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TÓM TẮT

Mục tiêu của nghiên cứu này nhằm bước đầu khảo sát đa dạng di truyền nucleotide thuộc 
trình tự vùng gen COI (cytochrome oxidase subunit 1) trên ty thể của cừu Phan Rang nuôi tại Ninh 
Thuận. Cặp mồi được thiết kếđểkhuyếch đại đoạn gen mục tiêu có kích thước khoảng 882bp. Hai 
mươi mâu cá thể cừu đã được phân tích và kết quả cho thây tỷ lệ thành phần các loại nucleotide 
Adenine (A)=27,7%; Thymine (T)=31,2%; Cytosine (C)=23,9%; Guanine (G)=17,2% và chỉ số đa dạng 
nucleotide (p) là 0,002. Có 10 vị trí biến đổi đa hình nucleotide và 4 haplotype đã quan sát được 
với chỉ số đa dạng haplotype (Hd) là 0,500±0,122. Khoảng cách di truyền giữa cừu thuần Arab và 
cừu lai Uc là lớn nhất (d=0,00386±0,00060), kế đến là giữa nhóm cừu lai Arab và cừu thuần Arab 
(0,00342±0,00034) hoặc cừu Phan Rang và cừu thuần Arab (d=0,00334±0,00003) và thâ'p nhâ't giữa 
cừu Phan Rang với cừu lai úc (d=0,00103±0,0002) hoặc cừu lai Arab (d=0,00111±0,00022). Kết quả 
cây di truyền cho thâỳ hầu hết các cá thể cừu Phan Rang tập trưng thành 01 nhánh lớn và có quan 
hệ gần vói nhóm cừu Châu Á. Việc gia tăng dung lượng mẫu và mở rộng vùng thu nhận mẫu để 
phân tích là điều cần thiết cho nghiên cứu tiếp theo.

Từ khóa: Cừu Phan Rang, hệgen ty thể, gen cytochrome oxidase subunit 1 (COI), đa dạng di truyền.
ABSTRACT

Genetic diversity of Phan Rang sheep on mitochondrial cytochrome oxidase subunit 1 
(COD gene based on nucleotide sequencing

The aim of this study was to investigate the genetic diversity of Phan Rang sheep at Ninh Thuan 
province of Vietnam based on mitochondrial cytochrome oxidase subunit 1 gene (COI) by nucleotide 
sequencing. The primers were designed to amplify the target gene with 882 bp in size. The sequences 
from 20 individual samples have been used to analyze the nucleotide diversity, genetic distance and 
reconstruct the phylogenetic tree. The results showed that the percentage of nucleotide was Adenine 
(27.7%), Thymine (31.2%), Cytosine (23.9%), Guanine (17.2%) and the nucleotide diversity (p) was 
0.002 There were 10 polymorphic sites and 4 haplotypes were found and the haplotype diversity 
(Hd) was là 0.500±0.122. The genetic distance value between hybrid Australian sheep (AuHS) 
and Arabian pure breed sheep (ArS) was the highest (d=0.00386±0.00060), then lower in between 
hybrid Arabian (ArHS) and ArS (0.00342±0.00034) or between Phan Rang sheep (PRS) and ArS 
(d=0.00334±0.00003), while this value was lowest in between PRS and AuHS (d=0.00103±0.0002) or 
ArHS (d=0.00111±0.00022). The results of phylogenetic tree demonstrated that most of Phan Rang 
sheep grouped into one clade and more closer to Asian sheep. Increasing sample size and expanding 
the geography for collecting the samples for further analysis are required.

Keywords: Phan Rang sheep, mitochondrial DNA, COI gene, genetic diversity.

1.ĐẶTVẤN ĐỂ

Ninh Thuận là vùng có điều kiện khí hậu 
kiêu bán sa mac (semi-arid) khá khắc nghiệt, 

thuộc cực Nam Trung bộ. Điều thú vị là nơi 
đây tồn tại đầy đủ bộ ba gia súc nhai lại: Dê - 
Cừu và Bò/Trâu, tạo được sự đa dạng sinh học 
của họ gia súc nhai lại. Theo sô' liệu Cục Chăn 
nuôi (1/1/2021) cả nước có khoảng 114.000 con 
cừu, trong đó chủ yêù tập trung chủ yêù tại 
Ninh Thuận (107.129 con), con cừu được xem 
là con vật nuôi bản địa và được đặt tên là cừu 
Phan Rang vào những thập niên 90 của thếkỷ 
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XX nhưng đặc điểm di truyền và nguồn gốc 
cừu Phan Rang vẫn chưa được sáng tỏ. Cừu 
đóng vai trò quan trọng trong việc cung câ'p 
nguồn thực phẩm, len sợi (Ganbold và ctv, 
2019), kinh tế nông nghiệp (Cai và ctv, 2018; 
Budisatria và ctv, 2019), hoặc các hoạt động 
tôn giáo hay văn hóa truyền thôhg (Tawaf và 
ctv, 2011; Ibrahim và ctv, 2019a,b). Hệ gen ty 
thể (mtDNA) được di truyền theo dòng mẹ 
(Wan và ctv, 2012; Choudhary và ctv, 2016), 
là nguồn thích hợp cho nhận biết di truyền, 
xác định sự thay đổi di truyêh để minh chứng 
cho quan hệ phân loài giữa các quần thể hay 
giông thông qua sử dụng bâ't kỳ loại mô nào 
của cá thể đều có thê’ thu nhận nguồn mtDNA 
cho phân tích (Kunda và ctv, 2015, 2017; Ibis 
và ctv, 2017) hoặc dùng đê’ đánh giá quan hệ 
di truyền ở mức phân tử (He và ctv, 2011), câu 
trúc di truyền quần thê’ (Kunda và ctv, 1015), 
phân biệt sự khác nhau trong các nhóm có quan 
hệ di truyền gần nhau (lidzuka và Aranishi, 
2008). Vùng gen COI được sử dụng rộng rãi 
đê’ đánh giá ở mức độ phân tử về đa dạng di 
truyền do thê hiện tiềm năng mạnh mẽ đê’ 
nhận diện những bí ẩn trong loài (Hebert và 
ctv, 2003), cải thiện hiểu biết của con người về 
địa sinh học, đa dạng sinh học và tính bảo tổn 
cao của loài (Waugh, 2007; Breton và ctv, 2014), 
tỷ lệ thay thế nucleotide cũng như đánh giá 
được mức độ du nhập và tiến hóa giô'ng/loài 
(Shi và Ye, 2007; Wan và ctv, 2012; Choudhary 
và ctv, 2016). Ở Việt Nam, đã có các nghiên 
cứu di truyền dựa vào mtDNA vùng D-loop 
được tiên hành trên các đôì tượng khác nhau 
như chó Phú Quô'c (Trần Hoàng Dũng và ctv, 
2016), gà (Ngo Thi Kim Cue và ctv, 2011), dê 
bản địa Ninh Thuận (Nguyễn Ngọc Tâh và 
ctv, 2018), trâu bản địa Việt nam (Nguyễn 
Ngọc Tân và ctv, 2020) nhưng chưa có nhiều 
các nghiên cứu trên gene COI, đặc biệt trên 
đôi tượng cừu Phan Rang tại Ninh Thuận. Vì 
thê', mục tiêu của nghiên cứu này nhằm nhận 
biết sự khác biệt di truyền cừu Phan Rang 
nuôi tại Ninh Thuận dựa vào vùng gen COI 
trên ty thê’ làm cơ sở dữ liệu ban đầu cho việc 
nghiên cứu nguồn gô'c và quan hệ di truyêh 
cừu Phan Rang theo dòng mẹ.

2. VẬT LIỆU VÀ PHUONG PHÁP NGHIÊN cứu

2.1. Vật liệu, hóa chất, thời gian và địa điểm
Mau: Mau máu cừu Phan Rang được thu 

nhận tại một số địa phương (Ninh Hải, Ninh 
Phước) của tỉnh Ninh Thuận, được ký hiệu 
PRS. Sử dụng mẫu Cừu Arab thuần nhập ngo­
ại (ArS), các mẫu cừu lai Arab và lai úc (không 
rõ nguồn gốc bố, mẹ) được nhận diện bởi ký 
hiệu ArHS và AuHS được nuôi trên cùng địa 
bàn làm nguồn tham chiếu. Ký hiệu mẫu gồm 
ký tự và sô', các ký tự nhận diện nhóm giông 
và sô' nhận diện cá thê’ mẫu thu nhận.

Hóa chất'. Phản ứng khuếch đại PCR được 
thực hiện bằng bộ kit DreamTaq™ Green 
PCR Master Mix 2X (Thermo Scientific-Mỹ). 
Hóa chất điện di gồm Agarose 1,5% (Bioline), 
GelRed 0,lX (TBR), ladder lOObp (Thermo 
Scientific-Mỹ), dung dịch đệm TBE 0,5X (Việt 
Nam).

Thời gian và địa điểm: Từ tháng 6/2021 đến 
tháng 10/2021, tại Khoa Khoa học Sinh học- 
Trường Đại học Nông Lâm Tp. Hổ Chí Minh.
2.2. Phương pháp

Thiêi kếmổi: Cặp mồi được thiết kê'bằng 
phần mềm Primer3 dựa trên mạch khuôn có 
mã sô' truy cập KP702285.1. Trình tự (5'-3') 
mồi xuôi AACCGCACATGCATTTGTAA va 
mồi ngược AGCCTCCGACTGTGAAAAGA, 
nằm toàn bộ trên vùng gen COI của mtDNA.

Khuếch đại đoạn gen .bằng PCR: Kích thước 
sản phẩm khuếch đại là 882bp. Phản ứng PCR 
(20pl) chứa các thành phần: lOpl Master Mix 
2X, 0,8pl mỗi primer, 1,6pl DNA khuôn mẫu 
và 6,8 pl H2O. Chu trình nhiệt được thực hiện 
theo các bước: (1) 95°c trong 3 phút; (2) 95°c 
trong 30 giây; (3) 59°c trong 30 giây; (4) 72°c 
trong 45 giây; (5) lặp lại 35 chu kỳ từ bước 2 
đến 4; (6) 72°c trong 7 phút và (7) giữ nhiệt 
độ 4°c trong 10 phút bằng máy MasterCycler 
Pro s (Eppendorf, Đức). Các sản phẩm khuếch 
đại được điện di trên gel agarose 1% (30 phút, 
90V), quan sát và chụp hình ảnh điện di bằng 
máy GelDoc It2 (UVP, USA) với thang chuẩn 
lOObp.
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2.3. Xử lý số liệu
So sánh trình tự của vùng gen COI ty 

thể thực hiện bằng phần mềm MEGA X và 
BioEdit đê phân tích trình tự nuleotide. Sử 
dụng phần mềm MEGA X để đánh giá khoảng 
cách di truyền với mô hình Tamura-Nei, 
phương pháp Maximum likelihood phân tích 
bootstrap 1000 (lặp lại 1.000 lần) được sử dụng 
để xây dựng cây phát sinh loài. Dữ liệu về các 
cá thể cừu Awassi (Tây Nam Á-Trung Đông, 
HM236182.1), Karakas (Turkey, HM236177.1), 
Ovis vignei (Tây Trung Á, Ấn Độ; KF938361.1), 
Mouflou Armenia (Armenia, MT768232.1), 
Ovis canadensis (Khu vực Bắc Mỹ-Mexico, 
JN181255.1), Ammon (cao nguyên Trung 
Á, KT781689.1), Hulunbuir (Trung Quốc, 
KP702285.1), Birbhum (Ấn Độ, MN011573 .1) 
như là trình tự tham chiếu nội chứng và trình 
tự cua dê (Capra hircus, MZ073671.1) như là 
tham chiếu ngoại chứng cho xây dựng cây di 
truyền.

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

3.1. Kết quả khuếch đại đoạn gen COI trên 
mẫu cá thê cừu

Hình 1. Sản phârn PCR trên gel agarose 1,5%

LD Ladder lOObp; PRS: Cừu Phan rang, ArS: cừu 
thuần Arab, ArHS: cừu lai Arab, AuHS: cừu lai 

Úc, (-): đôĩ chứng âm

Phản ứng PCR khuếch đại vùng gen 
kích thước 882bp trên vùng COI cho 20 mẫu 
cá thể của 4 nhóm cừu: Phan Rang, Arab, lai 
Úc hoặc Arab, kết quả điện di sản phẩm PCR 
được trình bày ở Hình 1 cho thây chỉ xuâ't 
hiện 01 band sản phẩm ở mỗi giếng, rõ nét với 
kích thước phù hợp với kích thước mong đợi 

(882bp) đã đưa ra về lý thuyết khi thiết kế cặp 
mồi. Toàn bộ sản phẩm PCR sau đó được gởi 
giải trình tự cho các bước phân tích kế tiếp.

3.2. Những biến đổi trong trình tự vùng gen 
COI

Từ 20 mẫu sản phẩm PCR (882bp) được 
giải trình tự và sau khi xử lý, hiệu chinh trình 
tự, vùng trình tự trên gen COI có kích thước 
khoảng 849bp được sử dụng cho phân tích đa 
hình nucleotide và đánh giá đa dạng di truyền. 
Kết quả cho thâỳ tỷ lệ các loại nucleotide là 
Adenine (A)=27,7%; Thymíne (T)=31,2%; 
Cytosine (C)=23,9%; Guanine (G)=17,2%. Các 
nucleotide loại A+T là 58,9%, G+C là 41,1% và 
chỉ sô' đa dạng nucleotide là p=0,02. Nghiên 
cứu của Asaad và Bashar (2018) phân tích 
vùng gen COI trên 20 cá thê’ cừu Awassi (Iraq) 
cho thây chi số đa dạng nucleotie là 0,00391. 
Sharifi và ctv (2017) khi phân tích trình tự 
nucleotide vùng COI trên dê (Iran) cho thâỳ 
trung bình các nucleotide là 28,97% (A); 
29,66% (T); 15,86% (G); 25,52% (C), tỷ lệ A+T 
và C+G lần lượt là 58 và 42% và tác giả cũng 
nhận thây rằng tỷ lệ A+T cao hơn G+C ở vùng 
gen COI và chỉ sô' đa dạng nucleotide râ't thâ'p 
(0,0005).

Các vị trí đa hình nucleotide của 20 trình 
tự phân tích được chỉ ra ở Bảng 1 và tổng cộng 
10 vị trí đa hình nucleotide được phát hiện. 
Có 9 vị trí chuyển đổi (transition; T«c, A«G), 
trong khi chỉ có 1 vị trí chuyển vị (transversion; 
A«C). Đặc biệt, cá thê’ ArS42 chứa 8 vị trí đa 
hình, trong đó có 7 vị trí chuyển đổi và 1 vị trí 
chuyên vị.

Thêm vào đó, bằng việc nhóm các đa 
hình đơn nucleotide cũng cho phép quan sát 
haplotype riêng biệt ở các mẫu cá thê’ cừu 
(Bảng 2).

Kết quả ở Bảng 2 cho thâỳ có tổng cộng 04 
kiểu haplotype được nhận biết trên 20 cá thê’ 
cừu trong nghiên cứu này với chỉ sô' đa dạng 
Hd=0,500±0,122. Có 7 cá thê ở nhóm cừu Phan 
Rang hiện diện trên Hapl (PRS1, PRS2, PRS4, 
PRS6, PRS12, PRS14, PRS15) và 01 cá thê’ trên 
Hap2 (PRS32). Trên nhóm giông cừu thuần 
Arab nhập ngoại hiện diện trên 3 haplotype 
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khác nhau (Hapl: ArS40, ArS44; Hap2: ArS43; 
Hap4: ArS42). Trên nhóm cừu lai úc, có hai 
có thê hiện diện ở Hapl (AuSH4, AuSH9) và 
2 cá thể ở Hap3 (AuHS35, AuHS57). Có 03 cá 
thể cừu lai Arab hiện diện trên Hapl (ArHS47, 
ArHS56, ArHS15) và 01 cá thê’ thuộc Hap2 
(ArHS3). Asaad và Bashar (2018) khi phân tích 
dựa vào vùng COI ty thể trên 20 cá thê cừu 
Awassi (Iraq) đã phát hiện 13 vị trí đa hình 
và tạo nên 9 haplotype với chỉ sô' đa dạng 

haplotype là 0,852. Bên cạnh đó, nghiên cứu 
cũng chỉ ra rằng, đa hình haplotype có ảnh 
hưởng đến khôi lượng cừu khi cai sữa. Nghiên 
cứu trên 60 cá thể dê (Iran) cũng cho thây chi 
có 3 haplotype được nhận diện với chỉ sô' đa 
dạng haplotype là 0,047 (Sharifi và ctv, 2017). 
Kết quả cho thây chỉ sô' đa dạng nucleotide và 
haplotype ở cừu Phan Rang tưong tự với các 
nghiên cứu khác trên cừu và dê.

Bâng 1. Vị trí đa hình nucleotide trong vùng COI của cừu được khảo sát
Vi trí đa hình 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Vi trí đinh vi trên trình tự phân tích 45 93 243 264 330 336 381 459 747 816
KP702285.1 c T T T c G T T c T

Trong đó: KP702285.1: trình tự dùng làm mạch khuôn.

PRS1
PRS2
PRS4
PRS6
PRS12
PRS14
PRS15
PRS32
AuHS35

T c
A

T

AuHS57
AuHS4
AuHS9
ArS40
ArS42 C C C A

A

c c T c
ArS43
ArS44
ArHS47
ArHS56

T c T

ArHS3
ArHS15

T C T

Bảng 2. Phân tích haplotype trên mẫu cá thê cừu

Haplotype số cá thê’ Cá thể Chi số da dạng haplotype (Hd)

Hapl 14 PRS1; PRS2; PRS4; PRS6; PRS12; PRS14; PRS15, ArHS47; 
ArHS56; ArHS15, AuHS4; AuHS9, ArS40; ArS44

Hap2 3 PRS32, ArHS3, ArS43
Hap3 2 AuHS35; AuHS57
Hap4 1 ArS42

0,500±0,122

3.3. Khoảng cách và mối quan hệ di truyền
Ma trận khoảng cách di truyền được phân 

tích và trình bày ở Bảng 3 cho thâỳ khoảng 
cách di truyền giữa nhóm cừu Phan Rang vói 
cừu lai Úc hay lai Arab là nhò nhất (0,00103 
và 0,00111), điều này cho thây mô'i quan hệ di 
truyền giữa cừu Phan Rang và con lai là gần 
nhâ't và con lai cừu úc hay Arab trong nghiên 

cứu này có thê dựa trên nền cừu cái Phan 
Rang. Trong khi đó, khác biệt về di truyền 
lón nhất (0,00386) tìm thâỳ giữa nhóm cừu lai 
Úc (AuHS) với cừu thuần Arab (ArS), kê' đến 
là cừu lai Arab (ArSH) vói cừu thuần Arab 
(0,00342) và sau đó là giữa cừu Phan Rang và 
cừu thuần Arab (0,00334).
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Bảng 3. Khoảng cách di truyền giữa các nhóm

PRS AuHS ArS ArHS
PRS 0,001 0,00020 0,00003 0,00022
AuHS 0,00103 0,001 0,00060 0,00020
ArS 0,00334 0,00386 0,006 0,00034
ArllS 0,00111 0,00148 0,00342 0,002

Phẩn dữ liệu dưới đường chéo là giá trị 
khoảng cách di tr uyền, dữ liệu trên đường chéo 
là chênh lệch của. khoảng cách di truyền giữa các 
nhóm và dữ liệu in đậm nằm trên đường chéo là 
giá trị khoảng cách di truyêh nội nhóm.

Cây quan hệ di truyền được xây dựng dựa 
trên mô hình Tamura-Nei bằng phương pháp 
Maximum Likelihood với giá trị bootstrap lặp 
lại 1.000 lẩn. Sự phân hóa di truyền giữa các 
nhóm giông cừu được thể hiện ở Hình 2.

Hjtnbur(KP702285.1) 
PRS1

PRS4
PRS6
PRS12
PRS14
PRS15

ĩ. AuHS4
ÁUHS9
A1S40
Ạ1S44
ArHS47
ArHS56
ATHS15
Karakas(l-M236177.1)

L AUHS35 
61“auHS57

I ArS43
8 |AiHS3

' Brbhum (MN011573.1)
___ ị-ArS42

98 Awasá(HM2361821)
I----------------Moưion Armenta(MT7682321)

*—I Ovis v>gná(KF938361 1)
1 Ovis ammon(KT78l6891)

------Ovis canadensis(JN181255.1)
Capra Nrcus(MZD73671.1)

0.050 0.060 ooc 0030 0020 00» oooo

Hình 2. Cây quan hệ di truyền giữa các nhóm 
giông cừu dựa vào vùng gen COI ty thê

Sô'ở các nhánh là giá trị bootstrap, thang tỷ lệ 
biểu thị khoảng cách di truyêh

Dựa vào cây quan hệ di truyền (Hình 2) 
có thê thây được hầu hết các cá thể cừu Phan 
Rang (ngoại trừ cá thể PRS32) tập trung thành 
một nhánh lớn. Bên cạnh đó, 04 cá thể cừu lai 
Úc AuHS9, AuHS4, AuHS36, AuHS57, trong 
đó 2 cá thể AuHS35, AuHS57 có xu hướng tách 
nhóm phụ hay lai Arab (ArHS56, ArHS47, 
ArHS15) cũng tập trung trong nhánh này, 
điều này có thê minh chứng rằng đa phần con 
lai này có thể có nguồn gốc là cừu mẹ Phan 
Rang và cừu bố là Arab hoặc úc. Trong nhóm 

này có quan hệ râ't gần với cừu Karakas của 
Thổ Nhĩ Kỳ hay cừu Hulunbuir (Trung Quô'c), 
cả hai nhóm cừu này thuộc nhóm cừu châu Á. 
Bôn cá thể cừu thuần Arab (thu nhận từ nhóm 
cừu nhập về nuôi tại Ninh Thuận) phân thành 
3 haplotype và chia vào 03 nhóm khác nhau 
trên cây di truyền. Hai cá thể (ArS40, ArS44) 
cùng nhóm lớn với cừu Phan Rang, cá thê 
ArS42 cùng nhóm cừu Awassi (Trung Đông), 
cá thể ArS43 cùng nhóm cừu Birbhum (Ấn 
Độ) và 01 cá thê cừu Phan Rang (PRS32) thuộc 
nhóm này. Từ kết quả này cho thâỳ cừu Phan 
Rang có quan hệ di truyền gần vói các nhóm 
cừu nhiệt đới của châu Á hơn so với cừu Bắc 
Mỹ (Ovis Canadensis).
4. KẾT LUẬN

Là nghiên cứu đầu tiên phân tích đa dạng 
di truyền dựa vào trình tự nucleotide trên 
vùng gen COI ty thể cho cừu Phan Rang, kết 
quả cho thâỷ cừu Phan Rang có quan hệ di 
truyền gần gũi hơn với nhóm cừu châu Á. 
Nhóm cừu lai có khoảng cách di truyền gần 
với cừu Phan Rang và xa so với nhóm cừu 
thuần Arab nhập ngoại nuôi tại Ninh Thuận. 
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