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ABSTRACT

The objectives of this study were to find the optimal conditions for sperm cryopreservation of
waigieu seaperch (Psammoperca waigiensis): extender, dilution ratio and temperature. Semen
was diluted in different extenders (RSW, MHer, RFS, and ASP) at dilution ratios of 1:1, 1:3,
1:5 and 1:10 (semen: extender) and preserved in refrigerator at 0, 2 and 4°C. Results showed
that the most effective conditions for preservation of waigieu seaperch sperm were ASP in
dilution ratio of 1:3 at 2°C, in which the preserved sperm maintained motility for 24 days.
These results demonstrate that spermatozoa of waigieu seaperch can be preserved.

Key words: Waigieu seaperch, Psammoperca waigiensis, sperm preservation, extender,
antibiotic.

PAT VAN DPE

Viéc nghién ciru bao quan tinh triing cua dong vat trén can da duoc thyc hién tir 1au. Dén nay,
cac két qua nghién ciru da duge ing dung vao san xuat va ¢4 mang lai nhiéu loi ich kinh té
cho nganh chin nudi gia suc, c6 ¥ nghia 16n trong viéc lai, chon gidng, luu giit ngudn gen
(Pam Ba Long, 2005). Béo quan va luu giit tinh trung ca trong tu lanh 1a bi¢n phap hiru hi¢u
dé luu gitr nguon gen nguyén liéu di truyén cua ca bd me, lodi ca cd gi4 tri kinh té, loai c6
nguy co tuyét ching, giam chi phi va cac rii ro gy that thoat ca bd me.

Cé chém mdm nhon (Psammoperca waigiensis) la loai ca bién co gia tri kinh té, 4 va dang
nudi nudi rong rai trén thé gidi. La dbi tuong dugc liét ké vao danh muc cac loai ca bién co
gié tri kinh t& (V@i Van Toan, 2002) va da nghién ctru sinh san nhan tao thanh cong budc dau
(Nguyén Trong Nho va ctv., 2003). Dic biét, ca chém m&m nhon 1a loai co dic tinh bién doi
gi6i tinh, con dyc c¢6 thé chuyén thanh con cai. Ngoai ra, loai ca nay khong dong pha trong
sinh san nhan tao nhu thu dugc tinh trung trong khi do trirng lai chua dat mic do thanh thuc.
Day la mét tro ngai 16n trong cong tac cho sinh san nhan tao khi khong chu dong duogc sy
ddng pha giita con duc va con céi. Chinh vi vay, viéc nghién ctru bao quéan va luu giir té bao
sinh duc thanh thyc n6i chung va tinh triing ca nay noi riéng trong ti lanh 1a giai phap t6t cho
viéc chi dong sinh san nhan tao.

Trén thé gi6i ciing nhu Viét Nam, d4 c6 rat nhiéu cong trinh nghién ctru bao quan lanh tinh
tring cita mot s0 loai ca da dugc cong bd nhu ca hdi (Stoss va ctv., 1983), ca tra (Christensen
va ctv., 1996), ca tim (Park va ctv., 2005), ca du vang (Le va ctv., 2011)... Tuy nhién, van
chua c6 nghién ciru ndo vé bao quan tinh tring c& chém mdm nhon. Chinh vi thé, “nghién cliu
bao quan tinh trung c& chém m&m nhon Psammoperca waigiensis trong ta lanh” c6 y nghia
rat quan trong.

VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

Quan ly ca dwc va thu tinh

Cé dyc dugc cham soc va nudi dudng tai 1ong nudi cho dén khi c4 thanh thuc sinh duc tot.
DPay la dan ca bé me thudc dé tai nghién ciru do Quy phat trién khoa hoc va cdng nghé quoc
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gia tai tro (106.08-2011.55). Thirc an duoc sir dung 1a ca tap v6i khau phan in 1a 5% khéi
lugng co thé. C4 dyc dua vao nghién ctru phai thanh thyc sinh dyc, ngoai hinh tuoi sang, khoe
manh, khong bi di tat, va tién hanh thu tinh.

Truéce khi vudt tinh, tién hanh gay mé ca duc bang Methylene glycol 200 ppm. Sau d6 dung
khan lau sach xung quanh 16 sinh duc giup tranh viéc 1an tap nhim thu dugc miu dat chat
lugng. Dung tay vudt nhe bung cé tir tir cho tinh dich chay ra vao eppendof tube 1,5 ml d&
duoc vo triing va khd. Can than khi vubt tinh khéng dé 1dn mau, nudc tiéu dé thu duge tinh co
chat lugng tot. Tinh thu xong duoc giir trén da bao va tién hanh nghién cau tai phong thi
nghi¢m.

Pinh gia chit hrgng tinh

Tinh dich duoc pha lodng trong nudc bién nhan tao voi ty 16 1:100 (1 pl tinh dich va 99 pl
nudce bién nhan tao), sau do dung mlcroplpette hat 1 pl hon hop trén dat Ién lam kinh va quan
sat dudi kinh hién vi c6 két ndi v6i camera. Nhitng mau c6 trén 85% tinh tring hoat dong
duoc dua vao nghién ctu.

Thi nghiém anh hudng ciia chit bio quan dén thoi gian bio quan trong ti lanh

Dé xac dinh chat bao quan tot nhat cho bao quan tinh trling ¢4 ta tién hanh bao quan tinh triing
trong 4 chat bao quan sau: RSW, MHer, RFS, ASP ¢ ty 1¢ 1:1, 1:3, 1:5 va 1:10 (tinh dich:chat
bao quan). Thanh phan cac chit bao quan sir dung dé bao quan tinh trling trong tu lanh dugc
thé hién ¢ Bang 1. Tinh tring sau khi pha lodng trong céc chat bao quan duoc cho vao cac
tube va bao quén trong ti lanh & 0, 2 va 4°C. Hoat luc cua tinh tring dugc tién hanh danh gia
sau 3 ngay mot lan; chang han nhu: ngay thi 3, 6, 9... cho dén khi tinh tring ngirng hoat
dong.

Bang 1. Thanh phan cua céc chét bao quan trong 100ml nudc cét
Thanh phin Chat bao quan

RSW RFW M Her ASP
NaCl 0,75 0,675 0,6 0,5
NaH;PO, - - - 0,02
NaHCO; 0,02 0,0015 0,004 0,01

KCI 0,02 0,03 0,025 0,04
CaCl,.2H,0 0,0265 0,0175 0,02 0,01
MgCl,.6H,0 - 0,001 0,035 0,02
pH 7.8 75 7.7 8,1

ASTT (mOsm.kg™) 342 335 327 320

RSW: Ringer’s solution for seawater fish species; RFW: Ringer’s solution for
freshwater fish species; MHer: Modified of Her; ASP: artificial seminal plasma.

Nghién ciru xac dinh ty 1 pha lodng tét nhét cho bio quén lanh tinh tring c4 chém mdm
nhon

Tir két qua thi nghiém 1, chon mot chit bao quan (twong tng ty 16 pha lodng) tt nhat, dé xéac
dinh ty 1¢ pha lodng bao quan véi cac thang nhiét d¢ 0, 2 va 4°C.

Dé xac dinh ty 1é pha lo&ng t5i wu, ta tién hanh pha lodng tinh dich vdi cac ty 1¢ 1:1, 1:3, 1:5 va
1:10 (trong chit bao quan t5t nhat) va bao quéan trong ti lanh ¢ 0, 2 va 4°C. Hoat luc cia tinh
tring duoc tién hanh danh gia nhu trén.

Nghién ciru xac dinh mirc nhiét d t6t nhat véi cac thang nhiét d 0, 2 va 4°C

Tir két qua thi nghiém 2, chon mot chit bao quan (twong tng ty 1¢ pha lodng) tt nhat, dé xéac
dinh thang nhiét d6 hru trit lanh tinh trung.
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Dé xé4c dinh nhiét do t6i uu, ta tién hanh pha long tinh dich véi ty 18 t6t nhat trong chat bao quan
t6t nhat va bao quan trong ti lanh & 0, 2 va 4°C. Hoat lic cua tinh tring dugc tién hanh danh gia
nhu trén.
Phwong phap xiwr ly s0 liéu

S6 liéu duoc trinh bay dudi dang gid tri trung binh % sai s6 chuan. S liéu duoc xir Iy
bang phin mém Microsoft Excel. Tac dong cua chat bao quén, ty 1¢ pha lodng va khang sinh
dén hoat Iyc cua tinh trung duoc phén tich phuong sai mét yéu t6 (One-way ANOVA) bing
phan mém SPSS 16.0.

KET QUA VA THAO LUAN
Xac dinh chit biao quan tdt nhét cho chit bio quan tinh triing ca trong ti lanh

Hoat lyc cta tinh tring c& chém mdm nhon bao quan trong RSW, M Her, RFS, ASP duoc thé
hién thong qua Hinh 1.

120 r q 160
RSW @ RFS
o E==IM Her C—ASP 1 140 _
. Control —a—RSW 120 é
< . —a—RFS —e—M Her 2
2 ——Control 4 100 2
b =1
S
= {18 =
£ £
g. 460 T
= 40 «§
g. ; 4 40 5
T q >
20 8 >
§ 4 20
\ -
. N L 1 0

AS 3 6 9 12 15 18 21 24 27
Thoi gian (ngay)

Hinh 1. Hoat luc (%) va vén toc (um.gidy™) caa tinh tring ¢ chdm mdm nhon bao quéan
trong RSW, MHer, RFS, ASP trong tu lanh. Control: khong pha loéng

Tinh tring dugc bao quan trong ASP duy tri kha ning séng lau nhat dén ngdy 24 véi hoat luc
12 9,44% va van toc dat 56,44 um.gidy™, thap nhat khi bao quan trong RSW véi hoat luc va
van toc 1an luot 13 3,33%, 54,56 pm/gidy " va séng dén 12 ngdy. Qua Hinh 1 phan tich ta
thiy hoat lyc cta tinh triing ¢6 su sai khac khong dang ké giita cac chat bao quan sau ngdy
thir nht; cu thé: bao quan trong ASP, MHer va RFS hoat lyc tinh triing khong cO su sai
khac nhung lai sai khac vé van tdc so v6i 16 tinh tring bao quan trong RSW va nhém nay
sai khac so vai 16 d6i chitng (P<0,05). Dén ngdy th 6 thi da c6 sy sai khac hoan toan giita
5 chit bao quan va so Vi 16 dbi chimg.
Muchlisin (2005) cho rang chit bao quan 1a moi truong dém giup pha lodng tinh dich va dé co
duogc luong tinh tring pha lodng lon trong sinh san nhan tao. Do d6, viéc st dung chat bao
quan trong qué trinh bao quan lanh tinh triing 14 rat can thiét. Viéc lya chon chat bao quan
thich hop rat quan trong, thanh phan cta chat bao quan duya trén thanh phan c6 trong tinh dich
ca. D6i vé6i tinh tring cua ca di vang (Larimichthys polyactis) khi bao quan trong ASP (Dich
twong nhan tao: Artificial Seminal Plasma) c6 thé song duoc 14 ngdy va trong marine fish
Ringer’s solution dugc 10 ngay (Le va ctv., 2011). Nhu vay, ¢ cac lodi ca khéc nhau thi chat
bao quan cling khac nhau.
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Nghién ciru xac dinh ty 1¢ pha lodng tét nhét cho bio quan lanh tinh ca

Hoat lyc cua tinh tring ca chém mdm nhon bao qudn trong ASP khi & céc ty 1€ pha loang 1:1,
1:3, 1:5 va 1:10 duogc thé hién thong qua Hinh 2.
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Hinh 2. Hoat luc (%) va van toc (um.gidy *)cua tinh tring véi cac ty 18 pha lodng khac nhau

trong ASP bao quan trong ti lanh. Control: khong pha lodng.

Qua Hinh 2 ta thiy tinh trUng bao quan 6 ty 1€ 1:3 cho hoat Iyc tot nhat 9,44%, véan toc 56,44

pum. glay kéo dai thoi g1an song den 24 ngay va ngan nhat 12 & ty 1& 1:10 hoat luc 20%, v&i

van toc 67,78um.giay’ ! chi c6 thé song dén duoc 9 ngdy. Sau 3 ngay bao quan hoat lyc, van

tc ctia tinh tring bao quan & cac ty 18 déu co su sai khac hoan toan voi nhau va so véi 16 doi

chirng (P<0,05).

Theo nghién ciru cua Le va ctv. (2011), thi tinh tring ca du vang (Larimichthys polyactis) bao
quan & ty 1& 1:3 cho thoi gian song ldu nhat (14 ngay), trong khi d6 & ty 1¢ 1:1 (1() ngay) vaty
I¢ 1:5 (12 ngay). D4i véi tinh tring ca tuyét Pai TAy Duong (Gadus morhua), cé& tuyét cham
den (Melanogrammus aeglefinus) va ca mudp van (Osmerus mordax) ty 1& pha lodng 1:3 tét
hon so vé6i cac ty 1& 1:1, 1:2, 1:5 va 1:10 (DeGraaf va ctv., 2004). O tinh tring ca tré Phi
(Clarias gariepinus) ty 1¢ 1:5 thi tt hon so véi ty 1& 1:3 hay 1:10 (Erdahl va ctv., 1987). Nhu
vy, tung loai cd khac nhau thi bao quan ¢ céc ty 1€ khac nhau.

Nghién ciru xac dinh thang nhiét d tot nhét véi cac thang nhiét do 0, 2 va 4°C

Hoat luc cua tinh trung ca chém mdm nhon bao quan trong ASP khi véi ty 1¢ pha lodng 1:3 &
céac thang nhiét d6 0, 2 va 4°C dugc thé hién thong qua Hinh 3.

Hinh 3 cho thiy tinh triing bao quan & thang nhiét d6 2°C cho hoat Iyc va vén tc cua tinh
tring tot nhat (9,44% va 56,44 pm.giay™), thoi gian séng kéo dai dén 24 ngdy va ngan nhat 1a
& nhiét do 0 va 4°C véi cling van toc 55,89 um.gidy™ va hoat luc lan luot 8,11%, 7,22%, chi
séng dén 21 ngdy. Ta thiy sau 1 ngy bao quan hoat lyc cta tinh triing trong ASP Véi ty 1¢ 1:3
& céc thang nhiét d6 trén khdng co sy sai khac. Dén ngdy thir 3 thi hoat lyc cua tinh tring
trong ASP Vvéi ty 1€ 1:3 & cac thang nhiét dd khac nhau cé su sai khac hoan toan véi nhau.

Nhiét do thudong dugc st dung dé bao quan tinh tring tir 0-4°C vi nhiét do thap 1am giam kha

ning sinh truéng cua vi khuan (Bobe va ctv., 2009). Tinh triing c& hdi 6 thé séng vai ngay &

nhiét do 1-4°C (Basavaraja va ctv., 2005), ¢ 0°C tinh trung c4 bon (Paralichthys olivaceus) duy

tri kha ning hoat lyc 1én dén 30 ngay (Lim va ctv., 2006) trong khi dé hoat lyc tinh tring ca

bon sao (Platichthys stellatus) bao quan & 4°C 1a 16 ngay (Lim va ctv., 2006). Theo Le va ctv.

(2011) tinh trung c4 du vang (Larimichthys polyactis) bao quan & 0°C duy tri thoi gian hoat
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lyc 14 ngay. Qua d6 ta thay mdi loai ca khac nhau thich hop vai cac thang nhiét ¢ bao quan
khac nhau.
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Hinh 3. Hoat luc (%) va van toc (um.gidy™) cua tinh triing véi ty 1é pha lodng 1:3 bao quan &
' ) cac thang nhi¢t do 0, 2 va 4°C trong ASP
KET LUAN VA PE XUAT Y KIEN

Két luin

Tinh tring dugc bao quan trong ASP cho thoi gian hoat lyc va van toc tot nhat duy tri dén
ngay thir 24 va ngén nhit khi bao quan trong RSW chi duy tri dén ngay thir 12.

Thoi gian hoat lyc va van tdc cua tinh tring duy tri 1au nhat khi bao quan trong ASP & ty 1&
pha lodng 1:3 Ién dén 24 ngdy va ngan nhat & ty 1¢ 1:10 chi song dén ngay thi 9.

Tinh trung dugc pha lodng & ty 1¢ 1:3 trong ASP va bao quéan & 2°C cho thoi gian hoat Iyc va
van tdc cao nhit, kéo dai dén ngdy 24 va thap nhat & 0°C va 4°C chi sbng dén ngay 21.

Pé xuit y kién

Qua céc thi nghiém cho thay ty 18 sdng va thoi gian hoat lyc cua tinh triing c& chdm mdm
nhon thay ddi theo thoi gian bao quan, & d6 chat lugng tinh tring ciing thay doi. Do d6, d6i
VGi cac nghién ctru sau ndy nén tién hanh cho thy tinh nham danh gia dugc chat lugng tinh
trung mot cach chinh xac hon.

Nghién ctru nay chua danh gia tac dong cua khang sinh Ién thoi gian bao quan tinh tring
trong tu lanh. Chinh vi thé, cac nghién citu sau nén tién hanh thi nghiém dé danh gia vai tro
cua khang sinh 1én thoi gian bao quan tinh trung.
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