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NGHIEN CUU PONG LANH TINH DICH CHO BAC HA
O NITO LONG -196°C

P Vin Thu*, Poan Viét Binh, Tran Xuan Khoi, Lé Thi Hué
Vién Cong nghé sinh hoc, Vién Han lam KH & CN Viét Nam

TOM TAT: Ché Béc Ha la giéng ché ban dia séng ¢ viing Béac Ha tinh Lao Cai, ching c6 nhiéu
dic tinh tot dé huin luyén thanh ché nghiép vu. Tuy nhién, hién nay do viéc nhan gidng tu phat va
quan ly khong chat chg, ché Bic Ha dang bi lai tap kha nhiéu, mét dan nhiing dic tinh quy. Nghién
ctru dong lanh tinh dich ché Bic Ha 1a mot giai phap hiéu qua dé bao ton ngudn gene quy va phét
trlén dan ché. Trong thi nghiém da Iy 50 mau tinh dich tir 6 cho duc giéng Bic Ha dang phdi
giéng tu nhién tai Cuc Canh sat quan ly huan luyén va sir dung dong vat nghiép vu (K204), B6
Coéng an. Nhitng mau tinh dich c6 hoat lyc tinh tring cao hon 70%, ty Ié tinh tring séng cao hon

85%, ty I¢ tinh tring ky hinh thap hon 20% dwoc dung trong cac thi nghiém déng lanh. Chét lwong
tinh tring sau dong lanh dwoc danh gia thong qua cac chi tiéu: hoat luc tinh trung, ty I€ tinh tring
sbng, ty 18 tinh trung ky hinh. Cac yéu t6 anh huong I&n chit lwong tinh sau dong lanh dugc khao
sat trong thi nghiém: anh huong cua méi trudng dong lanh; anh huong cua chat bao vé lanh
glycerol va ethylene glycol; anh hudng cua thoi gian u tinh pha lodng truge khi dong lanh; anh
huong coa nhiét o dong lanh. Két qua cho thay: tinh dich déng lanh & méi truong dong lanh 1
(MTDBL1) cho hoat lyc tinh trung sau dong lanh (41,01%) cao hon so véi tinh dich dong lanh &
MTBL2 (34,17%) (p<0,05). Ty I¢ tinh tring séng sau dong lanh & MTDLI1 (66,95%) cao hon so
v6i MTDL2 (57,93%) (p<0,05). Hoat lyc tinh tring sau déng lanh trong truong hop méi truong bd
sung glycerol (42,65%) cao hon so v6i bd sung ethylene glycol (35,15%) (p<0,05). Méi truong bd
sung 6,5% hoac 7,0% glycerol ¢ anh huong t6t 1én stc song cua tinh tring sau dong lanh. Moi
truong c6 glycerol ¢ thoi dlem sau 2 gio u tinh pha lodng ¢ 4°C cho chét luong tinh trang sau dong
lanh t6t. Thoi gian tdi thiéu u tinh pha lodng truéc dong lanh 14 6 gio. Thoi gian u tinh pha lodng
trude dong lanh 1a 6 hoac 8 gio cho hoat lyc tinh tring sau dong lanh tét. Nhiét do tinh cong ra
duogc ha xudng -165°C trude khi nhing tinh cong ra vao nito 16ng & -196°C ¢6 anh huéng tét hon
I&n pham chét tinh tring sau dong lanh so véi -130°C.

Tur khda: Ché Bic Ha, dong lanh tinh dich, tinh cong ra.

MO PAU

Ché Bic Ha la giéng ché ban dia séng ¢
viing Bic Ha tinh Lao Cai. Ché Bic Ha co
ngoai hinh thon gon, 16ng min, thé chit chic
khoe, mét tinh, kharu giac rat phat trién, dic biét
la kha nang thich nghi cao véi diéu kién sdng,
cham séc nudi dudng don gian. VGi nhitng dac
diém trén, giéng ché Bic Ha rat thich hop trong
huan luyén nghiép vu phéat hién cac chat dac
dinh (ma tdy, chat nd, tim kiém ctu nan, ctu
ho). Hién nay, & cac trung tm huan luyén cho
nhuy Cyc Canh sat quan ly huan luyén va su
dung dong vat nghiép vu (K204), B6 Cdng an;
truong D24, Bo Qudc phong, da huan luyén va
st dung chd Bic Ha Iam ché nghiép vu phuc vu
cong tac an ninh, qudc phong. Qua khao sat,
danh gia va huan luyén nghiép vu so bd ban dau
d6i véi gidng ché Bac Ha, cho thay, day la
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gidng cho co tinh trung thanh cao, théng minh,
nhanh nhen, d& huan luyén, biét nghe 16i chu, va
rat ky luat. Nam 2009, K204 da khao sat, nudi
dudng va danh gia giéng ché Bic Ha trong huan
luyén nghiép vu. Nam 2010, K204 da phdi hop
v6i Trung tdm Nhiét doi Viét Nga tién hanh
huan luyén nghiép vu phat hién chat nd ddi véi
ch6 H’méng coc dudi va ché Bic Ha. Niam
2012, K204 d4 khai thac, phat trién ngudn gene
ché H’mong coc dudi va ché Bic Ha phuc vu
cong tac an ninh. Két qua hién nay da xay dung
duoc dan hat nhan ché Béc Ha vé6i sb luong 50
con, dan cho gibng 100 con va dd huan luyén
nghiép vu dat 40 con.

Tuy nhién, hién nay do viéc nhan gidng tu
phat va quan ly khong chat ch&, ché Bic Ha
dang bi lai tap kha nhiéu, mit dan nhirng dic
tinh quy. Vi vy, viéc nhan giéng, phat trién va
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bao ton gidng ché Bac Ha cd y nghia cép thiét.

Cong nghé bao ton tinh dich dang déng lanh
két hop Vvé6i thy tinh nhan tao ché la mot glal
phap hiéu qua cho cong tac bao ton va phat trién
dan cho Bic Ha. Viéc su dung phu’orng phap nay
co thé gidp viéc phdi giéng cé kiém soat va bao
tdn dugc tinh dich cho gua thoi gian dai glup
gitt lai nhitng ngudn gene cua nhitng ca thé
thuan chang. O cho, thy tinh nhan tao thanh
cong dau tién bang tinh dong lanh duoc Seager
(1969). Ké tir d6 nhidu nha nghién ciou da
nghién cau ki thuat dong lanh va méi truong
(Dobrinski et al., 1993; Gill et al., 1970; Hay et
al., 1997). Cardoso et al. (2003) da dong lanh
tinh dich chdé sir dung nuéc duwa va long do
tring ga vai 3 nong do glycerol 1a 4%, 6%, 8%,
hoat lyc tinh trung sau déng lanh ¢ 4%, 6%
glycerol cao hon c6 ¥ nghia so v&i 8% glycerol.
Rota et al. (2006); Bessa et al. (2006) so sanh
anh huong cua glycerol va ethylene glycol dbi
vGi dong lanh tinh dich chd. Hoat lyc tinh trang
sau dong lanh cao hon & moéi truong c6 ethylene
glycol so vai glycerol. Yildiz et al. (2000)
nghién cau anh huong cua duong trong moi
truong dén hoat lyc, sirc séng va sy nguyén ven
acrosom trong qué trinh dong lanh tinh cho.
Pefia & Forsberg (2000) nghién ciu anh hudng
Cia phuong phap pha lodng mdi truong (mét
lan, hai lan) va toc do dong lanh, giai dong 1én
kha nang song sét cta tinh tring ché sau dong
lanh. No6thling & Shuttleworth (2005) nghién
ctu anh huong cua kich thudc cong ra va téc
déng lanh, giai déng 1én chit luong tinh ché sau
déng lanh giai déng. Somi et al. (2006) nghién
cru anh hudng cia méi truong va ky thuat pha
lodng, dong lanh tinh dich Ién hoat lyc va stc
séng tinh dich cho sau dong lanh. Hermansson
& Forsberg (2006) nghién ciru bao quan dong
lanh tinh trung ché da lam lanh. Alamo et al.
(2005) nghién cau bao quan lanh tinh dich cho.
DelosReyes (2006) thu tinh éng nghiém dbi véi
nodn chin ty nhién st dung tinh chd sau dong
lanh. Silva et al. (2006) nghién ctiu so sanh
phuong phap bd sung glycerol mét lan véi
nhiéu lan.

Trong nghién ctru nay, chung toi tap trung
nghién cau anh huéng cua mot s6 yéu té lén
chit luong tinh trang chd Bic Ha sau dong
lanh: anh hudng ciia moi truong dong lanh; anh

huéng cua glycerol va ethylene glycol; anh
huéng cia nong do glycerol; anh huong cua
thoi diém bd sung méi truong c6 glycerol; anh
hudng caa thoi gian u tinh dich trude dong lanh;
anh hudng cta nhiét do6 dong lanh.

VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

Sau cho duc gidng Bic Ha c6 tudi tir 2-4
nam, khdi lugng 20-30kg, d& phdi giéng thanh
thuc duoc stir dung lam déng vat cho tinh dich.
Ch6 dugc nudi tai Cuc Canh sat quan ly huin
luyén va st dung dong vat nghiép vu (K204) -
Bo Cong an. Ché duc dam bao tiéu chuan dyc
gidng theo tiéu chuin cia K204, ché duoc chim
s6c theo quy trinh va khiu phan dinh dudng cua
K204. Nhitng mau tinh dich c6 hoat lyc tinh
trung cao hon 70%, ty 1& tinh tring séng cao
hon 85%, ty I& tinh trung ky hinh thip hon 20%
dugc st dung trong céc thi nghiém déng lanh.
Tong sé 10 lan khai théac tinh dich & méi cho
duoc thu nhan trong qua trinh thi nghiém. Tdong
s6 mau tinh dich du tiéu chuan dé thi nghiém la
50 mau.

Thanh phan cia méi trudng dong lanh:

Maéi truong 1: Tris 3,634g, Citric acid
1,99¢g, fructose 0,5g, long do triing ga 14ml,
penicillin 100mg, streptomycin 100mg, nudéc
cat hai lan du 100ml.

Maéi truong 2: Tris 1,3625g, Citric acid
0,7615g, fructose 0,375¢, lactose 1,5g, raffinose
2,79, long do trang ga 20 ml, penicillin 100mg,
streptomycin 100 mg, nuéc cat hai lan da 100
ml.

Chat bao vé lanh b6 sung vao mai truong la
Glycerol hoac Ethylene glycol.

Phwong phdp thu nhgn tinh dich: Tinh
dich ché dwoc thu nhan bang phwong phéap
massages theo Kutzler (2005): dung tay kich
thich & phan ty do cia quy dau cho dén khi xuét
ra chat dich trong, d6 1a pha thi nhit cua qua
trinh xut tinh. Khi ché duc bit dau dap manh
dé chuan bj xuat tinh & pha thi hai thi thoi
khong kich thich nira ma phai bdp chat, tao mét
&p lyc manh & tuyén hanh duong vat dé xuat
toan bo tinh dich cua pha nay. Khi két thic pha
thir hai thi chuyén sang kich thich & phan géc
duong vat béng luc truot cho dén khi xuat tinh
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thanh cta pha thir ba, Iic nay phdi tao dugc mot
vong 4p luc manh gidng nhu ¢b tir cung bang
céch bdp chat hai ngén tay cai va ngén tro dé
cho né phéng hét tinh thanh cua pha ba va pha
bon.

Nguoi giup viéc dung lo hung tinh tach
riéng phan tinh dich cua pha thir hai 1a pha chira
nhiéu tinh trung. Tinh dich sau khi thu nhan
dugc, nhanh chong bao quan & nhiét a6 mat (5-
10°C). Léy tinh vao budi sang. Khoang thoi
gian gitra hai lan lay tinh 1a 3 ngay

Phwong phdp kiém tra hogt luc tinh tring:
Theo phong phap cia Milovanov (1926) va
Chemineau (1991): Dung diia thuy tinh sach lay
mét giot tinh dich 1&n phién kinh sach, am (30-
35°C. Dung mat 14 kinh kho, sach day Ién giot
tinh dich sao cho giot tinh dich duogc dan déu va
khong Ian bot khi. Dt tiéu ban lén kinh hién vi
(Olympus) va xem véi d6 phéng dai 100-400
lan. Trong khi kiém tra, tiéu ban dugc séi 4m &
37-38°C.

Phwong phdp kiém tra ty 1¢ tinh tring ky
hinh: Theo phong phap caa William (1921) keét
hop voi Cheminau (1991): Phét mét 16p mong,
dan déu tinh dich 1&n phién kinh, hong kho tiéu
ban trong khéng khi. Nhuém mau tinh trung,
nhugm don trong vong 5-10 phat véi thudc
nhudm hon hop Eosin va Nigrosin. Rira tiéu ban
bang stc loang cua giot nudc cat, hong khé.
Quan sat bang kinh hién vi Olympus véi do
phong dai 400-1.000 lan. Bém ngiu nhién, dém
lan ot 300-500 tinh tring bat ky, ca tinh trang
binh thuong Ian tinh trang ky hinh.

Phwong phdp kiém tra ty |é tinh tring
song: Theo phuong phép cia Chemineau
(1991): Dung dich nhuom: Eosin 1g, Nigrosin
29, Natri-citrate 3,57 g, nudc cat 2 lan: 100ml.
pH dung dich nhuém 6,7-6,8, ap suit tham thau
310 miliosmol/kg. Tién hanh: Dung phién kinh
sach va dé 4m & nhiét @6 30°C. Nho 3 giot dung
dich nhuom (twong duong 30ul) 1én mot dau
cua phién kinh. Thém mét giot tinh dich va tron
déu vai dung dich nhuom trong vong 10 gidy.
Sau khi pha tron dé 50 gidy. Dung phién kinh
thir hai nhe nhang san déu hdn hop d& nhusm.
DPém tong s6 khong dudi 300 tinh tring, déu &
c4c vung, tinh tring séng khdng bit mau.

Phwong phdp dong lgnh tinh djich: Pha
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mdi truong dong lanh (phan A, khong co
glycerol) vao tinh dich di chat lugng. U tinh dich
pha lodng & 4°C trong 2 gio. In cong ra: Dua
cong ra vao may in, cac thong s6 dugc in trén
cong ra gom giong, s6 hiéu, ngay san xuit tinh,
noi san xuat. U cong ra d& in ¢ 4°C. B6 sung moi
treong B (c6 glycerol hoic Ethylene glycol) vao
tinh pha lodng va tiép tuc & thém 2 gio. Nap tinh
pha lodng da duoc u & 4°C voi thoi gian 04 gio
Va0 cong ra: Pua cong ra da duoc in s liéu vao
may, sau d6 dua tinh pha loang cua nhirng con co
sb hiéu tuong ng véi cong ra 1én may Iic tir va
dé may tu dong nap tinh vao cong ra. Sau khi
nap tinh, cac cong ra duoc xép vao khay va dua
ngay Vao ti can bing & 4°C va tiép tuc u trong
thoi gian 02 gio. Pong lanh tinh cong ra, nhiét do
trong budng dong lanh ha xuéng -130°C hoic -
165°C. Tha tinh cong ra ¢ -130°C hoic -165°C
vao nito 16ng -196°C.

Phwong phap gidi dong tinh cong ra: Tinh
cong ra lay ra khoi nito 1ong va nhing ngap vao
nuée am 37°C trong 30-60 gidy, lau kho nuoc
phla ngoai cong ra, cat dau cong ra sau do cho
hén hop tinh dich vao 5ng nghiém.

_ Céc sb ligu duoc xir ly theo phuong phap
thong keé sinh hoc v6i phan mém Minitab 16.0,
kiém dinh su khac biét T-test.

Cac thi nghiém duoc tién hanh:

So sénh anh huong cia 02 moi truong 1én
chit lugng tinh dong lanh: Moi truong 1 bd
sung 6,5% glycerol; méi truong 2 bo sung 6,5%
glycerol.

So sanh anh hudng caa glycerol va ethylene
glycol Ién chat luong tinh déng lanh: MOi
truong 1 b sung glycerol 6,5%; mdi truong 1
bé sung ethylene glycol 6,5%.

So sanh anh hudng cua nong do glycerol 1én
chit lugng tinh dong lanh: Méi truong 1 bo
sung glycerol véi cac ndng do 4,0%, 6,5%,
7,0%, 8,0% va 10,0%.

So sanh anh huéng cua thoi diém bé sung
phan moi truong c6 glycerol I&n chit lwong tinh
déng lanh: bd sung méi trudng cé glycerol &
c4c thoi diém: 0 gio, 1 gio, 2 gio, 3 gio va 4 gio
sau t tinh.

So sanh anh hudng cua thoi gian u tinh dich
& 4°C trude dong lanh 1&n pham chét tinh déng
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lanh: thoi gian u tinh dich 2 gio, 4 gio, 6 gio, 8
gio va 10 gio.

So s&nh anh huong cua nhiét d6 déng lanh
Ién chat luvong ;inh dong lanh: tinh cong ra duoc
ha nhiét do xuong -130°C hoac -165°C trudc khi

nhing vao ni to 16ng.

KET QUA VA THAO LUAN

Anh hwéng cia médi trwomg déng lanh 18n
chat lwgng tinh dong lanh

Bang 1. Anh huong ciia méi truong dong lanh 18n chit lugng tinh déng lanh

Hoat luc Ty Ié Ty 1€
Maoi truong tinh tring (%) tinh tring Ky hinh (%) tinh triing song (%)
dong lanh Trudc Sau Trudc Sau Trudc Sau
doénglanh  donglanh  donglanh  dbénglanh  donglanh  déng lanh
MTBLI1 74,94 41,01 17,24 21,85 84,85 66,95
+4,07° + 3,05° +2,16° +2,63° + 3,36° +3,15°
72,83 34,17 19,13 22,31 82,05 57,93
MTDL2 +3,93° +2,39" + 3,59 +2,89° +3,84° + 3,54

Déi voi ting chi tidu, cAc gia tri trong cing mot cot ¢o chit cai khac nhau 1a sai khéc ¢6 y nghia (p<0,05.)

Hinh 1. Tinh tring ky hinh phan c6 (01)

Hoat lyc tinh tring sau dong lanh ¢ MTDLI
(41,01%) cao hon so Véi & MTDL2 (34,17%)
(p<0,05). Ty l& tinh tring séng sau déng lanh &
MTDLI1 (66,95%) cao hon so véi MTDL2
(57,93%) (p<0,05). Ty Ié tinh tring ky hinh sau
dong lanh & MTDLI1 (21,85%) khéng c6 su
khdc nhau vé théng ké so voi MTDL2
(22,31%). Somi et al. (2006) da sir dung moi
truong ¢6 thanh phan co ban 1a Tris- long do
trimg dé dong lanh tinh dich cho, hoat lyc tinh
tring sau dong lanh dat 53,1%, sirc séng tinh

N 82/
o= IN
Hinh 2. Tinh tring chét bat mau do

trang dat 64,9%. Hermansson & Forsberg
(2006) da so sanh anh hudng cta méi trudng
Uppsala Equex - 2 va méi truong Tris - 1ong do
trang 1én hoat lyc tinh trung sau déng lanh, cho
thiy méi truong Uppsala Equex - 2 c6 uu thé
hon méi truong Tris - 10ng d6. Vi két qua nhan
dugc, chang t6i d4 chon MTDLI ding dé
dong lanh tinh dich ché trong cac thi nghiém
tiép theo.

Anh huéng cha glycerol va ethylene glycol
Ién chat lwgng tinh déng lanh

Bang 2. Anh huong cua glycerol va ethylene glycol 1én chat luong tinh déng lanh

Chat Hoat lyc tinh trung (%) | Ty I€ tinh trang ky hinh (%) | Ty 1€ tinh trung song (%)
bao vé Trudc Sau Trudc Sau Trudc Sau
lanh dong lanh | donglanh | donglanh dong lanh dong lanh | dong lanh
Glycerol 73,15 42,65 19,75 23,78 83,57 65,25
6,5% + 3,58° + 3,15 + 2,055 +2,73° +3,51° + 3,25°
Ethylene 72,83 35,15 18,52 21,68 82,73 60,58
glycol 65% |  +4,26° +2,47° + 3,15° +2,19° +4,57° +2,54°

Dai véi tiing chi tiéu, c&c gia tri trong cung mot cot ¢d chir cdi khac nhau la sai khéc ¢ y nghia (p<0,05.)
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Hoat lyc tinh tring sau dong lanh trong
truong hop moéi truong bd sung glycerol cao
hon so véi bd sung ethylene glycol (p<0,05). Ty
I tinh trung Ky hinh truéc va sau déng lanh
khac nhau khéng c6 y nghia dudi anh hudng
cua cac chit bao vé lanh dugc b sung vao mi
truong. Ty 1é tinh tring séng truéc dong lanh
trong truong hop bd sung glycerol cao hon
khéng c6 y nghia (p>0,05) so véi bo sung
ethylene glycol. Glycerol ¢ anh huéng tich cuc
Ién ty 18 tinh tring séng sau dong lanh. Ty Ié
tinh tring song sau doéng lanh cao hon trong
trwong hop modi truong cé glycerol (65,25%) so
véi moi truong cO ethylene glycol (60,58%)
(p<0,05). Rota et al. (2006) nhan thay, tinh dich
pha trong méi truong Tris- long do6 triing ga co
chira 5% glycerol hoic 5% ethylene glycol, hoat
luc tinh trung cao hon cé y nghia trong moi
truong dong lanh cO ethylene glycol tai thoi
diém giai dong. Sau giai dong 1 gio, anh hudng
cua cac chit bao vé lanh khéng c6 y nghia. Tinh

dong lanh vai ethylene glycol c6 tdc do chuyén
dong va chuyén dong thing cao hon t6i 3 gio
sau giai déng, tuy nhién ciing c6 téc do chuyén
dong vong va su bit binh thuong caa dau cao
hon trong méi trudng c¢6 chit bao vé lanh la
glycerol, c6 thé do ethylene glycol anh huong
dén cac mang cua tinh tring va c6 thé lam giam
tudi tho cuia tinh tring sau giai dong. Sw nguyén
ven vé chirc ning cia mang sinh chat twong tu
Véi ethylene glycol va glycerol dén 3 gio sau
giai dong, sau do cac mau cd ethylene glycol co
chit lvong giam nhanh hon. Bessa et al. (2006)
cho thay, khong c6 loi thé khi xir dung ethylene
glycol thay cho glycerol khi déng lanh tinh dich
ché hozdc két hop ethylene glycol véi glycerol.

V6i két qua nhan dugc cho thay, glycerol 12
chat bao vé lanh cé anh hudng tich cuc trong
déng lanh tinh dich ché.

Anh hwéng ciaa ndng dé glycerol 18n chat
lwgng tinh déng lanh

Bang 3. Anh huong cia nong do glycerol trong méi truong 1én chit lugng tinh déng lanh

Néng % Hoat luc Ty Ié Ty Ié’
Gl f tinh trung (%) tinh tring ky hinh (%) tinh tring soéng (%)
ycero - : -
%) ATruoc A Sau }“ruoc A Sau ATruorc i Sau
déng lanh  dbng lanh  d6ng lanh déng lanh déng lanh déng lanh
Glycerol 70,84 + 31,84 + 20,54 + 26,49 + 81,63 + 54,14 +
4,0 5,18° 3,65° 1,48° 1,42° 3,42° 2,03%
Glycerol 74,61 + 40,61 + 20,22 + 25,46 + 84,14 + 61,45 +
6,5 3,52 3,14° 2,71° 1,40° 3,05 3,83°
Glycerol 73,34 + 39,03 + a 26,01 + 82,18 + 62,24 +
7.0 288" 70 2090£22°  i'oa 263" 3,62
Glycerol 71,82 + 37,03+ 20,77 £ 26,03 + 79,39 + 57,86 +
8,0 3,85° 2,68° 2,57% 1,23 4,11° 2,35%
Glycerol 66,92 + 27,17 + 20,51 + 23,96 + 76,42 + 45,56 +
10,0 3,82° 1,54° 1,51 1,19° 3,84° 4.71°

Déi véi timng chi tiéu, cac gia tri trong cing mat cot ¢d chir cai khac nhau 1 sai khac c6 y nghia (p<0,05).

Hoat luc tinh tring sau dong lanh trong
truong hop tinh dich dong lanh v6i moi truong
¢ bd sung glycerol véi nong do 6,5%, 7,0%,
8,0% cao hon so v&i mdi truong bd sung
glycerol v&i nong d6 4%, 10% (p<0,05). Moi
truong dong lanh ¢6 ndng do glycerol 10% cho
hoat lyc tinh tring sau giai dong thip, nhung
Vi ndng do glycerol 10% c6 tac dung tét bao
Vé cAu trac cua tinh tring trong qua trinh dong
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lanh & -196°C. Ty l¢ tinh tring ky hinh sau
dong lanh dat 23,96% trong trudng hop bo sung
10% glycerol vao méi truong. Ty I€ tinh trung
ky hinh sau dong lanh khac nhau khéng cé y
nghia (p>0,05) trong cac truong hop bo sung
glycerol véi cac nong do 4%, 6,5%, 7,0% va
8,0%. Ty Ié tinh tring song sau dong lanh cao
hon trong méi truong bd sung glycerol véi ndng
do6 6,5, 7,0% so véi nong do 4%, 8,0% va
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10,0% (p<0,05). Két qua cho thdy, bd sung
glycerol vao méi trudng véi ndng do 6,5% hozc
7,0% c6 anh huong tét 1én sac séng cua tinh
trung trong qua trinh déng lanh. Cardoso et al.
(2003) cho thdy hoat lyc tinh tring sau dong
lanh dat 49,2%, 44,2%, 35,8% véi cac nhém cé
nong do glycerol twong tng la 4,0%, 6,0%,
8,0%. Khong c6 sy khac nhau vé hoat lyc va
sac song cua tinh tring gita cac _nhom, tuy
nhién ¢ phan traim nho hon tong sé tinh tring

bat thuong & cip d6 2 thu dwoc khi xir dung
6,0% glycerol trong mdi truong nudc dua.
Yildiz et al. (2000) d& st dung 8,0% glycerol
trong moi treong dong lanh tinh dich Tris-citric,
hoat luc tinh tring sau déng lanh dat 60%, ty 1¢
tinh triung chét 20,6%, ty 1¢& tinh trang bi phéa
huy acrosom 44,6%.

Anh hwéng cia thoi diém bé sung phan moi
truong co glycerol 1én chit lwgng tinh déng
lanh

Bang 4. Anh huong cua thoi diém bo sung méi truong c6 glycerol 18n chat luong tinh dong lanh

Hoat luc Ty lé Ty Ie
Thoi diém bo tinh triing (%) tinh triing ky hinh (%) tinh triing song (%)
sung glycerol Trudc Sau Trudc Sau Trudc Sau
doéng lanh  donglanh  dbénglanh  donglanh  ddénglanh  dong lanh
0 gio 70,37 31,74 18,83 24,15 82,52 55,15
+3,16° +4,63° +2,58° +2,65° +4,57° +3,47°
1 gis 73,68 37,68 20,15 25,73 80,87 62,85
g +4,27° +3,48° +3,41° +3,16° +3,64° + 3,65
2 gio 72,26 43,83 19,74 24,36 85,93 65,23
+ 3,50° + 3,52° +2,69° +2,58° +4,96° +2,69°
3 gio 70,73 35,39 21,81 23,35 82,66 58,45
+ 3,64° +2,64° +2,53° +2,73° +4,29° +3,61°
4 gio 70,93 32,87 19,35 25,94 80,75 59,50
+2,78° +3,75° +3,63° +3,51° +5,16° +2,43°

Déi voi ting chi tidu, cAc gia tri trong cing mot cot ¢o chir cai khac nhau 1a sai khéc c6 y nghia (p<0,05).

Hoat luc tinh trung truéc déng lanh khac
nhau khong c6 y nghia & cac thoi diém bé sung
glycerol (p>0,05). B6 sung mdi trudng co
glycerol vao tinh dich pha lodng ¢ thoi diém sau
2 gio u ¢ 4°C, cho hoat lyc tinh tring sau dong
lanh cao hon $0 VGi véi bd sung méi trudng co
glycerol ¢ thoi diém 0, 1, 3, 4 gid (p<0,05).
Hoat lyc tinh trung sau dong lanh trong truong
hop bd sung méi trudng cé glycerol & thoi diém
1 gio hoac 3 gio (37,68%; 35,39%) cao hon so
véi thoi diém bd sung méi truong c6 glycerol &
thoi diém 4 gio (32,87%) (p<0,05). Hoat luc
tinh tring sau déng lanh thdp nhat (31,74%)
trong trudng hop bd sung moi truong co
glycerol ¢ thoi diém 0 gio. Ty 1€ tinh tring ky
hinh sau dong lanh khac nhau khéng cé y nghia
& cAc thoi diém bo sung mai truong co glycerol
(p>0,05). Ty lé sdng cua tinh trang trudc dong
lanh (85,93%) trong trudng hop bd sung moi
truong c6 glycerol & thoi diém 2 gior cao hon so

vai thoi diém bd sung méi truong c6 glycerol &
thoi diém 0, 1, 3 hoac 4 gio (ty 1é séng cua tinh
tring twong @ng 13 82,52%, 80,87%, 82,66%,
80,75%) (p<0,05). Ty Ié tinh tring sbng sau
déng lanh cao hon trong trudng hop bd sung
mdi trudng co glycerol ¢ thoi diém 1 hoac 2 gio
so v6i cac thoi diém bo sung 0, 3, 4 gio
(p<0,05). Vi két qua nhan dugc, cho thay bd
sung phan méi truong co glycerol ¢ thoi diém
sau 2 gio u tinh dich ¢ 4°C cho pham chét tinh
dich sau dong lanh tét hon so véi bd sung & thoi
diém 0, 1, 3 hoic 4 gio.
Anh hwéng cua thoi gian a tinh dich ¢ 4°C
treée dong lanh Ién phim chéit tinh déng
lanh

Thoi gian u tinh dich truéc dong lanh anh
hudng khong cé y nghia 1én hoat huc tinh trung
truée déng lanh (p>0,05), nhung anh hudng co
y nghia 1&n hoat lgc tinh trung sau déng lanh
(p>0,05). Thoi gian 0 tinh dich trudc déng lanh
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4 gio, 6 gio, 8 gio, 10 gio cho hoat lyc tinh
trung sau dong lanh cao hon so vdi thoi gian 2
gio u tinh dich truéc dong lanh (p<0,05). Thoi
gian 1 tinh dich trude dong lanh 6 gio cho hoat
luc tinh tring sau déng lanh khac nhau khéng

€6 y nghia so véi thoi gian u tinh dich 8 gio
hoac 10 gio (p>0,05). Thoi gian 2 gio 1 tinh
dich cho hoat luc tinh trung sau dong lanh kém
(26,72%).

Bang 5. Anh huong cua thoi gian u tinh dich trude dong lanh 1én pham chat tinh dong lanh

Thei gian Hoat luc Ty 1€ Ty lé
) e tinh trung (%) tinh trung ky hinh (%) tinh trung séng (%)
u tinh - - -
dich Trudc Sau Trudc Sau Trudc Sau
’ dong lanh dong lanh dong lanh dong lanh dong lanh dong lanh
2 gis 69,16 26,72 20,98 27,39 75,64 47,69
+2,27° +1,90°% +2,25° +2,11° + 2,08 + 4,86
4 gio 70,27 32,63 20,27 24,31 75,46 67,06
g +0,95° +2,51° +1,78° +1,63° +0,87° +2,37°
6 did 69,38 41,57 20,88 23,39 74,93 69,04
9 +1,332 +1,22° +2,26° +2,01° +2,09% +1,54°
8 gio 70,57 41,74 19,75 24,95 76,35 68,51
g + 2,58 +2,46° +2,52° + 3,82 + 2,58 +2,64°
10 gie 70,35 39,94 20,43 32,69 74,68 67,24
g +2,61° +2,17° +2,58° +2,45° +3,14° +2,68°

Déi vai tirng chi tidu, cAc gia tri trong ciing mat cot co chit cai khac nhau 1a sai khéc cé y nghia (p<0,05).

Thoi gian u tinh dich truéec déng lanh anh
huong khong c6 y nghia 1én ty 1€ tinh trung ky
hinh trudc va sau dong lanh (p>0,05). Thoi gian
u tinh dich trudc déng lanh anh huéng khéng c6
y nghia 1én ty 18 tinh tring séng truéc dong lanh
(p>0,05), nhung anh huéng cé y nghia 1én ty 1€
séng cua tinh tring sau dong lanh (p<0,05). Ty
1& séng cua tinh tring sau doéng lanh cao hon
trong truong hop u tinh dich 4 gio, 6 gio, 8 gio
hoac 10 gio so véi u tinh dich trong khoang thoi

gian 2 gio (p<0,05). Ty I¢é séng cua tinh tring
khéc nhau khdng c6 y nghia (p>0,05) khi 1 tinh
dich & cac khoang thoi gian 4 gio, 6 gio, 8 gio
hoac 10 gio. Vi két qua nhan duoc, cho thiy
thoi gian ti thiéu u tinh dich trudc dong lanh la
6 gio. Thoi gian u tinh dich truée dong lanh la 6
hodc 8 gio cho hoat luc caa tinh trung sau dong
lanh t4t.

Anh hwéng cia nhiét d dong lanh I&n chat
lwgng tinh déng lanh

Bang 6. Anh huong caa nhiét do dong lanh 1&n chat luong tinh dong lanh

Chi tiéu theo di Trudc Sau Sau

dong lanh 5°C dong lanh ¢ -130°C | dong lanh ¢ -165°C
Hoat lyc tinh tring (%) 73,70 + 1,22° 35,85 + 3,27° 41,48 + 3,71°
Ty & tinh tring ky hinh (%) 20,06 + 1,83° 24,84 +0,99° 24,48 +1,61°
Ty & tinh tring séng (%) 73,18 +2,61° 50,16 + 4,54 70,13 +1,39°

Déi véi timng chi tiéu, cac gia tri trong cing mot hang c6 chir cai khac nhau 1a sai khac c6 y nghia (p<0,05).

Két qua cho thiy, phuong phap ha nhiét do
tinh dich xudng -165°C c6 tac dung duy tri hoat
luc tinh trung sau déng lanh (41,48%) cao hon
S0 Vv6i hoat lyc tinh tring sau dong lanh
(35,85%) khi giam nhiét do tinh dich xuéng -
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130°C truéc khi nhing tinh cong ra vao nito
long -196°C (p<0,05). Ty I¢ tinh triing sdng sau
doéng lanh (71,13%) cao hon khi ha nhiét d6 tinh
dich xubng -165°C so véi ty 18 tinh tring sau
dong lanh (50,16%) trong truong hop ha nhiét
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d6 tinh dich xuéng -130°C (p<0,05). Phuong
phap doéng lanh tinh dich anh huéng khéng c6 y
nghia Ién ty 1€ ky hinh cda tinh tring sau dong
lanh (24,84% so V&i 24,48%) (p>0,05). Phuong
phéap ha nhiét do tinh dich xuéng -165°C trugc
khi nhing tinh cong ra vao nito long c6 anh
huong t6t hon 1én pham chat tinh tring sau
dong lanh so v&i phuong phap ha nhiét d6 tinh
dich xudng -130°C.

KET LUAN

Str dung moi truong dong lanh 1 dé dong
lanh tinh dich ché Bic Ha dang cong ra cho
chit luong tét vé chét lugng tinh trung sau dong
lanh. Bé sung glycerol vao méi trudng véi nong
d6 6,5% hoic 7,0% & thoi diém sau 2 gid u tinh
& 4°C c6 anh huong tét 1én swc séng cua tinh
tring sau doéng lanh.

Thoi gian tdi thiéu  tinh dich ¢ 4°C 1a 6
gio. Ha nhiét do tinh cong ra xudng -165°C
trugc khi nhing tinh cong ra vao nito long -
196°C c6 anh huong tét 18n pham chét tinh
trung sau doéng lanh.

Loi cam on: Céng trinh dugc thuc hién
trong khuén kho cua dé tai “Nghién cau ung
dung ky thuat sinh san dé phét trién va bao ton
gidng ché Bac Ha phyc vu cho cong tac an ninh,
quéc phong” thude chuong trinh dé tai cip Vién
Cong nghé sinh hoc 2015-2016.
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RESEARCH BAC HA DOG SEMEN FROZEN IN LIQUID NITROGEN -196°C

Do Van Thu*, Doan Viet Binh, Tran Xuan Khoi, Le Thi Hue
Institute of Biotechnology, VAST

SUMMARY

Bac Ha dog is a endemic breed living in Bac Ha district of Lao Cai Province. They have many good
characteristics to train the dogs. But now due to spontaneous breeding and management is not tight, Bac Ha
dog hybrid is pretty much, they lose those characteristics. Research dog frozen semen Bac Ha is an effective
solution to conserve genetic resources and developing precious dogs.

In this experiment, 50 semen samples from 6 Bac Ha dog were took which is bred naturally. The semen
sample had motility rate higher than 70%, living rate higher than 85% and abnormality rate lower than 20% is
used in the frozen testing. These factors influence the quality of frozen semen were surveyed after the
experiment: the effect of freezing extender; effects of cryoprotectants glycerol and ethylene glycol; the
influence of semen diluted incubation period before freezing; the effects of freezing temperatures.

Results showed that frozen semen in frozen extenderl has motility rate after freezing (41.01%)
significantly higher (p <0.05) compared with frozen semen in extender2 (34.17%). Proportion of living sperm
after freezing by extenderl (66.95%) significantly higher (p <0.05) compared with extender2 (57.93%).
Motility of sperm frozen in case additional glycerol (42.65%) significantly higher (p <0.05) compared with
the additional ethylene glycol (35.15%). Additional glycerol into the extender at concentrations of 6.5% or
7.0% have a positive impact on the viability of frozen sperm. Additional extenders glycerol in time after 2
hours of sperm incubation at 4°C positive impact on sperm quality after freezing. The minimum incubation
period before dilution frozen semen is 6 hours. Semen diluted incubation time 6 or 8 hours before freezing
has motility rate after freezing well. Lower temperatures of the straws down to -165°C before dip straws into
liquid nitrogen at -196°C have a better impact on sperm quality after freezing than lower to -130°C.

Keywords: Bac Ha dogs, frozen semen, semen straws.
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