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Linh vuwe k§y thuat dwoc dé cap

Séng‘ ché dé cap dén; khong ké cac dbi twong khac, ché phdm chira té bao c6
kha ning d6i gi6i tinh & giéng cai loai gidp x4c muoi chan va dén thé hé con thu duoc,
theo cach truc tiép hodc gidn tiép, tir loai gidp x4c mudi chin duoc dbi gisi tinh nay.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Thudc tinh ctia viée lwa chon giéi tinh trong qué trinh nhan gibng dong vat va
kha ning tao ra nén tang k¥ thudt néng nghiép xung quanh né ma s& ning cao ning
suit da dugc thiét 1ap trong cic dong vat nudi cdy nhu gia stc, gia cAm va c4 (De
Vries (2008); Correa et al., (2005) va Beardmoreet al., (2001)). Nghé nudi trong céc
loai gidp x4c van chu yéu st dung cac quin thé khong ddng nhit ma ngin chin céc
mAu vat sinh truéng ludng hinh giéi tinh nhat. Khi duoc tach biét, loai gidp x4c da
ching minh téc d§ sinh truéng dugc ting cudng khi ning lugng dugc phan phdi
huéng t6i sinh truéng hon 13 huéng téi sy chin tuyén sinh duc va cic hoat dong gisi
tinh khéc lién quan dén sinh san. Phan 16n 13, viéc nuéi trdng loai gidp x4c phu thudce
riéng vao noi nuéi dudng va trai san xuat gibng dé cip 4u tring khi sinh san khong
phai 1a mot phan ctia giai doan sinh trudng trong trang trai va phén phéi ning luong
huéng dén kha ning khéng mong muén ctia né. Do d6, viée nudi cdy cac quin thé mot
gidi tinh, tit ca gidng duc hodc tit ca gidng céi, tao ra san luong cao hon va gia tri
thuong mai 16n hon. Mic du trong mét sb loai giap xéc, tat ca quin thé gidng duc tao
ra san luong cao hon trong céc diéu kién nuéi ciy quan canh, vai nghién ctru (Gopal er
al., (2010) va Otoshier al., (2003)) d xuét ring trong cac didu kién nuéi ciy ting
cuong va trong hau hét cac loai gidp xdc mudi chan dwoc nudi cdy ngay nay thi gidng
c4i c¢6 thuan loi hon vé mit kinh té. Trong quan thé tit ca gidng céi trong cac didu kién
thuong mai, kich c& cudi cung khi thu hoach c6 sy déng nhat & muc cao thu duoc gia
tri san xuit cao hon dén 35% so v6i tat ca gidng duc. Hon thé nita, rd rang ring viéc

tach biét ra khoi gidong cai lam gidm sy xam lugc va Gng suat, lam giam sy an thit
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d6ng loai, phan phdi tinh déng nhit cao hon vé kich ¢ khi ban trén thi truong va quan
trong nhét 14 cho phép tdc d6 luu trit cao hon.

Su biét hod gidi tinh va su phat trién ctia dic diém gidi tinh thir cdp duoc diéu
khién bang céc co ché khac nhau trong toan bd qua trinh tién hoa. Trong dong vit cb
xuong sdng va mot sé nhém dong vat khong ¢ xuong sdng, cac quy trinh nay chiu su
diéu khién ctia hoécmén gidi tinh. Su x4c nhan gin day cho biét ring con tring hau
nhu khong ¢6 ho6cmén gidi tinh, cac tdc nhan chiu trach nhiém cho qua trinh chin gidi
tinh ctia déng vt chan d6t van con tranh luan. Loai gip x4c ma tién hod gin véi con
tring ¢ tuyén phét sinh tinh duc (androgenic gland-AG) ma chiu trach nhiém cho qua
trinh biét hoa gi6i tinh duc. Piéu tha vi 13, trong mot s6 loai gidp xac, viée diéu chinh
ndi tiét cua qua trinh biét hod gi6i tinh dién ra trudc vé bén ngoai kiéu hinh cta dic
diém bén ngoai thr cip nay.

Vai tro cua AG trong qua trinh biét hod gidi tinh duc dugc ching minh trong
vai loai giap xac bang cach quan sit cac dic diém gidi tinh so cdp va thi cap sau khi
loai bd AG hoic ciy ghép. Trong loai vo gidp chan bén Orchestiagamarella, viée cit
bd AG hai bén di lam giam sy sinh tinh tring va ngan chin sy phét trién cac dic diém
gi6i tinh gibng duc thir cdp. Trong Macrobrachiumrosenbergii, viéc ddi chirc ning
gi6i tinh hoan toan tir giéng duc thanh gidng c4i Neo va tir giéng cai thanh giéng duc
Neo lan luot dat duoc biang viée cit bé AG hai bén bang phau thuat va ciy ghép.

Cho dén nay, khong cé k¥ thuat hitu hiéu nao dé dat duoc viée tao ra céc qufin
thé giap xac mudi chdn mot gidi tinh gidng cai. Van c6 nhu cau dbi véi cac phuong
phép hitu hiéu, c6 hiéu qua cao va an toan dé tao ra cac quan thé gidp xdc muodi chin
mdt gidi tinh tit ca gidng cai.

Ban chét k§ thuit ctia sing ché

Theo mot phuong 4n, séng ché d& xuit moi trudng nudi cdy té bao so cip bao
gdm: méi truong nudi cdy té bao va té bao thu duoc tir tuyén phat sinh tinh duc (AG)
phi dai cta loai giap x4c mudi chan. Theo mdt phwong 4n, mdi trudng nudi cdy té bao
so cap khong chira manh mo. Theo mét phuong 4n, tuyén AG phi dai ciing 13 ting sinh
hoic tang san. Theo phuong 4n khac, cac thudt ngit “ting sinh” va “ting san” c6 thé si

dung thay thé cho nhau.
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Theo phuong 4n khéc, sang ché con d& xuit ché phim chira it nhat 1a 1 x 10* &
bao don doc thu duoc tir tuyén phat sinh tinh duc (AG) phi dai ciia loai gidp xac mudi

chan.

Theo phuong 4n khéc, séng ché con d& xuit quy trinh thu duge mbi trudng nudi
chy t€ bao so cAp bao gdm mai trudng nudi cdy té bao va té bao thu duge tir tuyén phat
sinh tinh duc (AG) phi dai cua loai gidp xdc muodi chan, trong dé quy trinh nay bao
gdm céc budc: thu cac té bao don ddc bang qué trinh phén ly enzym cia té bao AG tir
tuyén phat sinh tinh duc (AG) phi dai ctia loai gidp xac mudi chan; tao hat té bao AG
phan ly trong méi trudmg nudi ciy té bao; va u té bao thu duge tir bude (b) trong thiét
bi t khéng chira CO, & 26°C dén 28°C; do d6 thu dugce méi truong nudi cy té bao so
cAp bao gdm méi trudng nudi ciy té bao va té bao thu duoc tir tuyén phét sinh tinh duc
(AQG) phi dai ctia loai giap xadc mudi chan.

Theo phuong 4n khéc, sang ché con dé& xuit loai gidp xdc mudi chan gidng cai
di truyén (WZ), trong d6 loai nay bao gdbm moéi trudng nudi cdy té bao so cdp. Theo
phuong an khéc, loai gidp xdc muoi chan gidng cai di truyén, trong d6 loai nay bao
gdm mdi trudng nudi ciy té bao so cip trai qua qua trinh d6i gidi tinh ddy du (thanh
gidng dyc) — gibng duc Neo. Theo phuong 4n khic, sing ché dé xuét loai gidp xac

mudi chin ddng giao tr WW.

Theo phuong 4n khac, sang ché con dé xuét phuong phép thu dugc thé hé con
tat ca gibng céi, trong d6 phuong phip ndy bao gém budc giao phdi loai gidp xac
mudi chin gibng cai WW véi gidng duc (ZZ), do d6 thu dugc thé hé con tit ca giéng
cai.

Theo phuong 4n khéc, sang ché con dé xuit phuong phap thu dugc gibng duc
chtra nhidm sic thé gi6i tinh W, trong d6 phwong phap nay bao gém bude tiém vao
loai giap x4c mudi chan, non hon 80 ngay sau du tring va chira nhidm séc thé giéi tinh
W, ché phim chira it nhit 1a 1 x 10%t& bao don doc thu duoc tir tuyén phét sinh tinh
duc (AG) phi dai cia loai gidp xac muoi chan, do d6 thu dugc gidng duc di giao tir

mang nhiém séic thé gi¢i tinh W.
M0 ta vin tit cic hinh vé

Fig.1: M6 hinh xé4c dinh gi6i tinh theo so dd trong qua trinh tao ra giéng duc

Neo, gibng c4i WW va thé hé con tit ca gidng cai. @ - 1a giéng cai va J- 1a gibng duc.
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Céc chit cai W va Z duoc sit dung dé minh hoa mé hinh x4c dinh gi6i tinh dua vao
nhiém sic thé. WZ va WW 1a gidng cai va ZZ 14 giéng duc. X mé ta phuong phap
nhan giéng va cac miii tén nhé cho biét thé hé lai ctia mdi phép lai. Ty 1& phan trim
(%) phan anh ty 1é ma trong d6 mdi thé hé lai so sanh giéng duc ddi lai gibng cai hoic
cac gibng cai théng thuong (WZ) d6i lai cac gibng cai ddng hop tir (WW). Viée tiém
ding d chi viéc ding méi trudng nudi cdy dang huyén phu chira té bio AG phi dai
dugc phan ly vé mit enzym. Miii tén 16n cho biét phan tiép theo ctia biéu dé dé nhan
gidng céc gibng cai WW.

Fig.2: Anh hién vi cta phép so sanh mé hoc cua tuyén phat sinh tinh duc
nguyén ven va phi dai cia M. rosenbergii. (A) Céc phan cia tuyén phat sinh tinh duc
(AG) nguyén ven va (B) AG phi dai ma duoc nhudém béng cach sir dung hematoxylin
va eosin va dugc quan sat dudi kinh hién vi quang hoc. Vi tri cia AG duogc thé hién 1a

(c4c miii tén). Ong tinh (SD). C6t ty 16 1a 50pum.

Fig.3: Anh hién vi clia méi trudng nudi cdy té bao so cap AG phi dai dugc phan
1y v& mit enzym trong huyén phu tir thoi gian lai M. rosenbergii. Té bao AG dugc ghi
chép (A) 2 ngay va (B) 6 ngay sau khi tao hat bing cach str dung kinh hién vi quang
hoc nghich dao. Vi tri ctia té bao AG trong mdi trudng nudi cdy duoc chi ra 13 (mii
tén). Cot ty 1€ 1a 500um trong (A) va 100um trong (B).

Fig.4: Céc hinh anh hién vi thé hién qua trinh tiém méi truong nudi ciy té bao
AG so éép phi dai dugc phan ly v& mit enzym trong huyén pht bang cach st dung
thiét bi vi tiém dbi v6i gidng cai M. rosenbergii sau 4u tring. (A) Giai doan sau 4u
tring thir nhit dugc gidi han trén bé mit plastixin trude khi (B) dugc dit vao mat kép
phong thi nghiém d6i véi qua trinh van hanh ctia may vi tiém. (C) Viéc chén mao dén
bang thuy tinh (dwoc danh déu hinh tron) ctia may vi tiém (phia trén cta hinh anh)
trong quy trinh tiém huyén phu té bao.

Fig.5: Anh hién vi thé hién céc dic diém gi6i tinh thr cAp bén ngoai trong M.
rosenbergii. (A) Hinh anh gidng duc (&) va hai gibéng céi (?) - ngudn: EudesCorreia.
(B) Cac hinh anh hién vi phén cét ctia chan boi thit hai cia giéng duc (anh phia trén)
va gibng cai (anh phia dudi) M rbsenbergii. Chan boi ctia giéng duc chia hai
appendix masculina (miii tén mau tring) va appendix interna (miii tén mau den) trong

khi chan boi cta giong céi chi chtta appendix interna.
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Fig.6: Anh hién vi gel thé hién viéc x4c dinh giéi tinh di truyén cta cac PL
giéng duc Neo. D& phan biét cac gibng duc khong phan biét duoc vé mit hinh thai véi
cac gibng duc Neo, tat ca cac PL dai dién ma duoc thao tac béng viéc tiém va duoc
thir nghiém ddi v6i su phat trién (v) hodc thiéu (¥) 4M va céc 16 sinh duc giéng duc,
duogc thir nghiém vé mit di truyén bang cach st dung trinh tw ADN dic hiéu gibng cai.
Sau d6 duoc khuéch dai bang PCR va duoc tach qua gel 2% agaroza duoc nhudm
bang ethidi bromua va duoc hién thi bing cach sir dung tia tir ngoai (bang phia trén).
Mrp-actin phuc vu nhu d6i chimg duong tinh d6i véi PCR, dam bao su ¢6 mit cﬁa
ADN trong mdi mau (bang phia dudi). ADN cia gidng céi ding M. rosenbergii (Q) va
nuée 1an luot duoc phuc vu nhu d6i ching duong tinh va 4m tinh (NC).

Fig.7: Anh hién vi thé hién gidng duc Neo M. rosenbergii phat trién céc dic
diém gi6i tinh duc x4c nhan chudn. M6t 1an tiém huyén phu t& bao AG bao gbém viéc
phét trién sau dic diém gidi tinh riéng duoc giéi han & gidng duc M. rosenbergii: AM
d6i chan boi tha hai (miii tén mau tring) va 18 sinh duc & gbc chin nguc thir ndm (cac
miii tén). V& mit hinh thai hoc, cic gidng duc (cot bén trai) va gidng duc Neo (cot &
gitta) c6 thé phan biét duoc véi nhau. Cac gibng cai chi mang appendix interna (miii
tén mau den) va khong phat trién cac 15 sinh duc & gbc chan nguc thi nam (cot bén
phai).

Fig.8: Anh hién vi thé hién gidng duc Neo M. rosenbergii dat dugc sy phan hod
hinh thai gidng duc ddy du. Cac giéng duc Neo thu dugc tir mot huyén phi té bao AG
dugc tién trién qua su phan hoa hinh théi thong thudng va dugc phét trién thanh cang
xanh truéng thanh hoan toan, theo hé théng do thong thudng duoc phét trién boi
Kuriset al., (1987). D6t ban cia giéng duc Neo (cang) dugc sinh truéng dén gin hai
lan mién 1a gidgp (1an luot 14 70mm so véi 37mm). Mb tinh hoan 16n ciing quan sat

duoc khi giai phau (ghép).

Fig.9: Anh hién vi thé hién gidng duc Neo M. rosenbergii thé hién qua trinh
phét trién tuyén sinh duc giéng duc ddy dt. Mit cit ngang md hoc dugc nhudm
Hematoxylin va Eosin cho biét (A) éng tinh dich dugc lam ddy tinh dich cing vé6i (B)
thuy tinh hoan hoat hoat dong & muc cao. Trong cac vung mat do cao sau d6 (phéan
chia)-va khong dang ké (truéng thanh) duoc quan sat. (C) Tinh dich trong dng tinh thé
hién hinh 6 dao nguoc dic trung cia tinh dich truéng thanh Mr. (D) Té bao tinh

nguyén bao 16n tron (Sg) dugc nhudém ddm va dugce cho 1a dinh vi trong phén ngoai vi

-6-
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ctia thuy d6i dién véi tinh tring (Sz) ma duoc nhuém nhat va chu yéu chira thé tich
- thuy, nhu trudng hop trong giéng duc M. rosenbergii sinh san vé mit gi6i tinh. Cot =
250pum (A va B) va 50um (C va D). Céac truong duogc xéc dinh trong cac khung trong

A va B dugc mé rong va dugc ghi chép lan luot 12 C va D.

Fig.10: Thtt nghiém thé hé con dang phan tr cia giéng duc Neo duoc lai véi
gidng céi théng thuong: Anh hién vi gel thé hién viéc x4c dinh gidi tinh di truyén cta
cic PL duoc chon tir thé hé con cua gibng duc Neo duoc lai véi gibng céi thong
thuong. Dé phan biét gidng duc khong phan biét duge vé mit hinh thai v6i gidng céi
(¢ giai doan sém PLy), tat ca dai dién dugc thir nghiém vé mit di truyén bing cach st
dung chi thi gi6i tinh ADN dic hiéu W. Sau d6 duoc khuéch dai bang PCR va duoc
tach biét qua gel 2% agaroza dugc nhudm béng ethidi bromua va dugc hién thi béng
cach sir dung tia tir ngoai (bang phia trén). Pé phan biét hon nita 2 quin thé con cia
gidng cai, WZ va WW, viéc phén tich phén tir dugc thuc hién bing cach sir dung chi
thi giéi tinh ADN dic hiéu Z, véi gibng duc phuc vu nhu dbi ching (bang & gitta). My
[-actin phuc vu nhu dbi ching duong tinh dbi véi PCR, dam bao su ¢6 mit cia ADN

trong mdi mau (bang phia dudi).

Fig.11: Biéu d6 tron thé hién su phan bd kiéu gen ctia thé hé con cua gibng duc
Neo x gibng céi thong thuong. Cac kiéu gen twong d6i v6i gidi tinh di truyén cta cac
PL tir thé hé con cia giéng duc Neo va giéng cai thong thudng duoc x4c dinh bing
céch st dung céc chi thi gi6i tinh phan tir dua vao sy phan bd cudi cling duogc tinh
toan. (A) Su phan b tong thé ctia 865PL chi dua vao chi thi giéi tinh dic hiéu Z cho
biét ring khoang ba phan tur thé hé con (77%) gdm c6 cac gibng cai WZ va gibng duc
Z7. Cac PL con lai (23%) 1a gidng cai WW. (B) Nhém dai dién cta 174 PL duogc lay
mau (tir 865PL) va duoc phan tich v& mit di truyén bang cach st dung ca chi thi di
truyén dic hiéu W va Z. Viéc x4c dinh kiéu gen cudi ciing thé hién ring cac gibng cai
WW va gibng duc ZZ 1a & ty 18 1:1 (mdi ty 18 24,1%) va ca & khoang ty 18 1:2,1 véi
céc gidng cai WZ thong thudng (51,8%).
M5 ta chi tiét sang ché

Theo mét phuong 4n, sang ché d& xudt moi truong nudi cy té bao so cip bao

gbém: moi truong nudi cdy té bao va té bao thu duoc tir tuyén phét sinh tinh duc (AG)

phi dai cua loai gidp xdc muoi chan. Theo phuong an khéc, “moi trudng nudi cay teé
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bao so cap” 1a mbi trudong nudi ciy té bao thu duoc tir tuyén phét sinh tinh duc. Theo
phuong 4n khac, “mai truong nudi cdy té bao so cip” theo sang ché khong bao gdm té
bao bt tir. Theo phuong 4n khéc, “méi trudng nuéi ciy té bao so cap” theo sang ché
khong bao gdbm té bao chuyén gen. Theo phuong 4n khic, “méi trudng nudi ciy té bao
so cap” theo sang ché khong bao gdm té bao khéi u. Theo phuong an khéac, ché phim
ctia sang ché bao gdm “méi trudong nudi ciy té bao so cap”. Theo mot phuong 4n, loai
gidp xdc muoi chén la loai gidp xdc muoi chan tom Penaeid. Theo mét phuong én,

sang ché dé xuat rang loai gidp xac muoi chan 1a Macrobrachiumrosenbergii.

Theo phuong 4n khéc, t& bao trong “moéi trudng nudi cy té bao so cip” bao
g6m hodc gdm c6 té bao tuyén phat sinh tinh duc phi dai dugc phan ly vé mit enzym.
Theo phuong 4n khac, méi trudng nudi cdy t& bao so cp ciia sang ché duoc dung lidu
cao ngoai mong doi va phuong phép thanh cong dé tao ra loai gidp x4c mudi chin
gidng duc Neo. Theo phuong an khac, viéc tiém ché phdm cua sang ché vao trong loai
giap x4c muodi chin gibng cai sau au tring dan dén viéc dbi gi6i tinh. Theo phuong 4n
khéc, viéc tiém ché phim cia sang ché chura t& bao 1a viée cdy ghép té bao nhu duogc
mé ta trong ban mé ta nay. Theo phuong 4n khac, viéc tiém ché phdm ctia sang ché
chtra té bao 1a viéc ciy ghép té bao don doc. Theo phuong 4n khic, ngudn té bao duoc
mé ta trong ban md ta nay va loai gidp xdc muoi chin cin duoc xir 1y bing t& bao
dugc mo ta trong ban mo ta nay la cta cung loai. Theo phuong &n khéc, loai gidp xéac
mudi chin gidng cai sau 4u tring (c6 nhidm sic thé gidng cai) ma da trai qua qué trinh
dbi gioi tinh thanh gidng duc vé mit chic ning gidi tinh — duoc goi 1a “gidng duc
Neo” 14 chti yéu dé tao ra sau d6 thé hé con hodc méi trudong nudi cay tit ca mot gisi
tinh gidng cai. Theo phuong 4n khéc, loai gidp xac mudi chin gidng cai sau au tring
nhu duoc moé ta trong ban mé ta nay 14 loai gidp xac mudi chan gibng cai kiéu dai.

Theo phuong 4n khéc, it nhit 1a 40% gidng cai di truyén trai qua viéc tiém/ciy
ghép té bao nhur dugc mo ta trong ban mb ta nay séng dugc trong quy trinh nay. Theo
phuong 4n khac, it nhit 1a 50% gidng cai di truyén trai qua viéc tiém/cdy ghép té bao
nhu duge mo ta trong ban mé ta nay séng dugc trong quy trinh nay. Theo phuong 4n
khéc, it nhét 12 60% gidng cai di truyén trai qua viéc tiém/cdy ghép té bao nhu duoc
mo ta trong ban mé ta nay séng duoc trong quy trinh nay. Theo phuong an khac, it
nhat 1a 70% gidng cai di truyén trai qua viéc tiém/cdy ghép té bao nhu duoc mé ta

trong ban mo ta nay sdng duoc trong quy trinh nay. Theo phuong 4n khac, it nhét 1a
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75% gibng cai di truyén trai qua viéc tiém/cAy ghép té bao nhu dugc md ta trong ban
mo ta ndy séng duoc trong quy trinh nay. Theo phuong 4n khac, it nhit 1a 80% gidng
céi di truyén trai qua viéc tiém/cdy ghép té bao nhu duoc mo ta trong ban md ta nay
séng duoc trong quy trinh nay. Theo phuong an khéc, theo thir nghiém nay 81% gidng
cai di truyén trai qua viéc tiém/cdy ghép t& bao nhu dugc mo ta trong ban mé ta nay
séng duoc trong quy trinh nay (khong dugce thé hién trén hinh v&). Theo phuong 4n
khac, viéc cdy ghép theo sang ché 1a cay khép khéc loi.

Theo phuong 4n khéc, it nhét 12 40% dén 90% gidng céi di truyén trai qua viéc
tiém t& bao nhu duge mo ta trong ban moé ta nay sdng duge trong quy trinh nay. Theo
phuong 4an khéc, it nhat 12 50% dén 80% gibng cai di truyén trai qua viéc tiém/cay
ghép té bao nhur duge mo ta trong ban md ta nay séng dugc trong quy trinh nay. Theo
phuong 4n khac, it nhat 1a 60% dén 80% giéng cai di truyén trai qua viéc tiém/ciy

ghép té bao nhur duge mo ta trong ban md ta nay séng duoc trong quy trinh nay.

Theo phuong 4n khéc, it nhat 1a 25% gibng cai di truyén trai qua viéc tiém/ciy
ghép té bao nhu duge mo ta trong ban mé ta nay phat trién thanh giéng duc Neo. Theo
phuong 4n khac, "giéng duc Neo" 1a gibng cai di truyén c6 kha ning thu tinh cho
tring. Theo phuong an khéc, c6 kha ndng thu tinh cho trimg 1a c¢6 kha nang giao phéi
v6i loai gidp xac mudi chan gidng céi nhu dugec mo ta trong ban md ta nay. Theo
phuong 4n khac, "giéng duc Neo" 13 gidng céi di truyén c6 kha ning thu tinh cho
trimg khi chin gi6i tinh thanh giéng duc. Theo phuong 4n khac, "giéng duc Neo" 14
gidng céi di truyén chita Appendix masculina (AM). Theo phuong 4n khéc, "gibng duc
Neo" 1a gidng cai di truyén chira it nhat 1a mot 15 sinh duc duc. Theo phuong 4n khéc,
"gibng duc Neo" 1a gibng cai di truyén chita Appendix masculina (AM), it nhét 1a mot
15 sinh duc duc va c6 kha ning thu tinh cho trimg khi chin gidi tinh. Theo phuong an
khac, it nhat 1a 30% gidng cai di truyén trai qua viéc tiém/cdy ghép té€ bao nhu dugc
md ta trong ban md ta nay dugc phat trién thanh giéng duc Neo. Theo phuong 4n
khac, it nhat 1a 35% gidng cai di truyén trai qua viéc tiém/cdy ghép té bao nhu dugc
md ta trong ban mé ta ndy dugc phét trién thanh gibng duc Neo. Theo phuwong an
khac, it nhat 1a 40% gidng cai di truyén trai qua viéc tiém/cay ghép té bao nhu dugc
mo ta trong ban mé ta nay dugc phat trién thanh gidng duc Neo. Theo phuong an
khéc, it nhit 1a 45% gibng cai di truyén trai qua viéc tiém/ciy ghép té bao nhu duoc

mo ta trong ban mo ta nay dugc phat trién thanh gidng duc Neo. Theo phuong 4n
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khéc, it nhét 12 50% gibng cai di truyén trai qua viéc tiém/cdy ghép té bao nhu dugc
mo ta trong ban md ta nay duoc phét trién thanh giéng duc Neo. Theo phuong &n
khac, it nhit 12 60% giéng céi di truyén trai qua viée tiém/cay ghép té bao nhu duoc
mé ta trong ban mé ta nay dugc phét trién thanh giéng duc Neo. Theo phuong an
khéc, it nhét 13 70% gidng cai di truyén trai qua viéc tiém/cdy ghép té bao nhu duoc
mé ta trong ban mé ta nay dugc phét trién thanh giéng duc Neo. Theo phuong 4n
khac, it nhit 12 80% gibng cai di truyén trai qua viéc tiém/ciy ghép té bao nhu duoc
mé ta trong ban md ta ndy dugc phét trién thanh giéng duc Neo. Theo phuong 4n
khac, it nhit 1a 90% gibéng céi di truyén trai qua viéc tiém/ciy ghép té bao nhu duoc

mo ta trong ban mé ta nay duoc phat trién thanh gidng duc Neo.

Theo phuong an khéc, 25% dén 90% gibng cai di truyén trai qua viéc tiém/cay
ghép té bao nhu duoc moé ta trong ban mé ta nay duoc phat trién thanh gidng duc Neo.
Theo phuong 4n khac, 25% dén 60% gidng céi di truyén trai qua viéc tiém/ciy ghép té
bao nhu dugec mé ta trong ban mé ta nay dugc phat trién thanh gidng duc Neo. Theo
phuong 4n khac, 25% dén 50% gidng cai di truyén trai qua viéc tiém/ciy ghép té bao

nhu duoc mé ta trong ban mé ta nay duoc phat trién thanh gidng duc Neo.

Theo phuong 4n khéc, viéc giao phdi gidng duc Neo véi gibng cai théng
thuong din dén thé hé con chira it nhét 1a 500 gidng cai WW riéng r&. Theo phuong 4n
khéc, viéc giao phdi giéng duc Neo véi gidng céai thong thudng din dén thé hé con
chtra it nhat 12 600 giéng cai WW riéng r&. Theo phuong an khac, viée giao phéi gidng
duc Neo véi gidng cai thong thuong din dén thé hé con chia it nhat 1a 700 gidng cai
WW riéng r&. Theo phuong 4n khéc, viéc giao phdi gidng duc Neo véi gidng cai thong
thuong dan dén thé hé con chia it nhat 1a 800 gidng cai WW riéng ré&. Theo phuong én
khéc, viéc giao phdi giéng duc Neo véi gidng céi thong thuong din dén thé hé con
chtra it nhét 12 900 gidng c4i WW riéng r&. Theo phuong 4n khéc, viéc giao phdi gidng
duc Neo v6i gidng cai théng thuong din dén thé hé con chia it nhét 13 1000 gidng cai
WW riéng r&. Theo phuong an khéc, viéc giao phéi giéng duc Neo véi gibng cai thong
thuong din dén thé hé con chira 150 dén 1.500 giéng cai WW riéng ré. Theo phuong
an khac, viéc giao phéi gibng duc Neo v6i gibng cai thong thuong dan dén thé hé con
chtra 200 dén 2.000 gidng cadi WW riéng ré. Theo phuong 4n khac, viéc giao phdi
gibng duc Neo v6i gidng cai thong thuong ddn dén thé hé con chra 250 dén 2.500

gibng cai WW riéng r8. Theo phuong an khac, s§ lugng con chau WW duge x4c dinh
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dua vao viéc ldy mau nhiéu 1an cta nhiéu phép lai (dit liéu khong dugc thé hién trén

hinh v¢).

Theo phuong an khac, "giéng duc Neo" 1a gidng duc Neo cta loai gidp xac
mudi chan. Theo phuong 4n khéc, "giéng duc" 1a gidng duc cta loai giap xdc mudi
chén. Theo phuong an khac, "giéng cai" 1a gidng cai ctia loai giap x4c mudi chan.

Theo phuong 4n khac, sang ché d& xuat phuong phép tao ra giéng cai WW.
Theo phuong 4n khac, gidng cai WW c6 thé khong phai 1a san pham tu nhién trong
céc loai ma trong d6 tinh chuyén gi6i tinh 1a khong tu nhién. Theo phuong an khac,
sang ché @& xuit gibng cai WW. Theo phuong an khac, sang ché d& xuit phuong phap
tao ra gidng cai WW chita phép lai gibng duc Neo WZ (gidng cai dbi gidi tinh dugc
thao tac) v6i gibng cai thong thuong hodc gidng cai WZ. Theo phuong an khac, sing
ché dé xuit gibng duc Neo WZ lam cha (con chau ctia mét phép lai gitta gidng duc ZZ
thong thudong va gibng cai WZ - thé hé P). Theo phuong 4n khac, W hodc Z dung dé
chi nhiém sic thé giéi tinh hodc giao tir ctia loai gidp xac mudi chan nhu duoc mé ta
trong ban mé ta nay. Theo phuong an khac, WW, WZ hodc ZZ dung dé chi gisi tinh

kiéu gen cua loai gidp xadc mudi chadn nhu dugce mo ta trong ban mo ta nay.

Theo phuong an khéc, giéng duc Neo dugc tao ra bé“tng céch thao tac thé hé con
thu duoc tir phép lai gibng duc (ZZ) va gidng cai (WZ) chin giéi tinh cta loai gip xac
mudi chan (phép lai P). Theo phuong an khéc, viéc lai thé hé con sau 4u tring (PL)
cta gidng duc (ZZ) va giéng cai (WZ) gdm c6 khoang 50% giéng duc va khoang 50%
gidng cai (thé hé con ctia phép lai P). Theo phuong 4n khic, cac PL gidng ci thu dugc
tir thé hé con cta phép lai P duoc tach biét v6i giéng duc. Theo phuong 4n khic, cic
PL gibng céi thu duoc tir thé hé con ciia phép lai P duge tach biét véi gidng duc nhd
viée xé4c dinh giéi tinh di truyén phan tir bing cich stir dung chi thi giéi tinh ADN dic
hiéu W.

Theo phuong 4n khéc, truéec PLyy, cdc PL giéng cai dugc xac dinh thu duogc tir
thé hé con ctia phép lai P dugc thao tic bing cach tiém ché phdm chia t& bao nhu
duoc mé ta trong ban mé ta nay dé thu duoc gibng duc Neo WZ. Theo phuong 4n
khéc, gibng duc Neo WZ duogc sinh trudng cho dén khi cac ddc diém gidi tinh th cap
riéng cta gidng duc nhu su phét trién ctia Appendix masculina (AM) va 15 sinh duc &

gbc chan di thtr naim duoc thay doi.
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Theo phuong an khéc, gibng duc Neo WZ chin gidi tinh duogc lai v6i gibng cai
kiéu dai hodc giéng cai WZ (phép lai F1). Theo phuong an khéc, thé hé con ctia phép
lai F1 nay thu duoc ty 18 gidi tinh cai voi duc 1a khoang 3:1. Theo phwong 4n khac, thé
hé con duc ZZ cta phép lai F1 nay duoc loai trir va thé hé con 13 gidng cai con lai ctia
phép lai F1 nay, khoang 33% la giéng c4i WW. Theo phuong 4n khic, bang cach sir
dung thé hé con 14 gidng duc ZZ c6 chi thi gii tinh ADN dic hiéu W ctia phép lai F1
duoc loai trir va thé con 13 gidng cai con lai ctia phép lai F1 nay, khoang 33% duoc
xac dinh 1a WW béng cach st 'dung sang loc am tinh dya vao chi thi gi6i tinh ADN
dac hiéu Z.

Theo phuong 4an khac, tir 2 dén 250 anh em c6 2 dang giao tir, khoang 50%
mang nhiém sic thé gisi tinh W va khoang 50% mang nhiém sic thé gi6i tinh Z cta
thé hé F1 dugc chon mot cich ngiu nhién dé thao tic ddi gidi tinh. Theo phuong 4n
khéc, it nhét 1a khoang 50% anh em c6 2 dang giao tir, khoang 50% mang nhiém sic
thé gi6i tinh W va khoang 50% mang nhiém sic thé gi6i tinh Z ctia thé hé F1 ma duoc
chon mét cach ngiu nhién dé thao tac ddi gi6i tinh thuc t& chinh thanh giéng duc Neo.
Theo phuong an khéc, giéng duc Neo (anh em) ma dugc sinh truéng thanh chin gi6i
tinh con duoc lai voi gidng cai WZ thong thuong. Theo phuong 4n khac, sang ché dé
xuét phuong phép thu duoc gidng cai WW bao gdm giéng duc Neo lai véi gidng céi

WZ théng thudng (thé hé con F2).

Theo phuong 4n khéc, thé hé con F2 (thé hé con cta gidng duc Neo va gidng
cai WZ) khién cho né tang dén it nhit 1a 500 gidng c4i WW. Theo phuong an khéc,
thé hé con F2 (thé hé con ctia gibng duc Neo va giéng cai WZ) khién cho né ting it
nhét 1a 700 gidng cai WW. Theo phuong 4n khéc, thé hé con F2 (thé hé con cta giéng
duc Neo va gibng c4i WZ) khién cho né ting it nhat 13 900 gidng c4i WW. Theo
phuong 4n khéc, thé hé con F2 (thé hé con ciia gidng duc Neo va gidng cai WZ) khién
cho né tang it nhit 1a 1.000 gidng cai WW. Theo phuong 4n khac, thé hé con F2 (thé
hé con cia gidng duc Neo va gibng cai WZ) khién cho né ting 200 dén 2.000 giéng
c4i WW. Theo phuong 4n khéc, thé hé con F2 (thé hé con ctia gidng duc Neo va gidng
cai WZ) khién cho né tang 250 dén 2.500 giéng cai WW. Theo phuong 4n khéc, thé hé
con F2 (thé hé con cua gibng duc Neo va gidng cai WZ) khién cho né ting dén it nhét
1a 1200 gidng cai WW. Theo phuong 4n khac, it nhét 14 nam gidng cai WW 14 anh em.

Theo phuong 4n khéc, cic gidng cai anh em WW duoc tao ra tir cac phép lai bao gébm
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nim giéng duc Neo khac nhau, trong d6 giéng duc Neo 14 cha c¢6 ngudn gde tlr ciing

cha me.

Theo phuong 4n khéc, tit ca t& bao trong méi trudng nudi ciy té bao so cap la
té bao thu duoc tir tuyén phat sinh tinh duc (AG) phi dai ciia loai giap xdc mudi chan.

Theo phuong an khic, mdi trudng nudi cay t€ bao so cap la “moi trudng nudi cay té

bao so cap clia tuyén phat sinh tinh duc phi dai”.

Theo phuong an khac, it nhét 14 50% té bao trong moi trudng nudi ciy té bao so
cAp va/hoic ché phidm nhu duge mé ta trong ban md ta nay 14 té bao AG tuyén ndi tiét.
Theo phuong an khéc, it nhit 12 60% té bao trong méi trudng nudi ciy té bao so cip
va/hoic ché phim nhu dugc mé ta trong ban mé ta nay 1a t€ bio AG tuyén noi tiét.
Theo phuong an khéc, it nht 13 65% té bao trong méi truong nudi ciy té bao so cip
va/hoic ché phim nhu dugc mé ta trong ban mé ta nay 1a t& bio AG tuyén noi tiét.
Theo phuong an khéc, it nhét 12 70% té bao trong méi truong nudi ciy té bao so cip
va/hodc ché phim nhu duge mé ta trong ban mé ta nay 1a t& biao AG tuyén noi tiét.
Theo phuong an khéc, it nhét 12 75% té bao trong méi trudong nudi ciy té bao so cip
va/hodc ché phdm nhu duoc md ta trong ban mé ta nay 14 té bao AG tuyén noi tiét.
Theo phuong an khéc, it nhat 12 80% té bao trong méi truong nudi ciy té bao so cip
va/hodc ché phim nhu duge mé ta trong ban mé ta nay 1a té bio AG tuyén noi tiét.
Theo phuong 4n khéc, it nhét 1 85% té bao trong méi truong nudi ciy té bao so cip
va/hodc ché phdm nhu duoc mb ta trong ban mé ta nay 1a té bao AG tuyén néi tiét.
Theo phuong an khéc, it nhat 12 90% té bao trong méi truong nudi ciy té bao so cip
va/hodc ché phim nhu duoc md ta trong ban mé ta nay 14 té bao AG tuyén noi tiét.
Theo phuong an khéc, it nht 12 95% t& bao trong méi truong nudi ciy té bao so cip
va/hodc ché phdm nhu duoc mb ta trong ban mé ta nay 1a té bao AG tuyén noi tiét.
Theo phuong 4n khac, it nhit 12 98% té& bao trong méi trudng nudi ciy té bao so cip
va/hodc ché phim nhu duoc mb ta trong ban md ta nay 1a té bao AG tuyén noi tiét.
Theo phuong an khéc, it nhit 13 99% té bao trong mbi truong nudi cAy té bao so cip
va/hoic ché phdm nhu dugc moé ta trong ban moé ta nay 1a té bao AG tuyén noi tiét.

Theo phuong an khéc, té bao AG tuyén ndi tiét tao ra it nhit 1a mot yéu td.
Theo phuong an khéc, té bao AG tuyén noi tiét biéu hién va/hoic tao ra céc yéu t ma
gdy ra sy biét hod giéi tinh. Theo phuwong 4n khac, té bao AG tuyén ndi tiét biéu hién

va/hodc tao ra it nhat 1a mét yéu to ma gay ra su phat trién cua cic ddc diem gidi tinh
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duc. Theo phuong 4n khéc, té bao AG tuyén ndi tiét biéu hién va/hoic tao ra ban sao
ma hoa dang insulin ddc hiéu AG (I4G) va/hodc protein. Theo phuong an khéc, té bao
AG tuyén ndi tiét biéu hién va/hodc tao ra protein thuéc ho hodcmén insulin. Theo
phuong an khac, té bao AG tuyén ndi tiét biéu hién va/hodc tao ra nhiéu yéu té ma gay
ra sy phat trién vé cac dic diém gi6i tinh duc. Theo phuong 4n khac, t€ bao AG tuyén
ndi tiét 13 mot ph?ln cua truc tuyén ndi tiét ma diéu khién su biét hoa gidi tinh, sy phat

trién va duy tri cac dac diém gidi tinh duec.

Theo phuong 4n khac, it nhit 1a 8% té bao trong mdi trudng nudi ciy té bao so
cAp va/hodc ché pham nhu dugc mé ta trong ban md td nay la céc té bao don doc.
Theo phuong 4n khéc, it nhat 1a 10% té bao trong méi trudng nudi chy té bao so cip
va/hodc ché phAm nhu duge mé ta trong ban mé ta nay 1a cac t& bao don doc. Theo
phuong 4n khac, it nhat 1a 20% té bao trong mdi trudng nudi cly t& bao so cip va/hodc
ché phdm nhu duoc mo ta trong ban mb ta nay 1a cac t& bao don ddc. Theo phuong 4n
khéac, it nhat 1a 25% té bao trong méi trudng nudi cdy té bao so cip va/hodc ché phdm
nhu duge mé ta trong ban moé ta nay 1a céc té bao don doc. Theo phuong an khic, it
nhat 1a 30% té bao trong méi trudong nudi ciy té bao so cip va/hodc ché pham nhu
duoe mo ta trong ban mo ta hay 14 cac té bao don doc. Theo phuong 4n khac, it nhét 1a
35% t& bao trong moi trudong nudi ciy té bao so cip va/hodc ché pham nhu duge mb ta
trong ban mé ta nay 1a céc té bao don ddc. Theo phuong an khéc, it nhét 14 40% té bao
trong mdi trudng nudi ciy té biao so cap va/hoic ché phdm nhu duge md ta trong ban
mo ta nay 1a cac t& bao don doc. Theo phuong 4n khéc, it nhat 1a 45% té bao trong mdi
truomg nudi cly té bao so cAp va/hodc ché phAm nhu duge moé ta trong ban mo ta nay
1a c4c t& bao don doc. Theo phuong 4n khac, it nhit 1a 50% té bao trong méi trudng
nudi cdy t& bao so cip va/hoic ché phdm nhu duge mo ta trong ban mé ta nay 1a cac té
bao don ddc. Theo phuong 4n khéc, it nhat 1 60% té bao trong mdi trudng nudi cly té
bao so cAp va/hodc ché phdm nhu duoc mé ta trong ban mé ta nay 1a cic té bao don
ddc. Theo phuong 4n khéc, it nhét 1a 70% té bao trong méi trudng nudi ciy té bao so
clp va/hodc ché phdm nhu dugc md ta trong ban mo ta nay la céc t€ bao don doc.
Theo phuong 4n khéc, it nhét 1a 80% té bao trong méi trudng nudi cdy té bao so cap
va/hodc ché phém nhu dugc mé ta trong ban mé ta nay la cac té bao don doc. Theo
phuong 4n khc, it nhat 1a 90% té bao trong mai trudong nudi cdy té bao so cip va/hoic

ché phdm nhu dugc mé ta trong ban md ta ndy 1a céc té bao don ddc. Theo phuong 4n
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khac, it nhét 1a 95% té bao trong méi trudng nudi ciy té bao so cip va/hoidc ché phdm

nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay 1a céc t€ bao don doc.

Theo phuong 4n khac, it nhit 13 8% té bao trong méi trudong nudi cly té bao so
cAp va/hodc ché pham nhu dugc md ti trong ban md ta nay dut_rc quan tu. Theo
phuong 4n khac, it nhat 1a 10% té bao trong méi trudng nudi cly té bao so cip va/hoic
ché phdm nhu dugc mb ta trong ban mb ta nay dugc quan tu. Theo phuwong an khac, it
nhit 1a 20% t& bao trong moi trudng nudi cdy té bao so cap va/hodc ché phdm nhu
dugc mo ta trong ban mé ta ndy dugc quin tu. Theo phuong an khéc, it nhat 1a 25% té
bao trong méi trudng nudi cy té bao so cAp va/hodc ché phim nhu dugc moé ta trong
ban md ta nay dugc quin tu. Theo phuong an khac, it nhat 1a 30% té bao trong mdi
truong nudi cdy té bao so cip va/hodc ché phdm nhu duoc mo ta trong ban mé ta nay
duge quan tu. Theo‘phuo*ng an khac, it nhit 1a 35% t&€ bao trong méi truong nudi ciy
té bao so cAp va/hodc ché phdm nhu dugc mé ta trong ban md ta nay dugc quan tu.
Theo phuong 4n khéc, it nhét 1a 40% té bao trong méi trudng nudi cly té bao so clp
va/hodc ché phdm nhu duge md ta trong ban mé ta nay duoc quan tu. Theo phuong 4n
khac, it nhét 1a 45% té bao trong méi trudng nudi cdy té bao so cip va/hoic ché pham
nhu duge md ta trong ban mé ta nay duoc quin tu. Theo phuong 4n khéc, it nhat 1a
50% té bao trong méi truong nudi ciy té bao so cAp va/hodc ché phdm nhu duge mb ta
trong ban mo ta nay duogc quin tu. Theo phuong 4n khéc, it nhat 13 60% té bao trong
moi trudng nudi ciy té bao so cip va/hodc ché phim nhur duge mé ta trong ban moé ta
nay dugc quin tu. Theo phuong 4n khéc, it nhat 1a 70% té bao trong méi trudng nudi

cAy té bao so cip va/hodc ché pham nhu duge mo ta trong ban md ta ndy duge quan tu.

Theo phuong 4n khac, quin tu t& bao cia sang ché bao gdm 2 dén 70 té bao.
Theo phuong 4n khéc, quan tu t& bao cta sang ché bao gdm 2 dén 50 té bao. Theo
phuong an khac, quin tu t& bao ctia sing ché bao gdm 2 dén 40 t& bao. Theo phuong
an khac, quin tu t& bao ctia sang ché bao gdm 2 dén 30 té bao. Theo phuong 4n khac,
quén tu té bao clia sang ché bao goém 2 dén 25 t& bao. Theo phuong 4n khac, quan tu té
bao ctia sang ché bao gém 2 dén 20 & bao.

Theo phuong 4n khac, moi trudong nudi cdy té bao so cip va/hodc ché pham nhu
duge md ta trong ban md ta nay khong c¢é hodc hau nhu khong cé md nguyén ven.
Theo phuong an khac mdi trudng nubi chy té bao so cdp va/hodc ché pham nhu dugc

md ta trong ban mo6 ta nay khdng c¢6 hodc hau nhu khéng chira manh mo.
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Theo phuong 4n khac, tuyén AG phi dai ciing 13 tuyén AG ting sinh/ting san.
Theo phuong 4n khéc, tuyén AG phi dai 14 tuyén ma thé tich gia ting. Theo phuong 4n
khac, tuyén AG phi dai 12 tuyén ma thé tich gia ting theo céc tri s§ trung binh nhan
tao. Theo phuong 4n khac, tuyén AG phi dai 14 tuyén véi té bao thanh phan duoc ma
rong (so v6i tuyén thong thudng). Theo phuong 4n khéc, tuyén AG ting san khac biét

bai s6 lugng té bao gia tang (so voi tuyén thong thudng).

Theo phuong 4n khac, méi trudng nudi ciy té bao so cap va/hodc ché pham nhur
duoc mo ta trong ban mo ta ndy bao gdm it nhit 1a 1 x 10*té bao hoic t& bao don ddc
thu dugc tir tuyén phét sinh tinh duc (AG) phi dai ctia loai gidp x4dc mudi chan. Theo
phuong an khac, méi truong nudi ciy té bao so cip va/hoic ché phim nhu dugc moé ta
trong ban md ta nay bao gdm it nhit 1a 1 x 10° t&€ bao hoic & bao don doc thu dugc tir
tuyén phat sinh tinh duc (AG) phi dai ctia loai gidp x4c mudi chan. Theo phuong an
khéc, méi truong nudi cdy té bao so cAp va/hodc ché pham nhu duge mé ta trong ban
mo ta nay bao gdm it nhét 13 1 x 10*té bao hodc té bao don doc thu dugc tir tuyén phat
sinh tinh duc (AG) phi dai cua loai gidp xdc mudi chan. Theo phuong 4n khic, moi
truong nudi cay t& bao so cip va/hodc ché phidm nhu duoc mé ta trong ban mé ta nay
bao gbm it nhat 1a 1 x 10’ t& bao hodc té bao don doc thu duoc tir tuyén phat sinh tinh
duc (AG) phi dai cta loai gidp xdc muoi chan. Theo phuong én khac, mdi trudng nudi
cly té bao so cap va/hodc ché pham nhu duge mé ta trong ban mé ta nay bao gbm it
nhit 1a 1 x 10°t& bao hoic t& bao don doc thu duogc tir tuyén phat sinh tinh duc (AG)
phi dai ctia loai gidp xac mudi chan. Theo phuong an khac, méi trudong nudi cdy té bao
so cAp va/hodc ché pham nhu duoc mé ta trong ban mé ta nay bao gdm it nhit 13 1 x
107 t& bao hoic té bao don doc thu dugc tir tuyén phat sinh tinh duc (AG) phi dai cia
loai gidp x4c mudi chan. Theo phuong 4n khic, méi trudng nudi ciy t€ bao so cip
va/hodc ché phdm nhu duge mé ta trong ban mé ta nay bao gdm it nhit 1a 1 x 10%t&
bao hoic té bao don doc thu dugc tir tuyén phét sinh tinh duc (AG) phi dai cta loai
gidp xdc muoi chan.

Theo phuong an khéc, ché phdm nhu duoc mé ta trong ban mé ta nay bao gdbm
moi truong nudi ciy té bao. Theo phuong 4n khac, mdi truong nudi ciy té bao tro gitip
cho su sinh truéng ctia t& bao duoc mé ta trong ban mé ta nay. Theo phuong 4n khac,
moéi trudng nudi cdy té bao tro gitp cho qua trinh ting sinh cua t& bao duoc mé ta

trong ban mé ta nay. Theo phuong 4n khic, méi trudng nudi cdy té bao giy ra hoic
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duy tri qué trinh tiét ho6cmén phat sinh tinh duc bai té bao duoc mé ta trong ban mod
ta nay. Theo phuong an khéc, cic chuyén gia trong linh vuc nay da biét cic méi

truong nudi cay té bao thich hop.

Theo phwong 4n khéc, ché phdm nhu duge mo ta trong ban mb ta nay bao gdm:
Arginin, biotin, NaCl, glucoza, insulin, xystin, cholin, KCI, penixilin, transferaza,
glutamin, folat, NaH,PO,, yéu t& sinh truéng ddc hiéu streptomyxin, histidin
nicotinamit, NaHCO;, d6 phenol, isoleuxin, pantothenat, CaCl,, huyét thanh chung,
leuxin, pyridoxal, MgCl,, Lysin, thiamin, methionin, riboflavin, phenylalanin,

threonin, trytophan, tyrosin, valin hogc t6 hop bét ky ctia chung.

Theo phuong 4n khéc, méi trudng nudi cdy té thich hop bao bao gdém L-15.
Theo phuong 4n khéc, méi truong nudi cdy té bao thich hop bao gébm L-15 dém. Theo
phuong 4n khéc, méi truong nudi cdy té bao thich hop bao gdm mdt hoic nhiéu axit
amin bazo tu do. Theo phuong 4n khéc, méi truong nudi ciy té bao thich hop bao gdm
L-Glutamin. Theo phuong 4n khic, méi truong nudi cdy té bao thich hop bao goém
huyét thanh. Theo phuong 4n khac, mdi trudng nudi cdy té bao thich hop bao gém
huyét thanh bao thai bo. Theo phuong 4n khac, méi truong nudi cdy & bao thich hop
bao gdm chét khéng sinh hodc t6 hop ciia chat khang sinh nhu nhung khéng chi giéi

han & penixilin-streptomyxin.

Quy trinh

Theo phuong 4n khéc, sang ché dé& xuit phuong phép thu duoc méi truong nudi
cdy té bao so cAp cla tuyén phét sinh tinh duc (AG) phi dai duoc phan ly vé mit
enzym trong huyén phti tir loai gidp xac muoi chan. Theo phuong an khéc, séng ché dé
xuat quy trinh thu dugc méi trudng nudi cdy té bao so cip, trong d6 méi trudong nudi
cdy té bao so cAp bao gdm/gdm c6 t& bao thu dugce tir tuyén phat sinh tinh duc (AG)
phi dai cua loai gidp x4c muoi chan va moi truong, trong d6 phuong phdp nay bao
gdm céc bude: (a) thu duge t& bao don doc béi té bao AG phéan ly vé mit enzym tir
tuyén phét sinh tinh duc (AG) phi dai ciia loai gidp xac mudi chén; (b) tao hat & bao
AG phan ly trong mdi truong nudi cdy t& bao; va (c) u t& bao thu duoc tir bude (b)
trong thiét bi 0 & 25°C dén 27°C; do d6 thu dwoc méi truong nudi ciy té bao so cp

bao gdbm moi tru(‘)’ng-nuéi cdy té bao va té bao thu duge tir tuyén phét sinh tinh duc

-17-



31768

(AG) phi dai ctia loai gidp xac mudi chan. Theo phuong an khac, thiét bi u 14 thiét bi a
khéng chtta CO,. Theo phuong &n khac, nhiét d6 cta thiét biu & khoang 26°C.
Loai gidp xac mudi chan dugc dbi gisi tinh

Theo phuong 4n khac, sing ché dé xuét loai gidp xac mudi chan, trong d6 loai
nay bao gdm moéi truong nudi cdy té€ bao so cAp va/hodc ché phdm nhu duge mé ta
trong ban moé ta nay. Theo phuong an khéc, sang ché dé xuat loai gidp xdc mudi chan
gibng céi, trong d6 loai nay bao gdm moi trudng nudi cdy té bao so cip va/hoic ché
pham nhu dugc mé ta trong ban mé ta nay. Theo phuong an khéc, loai giap xdc mudi
chin hoic loai gidp x4c mudi chan gidng cai 1a loai giap xdc mudi chan dén 180 ngay
sau 4u trung. Theo phuong 4n khéc, sang ché dé xuét loai gidp xdc mudi chan gidng
cai trai qua qué trinh dbi giéi tinh, trong d6 loai nay bao gdm moi trudng nudi ciy té
bao so cip va/hoic ché phim nhu duge mé ta trong ban mé ta nay. Theo phuong an
khac, loai gidp xdc mudi chan gidng cdi ma trai qua qua trinh dbi gi6i tinh theo sang
ché d@& xuét con chau. Theo phuong 4n khac, loai gidp x4c mudi chan giéng cai ma trai
qua qué trinh ddi gidi tinh theo sang ché d& xuét con chau loai gidp xac muodi chan

ddng giao tir WW.

Theo phuong 4n khac, sing ché d& xuat phuong phép thu duoc thé hé con tt ca
gidng céi, trong d6 phuong phép nay bao gém budc giao phdi gidng cdi WW dong
giao tir véi loai gidp x4c mudi chan gidng duc, do d6 thu duge thé hé con tit ca gidng
cai. Theo phuong 4n khac, sang ché d& xuit phuong phép thu duge thé hé con tit ca
gidng céi, trong d6 phuong phap ndy bao gém budc giao phdi gidng c4di WW dong
giao tir v6i loai gidp xac muoi chan gidng duc di giao i, do d6 thu dugc thé hé con tat
ca gidng cai. Theo phuong an khac, sang ché d& xuit phuong phap thu dugc thé hé con
tAt ca gidng céi, trong d6 phuong phép nay bao gdm budc giao phdi gibng cai WW
ddng giao tir v6i loai gidp x4c mudi chan gidng duc dong giao tir, do d6 thu duge thé
hé con tit ca gidng cai. Theo phuong 4n khac, gidng cdi WW dong giao tir 1a con chau
cta loai gidp x4c mudi chin gidng cdi ma trai qua qua trinh dbi gidi tinh theo séng
ché.

Theo phuong an khéc, sang ché dé xuit phuong phap thu duoc gidng duc c6
nhidm sic thé gi6i tinh W, trong d6 phuong phap nay bao gdm bude tiém cho loai giap

x4c mudi chan chira nhiém sic thé giéi tinh W va non hon 180 ngay sau au trung, ché
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phim chira it nhét 13 1 x 10%t& bao don doc thu duge tir tuyén phét sinh tinh duc (AG)
phi dai cta loai gidp xac muoi chan, do d6 thu duoc gibng duc cé nhiém sic thé gidi
tinh W. Theo phuong 4n khac, sang ché dé xuit phuong phap thu dugc gibng duc ¢6
nhidm séc thé gisi tinh W (vé mit di truyén 1a giéng cai), trong d6 phuwong phép nay
bao gdm budc tiém cho loai gidp x4c mudi chan l1a gibng cai vé mat di truyén (bao
gdm nhidm séc thé gidi tinh W) non hon 180 ngay sau 4u tring, ché' phim chira it nhat
1a 1 x 10*té bao don doc thu duogc tir tuyén phat sinh tinh duc (AG) phi dai cia loai
giap xac mudi chan.

Theo phuong an khac, non hon 180 ngay sau 4u tring 14 non hon 160 ngay sau
4u tring. Theo phuong 4n khac, non hon 180 ngay sau 4u tring 14 non hon 150 ngay
sau 4u tring. Theo phuong 4n khéc, non hon 180 ngay sau 4u tring 1a non hon 130
ngay sau 4u tring. Theo phuong 4n khac, non hon 180 ngay sau 4u tring 13 non hon
120 ngay sau 4u tring. Theo phuong 4n khac, non hon 180 ngay sau 4u tring 14 non
hon 100 ngay sau 4u tring. Theo phuong an khéc, non hon 180 ngdy sau au triung 1a
non hon 80 ngay sau 4u tring. Theo phuong 4n khac, non hon 180 ngay sau 4u tring
12 non hon 60 ngay sau 4u tring. Theo phuwong 4n khéc, non hon 180 ngiy sau 4u
tring 13 1 dén 60 ngay sau 4u tring. Theo phuong 4n khéc, non hon 180 ngay sau Au

tring 14 non hon 30 ngay sau 4u tring.

Theo phuong 4n khéc, viéc tiém 1 tiém vao trong mé co cia phan bung. Theo
phuong 4n khéc, viéc tiém 14 tiém vao trong mé co clia phan bung thi nhat. Theo

phuong an khéc, viéc tiém 1a tiém vao trong mé co cua phan bung thir hai.

Theo phuong 4n khéc, sang ché dé xuét phuong phap tiém méi truong nudi cdy
té bao so cp AG phi dai dugc phan ly v& mit enzym trong huyén phu trong loai gidp
x4c mudi chan. Theo phuong 4n khéc, sang ché d& xudt phuong phép tao ra loai gidp
X4ac muoi chan giéng duc Neo bang viéc tiém té bao AG phi dai duge phéan ly thu dugc
tlr mdi trudong nudi ciy so cdp trong ché phdm dang huyén phu. Theo phuong 4n khéc,
sang ché d& xut phuong phap tao ra loai gidp xac mudi chan giéng duc Neo biang mot
1an tiém t& bao AG phi dai duoc phan ly thu duoc tir méi trudng nudi cdy so cip trong

huyén pht.

Theo phuong 4n khac, té bao phi dai thu duoc tir AG phi dai ctia loai gidp xéac
mudi chan giéng duc truong thanh sau it nhét 12 5 ngay tir khi loai bo bing phiu thuét
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hai bén phtrc hé tuyén xoang co quan X. Theo phuong 4n khac, té bao phi dai thu duoc
tir AG phi dai cua loai gidp xac mudi chan giéng duc truéng thanh sau it nhat 14 8
ngay tir khi loai bo bing phiu thuat hai bén phic hé tuyén xoang co quan X. Theo
phuong 4n khac, t& bao phi dai thu duge tir AG phi dai ctia loai gidp xac mudi chén
gibng dyc truéng thanh sau qué trinh xir Iy da biét bt ky ma c6 thé gay ra su phi dai
trong AG. Theo phuong 4n khéc, té bao phi dai thu duge tir AG phi dai cua loai gidp
x4c mudi chan giéng duc truong thanh sau 4 dén 15 ngay tir khi loai bo bing phau

thuat hai bén phirc hé tuyén xoang co quan X.

Theo phuong 4n khac, sang ché d& xut ché phim duoc mo ta trong ban moé ta
nay duoc tiém mot 1an hodc nhidu I4n vao trong loai gidp x4c mudi chan gibng céi &
tudi ndm trong khoang tir 1 d&én 100 ngay sau 4u tringe. Theo phuong an khac, sang
ché @& xuét ché phém dugc mo ta trong ban m6 ta nay dugc tiém mot 14n hodc nhiéu
1An vao trong loai gidp xac muoi chan giéng cii & tudi ndm trong khoang tir 1 dén 50
ngdy sau au tring. Theo phuong 4n khac, viéc tiém la bing cic phuong tién cua thiét
bi vi tiém. Theo phuong 4n khéac, viéc tiém cho gidng céi chua chin gi¢i tinh gy ra
viée ddi chuc nang gi6i tinh thanh gibng duc va/hoic gidng dyc Neo. Gidng duc
va/hodc gibng duc Neo sau d6 duoc st dung, theo mét s6 phuong an, dé thu duge

quan thé mot giGi tinh tit ca gidng cai bang cach tao ra giéng cdi WW.

Nhu duoge st dung trong ban md ta nay, cac dang sO it “mot” bao gom nhiéu
dang trir khi ¢6 quy dinh rd rang khac. Do d6, vi dy, viéc tham chiéu dén "tac nhén

diéu tri" bao gém viéc tham chiéu dén nhi¢u hon mét tdc nhan dicu tri.

Trir khi ¢6 quy dinh khéac hodc 18 rang khéc trong ban mo ta nay, nhu dugc st

dung trong ban mé ta nay, thuat ngit "hoc" dugc hiéu 1a gém cé.

Thuéat ngtt "bao gém” dugc st dung trong ban mo ta nay cé nghia la va duoc st
dung thay thé cho nhau véi, cum tir "bao gém nhung khong chi gii han & ".

Nhu dugce st dung trong ban md ta ndy, cac thudt ngt "bao gém , g@)m co",
"chtra", "c6" va tuong tw c6 thé c6 nghia duge gan cho chung trong ludt sang ché My
va c6 thé ¢6 nghia 1a "bao gdm", "gdm c6" va tuong tw; "chi yéu gdm c¢6 hoic "gdm
c¢6 chit yéu" cling c6 nghia dugc md ta trong lut séng ché My va thuat nay khong giGi
han, cho phép sy c6 mit cua nhiéu hon céc thuit ngit ma duoc trich din mién 1a céc

dic diém co ban hodc mdéi ciia chung dugc trich dan khong bi thay doi boi su ¢ mat
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ctia nhidu hon céc thuat ngft dugc trich din, nhung ngoai trir cdc phuong 4n cila giai
phap k¥ thuat da biét.

Theo mdt sb phuong 4an, ché phadm cia sang ché bao gdm céc hoat chat dung
trong duoc phim. Theo mot sb phuong 4n, céc hoat chit ding trong dugc pham duge
b sung vao trude khi ciy ghép. Céc hoat chét ding trong duge phim bao gdbm nhung
khong chi gi6i han & bat ky trong sb cac vi du riéng dugc boc 16 trong ban mo ta nay.
Céc chuyén gia trong linh vuc nay s& biét duoc ring cac hop chét khac nhau ma nam
trong hang muc nay va la hitu ich theo séng ché.

Ay

Nhu duoc st dung trong ban mé ta nay, "luong hitu hiéu" cung dé chi luong té

bao ma tao ra tic dung mong mudn (nhu xir Iy hodc dbi gi6i tinh).

Trir khi ¢6 quy dinh cu thé hoic 13 rang dua vao ban md ta nay, nhu duogc sir
dung trong ban mo ta nay, thuat nglt "khoang" duoc hidu 12 nim trong khoang dung
nap thong thuong trong linh vuc nay, vi du trong 2 d6 léch chuin trung binh. Khoang
c¢6 thé duoc hidu 1a nim trong 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%,
0,1%, 0,05% hodc 0,01% tri s6 da néu. Trir khi c6 quy dinh rd rang khéc, tAt ca cac tri

s0 theo s6 dugc dé xuat trong ban mo ta ndy dugc stra doi boi thuat ngit khoang.

Céac muc dich, cac vu diém khéc va cac déu hidu k¥ thuat méi cta sang ché s&
tr& nén 13 rang dbi véi chuyén gia trong linh vue nay khi xem xét cic vi du sau day,
ma khong duogc duy dinh 1dam gidi han pham vi bao hd cua séng ché. Ngoai ra, mdi
phuong 4n trong sé cac phuong 4n khac nhau va cac khia canh ctia séng ché nhu dugc
mb ta trén day va nhu duoc néu trong cac diém yéu ciu bao ho dudi day cé trg gitp

theo thir nghiém trong cac vi du sau day.
Vi du thue hién séng ché

No6i chung, danh phap dugc st dung trong ban mo tad nay va cac quy trinh
phong thi nghiém duogc sir dung trong sang ché bao gdm cac k§ thuat phan tir, sinh
hod, vi sinh vat va ADN tai tb hop. Céc k¥ thuat nhu vay duoc giai thich day du trong
c4c tai lidu chuyén nganh. Xem, vi du, 4n pham: "Molecular Cloning: A laboratory
Manual" Sambrook et al., (1989); "Current Protocols in Molecular Biology" Volumes
I-IIT Ausubel, R. M., ed. (1994); Ausubel et al., "Current Protocols in Molecular
Biology", John Wiley and Sons, Baltimore, Maryland (1989); Perbal, "A Practical
Guide to Molecular Cloning", John Wiley & Sons, New York (1988); Watson et al.,
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"Recombinant DNA", Scientific American Books, New York; Birren et al. (eds)
"Genome Analysis: A Laboratory Manual Series", Vols. 1-4, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, New York (1998); cac phuong phdp dugc néu trong cac patent My
sb 4,666,828; 4,683,202; 4,801,531; 5,192,659 va 5,272,057; 4n pham: "Cell Biology:
A Laboratory Handbook", Volumes I-IIT Cellis, J. E., ed. (1994); "Culture of Animal
Cells - A Manual of Basic Technique" by Freshney, Wiley-Liss, N. Y. (1994), Third
Edition; "Current Protocols in Immunology" Volumes I-III Coligan J. E., ed. (1994);
Stites et al. (eds), "Basic and Clinical Immunology" (8th Edition), Appleton & Lange,
Norwalk, CT (1994); Mishell and Shiigi (eds), "Selected Methods in Cellular
Immunology", W. H. Freeman and Co., New York (1980); c4c thir nghiém mién dich
san c6 duoc md ta sdu rong trong patent va tai liéu chuyén nganh, xem, vi du, patent
My sb 3,791,932; 3,839,153; 3,850,752; 3,850,578; 3,853,987; 3,867,517, 3,879,262,
3,901,654; 3,935,074; 3,984,533; 3,996,345; 4,034,074; 4,098,876; 4,879,219;
5,011,771 va 5,281,521; "Oligonucleotide Synthesis" Gait, M. J., ed. (1984); “Nucleic
Acid Hybridization" Hames, B. D., and Higgins S. J., eds. (1985); "Transcription and
Translation" Hames, B. D., and Higgins S. J., eds. (1984); "Animal Cell Culture"
Freshney, R. 1, ed. (1986); "Immobilized Cells and Enzymes" IRL Press, (1986); "A
Practical Guide to Molecular Cloning" Perbal, B., (1984) va "Methods in
Enzymology" Vol. 1-317, Academic Press; "PCR Protocols: A Guide To Methods va
Applications", Academic Press, San Diego, CA (1990); Marshak et al., "Strategies for
Protein Purification and Characterization - A Laboratory Course Manual" CSHL Press
(1996); ndi dung ctia tt ca céc tai liéu nay duoc dua ra trong ban mé ta nay bang cach

vién dan. Céc tai liéu tham khao chung khac duge dua ra trong toan bd tai liéu nay.
Vit liéu va phuong phap
Pong vat

Macrobrachiumrosenbergii gibng duc cang mau xanh (40+5g) duge nudi trong
céc bé riéng r& 600L & 28+2°C véi su thong gié khong ddi, ché do chiéu sang 14:10
(L:D) va cho an ad [libitum (vién tdm chita 30% protein) trong cdc nha mdy cua
Enzootic Holdings Ltd. C4c c4 thé non M. rosenbergii sau bién thai (nghfa 13, sau 4u

trung (PL)) dugc nudi trong bé hinh chit U 3,5m’ va dugc duy tri nhu trén.

Su phi dai tuyén phét sinh tinh duc va su phan ly té bao nhd enzym
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Phue hé tuyén xoang co quan X ctia than kinh noi tiét, dat trong mét kinh, da
biét dé tiét peptit than kinh ma diéu chinh 4m tuyén phét sinh tinh duc (AG) va céac
hoat tinh ctia né. Do do, su thao tac ndi tiét ma bao gém su loai trir cua n6 qua viéc
loai bo bing phiu thut va gdy ra ca phi dai va ting san AG dugc 4p dung cho gidng
duc cang xanh M. rosenbergii. Tam ngiy sau thao tic ndi tiét; giy mé gidng duc cam
tmg trong 15 phut trong nudc da lanh duge bd sung 0,2% hypoclorit nhdm muc dich
diét khudn. Sau d6, cit cac dong vat va AG phi dai cia chung duoc phan 1ap dudi kinh
hién vi dién tir giai phau. Tiép theo, tach t& bao bang qué trinh phan giai enzym. Tém
lai, tit ca AG phi dai duoc nhém vao mot éng va dit vao nudc d4. Sau d6, Iml hdn
hop enzym dic hidu va khang thé [moéi truong Leibovitz L-15 v6i L-Glutamin, 0,1%
trong luong/thé tich (w/v) Collagenaza typ I, 0,1% (w/v) Collagenaza typ IV va dung
dich Penixilin-Streptomyxin] duge bd sung vao. Sau d6, dit 5ng phan tmg phan ly vao
trong thiét bi quay & téc d6 25 vong/phut trong 40 phit & nhiét do trong phong (RT) va
tiép theo ly tim & 500xg trong 5 pht, cling & nhiét d§ trong phong. Khi ly tm, dit
6ng vao mui che dong 16p mong sinh hoc viét tring. Lép phia trén (khong chiic té bao
sdng) duoc loai bo va rira vién té bao bang cich tao huyén phu lai trong Iml méi
truong nap [moi truong Leibovitz L-15 véi L-Glutamin, 10% thé tich (v/v) huyét
thanh bao thai bd va dung dich penixilin-streptomyxin] va tiép theo ly tim & 500xg
trong 5 phut & nhiét d6 trong phong. Lap lai quy trinh rira ba lan. Cudi ciing, tao huyén
phu lai té bao trong 500u1 méi trudng nap.

Dém t€ bao

Nong d6 t& bao va kha ning séng duoc do bang cich st dung nhom xanh
Trypan tiéu chudn. Tém lai, té bao duoc nhudm bang dung dich xanh Trypan & nng
d6 cubi cing 0,08% va sau d6 nap vao huyét cau ké @ quan sat dudi kinh hién vi dién
tir & d6 phong dai 100 1an.

MBéi trudng nudi cdy té bao so cip AG

Céc phin chtra 101 t& bao huyén phi trong méi trudng duge tao hat ngay trong
dia 24 giéng duoc phu bang 20pg/ml poly D-lysin (PDL) & mat d6 khoang 1x10* té
bao/giéng hodc thir nhit duoc nap vao trong thiét bi vi tiém, chuyén qua vi mao bang
thuy tnh vi tiém vao trong ng 1,5ml va sau d6 tao vién trong dia 24 giéng & mat do

khoang 1x10* t& bao/giéng. Trong s6 cac té bao duoc gom, phan dugc phan phdi dé
g
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déanh gid kha nang séng va dugc nhudm nhu duge mo ta trén day. Té bao duogc sinh
trudng trong thiét bi t khong chita CO, ¢ 27°C. Hai muoi bbn gid sau khi tao vién va
tro lai, moi trudong sinh trudng duoc thay thé mot phin mdi ngay khac. N6i chung, té
bao duge duy tri trong 21 ngay ma trong thoi gian d6 chung duoc gidm sat dudi kinh
hién vi dién t&r nghich d4o va hinh thai hoc ctia chiing, mat d§ va su tuong tac dugc

ghi chép.
Tiém huyén pht té bao AG phi dai vao trong PL

Khé ning cta té bao AG phi dai duoc tinh ché va dugc sinh truong dé gay ra su
dbi gi6i tinh duoc thir nghiém. Quan thé hdn hop (gibng duc va gidng céi) chira PL 60
hodc 30 ngay hoac it hon (PL<y, PL<3; n=913) dugc tiém véi khoang 2x10° t& bao
AG phi dai. Noi chung, mdi PL duoc gi6i han trén bé mit plastixin va st dung thiét bi
vi tiém, trong khi quan sat qua méit kép phong thi nghiém, t& bao AG phi dai tir méi
truong nudi cdy so cdp duge tao huyén phii va duge ding qua mot 1an tiém vao trong
mo co cla phﬁn bung thtr nhét. Sau d6, cac PL dugc tiém duge chia thanh hai nhém:
(1) cha yéu gdbm c¢6 PL (n=883) ma duoc duy tri trong bé dang chit U 3,5m’ hoidc bé
tron khoang 10m® hoic bé bang dat hinh chit nhat (khoang 250m?; khoang 8m x 30m)
v6i d6 sau nude 1m dé sinh trudng. (2) gdm cé cac PL dai dién (n=30) ma duoc duy
tri trong bé hinh chit U 3,5m’. C4c PL sau d6 duoc thir nghiém théng thuong va tiép
theo dbi gidi tinh thanh gidng duc Neo kha nghi.
Appendix masculina (AM) v thir nghiém 13 sinh duc giéng duc

Dé danh gia cac ddu hiéu giéng duc, chan boi thit hai (chan boi) dugc loai bd
béng cach st dung kep min va su c6 mdt/hodc thiéu AM duge x4c nhan dudi kinh hién
vi dién tir. Trong cac giéng duc Neo truéng thanh (1 nam tudi) thir nghiém tai sinh
duoc thuc hién. Tom lai, cac giéng duc Neo vo1 AM xéc nhan, nhu dugc mo ta trén
day, dugc cho phép 16t xac va sy tai sinh AM duoc thir nghiém.

Vé bén ngoai ctia 15 sinh duc gidng duc & gbc chan nguc thir ndm (chan di)
duge thir nghiém bing cach dit PL 1én phia lung ctia né va nhin dudi mét kép phong
thi nghiém.

Phan tich phan tir
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Chan boi tht hai dugce loai bo trude dé quan sat AM da dugc su dung cho viéc
chiét ADN hé gen (gADN) dé x4c dinh di truyén gi6i tinh. Tém lai, gADN duoc chiét
bang cach st dung kit REDExtract-N-Amp Tissue PCR (Sigma, Israel) va dugc st
dung 1am mau vt d6i voi PCR cua cac chi thi gi6i tinh ADN dic hiéu W hoic Z
(Ventura et al., 2011). Cac san phém PCR duoc tach trén gel 2% agaroza, dugc nhudm
béng ethidi bromua va hién thi hoa trén bang tia tir ngoai.

Nghién ctru m6

Vo6 dugc cit cling v6i ng tinh dau gin (‘vas deferens’) tir gidng duc Neo (1
nam tudi). C dinh cac miu mé trong Carnoy II stra dbi [Etanol 60% (thé tich; Bio-
Lab Ltd, Israel), Cloroform 30% (thé tich; Frutarom, Israel), axit axetic t6i 10% (thé
tich; Sigma, Israel) va Formaldehyt 2% (thé tich; Sigma, Israel) trong 24 gio, hydrat
hoéd khtr qua mot loat néng do ruou gia ting dén Xylen (Sigma, Israel) va gén vao
Paraplast (Kendall, Mansfield, MA) theo quy trinh thong thuong. Cac phan Spm duoc
c4t trén tAm truot phu silan (Menzel-Gliser, Braunschweig, Germany). Céc phan lién
tiép dwoc nhudém bing cach st dung Hematoxylin tiéu chudn (Bar Naor, Israel) va

Eosin (Bar Naor, Israel) dé quan sat hinh thai.

Vidul
Tao ra gidng duc neo bing cach sir dung mot 1an tiém huyén phu té bao vao sau du
tring ctia loai gidp xac muoi chan gidng cai

Dit liéu thir nghiém dugc dua ra trong ban mo ta nady chiimg minh kha néng tao
ra moi trudong nudi cdy t& bao so cip ciia tuyén phat sinh tinh duc phi dai cta loai giap
x4c mudi chin phén ly v& mit enzym trong huyén phil va st dung moi truong nudi ciy
té bao so cip cia tuyén phét sinh tinh duc phi dai ctia loai gidp x4c muoi chan dé tao
ra giéng duc Neo. Cac gibng duc Neo nay con sit dung dé giao phdi va tao ra gidng cai
WW dan dén viéc tao ra thé hé con nudi céy tht ca giéng cai mot gidi tinh.
Nhiém séic thé W va Z-xdc dinh gi6i tinh

Luu dd duoc thé hién trén Fig.1 minh hoa mé hinh x4c dinh gi6i tinh dua vao
nhidm sic thé W va Z. Theo mé hinh thira k& di truyén nay, gidng céi l1a di giao tir
(WZ) va gibng duc 1a ddng giao tir (ZZ). Luu dd nay cho biét ring tham chi mot 1an
tiém méi trudong nudi ciy té bao so cdp AG phi dai trong huyén phti vao loai gidp xé4c
mudi chan non gidng cai PL ¢6 thé gy ra qua trinh ddi gidi tinh ddy da va chic ning
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gi6i tinh thanh gidng duc Neo. Ngoai mong doi 13, thao téc nay khong gay ra su 6m
dau hodc chét bt ky d6i voi cac dong vat duge xir Iy. Quan trong dé nhan manh réng
séng ché khéc phuc duoc rdo can lién quan dén thao tic mé6 AG ma din dén phé huy
tbc do chét va tc do dbi gidi tinh thap.

Gibng duc Neo “duoc tao ra”, ma c6 chirc nang giéi tinh day du nhu gidng duc,
1a céc gibng céi di truyén mang giao tit W. Khi giao phdi thanh cong giéng duc Neo
(WZ) v6i gibng cai thong thuong (nhu WZ), 25% thé hé con duoc phat hién 13 gibng
duc (ZZ) va 75% con lai 12 gibng cai. Trong sé phan con lai, 67% dugc x4c dinh 1a
gidng cai di giao tir (WZ) théng thudng trong khi 33% con lai duoc phat hién la cac
gibng c4i ddng giao tir WW don nhat.

Viéc giao phdi hon nita cac giong céi dong giao tt WW véi giong duc lam tang

dén 100% thé hé con gidng céi di giao tir WZ.

Do diéu tién quyét dé thu dugc mai trudng nudi cAy té bao tuyén phat sinh tinh
duc phi dai treo duogc, loai gidp x4c mudi chan giéng duc truong thanh phai dugc cam
g v& mat noi tiét do d6 ham luong neuropeptit rc ché AG dic hidu duge giam va
tuyén tao ra lugng di hodc moén phét sinh tinh duc ma co6 thé cam vmg thuc su phat
trién ctia gidng duc & dong vat c6 kha ning phét trién thanh ca gidng duc va gidng cai
(bat chdp ché phdm chira siu nhidm sic thé gi6i tinh cta né). Lan luot 13, sy can thi€p

nay din dén phi dai AG va chira t€ bao cta no.

Phép so sanh m6 hoc gitta AG nguyén ven (Fig.2A) va AG phi dai (Fig.2B)
chiing minh 18 rang sy khac nhau dang ké v& tong kich c& ctia AG, s6 luong té bao
chta né va biéu thi dic diém cta ching. Cac AG phi dai duoc loai bd vé mit phau
thuat duoc phan ly bing cach st dung hdn hop enzym dic higu dé thu duge huyén phi
chira t bao riéng r&.

Viée di qua vi tiém dudng nhu khong c¢6 tic dung 16 rang d6i véi kha ning
sdng ciia t& bao AG. Mbi trudng nudi chy t€ bao so cip tao vién dugc ghi chép vao
ngay 2 va 6 (1an luot 1a Fig.3A va Fig.3B) va dugc phat hién la c6 kha ning séng mién
1a 21 ngay trong mdi truong nudi cay.

Hinh anh kinh hién vi quang hoc ctia méi truong nudi cdy thé hién 1 rét kha
ning séng cua té bao, chimg minh su kéo dai té bao duogc phat trién tét (Fig.3). Sau d6
12 thé hién dic diém tiéu chun cta moi trudng nudi céy SO cép séng khoé manh, nhu
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tuong phan véi té bao chét ma c6 xu huéng co rat va sau dé tach khoi bé mit giéng va
ndi lén.

Dé tiém huyén phi té bao vao tac PL rat nho, tudi non tir 20 dén 60 ngay hoic it
hon sau bién thai (duoc goi 13 PLg), nén tang riéng két hop thiét bi vi tiém va mét
kép phong thi nghiém, duogc lap rap (Fig.4). Thao tac dugc thuc hién trén mdi dong vat
gi61 han du6i mat kép phong thi nghiém bang cach st dung thiét bi vi tiém (Fig.4).

Téng cong cb 450 PL gidng cai duoc tiém mot 1an v6i huyén phit méi truong
nudi cdy té bao so cip AG phi dai. Ty 18 tir vong truc tiép do thao tac gay ra dugc ghi
chép ngay sau khi thao tic va dén 48 gio. Ty 1é song ngay PL dugc cho 1a & miic cao,
& khoang 81%.

Khi dat dén sy chin gi6i tinh, M. rosenbergii ching minh tinh ludng hinh gi6i
tinh rd rang va gidng duc khac biét 13 rét véi gidng céi (Fig.5A). Trude khi chin gi6i
tinh ddy du, dic diém gi6i tinh tht cAp ddc hiéu gibng duc — 4M, c6 thé duoc phat
hién & chan boi thi hai ctia gibng duc khi dugc quan sat dudi mét kép phong thi
nghiém (Fig.5B, bang phia trén). Diéu nay trai véi appendix interna, ma dugc quan sat

trong ca gidng duc va giéng cai (Fig.5B).

Trong tdng s, 210 giéng duc ma duoc ding mot lan tiém té bao AG phi dai
huyén phi duoc sinh truéng trong thoi gian 7 dén 8 théng trong cic diéu kién khac
nhau (bé béng dat, bé 3,5m’, v.v). Rt nhidu dong vat duoc thao tdc nay dugc nudi
trong bé bang dét trong cac diéu kién sinh trudng, sau d6 chi dugc thir nghiém mét 1an
& 1an thu hoach cudi cing, 9 thang tir khi thao tac. Mot trim gidng cdi dugc cho 1a
duoc ddi gioi tinh hoan toan thanh gidng duc Neo, dua vao su phat trién ctia AM va
hai 13 sinh duc duc nhin thiy dugc & gbc chan bo thi nim. Céc gidng cai bd sung thé
hién su d6i gi6i tinh mdt phén chi v6i mot sb dic diém giéng duc dugc quan sat.
Ngoai ra, ba hinh thai gioi tinh khac biét ctia loai nay (giéng duc nhé, cang mau vang
cam va cang mau xanh), dugc quan sat. Khi gidm sat chdt ché hon nhom dai dién, 16
gibng c4i (duoc xac nhan theo chi thi giéi tinh di truyén, Fig.6) duoc thao tac nhu trén.
Khoéng 50 ngay sau thao tac, tit ca 16 gidng céi di truyén nay di phat trién AM, 13
trong s6 chiing ciing phat trién 15 sinh duc gibng duc (khoang 81%) (Fig.7, cot & gifra)

do d6, dugc xem 1a gibng duc Neo. Mudi bon (14) gibng duc PL nguyén ven c6 cling
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tubi nhu gidng céi thao tic, ma phuc vu nhur tham chiéu da thé hién ca AM va 16 sinh

duc & diém danh gia tht nhit (Fig.6 va Fig.7, cot bén trai), nhw mong doi.

Giéng duc Neo dugc giam sét trén co s& hang tudn va duoc phat hién 13 gitr lai
AM cia chung. Hon thé nita, cac giéng duc Neo mot nam sau khi thao tac da tai tao
AM ctia ching theo thir nghiém tai tao 16t xac. Cac giéng duc Neo nay dugc duy tri
trong cac bé riéng biét, di trai qua su biét hoa hinh thdi diy du va phat trién thanh hinh
thai giéng duc chiém wu thé — ‘cang xanh’ (ca thé dai dién duoc thé hién trén Fig.8).
Déi voi su phét trién tuyén sinh duc, gidng duc Neo cang xanh duoc gidi phiu va hé
thdng sinh san cua chung bao gdm vé chin (Fig.9, ghép) dugc Jdy mau dé didu tra mo
hoc (Fig.9). Céc c4 thé duoc giai phdu cho biét dng tinh phat trién t6t (Fig.9A) dugc
lam dAy véi tinh tring. Duéi su phéng dai cao, hinh théi ctia té bao d4 chimg minh ciu
tric tiéu chudn dang 6 dao nguoc lam dac trung dang té bao chin nay & giéng duc

M. rosenbergii (Fig.9B).

Hon thé nita, m6 tinh hoan d3 phat trién gébm c6 ca ving nhudém dim va nhat
dugc quan sat (Fig.9C). Dudi su phéng dai & cao, cac ving nﬁuém dam, duoc dit vao
phin ngoai vi ctia thuy d& néu bét ky, dugc cho 1a chira vong phan chia té bao nguyén
bao tinh (Fig.9D). Cac vung nhudm nhat, phin 16n gbém c6 thé tich thuy dwoc cho 1a
chira tinh trung chin.

Vidu2

Lai giéng duc neo thu dugc méi véi gidng céi théng thudng

Gibng duc Neo Mr dugc luu trit cling v6i gibng cai thong thuong trong cac bé
cong cong (3.5 dén 10m’ ). M6t 1an mot tudn, tat ca giéng cai duoc gom tur bé ma sau
d6, chi ¢6 cac gidng cai mang trimg duge loai bo vao trong bé thuy tinh riéng ré. Céc
gibng cai duge gidm sat hang ngay cho dén khi mau tring thay ddi tir mau vang cam
sang mau x4m ma chung duoc chuyén vao cic bé dé tring chita nuée mudi 12 dén
15ppt. Sau khi 4p trimg, loai bd giéng céi va méi trudong nudi ciy du tring duge bat
du nhu théng thudong. P& xac dinh xem liéu gibng céi c6 duoc thy tinh boi gidng duc
Neo hay khong, mdi thé hé con duge duy tri riéng biét va ngay sau khi bién thai, gidng

va gidi tinh theo kiéu gen sau 4u trung dugc xé4c dinh nhu duge mo ta trén day.

Céc gibng c4i ma duoc luu trit ciing v6i gidng duc Neo luu trit theo 1ra trong

céc bé cong cong duge thu tinh mot cach thanh cong. Khi bién thai, PL duoc mé ta dic
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diém chung bang cach st dung cac chi thi gi6i tinh ADN dé x4c nhan ring cac WW
PL c6 mit (Fig.10) (do do, ngoai trir kha nang gibng c4i dugc thy tinh béi gidng duc
77 théng thudong). Trong téng sb, trong sb 865 ca thé dugc thir nghiém thé hién 4
phép lai khic nhau cta it nhét 12 2 gidng duc Neo khac nhau, 77% (n=668) 1a duong
tinh dbi v6i chi thi gioi tinh ADN nhidm sic thé Z, cu thé 13, cic giéng cai WZ va
gibng duc ZZ (Fig.11A). Do d6, 23% con lai (n=197) dugc x4c dinh 1a gibng cai WW.
Hon thé nita, ca chi thi gi6i tinh ADN nhi®m sic thé W va Z dugc st dung dé mo ta
dic diém toan dién sy phan bd chinh x4c kiéu gen trong s6 mau 174 PL. Trong s sau
d6, 42 duogc xéac dinh 1a gibng duc ZZ (24,1%), 90 la gibng cai WZ (51,8%) va 42 1a
gibng cai WW (24,1%), v6i ty 18 kiéu gen ZZ: WZ: WW 14 1: 2.1: 1 (Fig.11B).

Vidu3
Lai trén quy mo thuong mai
Thé h¢ P

G thé hé cha me (P), mot thé hé gbc luu trit theo lra (gibng duc ZZ thong
thudong va gidng cai WZ) da tao thé hé con gdm c6 2.000 dén 5.000 nghin anh em WZ.

Thé hé F1

Trong sb con lai 10 gidng cii WZ thé hé tht nhat (F1) dugc chon ngiu nhién
trai qua qud trinh thao téc d6i gi6i tinh ma c6 tiém té bao nhu duge md ta trong ban
md ta nay. It nhét 13 5 trong s6 céc gibng cai WZ dugc chon duge d6i gi6i tinh thanh
cong thanh gidng duc Neo WZ c6 chirc ning ddy du. Thir nghiém nay ma trong d6 ty
18 thanh cong 50% duoc ghi chép theo thir nghiém khac lién quan dén viéc dbi gisi
tinh thanh cong cua giéng cai WZ thanh gibng duc Neo.

Thé hé F2

M3i giéng trong s6 cac gidng duc Neo (anh em) dugc sinh trudng thanh chin
gi6i tinh va dugc cho phép giao phdi mot lan véi gidng cai WZ thong thuong. Céc
phép lai nay lam ting dén it nhat 13 nam thé hé con F2. Mdi con ch4u cta thé hé con
F2 lién quan dén anh em dbi voi con chéu F2 song song ctia F2. Trong mdi thé hé con
F2 néu trén, thu duoc it nhit 1a 700 gidng c4i WW. R3 rang 13, cic gidng cai WW nay
¢6 thé da khong thu duoc ma khong can phai c6 qud trinh thao tic d6i gidi tinh ctia

gidng cai WZ va do d6 khong phai 1a san pham tu nhién.

-20-



31768

MB&i gibng cai F2 WW thu duge tir cac thé hé con F2 khéc nhau phai 14 anh em
duoc tao ra tir cac phép lai lién quan dén it nhit 12 5 giéng duc Neo F1 khac nhau (ma
phéi 1a cha me giéng duc Neo F1) thu duogc tir cung cha me. Thu dugc it nhét 13 5 anh

em nhu vay, so lugng t61 thi€u can dé san xuat hang loat.
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YEU CAU BAO HO
1. Mbi truong nudi cay té bao so cip, trong d6 méi truong nay bao gdbm: méi trudng
nudi cdy € bao va t& bao thu duoc tir tuyén phét sinh tinh duc (AG) phi dai cua loai
giap xac muoi chén, trong d6 it nhat 10% cac té bao nay 1a té bao don doc, trong d6 it
nhét 85% té bao trong moi trudong nudi cdy nay 14 té bao AG tuyén noi tiét, va trong d6
mdi trudng nudi ciy té bao so cip 14 vé co ban 1a khong c6 mé toan ven.
2. Mbi trudong nudi cdy t& bao so cip theo diém 1, trong d6 100% té bao trong moi
truong nudi cdy nay 1a t& bao thu dugc tir tuyén phat sinh tinh duc (AG) phi dai ctia
loai gidp x4c mudi chén.
3. Mbi truong nudi cdy t& bao so cip theo diém 1, trong d6 moéi truong nay khéng
chtra manh m6.
4. Moi trudong nudi ciy té bao so cip theo diém 1, trong d6 tuyén AG phi dai cling 12
tuyén AG ting san.
5. Ché phdm chwa it nhat 1a 1 x 10? t& bao don doc thu duogc tir tuyén phat sinh tinh
duc (AG) phi dai cua loai gidp xdc mudi chan.
6. Ché pham theo diém 5, trong d6 tuyén AG phi dai ciing 13 tuyén AG ting san.
7. Loai giap x4c mudi chan gibng céi, trong d6 loai nay chira mdi truong nudi cdy té
bao so cip theo diém 1 hodc ché pham theo diém 5.
8. Loai gidp x4c muoi chan gidng cai theo diém 7, trong d6 loai ndy trai qua qud trinh
d6i gi6i tinh.
9. Con chéu ctia loai gidp xac muoi chan giéng cai theo diém 8.
10. Loai gidp xac muodi chan dong giao tit WW theo diém 9.
11. Phuong phép thu dugc thé hé con tit ca giéng céi, trong d6 phuong phap nay bao
gdm budc giao phdi loai gidp xac mudi chan WW theo diém 10 véi loai giap xac muoi
chan giéng duc, do d6 thu duoc thé hé con tit ca gidng céi, trong d6 loai gidp xac
muoi chan WW 1a gidng cai WW.
12. Phuong phép theo diém 11, trong d6 giéng duc nay 1a gidng duc Neo WZ.
13. Loai giap x4c mudi chan giéng céi thu dugc bang phuong phap theo diém 11 hodc

12.
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14. Phuong phép thu duoc loai gidp xac mudi chan gidng duc chita nhiém sic thé gisi
tinh W, trong d6 phuong phép niy bao gdbm budc tiém vao loai gidp xac mudi chan
chira nhidm sic thé gi6i tinh W va non hon 180 ngay sau du tring, ché phim theo
diém 5, do d6 thu duoc loai gidp xdc mudi chin gibng duc chira nhidm sic thé gici
tinh W.

15. Phuong phép theo diém 14, trong d6 bude tiém nay 1a viéc tiém vao trong mé co

ctia phan bung.
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