Nghién ctru khoa hoc c6ng nghé
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1. PAT VAN PE

Ca heo Ong Su (Orcaella brevirostris Gray, 1866) con co tén la ca heo
Irrawaddy, ca nugc Minh Hai 1a mot loai dong vat c6 va thuoc ho ca heo
Delphinidae. Banh gia chung tinh trang cua loai ca heo nay theo Danh luc Bé IUCN,
ca heo Ong Su dugc xép vao bac s& nguy cap (VU - Vulnerable) va loai ndy dugc bao
ton & Viét Nam theo Quyét dinh sé 82/2008/QD-BNN ciia B Nong nghiép va Phat
trién Nong thon.

Tuy nhién, & Viét Nam viéc nghién ctru vé dong vat bién néi chung trong do
¢6 loai ca heo Ong Su van con rét it cac nghién ciru. Bén canh d6 két qua nghién ciru
vé ddc diém hinh thai chua du dé dinh loai chinh x4c va danh gia mdi quan hé di
truyén gitra quan thé c4 heo Ong Su Viét Nam véi cac quan thé ca heo Ong Su khéc.
Céc tu liéu nghién ctru di truyén loai c4 heo nay ciing khong c6 nhiéu [2]. Vi vay,
nghién ciru vé ddc diém hinh thai két hop véi phuong phap giam dinh phén tir trong
dinh loai va danh gia mi quan hé di truyén gitta quan thé ca heo Ong Su Viét Nam
v6i cac quan thé ca heo Ong Su khac 13 can thiét va c6 ¥ nghia khoa hoc.

Trong nghién ctu nay, nhém tac gid st dung phuong phap sinh hoc phan ti
giai trinh tu gen cytochrome b (cytb) va xac dinh moi quan hé pha hé cua loai ca heo
Ong Su tai ving bién Kién Giang, Viét Nam.

2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Poi twong nghién ciru

Ca heo Ong Su dugc nudi dudng tai Cau lac bd ca heo Vinpearl - Nha Trang.
Pay 1a loai ca heo thu nhan tai ving bién Kién Giang - Viét Nam da duoc thuan
dudng. Ky hiéu 02 miu c4 heo 1a OBRE1-VN va OBRE2-VN.

Phuong phéap 14y mau: LAy maiu mau toan phan cua ca cho vao dng co chat
chéng d6ng, bao quan trong hop xdp c6 da dé van chuyén vé tach DNA tong sb.

2.2. Phuong phap tach chiét DNA tong sé

DNA tong sé duogc tach theo hudng dan ciia nha san xuét. Sir dung bo kit
“Qiagen Genomic DNA Extraction Kit” ctia hing QIAGEN Inc. (USA-MY) dé tach
DNA téng s6.
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2.3. Phuwong phap PCR thu nhin viung gen dich

Gen cytochrome b cua h¢ gen ty thé cé heo Ong Su duoc lya chon dé thu nhan
gen bang phuong phap PCR va giai trinh tu, sau d6 st dung chudi nucleotide ctia
gen cytochrome b da dugc giai trinh ty dé phén tich va so sanh véi cac chudi gen da
cong b trén Ngan hang gen (Gen Bank).

Mdi thye hién PCR duoc thiét ké dya trén trinh tir bao ton ctia gen cytochrome b.
Céap moi dugc st dung c¢6 trinh tu trong bang 1.

Bang 1. Trinh tu cac moi thu nhan gen cytochrome b

TT | Tén moi (primer) Trinh ty moi thiét ké
1 OBREF 5’-CAC ATC CCA TAG CAC CAC CC-3’
2 OBRER 5"-AAT GGG GTC CTC CTT TTC GG-3’

Gen cytochrome b c6 kich thudc khoang 1.200 nucleotide (base pair - bp).

Thuc hién phan tng PCR v6i DNA téng sb thu nhan lam khuén, st dung cap
moi OBREF - OBRER dé nhdn doan gen dich bang bo kit AccuPower®ProFi Taq
PCR Premix do hing BIONEER (Han Qudc) cung cap. Thanh phan phan tng PCR
gom: Khuén DNA tong sb: 2 pl; Mdi xudi (10pmol/ul): 2 ul; Mdi nguoc
(10pmol/ul): 2 ul; DMSO: 2 ul; Nudc tinh khiét: 42 pl. Tong thé tich 1a 50 pl. Chu
trinh nhiét thuc hién PCR gom: 1 chu ky 94°C - 5 phat; 35 chu ky 94°C - 30 gidy;
52°C - 30 gidy; 68°C - 7 phut; giai doan tong hop chudi: 72°C - 10 phat; San phdm
duogc bao quan & 4°C cho dén khi st dung.

Pién di trén thach agarose 1% dé kiém tra san pham PCR va tién hanh tinh
sach san pham PCR dé loai bo cac thanh phan phu khong mong mudn chi giir lai
DNA tinh khiét. Tinh sach san phim bang bo QIAquick PCR purification kit
(Qiagen Inc.). San pham PCR sau khi tinh sach s& duoc dong héa vao vector tich
dong pCR2.1TOPO (hing Invitrogen - M) dé thu nhan DNA tai t6 hop va giri doc
trinh tu tai cong ty Macrogen (Han Quéc).

2.4. Phuong phap gidi trinh tw

Cap moi dung dé giai trinh ty DNA plasmid tai to hgp gom:

- Mdi xudi (M13F) : 5-GTAAAACGACGGCCAG-3’ hoic
- M6i nguoc (M13R) : 5-CAGGAAACAGCATTGAC-3’

Chudi DNA san pham duoc xéac dinh trinh tu theo chiéu 5°— 3’ va dung thudc
nhudm huynh quang (fluorescent dye) dé danh déu, sir dung thach polyacrylamide
va quét tia lazer doc theo chudi dé doc trinh tu, phan tich tu dong béng may voi cac
chuong trinh phan mém tin - sinh hoc.
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2.5. Phuong phap phan tich va xir 1y so liéu

Sau khi giai trinh tu cac chudi nucleotide dugc thu nhan va xur 1y bang cac
phan mém Chromas LITE v2.01, so sanh d6i chiéu va xir 1y so liéu cac chudi tir
nghién ctru va tor Ngan hang gen (GenBank) bang chuong trinh GENEDOC2.7
(http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/) [3].

Str dung chuong trinh MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) dé
xay dung cay pha h¢. Cac phan tich dugc thuc hién dya trén tap hop cac trinh ty gen
cytochrome b trong hé gen ty thé (mtDNA) ctia mot s6 lodi ¢4 heo di cong bd trong
Ngan hang gen (GenBank). Phan tich dugc tién hanh dwa trén thuat toan Neightbour
joining (NJ) bang phan mém MEGAG6.06 [4].

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Thu nhén gen cytochrome b ciia cic miu nghién ctru

Thyc hién phan ung PCR thu nhan doan DNA véi cap mdi dic hiéu cua gen
cytochrome b ¢6 d6 dai du kién khoang 1,2 kb (hinh 1).

Lambda DNA / Hindlll

M D/C(-) OBRE1 OBRE2

bp
23130 23,1 kb
9416
i 9,4 kb
4361 6,5 kb

4,4 kb
2322
2027 2,3 kb

2,0 kb

~1,2 kb

564 564 bp

125

0.7% agarose

Hinh 1. Hinh anh dién di kiém tra san pham PCR gen cytochrome b ctia hai mau ca
heo Ong Su (ky hiéu OBRE1-VN va OBRE2-VN) trén thach agarose 1%.

Ghi chii: M: Marker Lamda cit bang enzyme HindIIl; B/C(-): mau ddi chimg am.

Két qua ¢ hinh 1 cho thdy hai mdu OBRE1-VN va OBRE2-VN trong nghién
clru d3 duoc tach DNA tong sb, phan tmg PCR thu nhan gen cytochrome b da duoc
thuc hién thanh cong, san pham PCR c6 d6 dai khoang 1,2 kb ding voi dy kién. San
pham don bang, & nét voi thanh phan phan tmg va chu trinh nhiét phu hop. Cac san
pham nay dugc tinh sach bang bd QIAquick purification (M¥).
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3.2. Két qua dong hoa va giai trinh tw

San phdm PCR cua gen cytochrome b dugc dong hoa (cloning) vao vector
pCR2.1TOPO cua hing Invitrogen, sau d6 dugc chuyén nap vao té bao kha bién E.
coli chung DH5a-T1. San pham sau chuyén nap dugc nudi ciy trén dia thach LB-
agar 1,5% c6 bd sung X-gal (40 mg/ml) va Kanamycin (40 mg/ml), a ¢ 37°C trong
18 dén 20 gid (hinh 2). Chon loc cac khuan lac tring (day 13 nhitng khuén lac c6 thé
mang gen cytochrome b duoc tai to hop) nudi cdy vao moi trudng LB khoang 20 gio
va tién hanh tach chiét DNA plasmid, cét kiém tra san pham DNA tai t6 hop bang
enzym gi6i han EcoRI va dién di kiém tra trén thach agarose 1%.

Hinh 2. Hinh anh chuyén nap san phim PCR ctia mau OBRE1-VN va OBRE2-VN
vio té bao E. coli chimg DH5a-T1.

Ghi chu: trén dia petri cac khuan lac duong tinh c6 kha ning chira doan chén
(insert) san pham PCR ciia gen cytochrome b c¢6 mau trang. Nhitng khuan lac khong
mang san pham c6 mau xanh.

San pham DNA plasmid tai to hop sau khi tach dong, duoc chon cac clone dai
dién 1am nguyén liéu giai trinh ty. Cac DNA tai t6 hop dugc giri doc trinh tu tai
cong ty Macrogen - Seoul, Han Qudc.

3.3. Két qua giai trinh tw va xiy dung cAy pha hé ngudon gbc
Sau khi giai trinh ty nucleotide, thu nhan chudi gen cytochrome b, tién hanh

BLAST vao Ngan hang gen dé thu thap cac chudi thudc ho ca heo dd cong bd so
sanh voi chudi gen ciia OBRE1-VN va OBRE2-VN trong nghién ctru.

Két qua thu nhan chudi gen cytochrome b ctia hai mau nghién ctru OBREI-
VN va OBRE2-VN sau khi gidi trinh ty c6 kich thudce 1a 1.140 nucleotide. Gen
cytochrome b ma hoa cho protein cytochrome b gdm 379 amino acid, khoi dau 1a
ATG ma héa cho Methionin va két thuc bang bo ba TGA (hinh 3).
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* 20 * 40 * 60 * 80
OBRE1-VN-c : MTNIRKTHPLMKILNDAFIDLPTPSNISSWWNFGSLLGLCLITQILTGLFLAMHYTPDTSTAFSSVAHICRDVNYGWFIRYLHA : 84
OBRE2-VN-c : : 84
OBRE-KG-VN : : 84
OBRE-Laos- : : 84
OBRE-SWFSC : : 84
Ohei02-DK- : : 84
Ohei06-DK- : : 84
Ohei08-DK- : : 84
Ohei22-DK- : 1 84
Ohei28-DK- : : 84
Oorc-72-US : : 84
Oorc-96-US : : 84
Oorc-97-US : : 84
Oorc-111-U : : 84
Oorc-129-U : : 84
Oorc-ENAC2 : : 84
Satt-z0000 : 1 84
Satt-z0002 : 1 84
Satt-z0002 : : 84
Satt-z0002 : : 83
Satt-z0011 : : 84
Satt-z0011 : : 84
Satt-z0012 : : 84
Satt-z0016 : : 82
Satt-z0024 : : 84
Satt-z0038 : : 84
* 100 * 120 * 140 *
OBRE1-VN-c : NGASMFFICLYAHIGRGLYYGSYMFQETWNIGVLLLLTVMATAFVGYVLPWGQMSFWGATVITNLLSAIPYIGTTLVEWIWGGF : 168
OBRE2-VN-c : 168
OBRE-KG-VN : 168
OBRE-Laos- : 168
OBRE-SWFSC : 168
Ohei02-DK- : 168
Ohei06-DK- : 168
Ohei08-DK- : 168
Ohei22-DK- : 168
Ohei28-DK- : 168
Oorc-72-US : 168
Oorc-96-US : 168
Oorc-97-US : 168
Oorc-111-U : 168
Oorc-129-U : 168
Oorc-ENAC2 : 168
Satt-z0000 : 168
Satt-z0002 : 168
Satt-z0002 : 168
Satt-z0002 : 167
Satt-z0011 : 168
Satt-z0011 : 168
Satt-z0012 : 168
Satt-z0016 : 165
Satt-z0024 : : 168
Satt-z0038 : ....... .. : 168
* 180 * 200 * 220 * 240 *
OBRE1-VN-c : SVDKATLTRFFAFYFILPFIITALVIVHLLFLHETGSNNPTGIPSNMDMIPFHPYHTFKDILGALLLILVLLTLTLFTPDLLGD : 252
OBRE2-VN-c : T - . : 252
OBRE-KG-VN : : 252
OBRE-Laos- : : 252
OBRE-SWFSC : : 252
Ohei02-DK- : : 252
Ohei06-DK- : : 252
Ohei08-DK- : : 252
Ohei22-DK- : : 252
Ohei28-DK- : : 252
Oorc-72-US : : 252
Oorc-96-US : : 252
Oorc-97-US : : 252
Oorc-111-U : : 252
Oorc-129-U : : 252
Oorc-ENAC2 : : 252
Satt-z0000 : : 252
Satt-z0002 : : 252
Satt-z0002 : : 252
Satt-z0002 : : 251
Satt-z0011 : : 252
Satt-z0011 : : 252
Satt-z0012 : : 252
Satt-z0016 : : 249
Satt-z0024 : ...H. : 252
Satt-z0038 : .............H. : 252
* 280 * 300 * 320 *
OBRE1-VN-c 336
OBRE2-VN-c 336
OBRE-KG-VN 336
OBRE-Laos- 336
OBRE-SWFSC 336
Ohei02-DK- 336
Ohei06-DK- 336
Ohei08-DK- 336
Ohei22-DK- 336
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Ohei28-DK- :
Oorc-72-US :
Oorc-96-US :

Oorc-97-US :

Oorc-111-U :

Oorc-129-U : ..

Oorc-ENAC2 :

Satt-z0000 : v

Satt-z0002 : v

Satt-z0002 : v

Satt-z0002 : v

Satt-z0011 : Y

Satt-z0011 : Y

Satt-z0012 : .. v

Satt-z0016 : v

Satt-z0024 : v

Satt-z0038 : v

340 * 360 * 380

OBRE1-VN-c : WIGGQPVEHPYIIVGQLASILYFLLILVLMPTVSLIENKLLKW- : 379
OBRE2-VN-c : : 379
OBRE-KG-VN : 379
OBRE-Laos- : 379
OBRE-SWFSC : 379
Ohei02-DK- : 379
Ohei06-DK- : 379
Ohei08-DK- : ... 379
Ohei22-DK- : ... 379
Ohei28-DK- : ... 379

Oorc-72-US :
Oorc-96-US :
Oorc-97-US :
Oorc-111-U :
Oorc-129-U :
Oorc-ENAC2 : ...
Satt-z0000 : ...
Satt-z0002 : ...
Satt-z0002 :
Satt-z0002 :
Satt-z0011 :
Satt-z0011 :
Satt-z0012 :
Satt-z0016 : ...
Satt-z0024 :
Satt-z0038

Hinh 3. Trinh ty amino acid suy dién gen cytochrome b cua OBREl -VN va
OBRE2-VN so sanh véi cac chudi dang ky trong Ngan hang gen.

: 379
: 375
: 379

379

Ky hiéu (.) 1a biéu thi céc trinh tu amino acid giéng nhau. Cac sai khac duoc
thé hién bang céc chit cai.

Két qua ¢ hinh 3 cho thay chudi gen amino acid cytochrome b trong 2 méu
OBREI-VN va OBRE2-VN c¢6 sy tuong dong rit cao (99%) so vdi cac chudi gen
cytochrome b da cong bd trong Ngin hang gen 1a OBRE-KG-VN (sé ding ky:
JQ814471), mau cia Indonesia OBRE-SWFSC-74697-ID (sé ding ky: JF289177)
va mau cta Lao 1a OBRE-Laos (s6 diang ky: AF084062) bac biét trong hai mau
OBRE1-VN va OBRE2-VN phat hién c6 su sai khac tai vi tri amino acid Y182H
(Y = Tyrosine; H = Histidine). Trong d6, Tyrorine 1a mét acid amin khong can thiét
c6 thé tong hop dugc trong co thé ma khi thiéu chung thi co thé ¢ thé bu trir su thiéu
hut d6 nho cac qua trinh tong hop bén trong. Con Histidine 1a mét acid amin can thiét
khong thé thay thé dugc vi chung khong thé tu tong hop trong co thé hodc téng hop
v6i toe do khong thé dap ung dugce nhu ciu cua co thé ma chung phai dugce dua vao
day du trong dam thic dn. Vé van dé nay rat 1y tha can c6 thém nhing nghién ctru
sau hon vé ban chat cia cic amino acid va vai trd dinh dudng cua ching va véi sb
lwong ¢& mau trong nghién ctru ciing nhiéu hon. Trong nghién ctru nay, nhom tac gia
con thu thap thém mot sb chudi cua loai Orcaella heinsohni (Ohei), Orcinus orca
(Oorc) va Stenella attenuata (Satt) dang ky trong GenBank thudc ho ¢4 heo dé tham
khéo trong so sanh va phan tich trinh ty nucleotide va amino acid suy dién.

Két qua xdy dung cdy pha hé dua trén trinh ty nucleotide chudi cytochrome b
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ctia 26 mau (bao gdm ca hai mau trong nghién ctru) dugc trinh bay ¢ hinh 4. Két qua
cay pha hé cho thiy hai mdu OBREI-VN va OBRE2-VN niam trong cting nhom ca
heo Ong Su cua Viét Nam (OBRE-KG-VN), Indonesia (OBRE-SWFSC-74697-1D)
va Lao (OBRE-Laos). Nhu vy, hai mau OBREI-VN va OBRE2-VN di duoc xac
dinh chinh xac thudc loai ca heo Ong Su (Orcaella brevirostris Gray, 1866).

49 OBRE1-VN-cytB(1140bp)
92| OBRE-KG-VN-JQ814471
€@ OBRE2-VN-cytB(1140bp)
OBRE-SWFSC-74697-ID-JF289177
OBRE-Laos-AF084062
| Ohei02-JF339980
Too| Ohei06-JF339981
Ohei08-JF339978
!;LOhei224F339979
Ohei28-JF339977
|-| Oorc-96-KR180365

100

75

Oorc-97-KR180366
Oorc-72-KR180342
1ooL| Oorc-111-KR180312

Oorc-129-KR180326
Oorc-ENAC2-Spain-HQ405752
100 E Satt-z0011921-KX857288
Satt-z0012046-KX857298
Satt-z0016255-KX857317
100 Satt-z0024848-KX857334
Satt-z0000973-KX857266
Satt-z0038287-KX857341
Satt-z0002879-KX857280
Satt-z0002173-KX857273
Satt-z0002203-KX857279
Satt-z0011361-KX857281

Hinh 4. Cay pha h¢ cua OBRE1-VN va OBRE2-VN va cdc loai trong ho ¢4 heo da
duoc dang ky trong Ngan hang gen dya trén phan tich chudi nucleotide gen
cytochrome b. Ky hi¢u (#) la cac mau trong nghién ctru nay.

4. KET LUAN
1. Str dung phuong phap sinh hoc phén tir so sanh, phan tich chudi nucleotide
va amino acid suy dién cua gen cytochrome b.

2. Xay dyng cay pha h¢ cho thay hai mau OBRE1-VN va OBRE2-VN d3 dugc xac
dinh thudc vé loai ca heo Ong Su ¢6 tén khoa hoc 1a Orcaella brevirostris Gray, 1866.

3. Cac mau trong nghién ctru c6 mbi quan hé pha hé ngudn gdc gan véi mot s6
mau da cong bo trong Ngan hang gen ctia Viét Nam, Indonesia va Lao.
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SUMMARY

DETERMINING THE MITOCHONDRIAL Cytochrome b GENE SEQUENCE
AND THE HEREDITARY RELATIONSHIP OF IRRAWADDY DOLPHINS
(Orcaella brevirostris Gray, 1866) IN KIEN GIANG WATERS, VIETNAM

In this study, two samples of Irrawaddy dolphins (Orcaella brevirostris Gray,
1866) in Kien Giang waters, Vietnam were collected. The phylogenetic tree showed
that Irrawaddy dolphins in Vietnam had a close genetic relationship to Irrawaddy
dolphins in Indonesia and Laos which have been registered in the Gene Bank.

This is the latest research in Vietnam about determining the mitochondrial
cytochrome b gene sequence and the hereditary relationship of Irrawaddy dolphin
(Orcaella brevirostris Gray, 1866) in Kien Giang waters. This results contributed to the
conservative research and development of this valuable and rare marine mammal species.

Tir khéa: Cd heo Ong Su, pha hé, phdt sinh lodi, ty thé, Orcaella brevirostris,
cytochrome b, Irrawaddy dolphin, family tree, phylogenetic, mitochondria.
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