., (2016). 

Chú giải các đoạn trình tự và xác định gen liên 
quan 

 Công cụ BlastX E-value< 1e-6) được sử dụng để so 
sánh các contig với cơ sở dữ liệu NCBI non-redundant 
(Nr-NCBI) nhằm tìm kiếm sự tương đồng 

giữa các contig cần phân tích với các trình tự protein 
trên Ngân hàng cơ sở dữ liệu NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (Jung et al., 2011).Kết 
quả tìm kiếm được truy xuất dưới dạng danh sách các 
gen chức năng với các thông tin về genID, protein được 
mã hóa và tên loài tương ứng. Danh sách này được sử 
dụng để rà soát tìm kiếm gen mã hóa protein liên quan 
đến tăng trưởng ở tôm sú bằng cách đối chiếu với 22 
loại protein đã biết liên quan đến tăng trưởng trong họ 
giáp xác (Bảng 2) (Jung et al., 2011). 

 
Bảng 2. Danh sách 22 loại protein liên quan đến tính trạng tăng trưởng ở họ giáp xác (Jung et al., (2013). 

STT Tên protein STT Tên protein 

1 5-Hydroxytryptamine receptor (5-HT) 12 Translin-associated factor X (TRAX) 

2 Alpha-amylase 13 Candidate growth genes effect on moulting 

3 Cathepsin L 14 Actin 

4 Cyclophilin (Cyps) 15 Crustacean hyperglycaemic hormone (CHH) 

5 Fatty acid-binding protein (FANTs) 16 Eyestalk factors 

6 Fibrillarin 17 Moult inhibiting hormone (MIH) 

7 Glyceradehyde-3-phosphate dehydrogenase 
(GAPDH) 18 Candidate muscle build-up or degradation genes 

involved in moulting 

8 Growth hormone and insulin-like growth factor 19 Methyl farnesoate (MF) and farneosoic acid O-
methyltransferase (FAMeT) 

9 Myostatin and growth differentiation factor 8/11 20 Heat shock proteins (HSPs) 

10 Signal transducer and activator of transcription 
(STAT) 21 Myosin heavy chain 

11 Secreted protein acidic and rich in cysteine 
(SPARC) 22 Ubiquitin 

 
 
Xác định trình tự aminoacidcủa contigvàđánh giá 
mức độ tương đồng với gen mã hóa protein quan 
tâm 

 Công cụ Expasy (http://web.expasy.org) được sử 
dụng để xác định trình tự aminoacidtương ứng với 
trình tự nucleotide của contig quan tâm bằng cách 
kiểm tra toàn bộ 6 khung đọc.Sáu khung đọc này tạo 
ra 6 kiểu trình tự aminoacid khác nhau đối với mỗi 
contig, tiếp tục sử dụng công 
cụUniprot(http://www.uniprot.org)đểchọn ra kiểu 
trình tựamino acid có tỷ lệ tương đồng cao nhất so 
với trình tựamino acid của protein quan tâm. 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Giải trình tự,kết nối các đoạn trình tự và thiết lập 
hệ gen tham chiếu tạm thời 

 Giải trình tự hệ gen tôm sú thuộc hai nhóm tôm 
tăng trưởng nhanh và tôm tăng trưởng chậm trên hệ 
thốngIllumina NextSeq® 500, chúng tôi thu được 
145.836.644 đoạn trình tự thô (raw read); trong số đó 
có 120.438.739 (chiếm 83%) đoạn trình tự mang 
barcode và điểm cắt của ApeKI. Sau khi tinh sạch 
loại bỏ các đoạn adapter, các đoạn trình tự chất 
lượng thấp, chúng tôi thu được 102.505.713 (70,2%) 
đoạn trình tự có chất lượng tốt để sử dụng cho việc 
kết nối contig và  thiết lập hệ gen tham chiếu tạm 
thời, với dung lượng dữ liệu 100GB, Từ 102.505.713 
đoạn trình tự sau khi kết nối thu được 510.076 
constig với sự phân bố kích thước các contig được 
thể hiện ở hình 1. Các contig có chiều dài 70 - 150 
bp chiếm số lượng lớn nhất (211.389), tiếp đến là các 
contig có chiều dài 150 - 300 bp và ít nhất là các 
contig có chiều dài 450 - 547 bp. 
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Hình 2. Số lượng SNPs ở hai nhóm tôm lớn nhanh và 
lớn chậm. 

Bảng 3. Tóm tắt kết quả xử lý dữ liệugiải trình tự. 
 

Chỉ số phân tích Giá trị 

Dung lượng dữ liệu (GB) 100 

Số lượng đoạn trình tự (read)sử dụng kết nối contig 102.505.713 

Tổng số contig 510.076 

Kích thước hệ gen tham chiếu tạm thời (bp) 76.229.742 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sàng lọc các SNP giả định 

 Chúng tôi đã phát hiện và sàng lọc được tổng 
cộng2.887 SNPs, trong đó có 1.799 SNPs chỉ xuất 
hiện ở nhóm tôm tăng trưởng nhanh, 587 SNPs chỉ 
xuất hiện ở nhóm tôm tăng trưởng chậm và 501 
SNPs xuất hiện ở cả hai nhóm (Hình 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Tổng số SNPs xác định được trong nghiên cứu 
này nhiều hơnso với một số nghiên cứu của các 
tác giả khác trên các đối tượng tôm như nghiên 
cứu của Kumar (2014) trên tôm sú P. monodon 
(422 SNPs), nghiên cứu của Du et al., (2010) 

trêntôm thẻ chân trắng L. vannamei (1.344 SNPs); 
tuy nhiên ít hơn so với nghiên cứu của Nguyễn 
Minh Thànhet al., (2015) khi nghiên cứu trên đối 
tượng cá tra (21.302 SNPs). 

 Kết quả sàng lọc SNPs trên hệ gen của cả hai 
nhóm tôm sú tăng trưởng nhanh và tăng trưởng 
chậm cho thấy số lượng SNPs chỉ xuất hiện ở 
nhóm tôm tăng trưởng nhanh (mà không xuất hiện 
ở nhóm tôm tăng trưởng chậm) là tương đối nhiều 
(1.799 SNPs). Điều này mở ra một hướng phân 
tích và khai thác dữ liệu rất có ý nghĩa thực tiễn, 
đó là tìm kiếm các chỉ thị SNPs có khả năng liên 
quan đến tính trạng tăng trưởng ở tôm sú. Vì hệ 
gen của đa số loài thủy sản nói chung và tôm sú 
nói riêng hiện nay chưa được giải mã hoàn toàn 
nên việc xác định được các SNPsliên kết với các 
gen chức năng sẽ mở ra nhiều tiềm năng ứng dụng 
đối với ngành nuôi trồng thủy sản.Theo Salem et 
al., (2012), SNPs giải thích 90% sự khác biệt di 
truyền giữa các cá thể và quá trình trao đổi chéo 
trong phân bào giảm nhiễm rất hiếm khi tách rời 
chỉ thị SNPs khỏi gen chức năng khi SNPs được 
xác định nằm trên hoặc gần gen chức năng 
(Nguyễn Minh Thành et al., 2015).  

Số
 lư
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Phân bố kích thước 

Hình 1. Sự phân bố theo kích thước của các contig sau kết nối. 
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Chú giải gen chức năng từ dữ liệu giải trình tự 
gen tôm sú 

    Từ dữ liệu giải trình tự sau tinh sạch và dữ liệu 
sàng lọc các SNPs, chỉ những đoạn trình tự chứa 
SNPs được sử dụng để chú giải nhằm tìm kiếm sự 
tương đồng với các trình tự gen chức năng được lưu 
trữ trong GenBank (NCBI). Toàn bộ 2.887 đoạn 
trình tự chứa SNPs ở cả hai nhóm tôm sú lớn nhanh 
và lớn chậm được chú giải chức năng bằng công cụ 
BlastX (nr-NCBI). 
 Kết quả có 510 (17,67%) contig chứa SNPs có 
trình tự nucleotide tương đồng với các trình tự trên 
cơ sở dữ liệu nr-NCBI (với tham số E-value 1e-6); 
trong đó có 287 (56,27 %) trình tự contig chứa SNPs 
thuộc nhóm tôm sú lớn nhanh, 126 (24,71 %) trình 
tự contig chứa SNPs thuộc nhóm tôm sú lớn chậm và 
97 (19,02 %) trình tự contig chứa SNPs thuộc cả hai 
nhóm (Hình 3). 
 Từ kết quả BlastX, chúng tôi thu được danh sách 
chú giải gồm các protein đã biết chức năng hoặc các 

protein dự đoán (predicted proteins) cùng với tên 
loài tương ứng. Với mục tiêu nghiên cứu là tìm kiếm 
và xác định sự liên kết giữa các gen mã hóa các 
protein có liên quan đến tính trạng tăng trưởng ở tôm 
sú với các SNPs đã sàng lọc được, chúng tôi đã đối 
chiếu lần lượt 22 protein liên quan đến tính trạng 
tăng trưởng trong họ giáp xác (Jung et al., 2013) với 
các protein đã chú giải được để rà soát và tìm ra loại 
protein tương ứng với trình tự contig chứa SNPs của 
hai nhóm tôm sú nghiên cứu. Chúng tôi đã xác định 
được hai contig (contig 83953 dài 98 bp và contig 
260347 dài 80 bp) của nhóm tôm sú lớn nhanh có 
trình tự amino acid tương ứng tương đồng với trình 
tự amino acid của protein Myosin Heavy Chain 
(MHC). Trong đó, contig 83953 tương đồng với 
MHC type a (MHCa) và contig 260347 tương đồng 
với MHC type 1 (MHC1). Trong nghiên này, chúng 
tôi không tìm thấy contig nào của nhóm tôm sú lớn 
chậm có sự tương đồng với 22 protein liên quan đến 
tính trạng tăng trưởng trong họ giáp xác đã được 
công bố bởi Jung et al., (2013). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Bảng 5. Kết quả chú giải các gen liên quan tính trạng tăng trưởng ở tôm sú. 

Contig được chú giải Gen bank ID Proteintương ứng Loài tương ứng Trình tự nucleotide 
(đối với contig83953 là 
trình tự bổ sung) 

Contig83953 
(98 bp) 

gi|343183153|dbj|BA
K61429.1| 

Myosin heavy chain 
type a 

Marsupenaeus 
japonicus 

CAAGGTCGTCGATCT
TCAGCTTCCATTCAG
AGATGATCTTATCGA
AGTTCTTCTGTTTCT
TCTCAGCGGAGTTG
GCCAGAGTCTGTGC
ACGTTCAGCA 

Contig260347 
(80 bp) 

gi|410509306|dbj|BA
M65719.1| 

Myosin heavy chain 
type 1 

Penaeus monodon CTCGTCTCGAGGAA
GCCGAAATGCAGAT
TGAGTCTCTCAATGT
TAAGAACTTGCATTT
GGAGAAGACCAAGA
TGCGTGCG 

 

Hình 3. Số lượng contig được chú giải chức năng  
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 Theo kết quả chú giải, gen mã hóa protein 
MHCa (gi|343183153|dbj|BAK61429.1|) xuất hiện ở 
loài tôm Marsupenaeus japonicus và gen mã hóa 
protein MHC1 (gi|410509306|dbj|BAM65719.1|) 
xuất hiện ở tôm sú P. monodon. Hai gen này đóng 
vai trò quan trọng trong quá trình hình thành phức hệ 
cơ. Chúng liên kết với actin tạo nên bó cơ dày và 
giúp thủy phân ATP. Ngoài ra đối với sự tích lũy các 
khối cơ ở giáp xác, mức độ biểu hiện của các gen 
myosin có thể coi như chỉ thị phân tử cho tiềm năng 
tăng trưởng của cá thể (Jung et al., 2011; Jung et al., 
2013). Trình tự nucleotide của contig 83953 và 
contig 260347 được trình bày ở bảng 5. 

Xác định chỉ thị SNPs vàtương quan giữa các 
contig chứa SNPs với gen MHC 

 Phối hợp các kết quả sàng lọc SNPs và kết quả 
chú giải protein liên quan đến tính trạng tăng trưởng 
ở tôm sú (chỉ các contig chứa SNPs được chọn để 

chú giải gen chức năng, sau đó so sánh trình tự của 
contig chứa SNPs với trình tự của gen chức năng 
tương ứng để xác định loại nucleotide thay thế), 
chúng tôi đã xác định được vị trí  SNP trên 
contig83953 và contig260347 như sau:SNP T 
àC(Bảng5) tại vị trí nucleotide thứ 20 trên mạch bổ 
sung với contig83953, tức là SNP A àG trên mạch 
gốc contig83953 và SNP G àA(Bảng5) tại vị trí 
nucleotide thứ 19 trên contig260347.Ký pháp HGVS 
của hai SNP trên đây được thể hiện ở bảng 6. 

 Để xác định tương quan giữa các contig 83953 
và contig 260347 chứa SNP với gen mã hóa protein 
MHC liên quan đến tăng trưởng ở tôm sú, chúng tôi 
đã tiến hành dịch mã các trình tự nucleotide của 
contig 83953 và contig 260347 thành các chuỗi 
amino acid tương ứng, sau đó so sánh với trình tự 
amino acid của gen mã hóa protein MHC. Kết quả 
dịch mã được trình bày ở bảng 7. 

 
Bảng 6. Kết quả xác định SNP trên contig83953 và contig260347. 

Tên Contig Ký pháp HGVS của SNP 
tương ứng 

Nucleotide 
thay thế 

Nucleotide tham 
chiếu Ghi chú 

Contig83953 Contig83953:g.20T>C C T Trình tự bổ sung 

  G A Trình tự mạch gốc 

Contig260347 Contig260347:g.19G>A A G Mạch gốc 

  
Bảng 7. Trình tự acid amin tương ứng của contig83953 và contig260347. 

Tên contig Trình tự aminoacid tương ứng 
(http://web.expasy.org) Tổng số aminoacid của chuỗi 

Contig83953 AERAQTLANSAEKKQKNFDKIISEWKLKIDDL 32 

Contig260347 RLEEAEMETQIESLNVKNLHLEKTKMETRA 30 

 
 
 Để kiểm tra sự chính xác của các trình tự 
aminoacid, chúng tôi đã tiến hành Blast (Basic Local 
Alignment Search Tool) bằng công cụ Uniprot 
(http://www.uniprot.org) với cả hai loại dữ liệu đầu 
vào là trình tự aminoacid và trình tự nucleotide của 

contig83953 và contig260347. Kết quả thu được từ 
hai loại dữ liệu đầu vào hoàn toàn trùng khớp nhau 
về tỷ lệ tương đồng giữa chuỗi aminoacid của 
contig83953 và contig260347 so với protein MHC ở 
các loài khác nhau (Bảng 8 và Bảng 9). 

 
Bảng 8. Các tỷ lệ tương đồng cao nhất (top 5) giữa contig83953 với protein MHC(http://www.uniprot.org). 

STT GenBank ID Protein MHC (loài tương ứng) Tỷ lệ tương 
đồng (%) 

Vị trí aminoacid 
trên protein MHC 

1 F8WR03 Myosin heavy chain typea (Penaeus japonicus) 90,6 1431-1462 

2 K4Q111 Myosin heavy chain type 1(Litopenaeus vannamei) 87,5 1431-1462 

3 K4Q4N8 Myosin heavy chain type 1(Penaeus monodon) 87,5 1432-1463 

4 Q6XGZ8 Slow muscle myosin S1 heavy chain (Homarus americanus) 83,9 30-60 

5 B0W188 Myosin heavy chain (Culex quinquefasciatus) 80,6 1399-1429 
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Bảng 9. Các tỷ lệ tương đồng cao nhất (top 5) giữa contig260347 với protein MHC (http://www.uniprot.org). 
 

STT GeneBank ID Protein MHC(loài tương ứng) Tỷ lệ tương 
đồng (%) 

Vị tríaminoacidtrên 
protein MHC 

1 K4Q4N8 Myosin heavy chain type 1 (Penaeus monodon) 96,2 1396-1425 

2 F8WR03 Myosin heavy chain type a (Penaeus japonicus) 96,2 1395-1420 

3 K4Q111 Myosin heavy chain type 1 (Litopenaeus vannamei) 96,2 1395-1420 

4 K4Q2Y1 Myosin heavy chain type 2 (Penaeus monodon) 76,0 1396-1418 

5 K4Q2S1 Myosin heavy chain type 2 (Litopenaeus vannamei) 76,0 1396-1418 

 
 Kết quả ở bảng 8 cho thấy: trình tự aminoacid 
tương ứng của contig83953 đạt tỷ lệ tương đồng cao 
nhất (90,6%) với trình tựamino acid của protein 
MHCa ở loài tôm P. japonicus, tỷ lệ tương đồng với 
MHC1 ở hai loài tôm khác làP. monodon và L. 
vannamei cũng tương đối cao (đều đạt 87,5%).Trong 
khi đó, kết quả ở bảng 9 cho thấy: trình tựamino acid 
tương ứng của contig260347 đạt tỷ lệ tương đồng 
cao nhất (96,2%) với trình tựamino acid của protein 
MHC ở cả ba loài tômP. monodon, P.japonicus và L. 
vannamei. 

 Như vậy, với việc sử dụng hệ gen tham chiếu tạm 
thời của tôm sú P. monodon được thiết lậpde novođể 
sàng lọc SNPs, nghiên cứu của chúng tôi đã xác định 
được hai SNPs giả định ở nhóm tôm sú lớn nhanh.  

 Hiện nay chỉ có vài công bố về mối tương quan 
có ý nghĩa giữa SNPs với các tính trạng có giá trị 
kinh tế ở đối tượng thủy sản. Đó là SNPs xuất hiện ở 
gen amylase có liên quan đến tốc độ tăng trưởng của 
hàu Crassostrea gigas (Prudence et al., 2006), SNPs 
xuất hiện ở gen parvalbumin ảnh hưởng đến tăng 
trưởng của cá chẽm Lates calcarifer (Xu et al., 
2006). Nhóm nghiên cứu Zeng et al., (2008) đã công 
bố SNPs ở gen Hsp70 có liên quan đến khả năng 
kháng bệnh của tôm thẻ chân trắng L. vannamei. 
Nghiên cứu của Nguyễn Minh Thành et al.,(2011) đã 
sàng lọc được SNPs xuất hiện ở các đoạn không mã 
hóa của gen CHH.Việc ứng dụng SNPs trong các 
chương trình chọn giống còn khá mới mẻ.Đa số các 
nghiên cứu sàng lọc chỉ thị SNPs được thực hiện đối 
với hệ phiên mã (transcriptome) (Jung et al.,2011; 
Gao et al., 2012; Nguyễn Minh Thành et al., 
2015)…Một số nghiên cứu sử dụng SNP để sàng lọc 
các gen tiềm năng liên quan đến tính trạng tăng 
trưởng ở một số đối tượng thuỷ sản như ở cá hồi 
Salvelinus alpinus (Taoand Boulding, 2003), tôm thẻ 
chân trắng L. vannamesi và tôm sú P. monodon 
(Glenn et al., 2005)... 

 Kết quả nghiên cứu của chúng tôi là phát hiện 
đầu tiênvề chỉ thị SNPs liên quan đến gen MHC ở 

tôm sú Việt Nam. Tuy nhiên, để có thể khẳng định 
được hai SNPs giả định này có phải là SNPs thực 
sự hay không thì cần phải tiến hành thêm các 
nghiên cứu sâu hơn nữavề lai giống và di truyền số 
lượng để kiểm tra sự di truyền của các SNPs, đồng 
thời cần sàng lọc SNPs trên quần đàn lớn hơn. Việc 
khẳng định sự tồn tại của các SNPs này sẽ chính 
xác hơn nếu có hệ gen tham chiếu đã được giải mã 
của tôm sú P. monodon trên GenBank. Việc phát 
hiện được SNPs liên kết với gen liên quan đến tính 
trạng tăng trưởng có ý nghĩa quan trọng và thiết 
thực đối với nghiên cứu và thực tiễn chọn giống 
dựa trên chỉ thị phân tử (MAS) nhằm làm tăng hiệu 
quả chọn giống.  

KẾT LUẬN 

 Kỹ thuật GBS với công nghệ giải trình tự của 
Illumina sử dụng thiết bịNextSeq500 và các công 
cụ tin sinhđã cho phépthiết lậpde novo hệ gen tham 
chiếu tạm thờicủa tôm sú P. monodon có kích thước 
76.229.742 bp. Bộ dữ liệu SNPs ở tôm sú đã được 
sàng lọc với tổng cộng 2.887 SNPs, trong đó có 
1.799 SNPs chỉ xuất hiện ở nhóm tôm sú lớn 
nhanh, 587 SNPs chỉ xuất hiện ở nhóm tôm sú lớn 
chậm và 501 SNPs xuất hiện ở cả hai nhóm. Có 510 
trình tự contig được chú giải thành công bao gồm 
287 contig ở nhóm tôm súlớn nhanh và 126 contig 
ở nhóm tôm súlớn chậm. Đặc biệt chúng tôi đã xác 
định được hai contig chứa SNPscó sự tương đồng 
cao với gen mã hóa protein myosin heavy chain 
(MHC) liên quan đến tính trạng tăng trưởng ở họ 
giáp xác, trong đó contig83953 tương đồng với 
MHCa và contig260347 tương đồng với MHC1. 
Hai SNPs đã được xác định là contig 
83953:g.20T>C và contig260347:g.19G>AĐây là 
những kết quả bước đầu có ý nghĩa thiết thực và có 
tiềm năng ứng dụng thực tiễn đối với công tácchọn 
giống tôm sú Việt Nam nói riêng và các loài thủy 
sản nói chung dựa trên chỉ thị phân tử (MAS) nhằm 
làm tăng hiệu quả chọn giống.   
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Lời cảm ơn: Công trình này được thực hiện với sự 
tài trợ kinh phí của Bộ Khoa học và Công nghệ 
thông qua nhiệm vụ “Lập bản đồ gen tôm sú 
(Penaeus monodon)”. 
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APPLICATION OF GENOTYPING BY SEQUENCING (GBS) FOR SCREENING SINGLE 
NUCLEOTIDE POLYMORPHISM (SNPs) ASSOCIATED WITH BLACK TIGER SHRIMP 
(PENAEUS MONODON) GROWTH TRAIT 
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Ninh2, Dong Van Quyen1, Dinh Duy Khang1 
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SUMMARY 

 Nowadays, the black tiger shrimp (Penaeus monodon) farming in Vietnam still have to face a lot of 
problems, especially in the Country’s Shrimp Broodstock Production. To overcome these problems, we need a 
strategy for development of domesticated stocks of P. monodon and rational breeding programs for improved 
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growth and disease resistance. Marker-assisted selection is a procedure that has been developed to avoid these 
problems associated with phenotypic selection, replacing the selection of the phenotype by selection using 
markers linked with quantitative trait loci (QTL). Application of next generation sequencing (NGS) associated 
with QTL to discover important molecular markers has been applied in many laboratories. In this study, we 
used genome typing by sequencing (GBS) with NGS for screening the SNPs related with growth trait to create 
a database for father study on the black tiger shrimp fast growth selection. Based on the putative genome 
sequences created by de novo assembly, 2887 SNPs have been screened, among them, 1799 SNPs appeared 
only in the fast growth population. Among the 287 annotated contigs, the two contigs were homologous with 
myosin heavy chain (MHC) associated with growth trait in crustacean species, contig83953 andcontig260347 
were homologous with MHCa and MHC1, respectively. The two SNPs Contig83953:g.20T>C and 
Contig260347:g.19G>A were indicated. We hope that, these results will contribute to the black tiger shrimp 
genome database for further study to exploit the molecular markers for black tiger shrimp breeding and 
selections. 

Keywords: GBS, Penaeus monodon, single nucleotide polymorphisms (SNPs), growth trait, Next generation 
sequencing (NGS) 

 

 


