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Nham bao ton ngudn gen ctia thé den ban dia ving dong bing song Ciru Long, bao quan lanh
tinh trung tho den bing phuong phap thiy tinh héa da duoc nghién cttu. Nghién ctru danh gia
anh huéng cta néng do sucrose va glycerol trong méi truong bao quan dén chat luong tinh trung
sau thuy tinh hoa, két qua cho thdy, nong do sucrose va glycerol tac dong dang ké dén cac chi s6
nhu: Ty 1é toan ven acrosome, ty lé di dong téng s6 va ty 1é song cda tinh tring. Nong do sucrose
0,25M va glycerol 4% mang lai két qua tot nhat vé chat luwong tinh trung. Nghién cttu nay gop
phan bao ton nguodn gen dia phuong va phuc héi quan thé trong twong lai.

T khoa: Bdo quan lanh, glycerol, sucrose, thiy tinh hda, tinh trung tho.

1. BAT VAN BE

Thé den dia phuong (Oryctolagus cuniculus)
1a mot phan loai thé dang phai déi mat véi nguy co
tuyét chiing do su canh tranh tir cac giong thd lai
va ngoai nhap duoc uwa chuong vi ning sudt thit
cao hon va st dung trong phong thi nghiém [1, 2].
Viéc bao téon nguodn gen thé den dia phuong mang
y nghia quan trong trong viéc duy tri da dang sinh
hoc, phat trién chin nudéi bén vitng va dam bao an
ninh lwong thuc.

bong lanh tinh trung 1a mot ky thuat hoé tro
sinh san hiéu qua gidp luu trix tinh trung dai han
trong nito 16ng & nhiét do cuc thap (-196°C). Ky
thuat nay dong vai tré quan trong trong viéc bao
tén nguon gen dong vat quy, hiém va phuc hoéi
quan thé thong qua thu tinh nhén tao hoac chuyén
gen. Tuy nhién, qua trinh dong lanh tinh trung
truyén thong c6 thé gay tén thuong cho tinh trung
do su hinh thanh tinh thé bang va cac tac dong
khac [3]. Thuy tinh hoa bao quan tinh trung bang
cach cho tinh trung tiép xdc truc tiép voéi nito long
& -196°C. Day la mot ky thuat dang ndi len nhanh
choéng dé bao quan lanh va c6 loi thé so véi bao

quan lanh thong thuong vé nhiéu mit. No lien
quan dén thoi gian can bang ngan, toc do 1am mat
nhanh, khong cé thiét bi dat tién nhu td dong sinh
hoc duoc 1ap trinh va khong cé tén thuong vat ly
d6i voi cac t€ bao do cac tinh thé bang. Thuy tinh
hoéa 1a mot quy trinh don gidn doi hoi it thoi gian
hon va c6 kha nang tré nén an toan hon cting nhu
tiét kiém chi phi hon so véi lam lanh cham [4]. Ky
thuat nay st dung dung dich bao quan lanh c6 kha
nang thdm thiu nhanh vao t€ bao tinh trung, han
ché t6i da su hinh thanh tinh thé bang, tir d6 bao
vé tinh trung khoi tén thuong va nang cao ty lé
song sot sau khi ra dong [5].

Viéc st dung méi truong TCG (Tris-Citrate-
Glucose) 13 co so thuong duoc st dung dé bao
quan lanh tinh triung thé [6]. Van dé chinh trong
bao quan lanh tinh triing 1a su hinh thanh tinh thé
bang lam gidm kha ning séng sot cda tinh trung
sau khi ra dong. Qua trinh khtt nuéc ctia nuéc té
bao, b6 sung chat bao vé lanh (CPA) vao té bao
thuong duoc thuc hién dé tranh tao ra cac tinh thé
bang [7]. Glycerol va sucrose 1a hai CPA dé tim va
phé bién nhat sé dugc st dung dé xay dung quy
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trinh thay tinh héa co ban trén d6i tuong tho den.
Glycerol c6 kha niang thdm thau, rut nuéc trong té
bao ra ngoai t€ bao, 1am han ché su két tinh cta
nudéc va gidm tén thuong té bao sau khi giai dong,
khtr nuéc tot hon & nhiét do thap va ting ty 1é song
s6t ctia tinh trung sau khi trix lanh [8]. Nam 1949,
Polge da phat hién ra glycerol nhur mot chat bao vé
dong lanh (Cryoprotectants - CPA) tinh trung hiéu
qua[9]. Ké tir d6, glycerol da duoc sit dung thuong
xuyén va duoc xem 1a mot nén tang trong dong
lanh tinh trung. Glycerol cing da dugc st dung
trong nhiéu nghién cttu vé bao quan lanh tinh
trung dé va thé vi vai tro bdo vé cta né doi voi té
bao [10, 11]. Mot s6 CPA c6 khéi lwong phan tk
cao khong thé thdm qua mang té bao. Puong cé 1&
1a CPA c6 khéi luong phan tir cao dau tién duoc st
dung lam chat phu gia truéc khi dong lanh. Ca
monosacarit va disacarit déu duoc st dung dé bao
quan lanh tinh trung, tuy nhién so v&i
monosacarit, disacarit nhu trehalose va sucrose
duoc st dung rong rai hon [12]. Sucrose la mot
chét bao quan lanh khong thdm thau, duoc thém
vao dé tang do thdm thau va ngan ngira tén thuong
do té bao truong phong trong qua trinh khir nuéc,
c6 tac dung 6n dinh mang sinh chat trong qua
trinh dong lanh - ra dong [13], lam mat nudc té
bao & nhiét d6 cao cho phép lam lanh nhanh ma
khong gay tén thuong noi bao.

Néng do ctia chat bdo quan lanh cao sé gay
doc dén qua trinh téng hop cta té bao duoc trix

lanh, thay d6i cdu truc hai 16p clia mang té bao
[14]. Da c6 nghién cttu vé chat bdo quan lanh cho
thay tinh hoéa trén tho [15], tuy nhién & Viét Nam
cac nghién ctu vé thuy tinh hoa tinh trung thé den
con kha han ché. Vi vay, nghién ctru nay nham
danh gia néng do thich hop nhat ctia hai chat bao
quan lanh 1a glycerol va sucrose dé bé sung vao
moi truong bao quan nham dat chat luong téi uu
nhat cho tinh trung thé den sau khi bdo quan lanh
bing phuong phap thiy tinh hoa.

2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Pong vat thi nghiém

Dong vat thi nghiém la 3 con tho den dia
phuong tir 2,5 - 3 kg duoc nuoi tai trai thuc nghiém
dong vat cta Phong thi nghiém Té bao goc,
Truong Dai hoc Can Tho. Thé duoc nudi va cham
soc trong long cao cach mat dat 1,2 m trong moi
truong thoang khi, voi quang chu ky 1a 12 gio sang
va 12 gio t6i, duoc vé sinh 2 ngay 1 1an. Dong vat
duoc cho an khéi luong tiéu chuin, uéng nudc va
tiém phong day da. Nghién cttu da dugc phé duyét
vé mit dao ddc doi voi cac quy trinh cham soc,
nuo6i nhot va khai thac tinh dich dong vat, tuan
theo huéng dan ctia Uy ban Pao dic Pong vat,
Truong Dai hoc Can Tho (CTU - AEC24004).
Nghién ctru duoc thuc hién tir thang 1 dén thang 6
nam 2024.

2.2. Thiét ké thi nghiém

Bang 1. Thanh phin méi treong ding cho thi nghiém

Nghiém | Tris Citric | Glucose | Gentamicin | Egg yolk | Glycerol Sucrose Nudc cat
thic (@ |axit(@ | (@ (mg) (%) %) (mL)

1 3,02 1,48 0,625 8 15 4 0,1IM bén 100

2 3,02 1,48 0,625 8 15 4 0,25M bén 100

3 3,02 1,48 0,625 8 15 4 0,5M bén 100
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4 3,02 1,48 0,625 8

15 7 0,1M bén 100

5 3,02 1,48 0,625 8

15 12 0,1M bén 100

Mau tinh dich duoc khai théac tir 3 con tho den
duc sinh san binh thuong tai trang trai thi nghiém
ctia Phong thi nghiém Té bao goc, Truong Dai hoc
Can Tho. Mbi ca thé thu mau 3 1an. Danh gia chat
luong tinh twoi: Mau sic, thé tich, pH, mat s6.
banh gia 4nh hudng chia néng do sucrose va
glycerol trong moi truong dong lanh dén chat
luong tinh trung tho den. Thi nghiém duoc bo tri
ngau nhién voi cac nhan t6 danh gia 1a su két hop
néong do cua sucrose (0,1M, 0,25M, 0,5M) va
glycerol (4%, 7%, 12%) v6i 5 nghiém thic tuong tng
voi 5 moi truong da chudn bi. Méi nghiém thirc lip
lai 9 1an v6i 3 lan trén moéi con tho den 8 - 12 thang
tudi, tan suat 1ay tinh 1a 3 ngay/lan.

Qua trinh thay tinh hoa tinh tring duoc tién
hanh trong cong ra 0,25 ml [16]. Cong ra dugc nap
day 100 pl [17], mau tinh dich biang micropipette
va chén theo chiéu ngang vao éng trir tinh 0,5 ml.
Ca hai dau ctia 6ng hat 0,5 ml duoc han kin bing
nhiét. Mau duoc dit c6 dinh & nhiét do phong 5
phut va dat theo chiéu ngang trong bé chtra nito
léng (LN2), cong ra dugc ldy ra khoi bé nito 16ng,
tién hanh trir cong ra da duoc dong trong binh
chtta nito 16ng chuyén dung. Phan tich sau lam 4m
duogc thuc hién sau 72 gio bdo quan trong thiung
chtta LN2. Dé lam 4m, 14y 6ng 0,25 ml ra khoi LN2
va ngam vao nudc am 37°C trong 20 giay.

Cac chi tieu danh gid bao gém: Hoat luc tinh
trung, tong s6 tinh trung tién thang (VAC), ty lé
soéng, toan ven mang té bao va toan ven acrosome.

2.3. Khai théc tinh dich

Dung cu thu nhan tinh dich cAm bang tay
duoc chuin bi nhue mo tad cia Naughton va cs
(2003) [18]. Dung cu duwoc lam am & 40 - 42°C, dat
tho cai vao long thé duc, dung cu duoc dit vé phia
sau va phia dudi dé cho phép tho duc xam nhap
vao am dao nhéan tao. Xuat tinh xdy ra nhanh
chéng va thiét bi duoc ldy ra. Pong vat duoc khai
thac tinh hai 1an mdi tuan.

2.3.1 Thétich tinh dich

Dé yén mau tinh dich trong 6ng chtra tinh 30 -
60 giay dé tan bot, sau d6 tién hanh danh gia thé
tich mau. Thé tich mau duoc danh gia bang cach
dung pipette chinh x4c dé xac dinh. Cudi cuing, két
qua do dugc ghi nhan lai.

2.3.2. Mau sac tinh dich

Déanh gi4 mau sic cam quan bang mat: Mau
tinh dich tot c6 mau tring duc dic trung; mau cé
lan nuéc tiéu, phan hodc mau sé duoc loai bd va
khéng st dung.

2.3.3 pH tinh dich

Gia tri pH cta mau tinh dich duoc kiém tra
bing may do pH S220-Std-Kit (Mettler Toledo,
Trung Quéc). Viéc xac dinh pH tinh dich can duogc
tién hanh nhanh, ddm bao thoi gian t6i thiéu va
chinh xac. Chi st dung nhitng mau tinh dich cé
pH dao dong tir 6,80 - 7,20.

2.3.4. Ddnh gid nong do tinh trung

Néng d¢ tinh trung (C, trieu/ml) duoc xac
dinh bang budéng dém Neubauer trén kinh hién vi
c6 do phong dai 400 1an.

2.3.5. Panh gid ty Ié di dong cua tinh triung

Mau duoc xem dudi kinh hién vi voi do phong
dai 400 lan, su di dong cta tinh trung duoc danh
gia [19]:

- Hoat luc tinh trung (A, %) = (S6 tinh trung di
dong tién thang)/(Tong so tinh trung dém duoc) x
100.

- Téng so tinh tring tién thang (VAC, ty/lan)
duoc xac dinh bang tich ctia ba chi tieu: Thé tich
(V), hoat luc tinh trung (A) va nong do tinh trung
©).

2.3.6. Danh gi4 ty I¢ song cua tinh tring

Viec danh gia ty 1é s6ng cda tinh trung duoc
thuc hién bang phuong phap nhuém FEosin-
Nigrosin. Eosin chi nhuém cac tinh trung chét,
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bién ching thanh mau héng dam, trong khi tinh
trung song c6 mau triang. Nigrosin ting cuong sy
tuong phan gitra nén va dau tinh trung, lam cho
tinh trung dé quan sat hon. Téng cong 100 tinh
trung da duoc dém trén mobi lat kinh, ty 1é tinh
trung song dua trén tinh trung khong bat mau
thuéc nhuom [20].

2.3.7. Pdnh gid tinh toan ven mang cua tinh
trung

Viéc danh gia tinh nguyén ven ctia mang té
bao plasma (IPM) caa tinh trung duoc thuc hién
bang phuong phap tht ndi giam ap luc (HOS).
Quan sat st nguyén ven ctia mang té bao plasma
ctia tinh trung duwoc tién hanh bang cach nhd
mot giot hén hop tinh tring (tinh tring va dung
dich nhuoc truong da duoc @) lén mot 6 kinh va
pht bang kinh che pht, sau d6 quan sat dudi
kinh hién vi voi do phong dai 400x. Tinh trung
c6 mang nguyén ven sé gitt dung dich nhugc
truong bén trong té bao, khién cho dudi co vé
cong hoac cong. Nguoc lai, tinh trung cé dudi
thing chi ra rang mang té bao plasma da bi
hong, vi n6 khong thé ngin nudc xam nhap vao
[21].

2.3.8. Panh gid acrosome cua tinh trung

Tinh trang duoc co dinh trén lame kinh va dé
kho & nhiét do phong trong 10 phut, sau d6 mau
duoc ngam trong dung dich ethanol 96% trong 15
giay. Mau duoc dat & nhiét do phong trong 5 phut
dé kho, tiép do mau duoc nhuoém véi dung dich
giemsa 10% trong 10 phuat. Sau d6, mau duoc rita
dudi voi nuoc nhe, dé kho & nhiét do phong va
quan sat mau dudi kinh hién vi. Tinh trung co6
acrosome binh thuong thi ving cuc dau sé bit

mau thudéc nhuém giemsa (mau lavender nhat),
nguoc lai tinh trung c6 acrosome khong binh
thuong, vung cuc dau sé khong bat mau thudc
nhuém [22].

2.4. Phan tich thong ke

S6 lieu duoc ghi nhan bang phan mém Excel
(2016). M6 hinh héon hop tuyén tinh ANOVA duoc
str dung dé phan tich dit liéu, sau d6 so sanh gia tri
trung binh giita cac nghiém thic bang phuong
phap Tukey trong phan mém R.4.3.3. Cac két qua
duoc trinh bay + sai s6 chudn (SE). Nhan to co
dinh (fixed effect) 1a néong do glycerol va sucrose.
Nhan t6 ngau nhién (random effect) 1a thé va lan
khai thac tinh. Cac chi tiéu phan tich bao gom:
Hoat luc tinh trung, téng so tinh trung tién thing
(VAQ), ty lé song, toan ven mang t€ bao va toan
ven acrosome. Y nghia thong ke duoc dit & p <0,05
cho thay, mirc 6 dang tin cay cao doi voi két qua
thu dugc. Hinh anh biéu doé dugc vé bang phan
mém R.4.3.3.

3. KET QUA NGHIEN CUU VA THAO LUAN

3.1. Chat luong tinh dich tuoi

Nghién cttu trén tinh dich méi khai thac ti
giong tho den dia phuong & ving déng bang song
Ctru Long cho théy, chat luong tinh trung tot. Cac
thong s6 do dugc dugc trinh bay trong bang 1,
trong pham vi binh thuong déi véi tinh dich tho.
Bang 1 cho thdy, tinh dich dugc thu nhan tir 3 con
thé c6 mau trang duc, day la mau sic dac trung
ctia tinh dich thd, do pH va thé tich dat chi tiéu vé
danh gia dai thé, pH cta tinh dich thé dao dong tu
6,9 - 7,2 1a phu hop cho sttc song cta tinh tring va
kha nang dau thai [23].

Bang 2. Két qua danh gia dai thé tinh triing thé sau khi thu mau (TB + SEM, n = 9)

Chi tieu danh gia Két qua

Mau sic Trang duc
pH 7,03 + 0,09
Thé tich (ml) 0,63 + 0,04

NONG NGHIEP VA PHAT TRIEN NONG THON

- KY 1 - THANG 11/2024

33



KHOA HOC CONG NGHE

Nong do tinh trung (triéu/ml) 858,75+ 17,33
Hoat luc tinh trung (%) 72,03 + 0,42
Téng s6 tinh trung tién thang (ty/lan khai thac) 38,95 + 6,45
Ty le song (%) 92,91 + 0,54
Ty lé toan ven mang té bao (%) 80,53 + 0,38
Ty 1é toan ven acrosome (%) 80,41+ 0,71

B

Hinh 1. Kiém tra chat luong tinh triing

J w™

B |
c B —-—\f'(?

Ghi chu: A: Tinh trung dwoc nhuom Eosin-Nigrosin. Tinh trung song khong bat mau thuéc nhuom
(miii tén trang), tinh trung chét bat mau thuoc nhuom (mii tén den); B: Tinh trung duoc xét nghiém
HOS. Tinh trung cé mang t€ bao toan ven thé hién phan ung cuon tron dudi (mdi tén triang), tinh trung
co mang t€ bao bi ton thuong thi khong cé phin ung (mii tén den); C: Tinh trung duoc nhudm
acrosome. Tinh trung co acrosome binh thuong co phan cuc diu bat mau thuéc nhuom (mii tén trang),
tinh trung cé acrosome bat thurong cé phan cuc diu khong bat mau thuoc nhuém (mii tén den). Thanh

ty Ié = 50 ym.

3.2. Két qua thi nghiém: Anh hudng ciia su két
hop giita cac nong do cta sucrose va glycerol dén
chat luong tinh trung thé dugc bao quan bing
phuong phap thiy tinh hoa

Hinh 2 cho thdy, sau khi thty tinh hoa, kha
nang di dong cua tinh trung tho gidm dang ké.
Viéc b6 sung 0,25M sucrose va 4% glycerol cho
moi truong bao quan dat duoc ty lé di dong tong
sO va ty lé song cao nhat (6,63% va 16,76%). Ty le
nay giam dan khi ting ndéng do6 sucrose va
glycerol. O néng do gucrose 0,1M, ty le di dong
tong s6 va ty 1é séng gidm theo chiéu huong ting

noéng do glycerol. Sy khac biét nay c6 y nghia
thong ke (p < 0,05). Nghiém thitc b6 sung 0,1M
sucrose va 12% glycerol c6 ty le di dong téng s6 va
ty lé song thap nhat (2,59% va 12,67%). Vé tinh toan
ven mang té bao, viec bd sung 0,25M sucrose va
4% glycerol dat hieu qua cao nhat (16,96%), khac
biét c6 y nghia so voi cac nong do khac. Nguoc lai,
ty lé tinh trung c6 mang nguyén ven thip nhat
(11,81%) duoc ghi nhan & nghiém thic bd sung
0,1M sucrose va 4% glycerol. Két qua ciing cho
thdy, cung nong do 4% glycerol, moi truong co bo
sung 0,25M sucrose dat gia tri toan ven acrosome
cao nhat (66,89%), & nong do sucrose 0,1M, moi
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treong bé sung 7% glycerol lai dat gia tri toan ven
acrosome cao nhat (72,15%) khi so sanh tit ca cac

nghiém thitc. Ngoai nghiém thtc 5, tit ca nghiém

Hoat lyre tinh trung
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S toan ven Acrosome

72,15
1 e -
8 JR——
£Q 444
gl === ° it
2 el e—
e =
o
= o
vy T
S 35,52
—
T | I T T
NTI NT2 NT3 NT4 NTS5
Nghiém thirc

Hinh 2. Biéu d6 thé hién két qua danh gi4 tinh tring sau bdo quéan lanh
Ghi chii: O méi chi tiéu dinh gid, cdc gid tri trung binh c6 chi cdi in thuong @* ¢ ¥ theo sau khic
nhau Ia khdc biét o y nghia thong ké (p < 0,05); NT1: Moi trirong co chia 0,1M sucrose + 4% glycerol:
NT2: Moi truong co chita 0,25 sucrose + 4% glycerol; N13: Moi truong co chiua 0,5M sucrose + 4%
glycerol: NT4: Moi truong co chiia 0,1M sucrose + 7% glycerol; NT5: Moi truong co chita 0,1M sucrose +

12% glycerol.
3.3. Thao luan

Nghién cttu nay nham muc dich xac dinh
noéng do chat bao quan lanh tdi wu cho tinh trung
thoé d@é cai thién chat luong ctia chung sau khi bao
quan lanh. Nhiéu nghién ctru truéc day da chi ra
ring, cac chat CPA co thé c6 tac dong doc hai dén
kha nang s6ng sot va sinh san cta tinh trung sau
khi ra dong, tuy thuoc vao nong do st dung [24].
Qua nghién ctu cho thay, chat luong tinh trung
déu giam sau dong lanh. Nhimg thay ddi vé do
th4m thau, thoi gian va sy hinh thanh tinh thé
bang noi bao trong qua trinh dong lanh gay tén
thuong mang té€ bao va mang ty thé [25].

bé dam bao su s6ng ctia té bao va tranh lam
hong ciu truc ngoai bao do qua trinh déng bing
gay ra, bang phuong phap thiy tinh hoa tao ra
trang thai thiy tinh duoc xac dinh bang do nhét
dat dén gia tri da cao (~ 1.013 poises) dé hoat
dong giong nhu chét ran, nhung khong c6 bat ky
su két tinh nao [26]. Tuy nhién, diéu nay chi hiru
ich & nong d@o thich hop, néu néng do qua cao,
chung c6 thé gay doc cho té bao. Nhung voi loai té
bao va nhitng loai khac nhau thi cé néng do thich
hop khac nhau [27].

36

Nghién ctru vé st khac biét vé chat luong tinh
trung ltra gitta 2 phuwong phap dong géi la vi giot va
thay tinh hoa [28], phuong phap sit dung cong ra
cho két qua cao hon dang ké so voi phuong phap
nhé giot d6i voi: TM (54,7 + 10,1 so voi 28,6 +
6,5%) va PM (44,2 + 9,4 so voi 17,7 £ 6,4%). Mat
khéc, nghién ctru vé tinh trung ngua cho két qua
thay tinh héa bang vi giot thu duoc chat luong tinh
trung hiéu qua hon bao quan trong 6ng hut [29],
voi cac gia tri TM (54,46 + 3,2 so v6i 36,47 + 3,2%),
PM (38,63 + 3,4 so v6i 15,11 + 2,0%), IMS (65,40 +
2,8 so voi 50,50 + 2,8%) va AIS (48,89 + 2,8 so vbi
15,46 + 1,7%). Diéu nay cho thdy, méi loai sé phu
hop voi nhiing cach thic bao quan lanh tinh triung
khac nhau.

Mot nghién cttu khac cia Rosato va Iaffaldano
(2013) [30] vé thay tinh hoa tinh trung tho véi ty 1&
di dong téng so dat 0,16 + 0,4% va 1,8 + 1,6% khi
thiy tinh héa bang phuong phap nho giot ma
khong bé sung CPA. V6i thi nghiém b sung CPA
la BSA va sucrose, chat luong tinh tring duoc cai
thiéen dang ké voi nghiém thitc BSA két hop
sucrose ¢ néong do 0,1M va 0,25M, voi ty 1e di dong
x4p xi 3% va ty lé toan ven mang xap xi 6%.
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Nghién ctu nay gitp xac dinh néng do
sucrose va glycerol phu hop cho thiy tinh héa tinh
trung tho, sau khi ra dong chat luong tinh trung
tho co su khac biét gitra cac néng do, nghiém thuc
2 duoc bé sung 0,25M sucrose va 4% glycerol duoc
cho 1a tot nhat, ty 1é di dong, ty 1é song va toan ven
mang lan luot 1a 6,63%, 16,76%, 16,96%. Su toan ven
acrosome cao nhat déi véi nghiém thirc 3, mac du
chua c6 tiéu chudn cu thé nao cia Té chic Y té
Thé gioi (WHO) cho su toan ven mang, tuy nhién
mot s6 nghién cttu cho rang, ty 1é tinh trung véi
mang acrosome nguyeén ven trén 50% dugc xem la
dat yéu cau cho thu tinh [31, 32].

Tinh trung thé dé bi tén thuong sau dong lanh
do nhiéu nguyén nhan duoc dé cap nhu: Cau tric
té bao cha tinh trung tho, stress oxy hoa va ky
thuat dong lanh déu lam giam chat lugng cta tinh
trung. Nhu da dé cap, mot trong nhitng nguyén
nhan gy ra su sut giam dang ké chét luong cta
tinh trung thé sau khi bao quan déng lanh bing
thiy tinh héa 1a do hinh dang ciu tric cta no. Cu
thé, theo Isachenko va cs (2011) [33], tinh trung
c6 dau 1on hon nén dé bi soc lanh hon, lam gidm
kha nang song sot cia tinh trung [34] va dau cta
tinh trung thé twong doi lon [35], gay tré ngai cho
viéc thay tinh héa. Bén canh do, do thdm thau
cing la mot yéu t6 anh hudng lon, cac t€ bao co
d6 tham nuoc cao cho thdy kha niang chiu lanh
nhanh t6t hon so voi nhitng té€ bao c6 do tham
nuoc thap hon [36], thi tinh trung thé cé kha ning
tham nudc thap [37]; cu thé, hé s6 tham Lp thap va
nang luong hoat hoa Ea cao, trai ngugc véi tinh
trang duoc thdy ¢ tinh trung cta tat ca cac loai
khac duoc kiém tra c6 Lpcao vaEathdp. Tuy
nhién, d6i véi toc do lam mat ctia phuong phap
dong lanh cham van phu hop va duoc st dung.

Stress oxy héa la mot trong nhitng yéu to
quan trong nhit gop phan lam giadm chat luong
tinh dich sau ra dong trong qua trinh bao quan
lanh tinh trung [38]. Qua trinh déng bang - tan
bang lam ting cuong qua trinh ho hdp cta tinh
trung, hodc qua trinh trao ddi chat oxy hoéa va cac
dién tr du thira duoc hinh thanh 1o ri truc tiép qua
mang trong cta ty thé va lien két voi oxy dan dén
st hinh thanh géc tu do superoxide (phan tir c6
hoat tinh cao). Chung c6 thé két hop dé dang voi

cac phan tt khac, truc tiép gay ra qua trinh oxy
héa c6 thé dan dén thay d6i cau tric, chic ning va
cudi cung lam tén thuong té bao [39]. Bao quan
lanh ciing gy ra tén thuong cdu tric cua ty thé,
lam thay d6i cac qua trinh sinh hoa lién quan dén
san xuat ATP va cudi cung lam giam kha ning
soéng sot va kha niang van dong cda tinh trung khi
dong lanh [40].

Dé giam thiéu thoi gian tiép xtc véi nito 16ng,
ngin chan sy hinh thanh tinh thé bang va stress
oxy hoa, viéc st dung chat bao vé néng do cao 1a
diéu dung dan. Trén thyc té, viéc st dung glycerol
néng do cao gay doc cho té bao. Ty 1é toan ven
acosome ting dan khi tang tir 0 - 4% [41], nong do
glycerol hiéu qua & 7% cho hiéu qua xap xi 80%
toan ven acrosome [42]. Viéc b6 sung sucrose co
thé cai thién kha nang s6ng sot ctia tinh trung tho
sau qua trinh déng lanh thong thuong va thiy tinh
hoa, no co tac dung 6n dinh mang sinh chat trong
qua trinh dong lanh - giai dong bing cach tuong
tac voi phospholipid mang ngoai viéc tang ap suat
thdm thau. Protein, axit amine va cac phan tir thdm
thau khac sé 6n dinh cac bao quan cta té bao,
nhung né van can duoc loai bd trong qua trinh ra
dong [43].

Phuong phap déng lanh thay tinh héa dic
biét phu hop cho cac khu vuc thiéu diéu kién ap
dung cac phuong phap bao quan tinh trung
truyén thong. Ky thuat nay mang lai loi ich to lon
trong viéc bao ton cac loai dong vat hoang da
quy, hiém, vi khong doi hoi thiét bi phic tap hay
diéu kién bao quan khat khe. Thdy tinh héa tinh
trung c6 thé thuc hién nhanh chéng, dam bao
kha ning s6ng sét va bao toén chitc ning cua tinh
trung, gop phan quan trong vao cong tac bao ton
sinh hoc va duy tri da dang di truyén. Mac du tinh
trung thé khong duoc st dung cho muc dich
thuong mai, nhung gia tri thi nghiém va béao tén
giong loai clia né 1a rat can thiét, dac biét 1a doi
v6i loai tho den dia phuwong dang c6 nguy co sut
giam s6 luong.

Maic du nghién ctu nay da dat duwgc nhing
két qua quan trong, nhung van con mot s6 han
ché can dugc ghi nhan. Kich thuéc mau nhé cé
thé anh huéng dén tinh khai quat hoa cta két
qud, do do can thuc hién thém cac nghién ctu
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voi kich thuéc mau 16n hon dé xac nhan lai két
qua va tang cuong tinh thuyét phuc. Nghién ctu
chi tap trung vao mot so chi tieu danh gia chat
lwong tinh trung sau thay tinh héa nhu: Ty 1é di
dong, ty 1é song, ty lé tinh trung cé6 mang
nguyén ven va ty 1é acrosome nguyén ven. Can
b6 sung thém céac chi tieu khac nhu: Su phan
manh ADN, tiém ning hoat dong cta ty thé, kha
nang thu tinh va ty lé thai chét luu dé c6 cai nhin
toan dién hon vé tic dong clia sucrose va
glycerol d6i voi chét luong tinh trung tho sau
thy tinh hoa. Nghién ctru nay chua tién hanh
thu tinh nhan tao trén thé cai dé danh gia hiéu
qua chat luong tinh tring sau bdo quan lanh, day
la mot budc quan trong dé danh gia tiém nang
tng dung cta ky thuat thay tinh hoéa tinh trung
tho trong thuc té. Ngoai ra, nghién ctu nay
khong c6 nhéom doi ching dé so sanh két qua
gifra cac néng do sucrose va glycerol khac nhau.
Viéc b6 sung nhém d6i ching sé giup ciung co
két qua nghién ctru va ting cuong gia tri khoa
hoc cua nghién cttu. Nhin chung, nghién ctru
nay da cung cip nhitng thong tin quan trong vé
nong do sucrose va glycerol toi wu cho thiy tinh
hoa tinh trung thé den. Tuy nhién, can b4 sung
thém cac nghién ctu tiép theo dé khic phuc
nhitng han ché hién c6 va hoan thién quy trinh
thiy tinh héa tinh trung thé, gép phan nang cao
hiéu qua bao tdén nguodn gen ciia loai nay.

4. KET LUAN

Nong do sucrose 0,25M va glycerol 4% 1a néng
do t6i wu cho thay tinh hoéa tinh trung thé. Nong
do nay cho ty lé di dong, ty 1é song, ty lé tinh trung
c6 mang nguyén ven va ty 1é acrosome nguyén ven
cao nhat. Két qua nghién ctru nay c6 y nghia khoa
hoc quan trong vi cung cap thong tin vé nong do
sucrose va glycerol t6i wu cho thiy tinh hoa tinh
trung thé 14n dau duoc nghién ctu trén doi tuong
thé den dia phuong ving doéng bang song Ctu
Long, g6p phan bao ton va phat trién nguén gen
cua loai thé dia phuong nay.

Két qua nghién ctru nay co thé thanh co s&
cho nhitng nghién ctu ti€p theo trong viéc cai
thién tinh trung thé va tng dung ky thuat bao
quan tinh trung dang léng dé thu tinh nhan tao.
Nghién ctru cung cdp céi nhin téng quan vé anh

huong ctia phuong phap thiy tinh héa va xay dung
mot quy trinh thay tinh hoéa tinh tring tho den dia
phuong ving doéng bang song Ctru Long dua trén
hai chit bdo quan lanh co ban 1a sucrose va
glycerol.
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STUDY ON PRESERVATION OF LOCAL BLACK RABBIT SPERM USING VITRIFICATION: IMPACT
OF SUCROSE AND GLYCEROL ON SPERM QUALITY
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Summary

To preserve the genetic resources of indigenous black rabbit in the Mekong delta region, the
vitrification method for cryopreserving black rabbit sperm was studied. The research investigated
the effect of sucrose and glycerol concentrations in the preservation medium on sperm quality
after vitrification. The results showed that the concentrations of sucrose and glycerol significantly
affected parameters such as acrosome integrity, total motility, and sperm viability. A
concentration of 0.25M sucrose and 4% glycerol yielded the best results in terms of sperm quality.
This study contributes to the conservation of local genetic resources and future population
restoration.
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