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Linh vwe Kk thuét dwoc dé cap

Sang ché nay dé cip dén; khong ké cac ddi tugng khic, gidp xac muoi
chan dyc ddng giao tir WW va phuong phap thu dugc thé hé con toan céi bang
cach lai gidp xac mudi chan ddng giao tt WW véi gidp xac mudi chan khac.
Tinh trang k§y thuit ciia sing ché

Nhitng thudc tinh cta viéc lya chon gidi tinh trong chon gibng dong vat
va kha ning tao ra cu triic ha ting k¥ thuat trong néng nghiép xung quanh viéc
lua chon gidi tinh ma s€ cai thién ddc tinh nay da dugc thiét 1ap vitng chéc & cac
dong vat nudi nhu gia stic, gia cam va c4 (De Vries (2008); Correa et al., (2005)
va Beardmore ef al., (2001)). Nghé nudi giap xac van chit yéu sir dung cac quan
dan khéc gen ma van dé nay gay trd ngai cho viéc st dung d4y d¢u md hinh phat
trién ludng hinh gidi tinh hitu ich. Khi dugc tach riéng dya vao gidi tinh, giap
x4c chimg minh ty 18 phét trién cao 1am ngudn ning lugng dwogc phan phéi chu
yéu theo hudng phét trién sinh dudng hon 1 thanh thyc tuyén dinh duc va cac
hoat dong lién quan dén sinh san khac. Chin nudi gidp x4c chu yéu phu thude
vao vén dé wom va 4p trung dé cung cdp con non, vi phan 16n nganh cong
nghiép bao gdm céc trang trai nuéi thuong pham tim cach ngin chin sy sinh san
khong mong mudn va phén phéi ning lugng theo huéng d6. Do dé, viéc nudi
céc quan dan don gidi tinh, toan duc hodc toan cai, tao ra ning suét cao hon va

gia tri thuong mai 16n hon. Méc du & mot so loai gidp xéac, cac quan dan toan
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duc tao ra nang suét cao hon trong céc diéu kién nudi quang canh, mot s0 nghién
ctru (Gopal et al., (2010) and Otoshi et al., (2003)) goi y rang, trong didu kién
nudi tang cudng va o hau hét cac loai giap xac mudi chan duoc nudi ngay nay,
chinh céc con cai ¢6 lgi hon vé mat kinh té, vi ching sinh truéng rong hon va
duoc cho 12 ¢6 kha ning chuyén ddi thic 3n tdt hon so véi con duc (Moss and
Moss (2006)). Trong mot quﬁn dan toan cai trong diéu kién thuong mai, kich c&
cubi cung khi thu hoach dong nhéit cao tao ra gi4 tri san lugng cao hon 35% so
v6i quan dan toan duc. Ngoai ra, hinh nhu sy tach ra khoi cac con duc 1am giam
tinh hung hing giy gb va kich ung, giam tinh &n thit ddng loai, cung cap tinh
dbng nhét cao hon vé kich ¢& tiép thi va quan trong nhét 14 cho phép mat do tha
cao hon, tit c nhitng yéu t6 ndy 1a c6 gia tri cao ddi véi nguoi nudi. Luu ¥
tuong tu, viéc bd sung chi cac con cai WW viao wom trimg, diéu nay s& cung cap
thé hé con toan WZ cho ngudi nudi, sé chuyén viéc nudi giap xéac truyén thong
sang nudi cong nghi¢p bén vimng ‘dang mam’. Vi qué trinh noi phéi F, (hoic thé
hé sau d6) ma qua trinh nady tao ra cac gidng gbc kém hon s& khong dién ra tai
céc trai gibng dia phuong, cac cong ty chon gidng s& c6 kha nang bio vé duoc
cac dong cé dic didm wu ta coa ho (cac dong nay dd duoc chon loc cao qua
hang chuc thé hé.

Su biét hoa gidi tinh va sy phat trién cac dic trung sinh duc phu dugc
kiém soat boi cac co ché khac nhau theo su tién hoa. O cac nhom dong vat cd
xuong sbng va mot s6 dong vat khong cb xuong séng, cac qua trinh nay nam

duéi su kidm soat ciia cac hocmon gidi tinh. Can clr khang dinh rang, cOn trung
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c6 thé khong co6 hocmon gidi tinh, cac tic nhan chiu trach nhiém vé su thanh
thuc sinh duc cta dong vat chan khép van dang con tranh ludn. Gidp xdc ma
than cin vé mit tién hoa véi con trung co tuyén androgen (AG), tuyén nay chiu
trach nhiém v& sw biét hoa gidi tinh duc. That tha vi, & mdt sb gidp x4c, sy dieu
hoa ndi tiét trong bidt héa gisi tinh xay ra trudc sy xuat hién kiéu hinh cta dac
diém phu bén ngoai nay.

Vai trd cla tuyén androgen trong sy biét hoa gidi tinh dwc dugc chung
minh & mot sé lodi giap xac bang cach quan sat cac dac trung gidi tinh chinh va
phu sau khi loai b6 hodc ciy ghép tuyén androgen. O giap xac chan hai loai
Orchestia gamarella, viéc cit bo tuyén androgen hai bén 1am gidm sy sinh tinh
trung va lam céan tr¢ su phat trién céc dic trung giéng duc phy. O loai tdm cang
xanh Macrobrachium rosenbergii, su chuyén ngugc gidi tinh chirc ning hoan
toan tir con duc thanh con cai gia va tir con céi thanh con duc gia dat duoc bang
cach 14n lugt phau thuét loai bo va ghép tuyén androgen hai bén tuong tng, v6i
ky thudt néu sau thé hién hiéu qua kém, do d6 khong dat duge viéc thuc hién
thuong mai.

Nguoc lai véi ndi dung néu trén, cong nghé cach mang héa gan day da
ching minh chuyén dang thanh cong tom cang xanh cai thanh con duc gia day
du vé chuc ning va sinh san. Cong nghé nay dya vao viéc tiém liéu don huyén
phu té bao tuyén androgen nguyén thiy (Levy et al., (2016)). Trong khi cong
nghé c6 hiéu lyc, chi phi hi¢u qud va an toan cao trong san xudt cac quan dan

don gidi tinh toan cai cua giap xac mudi chan, cac con cai WW tao ra (25% cua
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mdi mot thé hé con) dugc phan 14p dya vao danh gia kiéu gen. Cho td1 hién tai,
con duc 1am bén sao chon gidng dé noi lai véi con cai déng giao th WW trong
khi bao tdn duoc tinh trang mong mudn & 100% thé hé con (tirc 13, ddng giao tir

WW) van chua dugce tao ra.

Bén chit ky thuit ctia sang ché

Theo mdt phuong an, sang ché @& cap dén giap xac mudi chan déng giao
tt WW.

Theo phuong an khac, sang ché con dé cap dén gidp xdc muoi chan ddng
giao tt WW duc hodc duc gia.

Theo phuong &n khac, sang ché con dé cap dén phuong phap dé thu duoc
thé hé con toan cai, bao gdbm budc tién hanh giao phdi gidp xac mudi chin WW
v6i giap xac mudi chan khac. Theo phuong 4n khac, sang ché con dé cap dén
phuong phap dé thu duoc thé hé con toan cai ddng giao tt WW.

Theo phuong an khac, sang ché con dé cap dén phuong phap dé thu dugc
thé hé con toan cai, bao gdm bude tién hanh giao phdi gidp xac mudi chén céi
WW véi gidp xac muoi chan dyc gia WZ.

Theo phuong an khac, sang ché con dé cap dén phuong phap dé thu dugc
thé hé con toan cai, bao gdbm budc lai giap xac mudi chan duc gia WW vOi giap
x4c muodi chan cai WW. Theo phuong an khac, sang ché con d& cap dén bé nuéce

chtra con duc gia WW va con cai WW.
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Theo phuong an khéc, sang ché con dé cap dén phuong phap dé thu duogc
giap x4c muoi chan duc gia WW, bao gdm budc tiém vao gidp xac muoi chan
chira cac nhiém sic thé gisi tinh WW va héu 4u trung dudi 180 ngay tudi, hop
phan bao gbm it nhit 1 x 107 t& bao don doc xuét phat tir tuyén androgen (AG)
cua giap xac muoi chén, bing cach d6 thu duge gidp xdc muoi chén dyc gia
WW. Theo phuong an khac, tuyén androgen (AG) la tuyén androgen phi dai.

Theo phuong an khéc, sang ché con dé cap dén gidp xac muoi chén cai
thu dugc bang phuong phap bét ky trong s6 cic phuong phéap nay. Theo phwong
4n khéc, sang ché con dé cap dén giap x4c muoi chan cdi WW thu dugc bing
phuong phap bat ky trong s6 cac phirong phap nay.

Theo phuong an khéc, sang ché con d& cap dén thé hé con toan ci thu
duoc bang phuong phéap bat ky trong s6 cac phuong phép nay.

M ta vin tit cac hinh vE

Fig. 1: Hinh v& trinh bay & dang so dd vé phuong thuc hai pha dé san xuit
hang loat quin dan toan cai. @ - 1a con céi va 3 -1a con duc. Cac chtt W va Z
duoc st dung dé minh hoa mau x4c dinh giéi tinh dwa vao nhiém sic thé. WZ va
WW 1a con cai hodc con duc gia (tirc 13, con cai chuyén ngugc gidi tinh) va ZZ
1a cac con duc. Ky hiéu x mo ta chon gidng va cac mili tén chi vao thé hé con
ctia mdi 14n lai. Ty 1& (%) phan anh céc ty 1€ trong mdi mdt thé hé con so sanh
con duc v&i con cai hodc cac con ci ty nhién (WZ) vdi cac con cai déng giao tur
(WW). Biéu tuong bom tiém d¢ chi viéc s dung huyén phu nuéi cdy té bao

tuyén androgen phén ly bang enzym. Phase 1 dé chi viéc san xuét con dyc gia
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WZ va lai n6 véi con cai WZ dé thu dugc 25% con cai WW. Sau do, con cai
WW d&qc lai v&i cac con duc tu nhién ZZ dé thu dugc céc qu?m dan toan cai
WZ. Phase 2 dé chi viéc xtr Iy con cai WW dé tao ra cac con duc gia WW va noi
lai con duc gia nay véi con cdi WW dé san xuat hang loat cac quén dan toan cai
WW 100%.

Fig. 2: Anh hidn vi v& so sanh mé hoc cua tuyén androgen nguyén ven va
phi dai cta tom cang xanh. (A) Cac phén cla tuyén androgen nguyén ven (AG)
va (B) tuyén androgen phi dai ma dugc nhudém mau st dung hematoxylin va
eosin va duoc quan sat dudi kinh hién vi anh sang. Vi tri cla tuyén androgen
dugce chi rd (miii tén). Ong dan tinh (Sperm Duct - SD). Khung ty 18 biéu thi 50
pm.

Fig. 3: Anh hién vi cia mdi trudng nudi ciy té bao so cap tuyén androgen
phi dai phan ly bang enzym trong huyén phi tir Tém cang xanh theo thoi gian.
Céc té bao tuyén androgen dugc ghi chép (A) 2 ngay va (B) 6 ngay sau khi dugc
chy st dung kinh hién vi 4nh sang nghich ddo. Vi tri cla cac té bao tuyén
androgen trong nuodi ciy duoc chi rd (miii tén). Khung ty 1€ = 500 um (A) va
100 um (B).

Fig. 4: Anh hién vi thé hién viéc bom mdi truong nudi chy té bao tuyén
androgen SO cip phi dai phén ly bang enzym trong huyén phu st dung thiét bi
tiém micro vao hau 4u trung tdm cang xanh cai. (A) Héau u trung trude tién
duoc gitt trén bé mit plastixin trude khi (B) ddt dudi thi kinh hién vi dé van

hanh thiét bi tiém micro. (C) Ludn mao quan thay tinh (dugc nhén 13 bang hinh



33215

tron) cua thiét bi tiém micro (phia trén cua anh) trong budc tiém huyén phu té
bao.

Fig. 5: Anh hién vi thé hién cac dic tinh gidi tinh phu bén ngoai & tom
cang xanh. (A) Anh con duc (&) va hai con cai (%) - ngudn: Eudes Correia. (B)
Céc hinh anh hién vi vi ph3u ctia chan boi thir hai cia tom cang xanh duc (anh
trén) va cai (anh dudi). Chan boi duc chia ca nhanh phu duc (Appendix
masculina) (miii tén tréng) va phan phu trong (appendix interna) (miii tén den)
(trong khi chan boi cai chi chira duy nhét phan phuy trong.

Fig. 6: Anh gel hién vi thé hién su x4c dinh gidi tinh di truyén cia cic hau
4u trung duc gia WZ. Dé phan biét cac con duc khong phén biét 1o rang v& mit
hinh thé véi céc con duc gia, tAt ca cic hau Au trung dai dién ma duge can thi¢p
bang cich tiém va khao sat vé su phat trién (v") hodc khong phat trién (%) nhanh
phu duc (AM) va cac 18 sinh san duc, dugc khao sat vé di truyén sir dung trinh tu
ADN dic hiéu cai. Trinh ty nay dugc khuéch dai bang phuong phap PCR va
duoc tach thong qua gel agaroza 2% nhudm bang ethidi bromua va dugc quan
sat st dung UV (panen phia trén). Mr B-actin dung lam dbi chimg duong cua
PCR, dam bdo su c6 midt cua ADN trong mdi mot mau (panen phia dudi). ADN
clia tdm cang xanh céi (§) va nude 1an lugt duoc dung lam ddi chimg duong va
am (NC).

Fig. 7: Anh hién vi thé hién tom cang xanh duc gia WZ phat trién cac dic
trung gidi tinh dyc chuén. Tiém lidu don huyén phu té bao tuyén androgen gy

ra sy phat trién céc ddc trung gidi tinh déc hiéu gi¢i han ¢ tdm cang xanh dyc:
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nhanh phu duc & chan boi thir hai (mii tén mau trdng) va cac 16 sinh san & dé
chén ctia cac chin nguc thir ndm (mili tén). V& hinh thé, cac con duc (cot trai) va
cac con duc gia (cot gitra) 1a khong thé phan biét dugc voi nhau. Cac con cai chi
mang phan phu trong (mii tén den) va khong phat tridn céac 18 sinh san & dé cua
cac chan nguc thir ndm (cot phai).

Fig. 8: Anh hién vi thé hién tdm cang xanh duc gia WZ dat dugc sy biét
héa kiéu hinh duc day di. Céac con dyc gia phat sinh tir huyén phu t& bao tuyén
androgen don da phat trién sudt qua trinh biét hoa kiéu hinh binh thudng va phat
trién thanh tdm cang xanh trrdng thanh day du, khi dugc xac dinh theo hé théng
xéc dinh thong thuong dugc phat trién boi tac gia Kuris et al., (1987). Pt ban
cua con duc gia (cang) phat trién dai toi gan hai 14n phan vé cling (lan lugt 70
mm so v&i 37 mm). Md tinh hoan 16n ciing duge quan sat khi phau tich (phan
tach ro1).

Fig. 9: Anh hién vi thé hién tom cang xanh duc gia WZ thé hién su phat
trién tuyén sinh duc duc day du. Cac phan cit ngang md dugc nhudm
Hematoxylin va Eosin cho thdy (A) 6ng dan tinh day tinh trang cung véi (B) cac
thuy tinh hoan hoat dong manh. o) phﬁn thuy tinh hoan, cdc vung mat dd cao
(phan chia) - va nhe (thanh thuc) dugc quan sat thiy. (C) Tinh tring bén trong
éng din tinh thé hién hinh thé dang chiéc 6 dao nguogc dic trung cla tinh trung
trudng thanh Mr thuc su. (D) Cac té bao tinh nguyén bao tron 16n (Sg) dugc
nhudm didm va dugc phat hién nim & ngoai vi cua thuy ddi dién véi tinh trung

(Sz) m chiing dwoc nhudm nhat va diéu tiét phan 16n thé tich thé tich thuy, nhu
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trong trudng hop tom cang xanh duc sinh san gioi tinh. Bar = 250 pm (A va B)
va 50 um (C va D). Cac truong xéac dinh trong cac khung 6 A va B duogc phéng
to va 1an lugt duoc ghila C va D.

Fig. 10: Thtr nghiém thé hé con phan tir cua con duc gia WZ duoc lai voi
con cai ty nhién: Anh gel hidn vi thé hién sy xac dinh gi6i tinh di truyén cta cac
hau 4u trung lya chon tu thé hé con cua con duc gid dugc lai véi con cai tu
nhién. Dé phan biét cac con duc khong phén biét r6 rang v& mat hinh thé véi cac
con céai (0 do tudi sém ctia hau au trung PLy), tAt ca cac cai thé dai dién dugc
khao sat vé di truyén sit dung chi thi gi6i tinh ADN dac hi¢u kép W va Z. Cac
chi thi gidi tinh nay dugc khuéch dai bing PCR da moi va duoc tach thong qua
gel agaroza 2% nhugm bang ethidi bromua va dugc quan st st dung UV.

Fig. 11: Biéu dd dang banh thé hién su phéan b kiéu gen cla thé hé con
con duc gia WZ x con cai tuy nhién. Cac kiéu gen vé giéi tinh di truyén cta cac
hau 4u tring tur thé hé con ciia con duc gia va con cai tu nhién dugc xac dinh su
dung céc chi thi gi6i tinh phén tir ma dwa vao cac chi thi nay, nhimg su phan bd
cudi cung dugc tinh toan. (A) Su phén bd tong cong 865 hau 4u trung dua vao
duy nhét chi thi gi6i tinh dic hiéu Z 16 xuét ring, xap xi ba phn tu (3/4) thé hé
con (77%) duoc bao gém bdi con cai WZ va con duc ZZ. Cac hau 4u trung con
lai (23%) 1a con c4i WW. (B) Nhom dai dién gom 174 hau 4u trang duoc lay
mAu (tir 865 hau 4u tring) va dugc phan tich vé di truyén sir dung ca hai chi thi

gidi tinh ddc hiéu W va Z. Viéc xac dinh gidi tinh do ki€u gen cudi cung chi ra

-10-
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réng, cac con cdi WW va con duc ZZ 1a theo ty 1€ 1:1 (24,1% mdi loai) va cd hai
& ty 18 x4p xi 1:2,1 v6i con cai WZ tu nhién (51,8%).

Fig. 12: Thur nghiém thé hé con phan tir ctia con cai WW dugc lai v6i con
duc ZZ tu nhién din t6i sy gia ting quin dan toan cai WZ: Anh gel hién vi thé
hién su xac dinh gidi tinh di truyén ctia cac hau 4u trung lua chon tir thé hé con
toan cai cta con cai WW dugc lai véi con due ZZ ty nhién. Toan bd céc ca thé
dai dién duge khao sat v& di truyén sir dung chi thi gidi tinh ADN déc hi¢u keép
W va Z. Cac chi thi nay dwoc khuéch dai bing PCR da mdi va dugc tach thong
qua gel agaroza 2% nhugm bang ethidi bromua va duoc quan sat st dung UV.

Fig. 13: Anh hién vi thé hién tom cang xanh duc gia WW dat dugc su biét
hoa kiéu hinh duc diy di. Céc con duc gia phat sinh tir huyén phil t& bao tuyén
androgen don da phat trién trong toan bd qua trinh biét hoa kiéu hinh tur nhién tir
cac con duc nhé (SM) — tom cang da cam (OC) thanh tém cang xanh truéng
thanh hoan toan (BC), khi dugc xac dinh theo hé théng xéac dinh thong thuong
dugc phat trién boi tac gia Kuris et al., (1987) (A). Cac con duc gia WW dai
dién duoc khao sat vé di truyén str dung chi thi giéi tinh ADN déc hiéu kép W
va Z. Chi thi nay dugc khuéch dai béng phuong phap PCR da mdi va dugc tach
thong qua gel agaroza 2% nhugém bang ethidi bromua va dugc quan sat su dung
UV. Khung ty 1€ =5 cm (B).

Fig. 14: Anh hién vi thé hién tom cang xanh duc gia WW phat trién cac
dic trung gidi tinh duc chun. Viéc tiém liéu don huyén phu té bao tuyén

androgen din dén sy phat trién cac ddc trung gidi tinh dic hiéu gidi han & tOm

-11-
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cang xanh duc: nhdnh phy duc ¢ chan boi th hai (mii tén mau trdng) va cac 16
sinh san & cac cac dé chan ctia chan nguc thit 5 (miii tén). V& hinh thé, cac con
duc (cot trai) va cac con duc gia (cot gifta) la khong thé phan biét duoc véi
nhau. Céc con cai chi mang duy nhét phan phu trong (miii tén den) va khong
phat trién cac 16 sinh san & dé chan cia cac chan nguc thir 5 (cot phai).

Fig. 15: Anh hién vi thé hién tom cang xanh duc gia WW dat dugc su
phat trién tinh dyc. Cac con duc gia phat sinh tr huyén phu té bao tuyén
androgen don da thé hién su phat trién tuyén sinh duc day du xuét phat boi mo
tinh hoan (A, dong khung). Cac phan tiét dién ngang md hoc dwgc nhudém
Hematoxylin va Eosin 1§ xuit (B) cac thuy tinh hoan hoat dong. O thuy tinh
hoan hoat dong nay, ca ving phan chia va ving truong thanh déu dugc quan sat
thdy. (C) Cac té bao tinh nguyén bao 16n hinh tron (Sg) dugc nhudm dam va
dugc phat hién dinh vi & phan ngoai vi ctia thuy doi dién véi tinh tring (Sz) ma
chung dugc nhuém nhat va chira phéan 16n thé tich cua thuy, nhu trong truong
hop & tom cang xanh dyc sinh sén sinh dyc. Bar = 1 cm (A), 250 pm (B) va 50
pm (C). Truong xac dinh trong khung ¢ B duoc phong dai va ghila C.

Fig. 16: Thir nghiém thé hé con phan tir cua con duc gia WW duoc lai voi
con cai WW dan dén gia ting quén toan cai WW: Anh gel hién vi thé hién su
x4c dinh gidi tinh di truyén cua cac hau au trung hya chon tir thé hé con toan cai
WW cua con duc gia WW duoc lai véi con cai WW. Toan bd cac ca thé dai dién
duoc khao sat vé di truyén st dung chi thj gi6i tinh ADN déc higu kep W va Z.

Chi thi giéi tinh nay dwgc khuéch dai bang k¥ thudt PCR da mdi va dugc tach

-12-
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thong qua gel agaroza 2% nhudm bang ethidi bromua va duoc quan sat st dung
UV.
Mo ta chi tiét sang ché

Theo mdt phuong an, sang ché dé cap dén gidp x4c mudi chdn WW. Theo
mdt phuong 4n, giap x4c mudi chan 13 tdm Penaeid. Theo mot phuong an, giap
x4c mudi chan 13 tdm nudc ngot. Theo mdt phuong an, gidp xac mudi chan la
gidng Macrobachium. Theo phuong an khac, giap xac muoi chan la tom cang

xanh (Macrobrachium rosenbergii).

Theo phuong 4n khac, gidp xdc muoi chin dong giao tt WW 1a con duc.
Theo phuong 4n khac, gidp x4c muoi chan dong giao tt WW 1a con céi. Theo

phuong an khac, gidp xac mudi chan ddng giao tt WW 1a con duc gia.

Theo mot phuong 4n, sang ché d& cap dén phuong phap dé thu duoc thé
hé con toan cai, bao gdm buédc tién hanh giao phbi giap xac muoi chan WW voi
giap xac mudi chén khac. Theo phuong an khac, thé hé con toan céi la thé hé
con ma bao gdm 100% con cai WW. Theo phuong an khac, thé hé con toan cai
13 thé hé con ma bao gdm 100% con cai WW ma toan b trong s6 d6 hoan toan
déu 12 chi em. Theo phuong an khac, thé hé con toan cai la thé hé con ma bao
gdbm 100% con cdi WW ma toan by trong sb d6 déu co cha me chung. Theo
phuong an khac, thé hé con toan cai 1a thé hé con ma bao gém 100% con cai
WW, toan bo trong s6 nay co b6 me ma trong d6 bén bd va bén me déu la WW.,

Theo phuong an khac, thé hé con toan cai 1a thé hé con khong c6 con duc. Theo
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phuong 4n khac, thé hé con toan céi 1a thé hé con bao gdm it nhat 500 con cai.
Theo phuong an khéc, thé hé con toan cai 1a thé hé con bao gém it nhat 1000
con c4i. Theo phuong an khac, thé hé con toan cai 1a thé hé con bao gém it nhat
3000 con c4i. Theo phuong &n khac, thé hé con toan cai 1a thé h¢ con bao gbm it
nhét 5000 con céi. Theo phuong 4n khac, thé hé con toan cai la thé hé con bao
gbm it nhéat 10000 con cai. Theo phuong an khac, thé hé con toan céi la thé hé
con bao gdm it nhat 25000 con céi. Theo phuong an khac, thé hé con toan cai l1a
thé hé con bao gf‘)m it nhat 50000 con cai. Theo phuong an khac, thé hé con toan
cai 1 thé hé con bao gdm it nhit 100000 con céi. Theo phuong an khac, thé hé
con toan cai 13 thé hé con bao gdm it nhéat 150000 con céi. Theo phuong an
khac, con cai bao gém cic nhidm sic thé gioi tinh cai. Theo phuong an khac,
con cai bao gdm budng trimg va éng din trimg. Theo phuong an khac, con cai

tao ra trung.

Theo mdt phuong an, phuong phap dé thu dugc thé hé con toan cai la
phuong phap dé thu duoc giap xac mudi chan cai chi mang cac phoi céi. Theo
mot phuong an, "phoi cai" la trimg da thu tinh chi chtra cac nhidm sic thé gi6i
tinh c4i. Theo mot phuong an, "phoi cai" bao gdm tring da thy tinh chira nhiém
sic thé gidi tinh cai.

Theo mdt phuong &n, sang ché dé cap dén giap xac muoi chan cai chi
mang cac phoi cai. Theo mét phuong an, sang ché dé cap dén giap xac muoi

chan cai chi mang céc phdi ma chira nhiém sac the gidi tinh cai.
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Theo mot phuong an, sang ché dé cap dén bé nudc chura gidp xac mudi
chan duc va giap xac muoi chan cai, trong d6 con duc la con duc gia WW va
con céi 1a con cai WW. Theo mét phuong an, bé nudc khong co gidp xac muoi
chan duc ho#ic gidp xac muoi chan cai ¢6 cac nhiém sic thé gidi tinh khic véi
WW.

Theo mot phuong an, sang ché dé cap dén phuong phap dé thu duoc thé
hé con toan céi, bao gdm budc tién hanh giao phdi gidp xac muoi chan cdi WW
véi giap xac muoi chin duc gida WZ. Theo mt phuong an, sang ché d& cap dén
phuong phap dé thu dugc thé hé con toan cai WW, bao gdm budc tién hanh giao
phdi gidp x4c muoi chan duc gia WW voi giap xac muoi chan cai WW. Theo
mot phuong an, sang ché dé cap dén phuong phap dé thu duoc thé hé con toan
c4i, bao gdm budc tién hanh giao phdi giap xac muoi chan duc gia WW vO1 giap
xac mudi chan cai WZ. Theo mdt phuong 4n, sang ché d& cap dén phuong phéap
dé thu dugc giap xac mudi chan duc gia WW, bao gdm budc tiém vao giap xac
mudi chan chira cac nhidm sic thé gidi tinh WW va hau 4u trung it hon 180
ngay tudi, hop phan bao gbm it nhét 1 x 10% té bao don doc din xuét tr tuyén
androgen (AG) cua giap xac muoi chan, bang cach d6 thu dugc giap xac mudi
chan duc gia WW. Theo phuong an khac, thao tac tiém 1a tiém vao trong mo co
cta doan bung. Theo phuong an khac, tuyén androgen cla gidp xac mudi chan

1a tuyén androgen phi dai cua giap xac mudi chan.
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Theo phuong an khac, sang ché d& cap dén thé hé con ctia qua trinh lai
gilta gidgp xac mudi chan WW va gidp xac muoi chan khac. Theo phuong an
khac, sang ché dé cap dén giap xac muoi chan khac ma no la giap Xac muoi
chan 6 cac nhidm sic thé gisi tinh tw nhién (xuat hién mdt cach tw nhién trong
tur nhién). Theo phuong 4n khic, sang ché d& cép dén gidp xac mudi chén khac
ma no 1a giap xac mudi chan kiéu hoang dai. Theo phuong 4n khéc, sang ché @&
cap dén giap xdc mudi chan khac ma n6 la giap xac mudi chan dugce can thiép
theo phuong phap dugec md ta & diy nhu con duc gia. Theo phuong én khac,
sang ché dé cap dén giap xdc mudi chan khac ma no 1a thé hé con cta giap xac
mudi chan duoc can thiép theo phuong phép dugc mo ta & day. Theo phuong an
khéc, giap xac mudi chan WW la con dgc hodc con duc gia. Theo phuong an
khac, gidp xac mudi chan WW 1a con cai. Theo phuong 4n khac, sing ché dé
cap dén gidp xac muoi chén céi thu duge bang phuong phap nhu dugc mo ta ¢
day. Theo phuong 4n khac, sang ché d& cap dén gidp xac muoi chan dyc gid

xuét phat tlr con cai WW thu dugc bang phuong phap nhu dugc md ta & day.

Theo phuong an khac, cac con duc gia dugc tao ra bang cach can thiép
thé hé con phat sinh tir viéc lai con duc thanh thuc sinh duc (ZZ) va con cai
thanh thuc sinh duc (WZ) cta gidp xac muoi chéan (phép lai P). Theo phuong an
khéc, thé hé con cia qud trinh lai con duc (ZZ) va con cai (WZ) 1a hau 4u trung
(PL) bao gbdm khoang 50% con duc va khoang 50% con cai (thé hé con cua qua

trinh lai P).
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Theo phuong an khéc, trudéc PL 3, cac 4u trung cai nhan dang phat sinh
tir thé hé con ctia qua trinh lai P dugc can thiép bang cach tiém hop phén chira
cac té bao nhur dugc mé ta & day dé thu dugc cac con duc gia WZ. Theo phuong
4n khac, con duc gia WZ thanh thuc sinh duc duoc lai voi con cai kiéu hoang
dai hoac con cai WZ (lai F1). Theo phuong an khac, thé hé con ctia qua trinh lai
F1 nay tao ra ty 1& gi6i tinh cai trén dyc khoang 3:1. Theo phuong an khac, thé
hé con duc ZZ cta qua trinh lai F1 nay dugc loai trir va khoang 33% cua thé hé
con ci con lai ciia qua trinh lai F1 nay 1a con cai WW. Theo phuong an khac,
str dung chi thi gidi tinh ADN déac hiéu W, thé hé con duc ZZ cua qua trinh lai
F1 nay dugc loai trir va khoang 33% trong sb thé hé con céi cia qud trinh lai F1
nay dugc nhan dang 1a WW b%mg cach sir dung sang loc Am dya vao chi thi gioi

tinh ADN dac hiéu Z.

Theo phuong an khac, cic hau du tring WW (con céi di truyén) ctia F2
duogc can thiép thém trudc PLiy bang cach tiém hop phan chira cac té bao nhu
dugc md ta & day dé thu duoge céac con duc gia WW. Theo phuong an khac, cac
con duc gia WW dugce sinh truong cho t6i khi cac dac trung sinh duc phu ddc
hiéu dwc nhu AM va céac 18 sinh san & dé cta cac chan di thir ndm dugc xéc

nhén.

Theo phuong an khac, sang ché con dé cap dén budc lai con cai WW va
con duc gia WW. Theo phuong 4n khéc, sang ché con dé cap dén phuong phap

dé thu duogc nhiéu thé hé cua thé hé con toan cai bang cach lai con cai WW va
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con duc gia WW. Theo phuong 4n khac, thé hé con toan cai la thé hé con bao
gdm 100% con céi. Theo phuong an khéc, sang ché con dé cap dén phuong
phap dé thu duge thé hé con toan cai bang cach lai giap xdc muoi chin WW voi
giap xac mudi chan khac hodc con duc gid WZ. Theo phuong an khac, sang ché
con d& cip dén phuong phap dé thu dugc thé hé con toan cai bang cach lai gidp
x4c mudi chan cai WW véi gidp xdc mudi chin khac. Theo phuong an khac,
sang ché con dé cap dén phuong phap dé thu dugc thé hé con toan céi bang cach
lai giap xac mudi chan dyc gia WW véi con cai tur nhién hodc gidp xac muoi
chan cai WZ. Theo phuong an khéc, ty nhién 1a kiéu hoang dai.

Theo phuong an khéac, sang ché con dé cap dén phuong phap dé thu duoc
thé hé con toan cai bang cach lai gidp xac muoi chén cai WW voi giap xac muoil
chan duc ZZ.

Theo phuong an khac, sang ché @& cap dén cac té bao theo sang ché thu
duge tir moi trudng nudi ciy té bao so cip. Theo phuong an khac, sang ché dé
cap dén mdi trudng nudi cly té bao so cip bao gbm: mdi truong nudi cly té bao
va cac té bao c6 ngudn gbc tir tuyén androgen (AG) cla giap xdc muoi chan.
Theo phwong an khéc, sang ché @& cap dén méi truong nudi chy té bao so cap
bao gdm: mdi trudng nudi cdy t& bao va céc té bao c6 ngudn gdc tir tuyén
androgen phi dai (AG) cta gidp xac mudi chan. Theo phuong an khac, “moi
trudng nudi cy té bao so cap” 1a té bao nudi ciy dan xuét tir tuyén androgen.

Theo phuwong 4n khac, “méi trudng nudi cay t€ bao so cap” theo sang cheé khong
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bao gdm cac té bao bat tir. Theo phuong 4n khac, “mdi treong nudi cly té bao
so cAp” theo sang ché khéng bao gbm cac té bao chuyén dang. Theo phwong an
khac, “mdi truong nudi ciy té bao so cAp” theo sang ché khong bao gbm céc té
bao hinh thanh khéi u. Theo phuong 4n khac, hop phin theo sang ché bao gom
“mbi trudng nudi ciy té bao so cdp”. Theo phuong 4n minh hoa, sang ché dé
cap dén gidp x4c mudi chan ma giap xac nay la tom cang xanh (Macrobrachium

rosenbergii).

Theo phuong 4n khéc, it nhit 50% s t€ bao trong moi trudng nudi chy té
bao so cip 14 té bao don ddc. Theo phuong 4n khéc, it nhat 60% s6 té bao trong
mbi truong nudi cdy té bao so chp 1a t& bao don doc. Theo phuong an khac, it
nhét 70% sb té bao trong mdi trudmng nudi cdy té bao so cép 1a t¢ bao don ddc.
Theo phuong an khéc, it nhét 80% sd té bao trong moi trudng nudi cly té bao so
cip 12 t& bao don doc. Theo phuong an khac, it nhéit 90% sb té bao trong mdi
treong nudl ciy té bao so cép 1a té bao don ddc. Theo phuong an khac, it nhat
95% sb té bao trong mdi truong nudi cly té bao so cap 1a té bao don doc. Theo
phuong an khéc, cac té bao bén trong “mdi truedong nudi ciy té bao so cAp” bao
gbém hoic gbm té bao tuyén androgen phén ly bang enzym (hodc té bao don
doc). Theo phuong an khac, mdi truong nudi cdy té bao so cip theo sang ché
dugc st dung cho phuong phép tao ra giap xac mudi chan duc gia thiét thyc va
thanh cong bAt ngd (con dyc tao ra cac giao tr W va Z hodc con duc chi tao ra

cac giao tt W). Theo phuong an khac, viéc tiém hop phan theo sang ché vao
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trong giap xac mudi chan cai hau 4u tring dan t6i sy dao ngugc gidi tinh. Theo
phuong an khac, viéc tiém hop phén theo sang ché vao trong giap xac muoi
chan c4i WW hoic WZ hau 4u tring din t6i sy ddo ngugc gidi tinh. Theo
phuwong an khac, viéc tiém hop phan theo sang ché bao gdm cic té bao 1a céc té
bao cy ghép nhur duge md ta & day. Theo phuong an khac, viéc tiém hop phan
theo sang ché bao gbm cac t& bao 13 t& bao don ddc cdy ghép. Theo phuong 4n
khéc, ngudn céc té bao dugc mo ta & day va giap xac mudi chén can duge xur 1y
bing cac té bao dugc md ta & day 1a cung loai. Theo phuong an khéc, giap xac
mudi chan cai hau au tring (co thanh phén cac nhiém sic thé cai) ma da trai qua
su chuyén nguoc gi6i tinh thanh con duc c6 chic nang sinh duc — goi 1a “con
duc gia” 12 ¢6 tinh quyét dinh cho viéc san xuét thé hé con hodc mbi tni(‘mg nudi

ciy don gidi tinh toan cai sau do.

Theo phuong 4n khac, con dyc gia 1a sinh vat mang td hop nhiém sdc thé
gi6i tinh ctia con cai (WZ hodc WW) va kha nang sinh duc dé sinh san nhu 1a
con duc. Theo phwong an khac, con duc gid la sinh vat mang t5 hop nhiém sdc
thé gidi tinh cta con cai (WZ hogc WW) va cac co quan sinh san c6 chuc nang
duc. Theo phuong an khac, con duc gia 1a sinh vat mang t6 hop nhiém sdc thé
gi6i tinh cua con cai (WZ hodc WW) va cac co quan sinh duc c6 chitc nang duc.
Theo phwong 4n khic, con dyc gia chi tao ra duy nhét cac giao tt W. Theo
phuong 4an khéc, con duc gia tao ra cac giao tt W va Z. Theo phuong an khac,

con duc gia 1a sinh vat mang t0 hop nhidm sdc thé gidi tinh cta con cai (WZ
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hoic WW) ma: (a) dugc can thiép béng céc té bao theo sang ché; va (b) khi

thanh thuc sinh duc ¢6 kha nang sinh duc dé sinh san nhu 1a con duc.

Theo phuong an khac, it nhit 40% con céi di truyén trai qua tiém/cay
ghép té bao nhu duge md ta & day van séng sau phuong thuc nay. Theo phuong
4an khac, it nhat 50% con cai di truyén trai qua tiém/céy ghép té bao nhu dugc
md ta & diy van séng sau phuong thirc nay. Theo phuong an khac, it nhat 60%
con céi di truyén trai qua tiém/ciy ghép té bao nhu dugc mo ta & day van sdng
sau phwong thitc ndy. Theo phuong an khac, it nhit 70% con cai di truyén trai
qua tiém/ciy ghép té bao nhu dugc mod ta ¢ day van séng sau phuwong thirc nay.
Theo phuong 4n khac, it nhét 75% con cai di truyén trai qua tiém/cdy ghép té
bao nhu dugc mo ta & diy van sdng sau phuong thirc nay. Theo phuong an khac,
it nhit 80% con céi di truyén trai qua tiém/ciy ghép té bao nhu duge md ta &
day van song sau phuong thuc nay. Theo phuong an khac, theo thuc nghiém
nay, 80% con cai di truyén trai qua tiém/cdy ghép té bao nhu duoc mo ta ¢ day
van sdng sau phuong thuc ndy (dit ligu khong duoc thé hién). Theo phuong an
khéac, theo thuc nghiém nay, 90% con cai di truyén tral qua tiém/céy ghép té bao
nhu dugc md ta & day van sdng sau phuong thirc nay (dir liéu khong duge thé

hién). Theo phuong 4n khac, ciy ghép theo sang ché 1a phuong phap di ghép.

Theo phuong an khac, it nhét 40% dén 90% con cai di truyén trai qua
tiém/cy ghép t& bao nhu dugc md ta & day van séng sau phuong thirc nay. Theo

phuong an khic, it nhét 50% dén 80% con cai di truyén trai qua tiém/cay ghép té
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bao nhu duoc moé ta & ddy van song sau phuong thirc nay. Theo phuong an khac,
it nhét 60% dén 80% con cai di truyén tri qua tiém/cdy ghép té bao nhu duge
md ta & diy van séng sau phuong thirc ndy. Theo phwong an khac, it nhét 80%
con céi di truyén trdi qua tiém/cAy ghép té bao nhu dugc md ta ¢ day van sdng
sau phuong thirc nay. Theo phwong an khac, it nhit 85% con cai di truyén trai
qua tiém/cy ghép t& bao nhu dugc md ta & diy van sdng sau phuong thirc nay.
Theo phuong an khéc, it nhét 90% con cai di truyén trai qua tiém/ciy ghép té/
bao nhu duge md ta & day van sdng sau phuong thitc nay. Theo phuong an khac,
80% dén 95% con cai di truyén trai qua tiém/cdy ghép t€ bao nhu duge md téd &
day van séng sau phuong thirc nay. Theo phuong an khdc, it nhat 20% con cai di
truyén sdng sot trdi qua tiém/cdy ghép té bao nhu dugc mo ta & diy phat trién
thanh con duc gia. Theo phuong an khac, it nhét 30% con céi di truyén séng sot
trai qua tiém/ciy ghép té bao nhu dwgc mo ta & day phat trién thanh con duc gia.
Theo phuong an khéc, it nhit 45% con céi di truyén sdng sot trai qua tiém/cay
ghép té bao nhu dugc mo ta & day phat trién thanh con dyc gia. Theo phuong an
khac, it nhit 50% con cai di truyén sdng sot trai qua tiém/cdy ghép té bao nhu
dugc md ta ¢ day phat trién thanh con duc gia. Theo phuong an khac, it nhét
60% con cai di truyén sdng sot trai qua tiém/cdy ghép té bao nhu dugc md ta &
day phat trién thanh con duc gia. Theo phuong 4n khac, it nhat 70% con cai di
truyén séng sét trai qua tiém/ciy ghép t€ bao nhu duge mé ta ¢ day phat trién
thanh con duc gia. Theo phuong an khac, it nhat 80% con cai di truyén song sét

trai qua tiém/ciy ghép té bao nhu dugc mo ta & day phat trién thanh con duc gia.
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Theo phuong an khac, it nhit 25% con céi di truyén trai qua tiém/cay
ghép té bao nhu duoc mo ta & day phat trién thanh con duc gia. Theo phuong 4n
khéac, “con dyc giad” la con cai di truyén c6 kha nang thu tinh trimg. Theo
phuong an khéc, “con dyc gid” la con cai di truyén cé va/hodc tao ra cac té bao
tinh tring. Theo phuong an khéc, "con duc" bao gdém ca "con duc gia". Theo
phuong 4n khéc, “con duc gid” 1a con cai di truyén co/san xuét ra tinh nguyén
bao. Theo phuong an khéc, “con duc gia” 1a con céi di truyén c6/san xuét ra tinh
trang. Theo phuong 4n khéc, “con duc gia” la con cai di truyén c6 céc té bao
tinh trung, trong do cac t& bao tinh tring c6 kha ning thu tinh tring. Theo
phuong 4n khac, c¢6 kha nang thy tinh tring nghia 13 c6 kha néng giao phdi véi
gidp xac mudi chan cai nhu duge md ta ¢ day. Theo phuong an khéc, “con duc
gia” 1a con cai di truyén c6 kha ning thu tinh trimg khi thanh thuc sinh duc vao
trong con dyc. Theo phuong an khac, “con duc gia” 1a con céi di truyén bao
gdm nhanh phu duc. Theo phwong 4n khac, “con dyc gia” 1a con céi di truyén
bao gém it nhat mot 13 sinh san duc. Theo phuong én khéc, “con duc gia” 1a con
ci di truyén bao gdbm tuyén sinh dyc duc hoat dong vé mit chirc ning (tuc 1a,
tinh hoan). Theo phuong an khéc, “con dyuc gia” la con cai di truyén bao gbm
nhanh phu duc (4M), it nhét mot 16 sinh san duc, tuyén sinh duc duc va c6 kha
ning thy tinh trimg khi thanh thuc sinh duc. Theo phuong an khac, it nhét 30%
con céi di truyén trai qua tiém/cay ghép té bao nhu dugc mo ta & day phat trién
thanh con duc gia. Theo phuong an khac, it nhit 35% con cai di truyén trai qua

tiém/cAy ghép té bao nhu dugc mé ta ¢ day phat trién thanh con duc gia. Theo
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phuong an khéc, it nhét 40% con céi di truyén trai qua tiém/cdy ghép té bao nhu
duoc mé ta & day phat trién thanh con duc gia. Theo phuong an khac, it nhét
45% con céi di truyén trai qua tidm/cdy ghép té bao nhu duoc mo ta ¢ diy phat
trién thanh con duc gia. Theo phuong 4n khdc, it nhit 50% con céi di truyén trai
qua tiém/ciy ghép té bao nhu dugc md ta & day phat trién thanh con duc gia.
Theo phuong an khéc, it nhit 60% con céi di truyén trai qua tiém/ciy ghép té
bao nhu duoc md ta & day phat trién thanh con duc gia. Theo phuong an khac, it
nhét 70% con céi di truyén trai qua tiém/ciy ghép té bao nhu duge mod ta & day
phat trién thanh con duc gia. Theo phuong an khac, it nhat 80% con cai di
truyén trai qua tiém/cdy ghép té bao nhu duoc mé ta & day phat trién thanh con
duc gia. Theo phuong an khac, it nhit 90% con cai di truyén trai qua tiém/cay

ghép té bao nhu dugc mé ta & day phat trién thanh con duc gia.

Theo phuong an khac, 25% dén 90% con céi di truyén trdi qua tiém/cay
ghép té bao nhu dugc mo ta & day phat trién thanh con duc gia. Theo phuong an
khéc, 25% dén 60% con cai di truyén trai qua tiém/cay ghép té bao nhu dugc mod
ta o day phat trién thanh con duc gid. Theo phuong an khac, 25% dén 50% con
cai di truyén trai qua tiém/cdy ghép té bao nhu dugc md ta ¢ day phat trién

thanh con duc gia.

Theo phwong 4n khac, cho con duc gia giao phbi véi con cai tu nhién
(nhu kiéu hoang dai) sinh ra thé hé con bao gdm it nhat 500 con cai WW riéng

biét. Theo phuong an khac, cho con duc gia giao phéi v3i con cai tu nhién sinh
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ra thé hé con bao gdm it nhéat 600 con cai WW riéng biét. Theo phuong an khac,
cho con duc gia giao phdi voi con cai ty nhién sinh ra thé hé con bao gdm it nhét
700 con cadi WW riéng biét. Theo phuong 4n khac, cho con duc gia giao phbi
véi con céi tw nhién sinh ra thé hé con bao gdm it nhat 800 con cai WW riéng
biét. Theo phuong an khac, cho con duc gid giao phdi véi con ci tu nhién sinh
ra thé hé con bao gdm it nhat 900 con cai WW riéng biét. Theo phuong an khac,
cho con dyc gia giao phéi v&i con cai tu nhién sinh ra thé hé con bao gém it nhét
1000 con cidi WW riéng biét. Theo phuong 4n khac, cho con duc gia giao phbi
v&i con céi tu nhién sinh ra thé hé con bao gém 150 d&én 1,500 con cai WW
riéng biét. Theo phuong 4n khéc, cho con dyc gia giao phdi v6i con cai ty nhién
sinh ra thé hé con bao gdm 200 dén 2000 con cai WW riéng biét. Theo phuong
an khéc, cho con duc gia giao phéi v@Gi con cdi tu nhién sinh ra thé hé con bao
gdm 250 dén 2500 con cai WW riéng biét. Theo phuong an khac, s6 lugng con
WW sinh ra duoc x4c dinh dua vao ldy nhidu miu cia nhiu lra lai (dit liéu

khong dugc thé hién).

Theo phuong 4n khéc, cho con duc gia WW giao phdi véi con cai WW
sinh ra thé hé con bao gdm 500 dén 5000 con cai WW riéng biét. Theo phuong
an khac, cho con duc gia WW giao phéi v6i con cai WW sinh ra thé hé con bao
gbm 1000 dén 10000 con cai WW riéng biét. Theo phuong 4n khac, cho con duc
gia WW giao phdi v6i con cai WW sinh ra thé hé con bao gdm 2000 dén 50000

con c4i WW riéng biét. Theo phuong an khéc, cho con duc gia WW giao phbi
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v6i con cai WW sinh ra thé hé con gdm 100% con céi. Theo phuong 4n khac,
cho con duc gida WW giao phéi véi con cai WW sinh ra thé hé con gom 100%

con cai WW.

Theo phwong 4n khac, cho lai con duc gia WW vai con cai ty nhién sinh
ra thé hé con gdm 100% cac con cai. Theo phuong an khac, cho lai con duc gia
WZ v6i con cai WW sinh ra thé hé con gdm 100% céc con cai. Theo phuong an
khac, cho lai con duc ZZ véi con cai WW sinh ra thé hé con gém 100% cac con
cai.

Theo phuong 4n khac, “con duc gid” la giap xac mudi chan duc giad. Theo
phuong 4n khac, "con duc" la gidp xac mudi chan duc. Theo phuong an khac,
"con cai" 1a gidp xac mudi chan cai.

Theo phuong an khéc, sang ché d& cap dén phuong phap tao ra con cai
WW. Theo phuong an khac, sang ché dé cap dén phuong phép tao ra con duc
gia WW. Theo phuong an khac, con cdi WW khong thé 13 san pham ty nhién &
loai trong d6, kha nang chuyén gi6i tinh va/hodc hién tuong ludng tinh xudt hién
khong tu nhién. Theo phuong an khéc, sang ché dé cép dén con cai WW. Theo
phuong an khac, sang ché d2 cap dén phuong phap tao ra con cai WW bao gdm
bude lai con duc gia WZ (con cai chuyén ngugc giéi tinh bang cach can thiép)
vOi con cai tu nhién hodc con cai WZ. Theo phuong an khac, sang ché dé cap
dén con duc gia WZ 13 anh em v6i nhau (cdc con cia phép lai don gitta con dyc

ZZ tu nhién va con cai WZ - thé hé P). Theo phuong an khic, W hodac Z dé chi
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nhidm sic thé gidi tinh hodc giao tr cla gidp xac mudi chan nhu duoc mo ta o
day. Theo phuong an khac, WW, WZ hodc ZZ dé chi giéi tinh do kiéu gen cta

giap xac mudi chan nhu duge mo ta ¢ day.

Theo phuong an khac, cac con duc gia dugc tao ra bang cach can thiép
thé hé con phat sinh tir viéc lai con dyc thanh thuc sinh duc (ZZ) va con cai
thanh thuc sinh duc (WZ) ctia gidp xac mudi chén (phép lai P). Theo phuong an
khéc, cac hau 4u trung cai phat sinh tir thé hé con cua phép lai P duoc céach ly ra
khoi céc con duc. Theo phuong 4n khac, cac hau 4u tring céi phat sinh tir thé hé
con ctia phép lai P dugc céch ly ra khéi cac con duc bang cach xac dinh gidi tinh

di truyén phan ti st dung chi thi gigi tinh ADN dac hiéu W.

Theo phwong an khéc, trudc PL1y, cac hdu 4u trung cai nhin dang phat
sinh tir thé hé con cta phép lai P dugc can thiép bang céch tiém hop phén chira
cac t& bao nhu duge mo ta & day dé thu duge cac con duc gia WZ. Theo phuong
an khac, cac con duc gia WZ dugc sinh trudng cho t6i khi cac dac trung sinh
duc phu dic hiéu dyc nhu sy phat trién nhanh phu duc (AM) va céc 16 sinh san &

dé cua cac chan di tht ndm dugc xac nhéan.

Theo phuong an khac, 2 dén 250 anh em rudt c6 2 kiéu giao ti, ~50%
mang nhiém sic thé gigi tinh W va ~50% mang nhidm sic thé giéi tinh Z cia
thé hé F1 dugc chon ngiu nhién dé can thiép chuyén nguoc gidi tinh. Theo
phuong an khac, it nhét khoang 50% anh em rudt c6 2 kiéu giao tir, ~50% mang

nhidm sic thé gisi tinh W va ~50% mang nhidm sic thé gidi tinh Z cia thé hé
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F1 ma dugc chon ngiu nhién dé can thiép chuyén nguoc gidi tinh thuc su
truéng thanh thanh cc con duc gia. Theo phuong an khac, cac con duc gia (anh
em) ma di dugc sinh trudng toi khi thanh thuc sinh duc dugc lai thém véi cac
con cai WZ tu nhién. Theo phuong 4n khéc, sang ché @& cap dén phuong phap
d8 thu duoc con cai WW bao gdm budc lai con duc gia véi con cai WZ ty nhién

(thé hé F2).

Theo phuong an khac, 2 dén 150 con cai WW chi em trong quan dan nhu
dugc mod ta & day duoc chon ngiu nhién dé can thiép chuyén ngugc gidi tinh va
d8 sinh ra con duc gia WW. Theo phwong an khac, it nhét khoang 50% con céi
WW chi em trong quin dan ma dugc chon ngiu nhién dé can thiép chuyén
nguoc gidi tinh thye sy truong thanh thanh cac con duc gia WW. Theo phuong
4n khac, cac con duc gia WW ma da dugc sinh truong t6i khi thanh thuc sinh

duc dugc lai thém vai cac con cadi WZ ty nhién hodc con cai WW.

Theo phuong én khéc, sang ché @& cap dén phuong phap dé thu duoc con
c4i WW bao gdm budc lai con dyc gid véi con cai WZ ty nhién (thé hé F2) va
thu dugc quan dan véi cac kiéu gen gi6i tinh két hop ma bao gdm ca quén dan
con cai WW. Theo phuong an khac, sang ché dé cap dén phuong phap dé thu
duge con duc gia WW bao gbém: (1) lai con duc gia v6i con cai WZ tu nhién

ﬁ (thé hé F2) va thu dugc quén dan véi cac kiéu gen gi6i tinh két hop ma bao gbdm

ca con cai WW; va (2) sir dung hop phén chira cac té bao theo sang ché theo cac
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phuong phap tao ra con duc gid nhu duge boc 16 ¢ day, bang cach d6 tao ra

va/hoic thu duoc con duc gia WW.

Theo phuong an khac, thé hé con F2 (thé hé con cua con dyuc gia va con
c4i WZ) da sinh ra it nhat 500 con c4i WW. Theo phuong én khéc, thé h¢ con F2
(thé hé con cua con dyc gia va con cai WZ) dé sinh ra it nhat 700 con cdi WW.
Theo phuong 4n khac, thé hé con F2 (thé hé con cua con dyc gia va con cai WZ)
d3 sinh ra it nhat 900 con cai WW. Theo phuong an khac, thé hé con F2 (thé hé
con caa con duc gia va con cai WZ) da sinh ra it nhét 1000 con cai WW. Theo
phuong an khac, thé hé con F2 (thé hé con cna con duc gia va con cai WZ) da
sinh ra 200 dén 2000 con cai WW. Theo phuong 4n khac, thé hé con F2 (thé hé
con cua con duc gia va con cai WZ) da sinh ra 250 dén 2500 con cai WW. Theo
phuong an khac, thé hé con F2 (thé hé con cua con duc gia va con cat WZ) da
sinh ra it nhat 1200 con cai WW. Theo phuong 4n khéc, it nhét 5 con cai WW la
anh em. Theo phuong an khac, cac con cdi WW cung lira dugc tao ra tu cac
phép lai bao gdbm 5 con dyc gia khac nhau, trong d6 cac con duc gia 1a anh em

xuét phat tir cing bb me.

Theo phwong an khac, thé hé con F2 duogc can thi¢p thém bﬁng cac
phuong phap mo td & day dé sinh ra con duc gia WW. Theo phuong an khéac,
khoang 40% dén 80% sd con cai WW trai qua can thiép chuyén ngugc gidi tinh
thuc su truéng thanh thanh cac con duc gia WW sinh san sinh duc. Theo

phuong an khac, khoang 50% dén 60% sb6 con cai WW trai qua can thiép
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chuyén ngugc gidi tinh thuc sy truéng thanh thanh cac con duc gia WW sinh

san sinh duc.

Theo phuong an khéc, tAt ca céc té bao trong moi trudng nudi cly té bao
so cp 1a cac té bao co ngudn gbc tir tuyén androgen (AG) cta gidp xac mudi
chan. Theo phuong an khac, méi trudng nudi ciy té bao so cap 1a “m6i truong
nudi céy té bao so cip tuyén androgen hodc "modi truong nudi cay té bao so cap
tuyén androgen phi dai". Theo phuong 4n khac, phuong phap tiém va/hodc ciy

ghép té bao 1a phwong phép di ghép té bao.

Theo phuong an khac, it nhat 50% sb té bao trong mdi trudng nudi chy té
bao so cip va/hoic hop phan nhu duge md ta ¢ day 1a cac té bao tuyén androgen
ndi tiét. Theo phuong an khac, it nhit 60% s té bao trong moi trudng nudi cly
té bao so cip va/hodc hgp phan nhu dugec md ta & day la céc té bao tuyén
androgen ndi tiét. Theo phuong an khac, it nhét 65% sb t& bao trong méi truong
nudi cly té bao so cip va/hodc hop phan nhu dugc md ta ¢ day la cac té bao
tuyén androgen ndi tiét. Theo phuong an khac, it nhét 70% sb t& bao trong mdi
trudng nudi cy té bao so cip va/hodc hop phan nhu duge md ta ¢ day 1a cac té
bao tuyén androgen ndi tiét. Theo phuong an khéc, it nhét 75% sb té bao trong
mbi trudng nudi cdy té bao so chp va/hodc hop phan nhu duge mé ta ¢ ddy la
céc t& bao tuyén androgen ndi tiét. Theo phuong an khac, it nhat 80% sb té bao
trong mdi trudong nuoi ciy té bio so cip va/hodc hop phan nhu dugc md ta & day

13 c4c té bao tuyén androgen ndi tiét. Theo phuong an khac, it nhat 85% sb té
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bao trong moi trudng nudi cay té bao so cap va/hodc hop phan nhu duoc mé td &
day 1a cac té bao tuyén androgen ndi tiét. Theo phuong 4an khac, it nhit 90% sb
té bao trong moi truong nudi cly té bao so cip va/hodc hop phan nhu dugc mod
ta & day 1a cac té bao tuyén androgen ndi tiét. Theo phuong an khéc, it nhét 95%
s6 té bao trong mdi trudng nudi ciy té bio so cap va/hoic hop phan nhu duoc
md ta & day 1a cac té bao tuyén androgen ndi tiét. Theo phwong an khac, it nhat
98% s té bao trong mdi trudong nudi ciy té bao so cAp va/hoiic hop phan nhu
duoc mé ta & day 1a cac té bao tuyén androgen ndi tiét. Theo phuong 4n khac, it
nhéit 99% sb té bao trong moi trudng nudi ciy té bio so cap va/hodic hop phén
nhu duge mé ta & day 1a cac té bao tuyén androgen ndi tiét. Theo phuong an
khac, cac té bao tuyén androgen ndi tiét 1a c4c té bao tuyén androgen ndi tiét don

doc nhu dugc mo ta & day.

Theo phuong an khac, it nhat 8% sb té bao trong moi trudng nudi cay té
bao so cip va/hoic hop phan nhu dugc md ta ¢ déy la té bao don doc. Theo
phuong an khac, it nhét 10% sb té bao trong mdi truong nudi ciy té bao so cap
va/hodc hop phan nhu dugc md ta ¢ day 1a té bao don ddc. Theo phuong an
khéc, it nht 20% sb té bao trong mdi truong nudi cay té bao so cap va/hoic hop
phan nhu duoc md ta ¢ day la té bao don doc. Theo phuong an khac, it nhét
25% sb té bao trong moi trudng nudi ciy té bao so cAp va/hoic hop phan nhu
dugc mo ta & ddy 14 t bao don doc. Theo phuong 4n khéc, it nhat 30% s6 té bao

trong méi trudong nudi cay té bao so cip va/hoic hop phan nhu dugc mo ta & day
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12 té bao don ddc. Theo phuong an khéc, it nhét 35% s té bao trong moi trudng
nudi ciy té bao so cAp va/hodc hop phan nhu dwge md ta & day la té bao don
doc. Theo phuong an khac, it nhét 40% sb té bao trong mdi trudng nudi chy té
bao so cAp vi/hoic hop phan nhu duge md ti & day 1a té bao don doc. Theo
phuong an khdc, it nhét 45% s6 té bao trong moi trudng nudi chy té bao so cap
va/hoic hop phin nhu dugc md ti & day 1a t€ bao don doc. Theo phuong an
khac, it nhat 50% sb té bao trong moi truong nudi ciy té bao so cAp va/hoic hop
phﬁn nhu dugc mo ta & day la té bao don ddc. Theo phuong an khac, it nhéat
60% sd té bao trong mdi trudng nudi ciy té bao so cap va/hoidc hop phan nhur
duoc mo ta & day 13 t bao don doc. Theo phuong 4n khéc, it nhat 70% s té bao
trong méi truong nudi cay té bao so cAp va/hodc hop phén nhu dugc mo ta & day
14 té bao don doc. Theo phuong an khac, it nhét 80% sd té bao trong moi truong
nudi cay té bao so cAp va/hoic hop phéan nhu duge md ta ¢ day Ia té bao don
doc. Theo phuong an khac, it nhit 90% sb té bao trong moi truong nudi chy té
bao so cip va/hoic hop phan nhu dugc mo ta ¢ day la té bao don ddc. Theo
phuong an khéc, it nhat 95% sb té bao trong mdi trudng nuodi cay té bao so cap
vi/hodc hop phin nhu dugc mb ta & day 1a té bao don doc.

Theo phuong an khac, it nhét 8% sb té bao trong moi truong nudi cly té
bao so cAp va/hogzc hop phan nhur d&gc mb ta & day duoc két tap. Theo phuong
an khéc, it nht 10% s té€ bao trong mdi trudng nudi ciy té bao so cap va/hodc

hop phan nhu duge mo ta ¢ day dugc quan tu. Theo phuong 4n khac, it nhét
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20% sd té bao trong mdi trudng nudi cdy té bao so cap va/hoic hop phan nhu
dugc mo6 ta & day dugc quﬁn tu. Theo phuong an khac, it nhét 25% sb té bao
trong moi trudng nuodi cdy té bao so cip vi/hodc hop phan nhu dugc md ta & day
duge quan tu. Theo phuong an khéc, it nhét 30% sb té bao trong mdi trudng
nubi cdy té bao so cap va/hoic hop phéan nhu duge md ta & diy dwoc két tap.
Theo phuong 4n khéc, it nhat 35% s té bao trong méi trudng nudi cdy té bio so
cp va/hodc hop phan nhu dugec md ta & déy duoc két tap. Theo phuong an
khéc, it nhét 40% sb té bao trong méi trudng nudi chy té bao so cip va/hodc hop
phin nhu duge mé ta & day dugc két tp. Theo phuong 4n khac, it nhat 45% 5O
t& bao trong mdi trudng nudi ciy té bao so cap va/hoic hop phén nhu dugc md
ta & day duoc két tip. Theo phuong an khéc, it nhat 50% sb t& bao trong moi
truong nudi cy té bao so cip va/hoic hop phéan nhu duge md ta ¢ day duoc két
tidp. Theo phuong an khac, it nhit 60% s6 té bao trong mdi trudong nudi cly té
bao so cp va/hoic hop phan nhu dugc md ta & day dugc két tap. Theo phuong
an khac, it nhit 70% sb té bao trong moi trudng nudi cly té bao so cAp va/hoic

hop phan nhu dugc md ta & day dugc két tap.

Theo phuong an khéc, khéi két tap cuia cac té bao theo sang ché bao gbm
2 @én 70 té bao. Theo phuong an khac, khéi két tap cua cac té bio theo sang ché
bao gdm 2 dén 50 té bao. Theo phwong 4n khéc, khéi két tap cua cac té bio theo
sang ché bao gdm 2 dén 40 té bao. Theo phuong an khac, khéi két tap cua cac té

bao theo sang ché bao gbdm 2 dén 30 té bao. Theo phuong an khac, khéi két tap

-33-



33215

ciia céac té bao theo sang ché bao gbm 2 dén 25 té bao. Theo phuong an khac,

khéi két tap ciia cac t& bao theo sang ché bao gbm 2 dén 20 té bao.

Theo phuong an khac, mdi truedng nudi chy té bao so cap va/hodc hop
phin nhu dugc md ta ¢ day khong c6 hodc co ban khong c6 md nguyén ven.
Theo phuong 4n khac, moéi trudng nudi céy té bao so cip va/hoidc hop phan nhu

duoc mo ta & day khong c6 hodc co ban khong c6 cac manh mo.

Theo phuong an khac, tuyén tuyén androgen phi dai ciing la tuyén tuyén
androgen ting san/ting san. Theo phuong an khac, tuyén tuyén androgen phi dai
1 tuyén ma thé tich cua né gia ting. Theo phuong an khac, tuyén tuyén
androgen phi dai la tuyén ma thé tich cua no gia ting bang phuong tién nhén tao.
Theo phuong an khac, tuyén tuyén androgen phi dai la tuyén véi té bao thanh
phan 16n hon (so voi tuyén nguyén ven). Theo phuong an khac, tuyén androgen

ting san dugc dac trung boi s6 lugng té bao ting 1én (so voi tuyén nguyén ven).

Theo phuong an khac, méi truong nudi ciy té bao so cip vi/hodc hop
phan nhu duge mé ta & day bao gbm it nhit 1 x 10% té bao hoic té bao don doc
xuét phat tir tuyén androgen clia gidp xdc muoi chan. Theo phuong an khéc, méi
treong nuodi cly té bao so cap va/hodc hop phéan nhu duge mo ta & day bao gdm
it nhat 1 x 10’ té bao hoic té bao don doc xuét phét tir tuyén androgen cla giap
x4c mudi chan. Theo phuong an khac, méi truong nudi ciy té bao so cap
va/hodc hop phan nhu duge md ta ¢ day bao gOm it nhét 1 x 10* t& bao hoic té

bao don ddc xuét phat tir tuyén androgen cia gidp xac mudi chan. Theo phuong
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4n khac, méi trudong nudi ciy té bao so cap va’hoic hop phéan nhu dugc md ta &
day bao gdm it nhét 1 x 10° t& bao hodc té bao don doc xudt phat tir tuyén
androgen ctia giap xac mudi chan. Theo phuong an khac, moi truong nudi cly té
bao so cap via/hoic hop phan nhu dugc md ta ¢ ddy bao gbm it nhat 1 x 10° té
bao hoiic té& bao don ddc xuat phat tir tuyén androgen cua gidp x4c mudi chan.
Theo phwong 4n khac, moi trudng nudi ciy té bao so cap va/hodc hop phan nhu
duoc mé ta & day bao gom it nhét 1 x 107 té bao hoic té bao don doc xuat phat
tir tuyén androgen cta giap xdc muoi chén. Theo phuong an khac, moi truong
nudi cdy té bao so cap va/hoic hop phan nhu dugc md ta & diy bao gdm it nhat
1 x 10® t& bao hoic té bao don doc xuét phat tir tuyén androgen cia giap xac
mudi chan.

Theo phuong an khéc, hop phin nhu duge md ta & diy bao gdm moi
trudng nudi cay té bao. Theo phuong 4n khéc, moi trudng nudi cly té bao hd trg
cho su sinh trudng cua cac té bao dugc md ta & day. Theo phuong an khac, moi
treong nudi cdy té bao hd trg cho sy tang sinh cua cac té bao dugc mo ta & day.
Theo phuong an khac, méi truong nudi cdy té bao cam ung hodc duy tri sy tiét
hocmon androgen bdi céc té bao dugc mé ta ¢ day. Theo phuong an khéc, moi
trudng nudi ciy té bao thich hop la da biét dbi vdi nguoi ¢ k¥ nang trong linh

Vuc.

Theo phuong an khac, hop phén nhu dugc md ta ¢ day bao gbém: Arginin,

biotin, NaCl, glucoza, insulin, Xystin, cholin, KCl, penixilin, transferrin,
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Glutamin, folat, NaH,POQ,, streptomyxin, c4c yéu td sinh truong dic hiéu,
Histidin nicotinamit, NaHCO3, d6 phenol, Isoleuxin, pantothenat, CaCl,, huyét
thanh toan phan, Leuxin, pyridoxal, MgCl,, Lysin, thiamin, Methionin,
riboflavin, Phenylalanin, Threonin, Trytophan, Tyrosin, Valin hodc td hop bat

ky cua ching.

Theo phwong 4n khac, méi trudng nudi ciy té bao thich hgp bao gdm L-
15. Theo phuong an khac, mdi trudng nudi cly té bao thich hgp bao gdm L-15
dém va/hodc duoc didu chinh 4§ thdm thau. Theo phuong an khac, moi trudng
nudi cy té bao thich hop bao gém mot hodc nhidu axit amin kiém tu do. Theo
phuong 4n khac, méi truong nudi ciy té bao thich hgp bao gdbm L-Glutamin.
Theo phuong 4an khac, méi trudng nudi ciy té bao thich hop bao gdm huyét
thanh. Theo phuong 4n khac, méi trudng nudi cly té bao thich hgp bao gbébm
huyét thanh thai bd. Theo phuong an khéac, méi truong nudi chy té bao thich hop
bao gom khing sinh hodc td hop cua khang sinh nhu nhung khong bi gi6i han
béi Penicillin-Streptomycin.
Quy trinh

Theo phuong an khéc, sang ché dé cap dén phuong phép dé thu duoc moi
truomg nudi ciy té bao so cap tuyén androgen phan ly bang enzym trong huyén
phu tir gidp x4c mudi chan. Theo phuong an khac, sang ché d& cap dén quy trinh
dé thu dugc mdi truong nudi ciy té bao so cép, trong d6 moi trudng nudi chy té

bao so cip bao gdbm/gdm co cac t€ bao xuat phat tir tuyén androgen cua giap xac
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mudi chan va méi trudng, bao gdm bude: thu 14y té bao don doc bang céch phan
ly cac té bao tuyén androgen nho enzym tir tuyén androgen cua gidp x4c muoi
chan; bang cach dé thu dugc moi trudng nudi cay té bao so cép bao gdm moi
tredng nudi ciy té bao va cic té bao xuét phat tir tuyén androgen clia giap xac

mudi chan. Theo mdt phuong 4n, tuyén androgen 1a tuyén androgen phi dai.

Theo phuong an khac, sang ché @ cap dén quy trinh dé thu dugc moi
trudng nudi cay té bao so cip, trong d6 mdi trudng nudi ciy té bao so cap bao
gdm/gdm co cac té bao xuét phat tir tuyén androgen cua giap xac mudi chan va
mbi trudng, bao gdm cac bude: (a) thu 1y té bao don doc bang cach phan ly cac
té bao tuyén androgen nho enzym tir tuyén androgen ctia gidgp xdc mudi chan;
tiy ¥ (b) ciy cac t& bao tuyén androgen phan ly vao trong mdi truong nubi chy
t& bao; va tiy ¥ (c) U céc té bao & budc (b) trong thiét bi u & nhiét d6 tir 25°C
dén 27°C; bang cach d6 thu dugc méi truong nudi cly té bao so cap bao gém
mdi truong nudi ciy té bao va cac té bao xudt phat tir tuyén androgen cla giap
x4c mudi chan. Theo phuong an khac, thiét bi ¢ 1a thiét bi u khong chaa CO,.
Theo phuong an khac, nhiét d6 cua thiét bi 1t 1a khoang 26°C. Theo phuong 4n
khac, nhiét do thiét bi u nam trong khoang tir 25,5 dén 26,5°C. Theo phuong an

khéc, nhiét do cua thiét bi G ndm trong khoang tir 25 dén 27°C.
Giap xac mwoi chian chuyén ngwee gi6i tinh

Theo phuong 4n khéc, sang ché dé cép dén gidp xac muoi chan, bao gdbm

mdi truong nudi cdy té bao so cap vahodc hop phan nhu dugc mo ta & day.

-37-



33215

Theo phuong an khac, sang ché d& cap dén giap xac muoi chan céi, bao gbém
mdi trudng nudi ciy té bao so cap va/hoic hop phan nhu dugec md ta & day.
Theo phwong 4n khac, gidp xac mudi chan hodc giap xac muodi chan cai la giap
x4c mudi chan hau 4u tring 1én t6i 180 ngay tudi. Theo phuong an khac, sing
ché d& cap dén giap xac mudi chin céi trdi qua sy chuyén ngugc gidi tinh, bao
gdm méi trudng nudi cly té bao so cap va/hodic hop phan nhu duge mé ta & ddy.
Theo phuong 4an khac, sang ché dé cap dén lra dé cha gidp xac mudi chan cai
ma da trai qua sy chuyén nguogc gi6i tinh theo sang ché. Theo phuong 4n khac,
sang ché dé cap dén thé hé con gidp x4c muoi chin ddng giao tt WW cua giap
x4c muodi chan cai ma da trai qua su chuyén nguoc gidi tinh theo sang ché. Theo
phuong 4n khéc, sang ché con d& cap dén giap xac mudi chéan dyc gid ddng giao
td WW. Theo phuong an khac, sang ché con dé cap dén gidp xac mudi chan duc

gia ddng giao tt WW xuét phat tir con cai WW nhu duge mo ta & day.

Theo mdt phuong an, con duc ddng giao tt WW 1a con dyc chi c6 nhiém
sic thé gidi tinh W trong céc giao tir gidi tinh clia nd. Theo mot phuong an, con
duc dong giao tr WW 1a con duc khong co6 nhiém séc thé giéi tinh Z trong cac
giao tir ctia nd. Theo mdt phwong 4n, con dyc ddng giao tr WW 1a con duc c6

nhidm séc thé gidi tinh W trong cac giao tir gidi tinh cua no.

Theo phuwong an khéc, sang ché dé cap dén phwong phap dé thu duogc thé
hé con toan céi, bao gbm budce tién hanh giao phdi con cdi ddng giao tr WW véi

gidp xac muoi chan duec, bang cach d6 thu dugce thé hé con toan céi. Theo
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phuong an khac, sang ché d& cap dén phuong phéap dé thu dugc thé hé con toan
ci, bao gdm budc tién hanh giao phéi con cai ddng giao tir WW voi gidp xac
mudi chan duc gia déng giao tt WW, bang cach d6 thu duge thé hé con toan
c4i. Theo phuong én khac, sang ché @& cap dén phuong phap dé thu duoc thé hé
con toan cai, bao gbm budc tién hanh giao phdi con céi ddng giao tt WW véi
giap xac muoi chan dyc di giao tu, bang cach d6 thu duoc thé hé con toan cai.
Theo phuong an khéac, sang ché dé cap dén phuong phap dé thu duoc thé hé con
toan cai, bao gdbm budc tién hanh giao phdi con dyc gia dong giao tt WW vai
giap xac muoi chan céi di giao tu, bang cach do thu duoc thé hé con toan cai.
Theo phuong an khéc, sang ché d@& cap dén phuong phap dé thu duoc thé hé con
toan céi, bao gdm budc tién hanh giao phéi con céi dong giao tf WW véi gidp
x4c muoi chan duc dé“)ng giao tu, bﬁng cach do6 thu dugce thé hé con toan cai.
Theo phuong an khac, sang ché dé cap dén phuong phap dé thu dugc thé hé con
toan cai, bao gdm budc tién hanh giao phdi con duc gia WW va con cai WW, do
d6 thu duoc thé hé con 100% toan cdi WW. Theo phuong an khac, sang ché dé
cap dén phuong phap dé thu duge thé hé con toan cai, bao gbébm budc tién hanh
giao phéi con duc ZZ va con cai WW, do d6 thu dugc thé hé con 100% toan cai
WZ. Theo phuong én khac, sang ché dé cap dén phuong phép dé thu duogc thé
hé con toan céi, bao gdbm budc tién hanh giao phéi con duc gia WZ va con céi

WW, do d6 thu dugc thé hé con gdm 50% con cai WZ va 50% con cai WW.

Theo phuong an khac, con ci ddng giao tr WW 1a thé hé con cua gidp

x4c mudi chan cai ma da trai qua su chuyén nguoc gioi tinh theo sang cheé va
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phat trién thanh con duc gia (con duc c6 chic nang sinh duc). Theo phwong an
khac, con duc gia déng giao tt WW la gidp xdc mudi chan cai WW trudc do ma

d3 trai qua su chuyén ngugc gidi tinh theo sang ché.

Theo phuong an khac, sang ché d& cap dén phuong phép dé thu dugc con
duc ¢6 nhidm séc thé giéi tinh W (WW hodc WZ), bao gom budc tiém vao giap
x4c mudi chan chira nhi®m sic thé giéi tinh W va hau 4u trung it hon 180 ngay
tudi, hop phan bao gdm it nhat 1 x 10% té bao don ddc xuat phat tur tuyén
androgen cua giap xac mudi chan, bang cach dé thu dugc con duc c6 nhim sic
thé gidi tinh W. Theo phuong 4n khéc, sang ché dé cap dén phuong phap dé thu
duoc con duc c6 nhiém sic thé gisi tinh W (vé gen 1a con ci), bao gdm budc
{iém vao hau 4u trung it hon 180 ngdy tudi clia gidp xac mudi chan cai vé mat di
truyén (bao gbém nhiém sic thé gidi tinh W), hop phén bao gbm it nhat 1 x 10°té

bao don ddc xuét phat tir tuyén androgen cua giap xac mudi chan.

Theo phuong 4n khac, hau 4u trang it hon 180 ngdy tudi 12 hau Au tring it
hon 160 ngiy tudi. Theo phuong an khac, hau 4u trung it hon 180 ngay tudi 1a
hau Au trung it hon 150 ngdy tudi. Theo phuong 4n khac, hau 4u tring it hon 180
ngdy tudi 1a hau 4u trung it hon 130 ngay tudi. Theo phuong an khéc, hau 4u
trung it hon 180 ngay tudi 1a hau au trung it hon 120 ngay tudi. Theo phuong an
khac, hau 4u trang it hon 180 ngay tudi 13 hau 4u trang it hon 100 ngay tudi.
Theo phuong 4n khéc, hau 4u tring it hon 180 ngdy tui 14 hiu 4u tring it hon

80 ngay tudi. Theo phuong an khéc, hau 4u trung it hon 180 ngay tudi 12 hau 4u
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trung it hon 60 ngay tudi. Theo phuong 4n khac, hiu 4u trung it hon 180 ngay
tudi 12 hau 4u tring tir 1 dén 60 ngay tudi. Theo phuong an khac, hau 4u tring it

hon 180 ngay tudi 12 hau 4u trung it hon 30 ngay tudi.

Theo phwong 4an khéc, thao tic tiém la tiém vao trong md co cua doan
bung. Theo phuong an khac, thao tac tiém la tiém vao trong mé co cua doan
bung thir nhat. Theo phuong 4n khac, thao tac tiém 1a tiém vao trong mo co cua
doan bung thir hai. Theo phuong an khéc, phuong phéap tiém la phuong phap di

ghép té bio vao trong md co ciia doan bung.

Theo phuong an khac, sang ché dé cip dén phuong phap tiém méi trudong
nuéi cay té bao so cap tuyén androgen phan ly bang enzym trong huyén phu vao
trong giap xac muoi chan. Theo phuong 4n khéc, sang ché d& cap dén phuong
phép tao ra giap xac muoi chén duc gia bang cach tiém céc té bao tuyén
androgen phan ly thu dugc tir moi trueong nudi cdy so cap trong huyén phu - hop
phan. Theo phuong 4n khéc, sang ché dé cap dén phuwong phap tao ra giap xac
mudi chan duc gia bang cach tiém lidu don té bao tuyén androgen phan ly thu

duoc tir mi trudmg nudi cay so cap trong huyen phu.

Theo phuong an khéc, cac té bao thu duoc tir tuyén androgen phi dai cia
gidp xac muoi chan duc sau it nhét 5 ngay tir khi 14y ra phirc hé co quan X tuyén
nut bang phau thuat hai bén. Theo phuong an khac, cac té bao thu duoc tir tuyén
androgen phi dai cta giap x4c mudi chan dyc sau it nhit 8 ngay tir khi 14y ra

phirc hé co quan X tuyén nat bang phau thuat hai bén. Theo phuong an khéc,
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cac té bao thu duoc tir tuyén androgen phi dai cta gidp xac muoi chin duc sau
bt ky xtr 1y nao da biét ma c6 thé gay ra su phi dai vé tuyén tuyén androgen.
Theo phuong an khac, cac té bao thu duge tir tuyén androgen phi dai cta giap
x4c mudi chan duc sau 4 dén 15 ngdy tr khi 14y ra phitc hé co quan X tuyén nut

bing phiu thuat hai bén.

Theo phuong an khéc, sang ché d& cap dén hop phan mé ta & day duoc
tiém mot 1an hodc nhidu 14n vao trong gidp x4c mudi chin cai & dd tudi nam
trong khoang tir 1 to 100 ngay tudi hau 4u trang. Theo phuong an khac, sang ché
dé cap dén hop phﬁn duoc mo ta & day dugc tiém mot 14n hoic nhiéu lan vao
trong gidp xac muoi chan cai ¢ 4o tudi nam trong khoang tir 1 dén 50 ngay tudi
hau 4u tring. Theo phwong 4n khéc, sang ché d& cap dén hop phan mo ti ¢ day
duogc tiém mot 14n hoic nhiéu 14n vao trong gidp xac mudi chan cai ¢ do tudi
nam trong khoang tir 7 dén 30 ngay tudi hau u trung. Theo phuong an khac,
viéc tiém la tiém bﬁng thiét bi tiém micro. Theo phuong an khac, viéc tiém vao
con cai chua thanh thuc vé gidi tinh dan toi sy chuyén nguoc gidi tinh chirc
ning thanh con dyc va/hodc con duc gia. Con duc va/hoidc con duc gia duoc su
dung, theo mot s6 phuong 4n, @8 thu duoc quéan dan don gidi tinh toan cai bang

cach tao ra con cai WW.

Theo st dung & day, cic dang so it bao gom ca dang sO nhiéu trir khi ngit
canh néu rd theo cach khac. Do do, vi dy, tham chi€u t&i "tac nhén tri ligu" bao

gdm ca viéc tham chiéu dén nhiéu hon mét tac nhan tri lidu.
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Trir khi duoc néu 18 cu thé hodc hién nhién tir ngit cinh, theo st dung &

day, thuat ngit "hodc" dugc hidu 1 bao gdm ca.

Thuat ngit "bao gdm" dugc st dung & ddy co nghia va dugc sir dung thay
d6i 13n nhau véi, thuat ngit "bao gdm nhung khong bi gidi han béi.

"o

Theo sir dung & day, cac thuat nglr "bao gdm," "gdm co" "chira" "co" va
tuong tu coO thé ¢4 nghia nhu dugc quy cho chung theo lut patent My va co thé
c6 nghia "bao gbm," "gdm c6" va tuong tu; tuong tw, "chu yéu bao gdm hoic
"bao gdm chii yéu" c6 nghia nhu dugc quy cho chung theo luat patent M§ va
thuat ngit dugce két thtic ma, cho phép su c6 mat ciia nhiéu hon thuit ngir duoc
ké ra, mién 1a cac dic trung co ban hodc méi cua ching dugc ké ra khong bi
thay d6i béi su c6 mat cia nhidu hon tht duoc ké ra, nhung loai trir cac phuong

an d3 biét. Theo mdt phuong 4n, cac thuét nglt "bao gom," "gbm co "co" 1a co

thé thay d6i 1an nhau véi "gbm co".

Theo mét sé phwong 4n, hgp phan theo sang ché bao gém céc hoat chét
dugc. Theo mot sd phuong 4n, cac hoat chét duoc duge bd sung trude khi cly
ghép. Céc hoat chit dugc bao gdm nhitng khong bi gi6i han boi bét ky trong sb
cac vi du cu thé duoc boc 16 & day. Ngudi co ky nadng binh thudng trong linh
vuc s& hiéu 13 nhiéu hop chét khéc ciling nam trong pham vi cla sing ché va

cling hitu dung theo sang ché.

Theo st dung & day, "luong hiéu qua” dé chi lugng cac té bao tao ra tac

dung mong mudn (nhu diéu tri hodc chuyén nguogc giéi tinh).
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Trur khi dugce néu 10 cu thé hodc hién nhién trong nglt canh, theo su dung
& day, thuat ngir "khoang" dugc hiéu 13 trong pham vi hiéu biét thong thudng
trong linh vuc, vi du trong pham vi 2 d§ 1éch chuén cta gia tri trung binh.
Khoang co thé duoc hiéu 1a trong pham vi 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%,
2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, hodc 0,01% cua gia tri thong bao. Trur khi rd rang
theo cich khac tir ngft canh, tit ca cac gia tri bang sd cung cip & day dugc lam

thay d6i bai thuat ngir khoang.

Cac muc dich, loi ich bd sung va cac d4u hidu méi cta sang ché s& trd nén
r0 rang ddi véi nguoi co k§ ning trung binh trong linh vuc khi khao sat cac vi
du sau, céc vi du ndy khong dugc du dinh dé giéi han sang ché. Ngoai ra, mbi
mdt trong sd cac phuong 4n va khia canh khéac nhau cua sang ché nhur dugec md
ta & trén trong sang ché nay va nhu duge yéu ciu bao ho trong phan yéu cau bao

ho dudi day dugc hd tro bang thuc nghiém trong céc vi du sau.
Vi du thuc hién sang ché

Néi chung, dang phép si dung & ddy va cac quy trinh trong phong thi
nghiém s dung trong sang ché bao gdm cac k§y thuat phén ti, sinh hoa, vi sinh
vat va ADN tai to hop. Cac k¥ thuét nay dugc gidi thich rd rang trong tai liéu. Vi
du xem trong tai liéu "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 va Sons, Baltimore, Maryland (1989); Perbal, "A Practical Guide to
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Molecular Cloning", John Wiley & Sons, New York (1988); Watson et al.,
"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 phép luan dugc néu
trong cac patent My sb 4,666,828; 4,683,202; 4,801,531; 5,192,659 va
5,272,057; "Cell Biology: A Laboratory Handbook", Volumes I-II 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); cac thir nghi€ém mién dich c6 sin
duoc md ta rong rdi trong tai liéu patent va tai ligu khoa hoc, vi du xem trong
cac patent My sd 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., va Higgins S.
J., eds. (1984); "Animal Cell Culture" Freshney, R. L, ed. (1986); " Immobilized
Cells and Enzymes " IRL Press, (1986); "A Practical Guide to Molecular
Cloning" Perbal, B., (1984) and "Methods in Enzymology" Vol. 1-317,

Academic Press; "PCR Protocols: A Guide To Methods and Applications",
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Academic Press, San Diego, CA (1990); Marshak et al., "Strategies for Protein
Purification va Characterization - A Laboratory Course Manual" CSHL Press
(1996); tit ca cic tai liéu nay duoc két hop tham khao trong sang ché nay. Cac

tham khao chung khac dugc cung cAp trong toan b tai liéu nay.
Nguyén liéu va phwong phap
Pong vit

Tém cang xanh duc Macrobrachium rosenbergii (405 g) duoc nuoi
trong céc bé ridng biét thé tich 600 L & nhiét o 28+2°C v6i dicu kién suc khi
hing dinh, ché do anh sang 1a 14:10 (L:D) va cho an tuy ¥ (thitc &n cho tom
chira 30% protein) trong cic co s& cua cong ty Enzootic Holdings Ltd. Tom
cang xanh non M. rosenbergii sau khi bién thai (tic 13, hau 4u trung (PL)) duoc

nudi trong bé chit U thé tich 3,5 mét khéi va duge duy tri nhu & trén,
Su phi dai tuyén androgen va sw phén ly té bao bang enzym

Phirc hé co quan X tuyén nat than kinh noi tiét, nim & cuéng mit, duoc
biét 13 cAc neuropeptit bai tiét ma ching didu hoa theo kiu trc ché tuyén
androgen (AG) va céc hoat tinh ciia n6. Do do, viéc can thiép ndi tiét bao gdbm
viéc loai b thong qua phu thuat loai bo va dan dén ca phi dai va ting sn tuyén
androgen dugc ap dung cho cac tdm duc cang xanh M. rosenbergii. Tam ngay
sau khi can thiép néi tiét; cac con dyc cam tng dugc gy mé trong 15 phut trong
nuéc 1am lanh bang nudc da co bd sung 0,2% hypoclorit nhim muc dich khu

trung. Sau do, dong vat dugc phau tich va tuyén tuyén androgen phi dai cua
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chung dugc phén 1ap trong diéu kién phiu tich dudi kinh hién vi 4nh sang. Sau
d6, cac té bao dugc tach nho phan ly bang enzym. Mot cach vét tit, 4 dén 5
tuyén androgen phi dai dugc gdp chung trong mét dng duy nhat va dugc dé trén
nuéc da. Sau d6, Iml hdon hop enzym dic hiéu va khang sinh [moi trudng
Leibovitz L-15 chita L-Glutamin, 0,1% khdi lqung/thé tich Collagenaza typ I,
0,1% (khdi luwong/thé tich) Collagenaza type IV va dung dich Penicillin-
Streptomycin] dugc bd sung vao d6. Sau do, 6ng phan tng phén ly dugc dat 1én
thiét bi quay voi tdc d6 25 vong/phut trong thoi gian 40 phut ¢ nhiét do trong
phong va tiép theo bang cach ly tim & tbc dd 500xg trong thoi gian 5 phut, cling
& nhiét d6 trong phong. Khi ly tam, bng duoc dit trong thiét bi dong chay ting
sinh hoc v trung. Pha trén (khong bao gém té bao séng) dugc loai bo va vién té
bao dugc rira bang cach tai tao huyén phti né trong 1 ml méi trudng nudi dudng
[moi trudng Leibovitz L-15 chira L-Glutamin, 10% thé tich/thé tich (v/v) huyét
thanh thai bd va dung dich Penicillin-Streptomycin] va ly tdm sau do ¢ tbc do
500xg trong thoi gian 5 phat & nhiét d trong phong. Budc rua dugc lap lai ba
1in. Sau cung, cac té bao dugc téi tao huyén phu trong 500 pl méi trudng nudi

dudng.
Pém té bao
Nong do va kha ning sbéng sot clia té bao dugc xac dinh st dung phuong

phép nhudém mau xanh Trypan chuan. Mot cach vén tat, cac t& bao dugc nhudm

béng dung dich mau xanh Trypan ¢ néng do cubi 1a 0,08% va sau do, dugc nap
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1én may dém huyét cAu dé quan sat duéi kinh hién vi anh sang & d6 phong dai

x100.
Mbi trudng nudi cdy té bao so cAp tuyén androgen

Céac phan 10ul cua té bao tao huyén phu trong mdi truong duoc ciy ngay
vao dia 24 giéng dugc phu bang 20pg/ml poly D-lysin (PDL) v6i mét d§ ~1x 10*
té bao trong mdi giéng hodic trude tién, duge nap vao trong thiét bi tiém micro,
duoc dua qua 6ng mao dan bang thiy tinh cua thiét bi tiém micro vao trong éng
1,5ml va sau d6, dugc cdy vao trong dia 24 giéng & mat do ~1x 10 t& bao trong
mdi giéng. Trong sb t& bao tap hop, mot phﬁn duoc cho tién hanh danh gia vé
kha nang séng s6t va dugc nhudém mau nhu dd mé ta ¢ trén. Cac té bao dugc
sinh truéng trong thiét bi i khong chira CO, ¢ nhiét d6 27°C. 24 gi¢ sau khi cly
tré di, moi trudng sinh trudng dugc thay thé mot phan cach ngay. Néi chung,
cac té bao dugc duy tri trong thdi gian 21 ngay trong do, chung dugc gidm sat
duéi kinh hién vi anh sang dao nguoc va hinh thé, mat do6 va twong tac cla cac
té bao duoc ghi lai.
Tiém huyén phu té bao tuyén androgen vao trong cic hiu au trung

Kha nidng cia cac té bao tuyén androgen tinh khiét va di sinh trudng
trong viéc gdy ra su chuyén ngugc gidi tinh dugc khéo sat. Quén dan hon hop
(cac con duc va cai) cia PL 60 hodc 30 ngay hodc it hon (PL<co, PL<30; n=913)
duoc tiém bang ~2x10° té bao tuyén androgen. N6i chung, mdi mot hau au tring

duoc gidi han ¢ trén bé& mit plastixin va st dung thiét bi tiém micro, trong khi
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quan sat thong qua kinh hién vi hai mét kinh trong phong thi nghiém, céc té bao
tuyén androgen tir mdi trudong nudi cly so cip dugc tao huyén phu va dua vao
bing cach tiém mot lan vao trong mo co cta doan bung thur nhét. Sau do, cic
hau 4u trung d3 tiém dugc chia thanh 2 nhém: (1) bao gdbm phan 16n hau Au
trung (n=883) ma dugc gilr trong bé hinh chit U thé tich 3,5 mét khdi hodc bé
hinh tron thé tich ~10 mét khdi hodc ao dat hinh chir nhat (~250 m* ~8 m x 30
m) voi d0 sdu nudc la 1 m dé phat trién, (2) bao gdm céac hau 4u trung dai dién
(n=30) ma dugc gift & trong bé hinh chit U thé tich 3,5 mét khoi. Cac hau au
trung néu sau dugc kiém tra déu din va dugce theo doi sur chuyén ngugc gisi tinh
thanh cac con duc gia.
Kiém tra nhanh phu duc (Appendix masculina - AM) va cac 16 sinh sdn dwc

Pé danh gia cac dac diém tinh duc, chan boi thir hai (chan boi) duoc loai
bd st dung cac nhip nhd tinh té va su c6 mit /hodc khéng c6 mat AM dugc
khéng dinh bing kinh hién vi 4nh sang. O con dyc gia truéng thanh (I ndm
tudi), thir nghiém tai sinh duoc thuc hién. Mdt cach vén tit, cac con duc gia c6
AM duogc khéng dinh nhu dugc mé ta & trén duge cho 10t xac va sy tai sinh AM
duoc kiém tra.

Su xuét hién cac 15 sinh san duc & dé cua cac chan nguc thtt nam (chan
di) dugc kiém tra bang cach dit hau 4u tring ndm ngira trén lung ctia nd va quan

sat dudi kinh hién vi hai mat kinh trong phong thi nghiém.

Phan tich phin tik
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Céc chan boi thit hai trude khi loai bo dé quan sat AM da dugc sir dung dé
chiét ADN hé gen (gADN) d xéc dinh gidi tinh vé mat di truyén. Mot cach van
tt, gADN duogc chiét str dung bo dung cu PCR md REDExtract-N-Amp (Sigma,
Israel) va dugc st dung lam mau trong PCR cua céc chi thi gi6i tinh ADN dac
hiéu W hoidc Z (Ventura et al., 2011). Cac san pham PCR dugc tach trén gel
agaroza 2%, dugc nhuém bﬁng ethidi bromua va duoc quan sat trén ban chiéu

tia cuc tim.
Mo hoc

Tinh hoan dugc cit phiu tich cung véi dng dan tinh gan (‘éng din tinh -
vas deferens’) tir cac con dyc gid (1 ndm tudi). Cac mau mod duge ¢ dinh trong
Carnoy’s II cai bién [Ethanol 60% (thé tich/thé tich; Bio-Lab Ltd, Israel),
Cloroform 30% (thé tich/thé tich; Frutarom, Israel), axit axetic bang 10% (thé
tich/thé tich; Sigma, Israel) va Formaldehyt 2% (thé tich/thé tich; Sigma, Israel)
trong thoi gian 24 gid, duge khir nudce tir tlr thong qua hang loat tir néng do ruou
ting dan téi Xylen (Sigma, Israel) va dugc nhing trong Paraplast (Kendall,
Mansfield, MA) theo cdc quy trinh thong thuong. Cac phan Spm duge cit dua
1én c4c ban kinh phu silan (Menzel-Gléser, Braunschweig, Germany). Cac phan
lién tuc duogc nhudm st dung mau chuidn Hematoxylin (Bar Naor, Israel) va

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

Vidul
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Tao ra cic con duc gia WZ st dung phuong phap ti€ém lidu don huyén
phtl t& bao vao trong giap x4c mudi chan cai hiu au tring

Dir liéu thuc nghiém cung cAp & day chimg minh kha ning tao ra moi
truomg nudi cdy té bao so cAp tuyén androgen cua gidp xac mudi chén phén ly
béng enzym trong huyén phu va viéc st dung mdi trudng nudi chy té bao so cap
tuyén androgen cua gidp xac mudi chan dé tao ra cac con duc gia. Cac con duc
gia nay dugc st dung tiép dé cho giao phdi va tao ra con cai WW dan dén sy
phat sinh thé hé con don gidi tinh nudi cAy toan cai.
Céc nhiém sic thé W va Z - x4c dinh giéi tinh

So db dong trinh bay trong hinh v& trén Fig. 1 minh hoa mau x4c dinh
gi6i tinh dya vao nhidm sic thé W va Z. Theo phuong thirc di truyén ndy, cac
con cai 1a di giao tur (WZ) va céc con duc la ddng giao tir (ZZ). Pha 1 cua so dd
nhan manh ring, ngay ca viéc tiém mdt 1An moi truong nudi cay té bao so cép
tuyén androgen trong huyén phu vao cac hdu Au tring cai gidp xdc muoi chan
non c6 thé din dén su chuyén ngugc gidi tinh hoan toan va chitc nang thanh con
duc gia WZ. Mot cach bat ngd, sy can thiép nay da khong dan dén bét ky su 6m
yéu hodc tr vong nao ddi véi cac dong vat duge xir Iy. Quan trong la nhan manh
sang ché khéc phuc nhiing tr& ngai két hop véi qud trinh cdy ghép md tuyén
androgen ma di din dén ty 1& tir vong hang loat va ty 1& chuyén ngugc gidi tinh
thp.

Céc con duc gia WZ “dugc tao ra” ma chiing c6 chirc nang sinh duc hoan

toan 1a duc, 1a cac con cai di truyén mang giao tr W. Khi giao phdi thanh cong
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con duc gia (WZ) véi con cai tu nhién (nhu WZ), 25% thé hé con dugc phat
hién 13 cac con duc (ZZ) va 75% con lai 1a céc con cai. Trong sb c4 thé néu sau,
67% duogc nhan dang bang cach xac dinh kiéu gen phan tir 1a cac con cai (WZ)
di giao tir tw nhién trong khi 33% con lai dugc phat hién 1a cac con cai déng giao
tot WW duy nhét. Cho cac con céi ddng giao tir WW nay giao phéi tiép véi cac
con duc ZZ da sinh ra thé hé 100% con céi di giao tt WZ.

Pha 2 cua so dd nhén manh ring, viéc tiém lidu don huyén phu té bao
tuyén androgen vao con cai WW hau 4u trung (cta pha 1) sinh ra con duc gia
WW chuyén nguogc gioi tinh chitc ning day du. Viéc ndi lai con dyc dong giao
tr WW/con duc gia vdi con cai ddng giao tir d sinh ra thé hé con 100% dong
giao tt WW.

Déi voi didu kién tién quyét dé thu dugc moéi truong nudi cly té bao tuyén
androgen phi dai co thé tao huyén phu dugc, gidp xac mudi chén dyc can phai
dugc cam Ung vé mit nodi tiét sao cho, cac mirc neuropeptit uc ché tuyén
androgen ddc hi€u giam xudng va tuyén tao ra lugng cc yéu to androgen day du
ma cac yéu td nay thuc sy c6 thé cam tmg su phat trién con duc & dong vét co
kha nang phat trién thanh ca con duc va con cai (bat luan thanh phan céc nhiém
sic thé gidi tinh clia nd thé nao). Sau d6, su can thiép nay dan t6i su phi dai
tuyén androgen va céac té bao céu thanh ctia né.

Céc so sanh md hoc gifra tuyén androgen nguyén ven (Fig. 2A) va tuyén
androgen phi dai (Fig. 2B) chitng minh mét cach rd rang nhiing su khac nhau co

ban vé kich thudc tdng cong cua tuyén androgen, so lugng té bao cau thanh n6
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va dic trung cta chung. Cac tuyén androgen loai bd bing ngoai khoa dugc phan
ly stt dung hén hop enzym dic hiéu dé thu dwoc huyén phu chira cac té& bao
riéng biét.

Viéc dua qua thiét bi tiém micro hinh nhu khong c6 tac dung rd rét [én
kha ning sbéng sot clia té bao tuyén androgen. Méi truong nudi cly té bao so clp
d3 cAy duogc ghi lai vao ngay 2 va 6 (Fig. 3A va 3B tuong mg), va duoc phat
hién c6 thé sbéng trong thoi gian 21 ngay trong mdi trudng nudi cy.

Céc hinh anh hién vi 4nh sang clia nuéi ciy di 1am rd v& kha ning séng
sot cua té bao, ching minh sy m& rong té bao phat trién t6t (Fig. 3). Sw m& rong
phat trién té bao 1a cic dic trung chudn vé mdi truong nudi cly so cap song
khée manh, dbi 1ap v6i cac té bao chét ma ching c6 xu hudng co lai va sau d6
tach ra khoi bé mit giéng va troi nbi.

Pé tiém huyén phu té bao vao cac hau 4u tring rit nhd, & Ira tudi sém tir
20 dén 60 ngay hoic it hon sau khi bién thai (hdu 4u trung giai doan PLs), cO
so ha ting chuyén biét bao gdm thiét bi tiém micro va kinh hién vi hai mat kinh
trong phong thi nghiém duoc thiét dat (Fig. 4). Viéc can thiép duogc tién hanh
trén moi mot dong vat han ché duéi kinh hién vi hai mat kinh trong phong thi
nghiém str dung thiét bi tiém micro (Fig. 4).

Tong cong 913 hau 4u tring duoc tiém lidu don bing huyén pht nudi cly
té bao so cip tuyén androgen, véi ty 1€ sdng s6t ciia hau au trung 1a 81.

Khi dat ti d thanh thuc sinh duc, tdm cang xanh chirng minh hién tuong

ludng hinh gidi tinh rd rét va cac con duc khac biét rd vdi cac con cai (Fig. SA).
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Trudc khi thanh thuc sinh duc hoan toan, dc trung gidi tinh phu dic hiéu duc —
AM, c6 thé dugc phat hién & chin boi thir hai cua cc con duc khi duoc quan sat
duéi kinh hién vi hai mét kinh trong phong thi nghiém (Fig. 5B, bang & trén).
Diéu nay trai nguoc véi phan phu trong, phan phu nay dugc quan sat ¢ cd con
duc va con cai (Fig. 5B).

Téng cong, 210 con cai ma dugc nhan lidu tiém don cac té bao tuyén
androgen tao huyén phu dugc sinh truong trong thoi gian 7 dén 8 thang trong
cac diéu kién khac nhau (céc ao dét, bé thé tich 3,5 mét khéi, v.v..). Phén 16n cac
dong vat di can thiép nay dugc nudi trong cac ao dAt trong cac diéu kién sinh
truéng, do d6 chi dugc kiém tra mot 14n tai lic thu hoach cubi cing, 9 thing tinh
ttr lac can thiép. 100 con cai dugc phat hién 1a chuyén nguoc gidi tinh hoan toan
thanh céc con duc gid, dua vio su phat trién AM va hai 13 sinh san dyc co thé
nhin thiy duoc & dé cua cac chan nguc thir nam. Cac con cai bd sung biéu hién
su chuyén nguoc gidi tinh mot phan véi chi mot sb dic trung duc dugc quan sat.
Ngoai ra, ba kiéu hinh dyc phén biét trong loai nay (tom duc nho, tom cang da
cam va tom cang xanh) dugc quan sat. Trong mot nhoém dai dién dugc theo doi
chiit ché hon, 16 con cai (duge xac nhén theo chi thi gidi tinh di truyén, Fig. 6)
duogc can thiép nhu & trén. Gan 50 ngay sau can thiép, toan bd 16 con cai di
truyén ndy da phat trién AM, 13 trong sb nay ciing d3 phat trién cac 15 sinh san
duc (~81%) (Fig. 7, cOt gilta) do do, dugc xem la cac con duc gia. Muoi bdn

(14) con dyc hau au trung nguyén ven cung tu6i nhu cac con cai dugc can thiép,
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chung dugc dung lam tham chiéu c6 mit ca AM va céc 16 sinh san tai diém danh
gia dAu tién (Fig.6 va Fig. 7 cot trai), nhu ky vong.

Céc con duc gia duoc giam sat trén co s¢ hang tudn va duogc phat hién giit
nguyén AM cuia ching. Ngoai ra, cac con dyc gida mét ndm sau khi can thigp da
t4i sinh AM cta ching sau khi thir nghiém tai sinh 16t xac. Cac con duc gia nay
duge gilt trong cac bé riéng biét, trai qua su biét hoa kiéu hinh day du va phat
trién thanh kidu hinh duc troi — tdm cang xanh’ (ca thé dai dién dugc trinh bay
& hinh vé trén Fig. 8). DPbi vai su phét trién tuyén sinh duc, tdm cang xanh duc
gia duogc phau tich va hé sinh san cia chiing bao gdm cac tinh hoan trudng thanh
(Fig. 9, bang tach riéng) dugc 14y miu d€ khao sat mo6 hoc (Fig. 9). Céc ca thé
phiu tich cho thdy éng din tinh phat trién tét (Fig. 9A) chira ddy tinh tring.
Trong didu kién phong dai cao, hinh thé cta cac té bao da chimg minh cau tric
x4c nhan tiéu chuin cua hinh chiéc 6 16n nguoc dic trung cua kiéu té bao truong
thanh nay & tom cang xanh duc (Fig. 9B).

Ngoai ra, md tinh hoan phat trién t5t bao gdm ca hai ving bit mau dam va
nhat dugc quan sat (Fig. 9C). Trong diéu kién phong dai cao, cac viung bat mau
dam, nim & ngoai vi cta thity xdc dinh bAt ky, duge phat hién 1a dicu tiet su
phéin chia xung quanh cac té bao tinh nguyén bao (Fig. 9D). Cac ving bit mau
nhat, bao gdm phan 16n thé tich cia thiry dugc phat hién 1a diu tiét tinh tring
truong thanh.

Vidu2

Lai con duc gia WZ vira méi thu duoc voi con cai ty nhién
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Céac con duc gia Mr duge tha cung vGi cac con cai tu nhién trong cac bé
chung (3,5-10 mét khdi). Mdi tudn mot 1an, toan bd cac con cai dugc tap hop tur
bé sau khi chi cac con cai mang chung duoc 14y ra khoi bé nay, dua vao céc bé
thiy tinh riéng biét. C4c con cai dugc giam sat hang ngay cho téi khi mau sac
trimg chuyén d4i tir mau da cam sang mau xam, nhd d6 ching duoc chuyén
sang cac bé dé trimg chtra 12-15 ppt nude mudi. Sau khi trimg nd, cac con cai
duoc 14y ra va viéc nudi ciy 4u tring bét diu nhu thong thuong. Dé xic dinh
xem liéu con cai c6 thuc sy duge thy tinh bai con duc gid hay khong, mdi mot
thé hé con dugc duy tri riéng biét, va ngay sau khi bién thai, giéng va gi6i tinh
do kiéu gen cua hiu u trung dugc xac dinh nhu da mo ta ¢ trén.

Céc con cai ma dugc tha cung vaGi cac con duc gid dan bd me trong cac bé
chung dugc thy tinh thanh cong. Khi bién thai, cac hau du trung dugc mo ta dac
diém vé di truyén st dung cac chi thi gidi tinh ADN dé x4c minh rang, cac hu
4u tring WW thuc c6 mit (Fig. 10) (do d6 loai trir kha nang con cai duoc thu
tinh béi con duc ZZ ty nhién). Téng cong, trong sb 865 c4 the khao sat dai dién
4 qua trinh lai khac nhau cua it nhit 2 con duc gia khac nhau, 77% (n=668) la
duong tinh v& chi thi gii tinh ADN nhidm séc thé Z, cu thé 1a cac con cai WZ
va cac con duc ZZ (Fig. 11A). Do d6, 23% con lai (n=197) dugc x4c dinh 1a con
c4i WW. Ngodi ra, ca hai chi thi gi6i tinh ADN nhidm sic thé W va Z déu duoc
st dung d8 mo ta dic diém mot cach toan dién sy phin bd chinh xé4c cac kiéu

gen trong mau gébm 174 hau 4u trung. Trong sb nay, 42 ca thé dugc nhén dang 1a
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con duc ZZ (24,1%), 90 1a con cai WZ (51,8%) va 42 la con cai WW (24,1%),
v6i ty 18 kiéu gen ZZ: WZ: WW 1a 1: 2,1: 1 (Fig. 11B).
Vidu3
Cho lai con cai WW véi con duc ty nhién dé thu duogc thé hé con WZ toan céi

Con cdi WW nguyén ven dugc phat trién t&i khi thanh thuc sinh duc va
duoc lai v6i cac con duc ZZ ty nhién dé thu duogc 100% con cai WZ (Fig. 12).
Vidu4
Lai trén quy mo thuong mai
Thé h¢ P

Tai thé hé bd me (P), dan bd me don (con duc ZZ va con cai WZ tu
nhién) d4 tao ra thé hé con gdm 2000 dén 5000 c4 thé WZ cung lira.
Thé hé¢ F1

Trong sb néu sau, 10 con cai WZ chon ngau nhién thé hé dau tién (F1) trai
qua can thiép chuyén nguoc gidi tinh bao gbébm budc ciy ghép té bao nhu dugc
md ta & day. It nhét 5 trong sé cac con cai WZ lga chon dugc chuyén ngugc gidi
tinh thanh cong thanh céc con duc gid WZ chirc nang day dt. Thir nghiém nay
trong d6 ty 1& thanh cong 50% dugc ghi lai 1a tudn theo ding nhu cac thur
nghiém khac lién quan dén su chuyén nguogc gidi tinh thanh cdng clia cac con
cai WZ thanh cac con duc gia.
Thé hé F2

Mdi mot trong sb6 cac con duc gia ndy (anh em rudt) duoc phat trién t4i

khi thanh thuc sinh duc va dugc cho giao phéi mét 14n véi con cai WZ tu nhién.
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Céc phép lai ndy da sinh ra it nhit 5 thé hé con F2. Mi mot thé hé con F2 c6
quan hé ¢ dang anh em véi thé hé con F2 song song clia F2. Trong mdi mot thé
hé con F2 da néu, it nhét 700 con cai WW thu duogc. Mot cach hién nhién, con
cdi WW ndy dd khong thé thu dugc ma khong co su can thiép chuyén nguoc
gidi tinh cta cac con cai WZ va do d6, khong phai 1a két qua ty nhién.

M3i mdt trong s6 cac con cai WW F2 thu dugc tir céc thé hé con F2 khac
nhau phai 1a chi em dugc tao ra tir cac phép lai bao gdm it nhat 5 con duc gia F1
khac nhau (chung phai la cac con duc gia cung thé hé F1) xuét phat tir cung bd
me. Cac anh em nhu vy thu duoc, 1a s6 luong t6i thiéu cén thiét dé san xuét.
Vidu5

Tao ra con duc gia WW dé thu duoc thé hé con F3 WW toan céi va thé hé
lai F2 khéac nhau

Con duc (ZZ) va cai (WZ) truéng thanh cua gidgp xdc muodi chan
Macrobrachium rosenbergii (Mr) dugce lai (thé hé P) dé thu duoc thé hé con hon
hop cua hau au trung (PL) bao gdm 50% con duc va 50% con cai. Cac hdu 4u
trung cai duoc cach ly ra khdi cdc con duc bang cach xac dinh gidi tinh di
truyén phan tir st dyng chi thi gigi tinh ADN dac hiéu W. Truoc PL 59, cac con
cai nhan dang duoc can thiép theo vi du 1 va dugc phat trién cho t&i khi céac dic
trung sinh duc phy ddc hiéu duc nhu phat trién AM va cac 13 sinh san & dé cua
chan di tht 5 duge x&c nhén.

Céc con cai F1 ma thé hién céac dic trung sinh duc duc dugc x4c dinh 1a

céc con duc gia va dugc lai véi cac con cai WZ ty nhién. Phép lai nay da sinh ra
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thé hé con F2 voi ty 1& gi6i tinh céi trén duc la 3:1. Sir dung chi thi giol tinh
ADN dic hiéu W, cac con duc ZZ duogc loai trir va trong s cac con cai con lai,
33% duoc nhan dang 13 WW bang cach sit dung phwong thic sang loc 4m dya
vao chi thi gidi tinh ADN déc hi¢u Z.

Tao ra c4c con duc gia WW: sau do, cac hau 4u tring cdi WW chon loc tir
F2 duoc can thiép trudc PLy theo vi du 1. Sau khi can thi€p, dong vat duoc
sinh trudng cho téi khi cac ddc trung sinh duc phu nhu sy phat trién AM va céc
15 sinh san duc dugc x4c nhan (Fig. 13). Ngoai ra, su phat trién cac dic trung
gi6i tinh chinh dac hiéu duc, tic 1a sy phat trién tuyén sinh duc cia md tinh
hoan, ciing dugc xac nhan (Fig. 14). Con cdi WW ma thé hién cac dic trung
sinh duc duc dugc xéac dinh 1a con dyc gia WW.

Cac con duc gia WW trai qua su biét hoa kiéu hinh day du (Fig. 15) ma
sau do, ching dugc lai voi con cai WW nguyén ven dé thu duoc thé hé con
100% toan c4i WW (Fig. 16; thé hé F3) hodc véi cac con cai WZ (ty nhién) dé
thu duoc thé hé con 100% toan cai voi td hop nhidm sic thé gidi tinh hon hop
(thé hé F3). Theo cich khac, con cai WW nguyén ven dugc phat trién téi khi
thanh thuc sinh duc va dugc lai v6i cac con duc ZZ ty nhién dé thu dugc thé hé
con 100% toan cai WZ hodc véi cac con duc gia WZ dé thu duoc thé hé con

100% toan c4i voi td hop nhidm sic thé gidi tinh hdn hop (thé hé F3).
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YEU CAUBAO HQ
1. Giap xac mudi chan duc ddng giao tt WW.
2. Phuong phép dé thu dugc thé hé con toan cdi WW, bao gbm budc lai gidp xé4c

mudi chan duc WW véi gidp xadc muoi chan cdi WW dé thu dugc thé hé con 1a

thé hé con toan cdi WW.
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Fig. 4A
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