Tap chi Khoa hoc Truong Dai hoc Can Tho

Tap 51, Phan B (2017): 64-71

®
Tap chi Khoa hoc Trudng Pai hoc Can The
Phan B: Nong nghiép, Thuy san va Céng nghé Sinh hoc :

website: sj.ctu.edu.vn

DOI:10.22144/ctu.jvn.2017.080

NHUNG THANH TU'U TRONG NGHIEN CUU CHUYEN GIOI TiNH
TOM CANG XANH (Macrobrachium rosenbergii DE MAN, 1879)

Duong Thay Yén', Bui Thi Lién Ha?, Trin Ngoc Hai' va Nguyén Thanh Phuong'

'Khoa Thiiy san, Truong Bai hoc Can Tho
’Vién Nghién ctru Nudi trong thiiy san 2

Thong tin chung:

Ngay nhdn bai: 10/02/2017
Ngay nhdn bai sva: 05/04/2017
Ngay duyét dang: 30/08/2017

Title:

Achievements in research on
sex reversal of giant
freshwater prawn
(Macrobrachium rosenbergii
De Man, 1879)

Tir khoa:

Biét héa gici tinh, chuyén gidi

tinh, Macrobrachium
rosenbergii, tom cang xanh

Keywords:

Giant freshwater prawn,
Macrobrachium rosenbergii,
sex determination, sex
reversal

ABSTRACT

This review synthesized studies on sex determination, scientific basis,
approaches, and achievements in sex reversal of giant freshwater prawn
(GFP) (Macrobrachium rosenbergii) around the world. GFP has a ZW
sex determination system, where sex chromosomes are homozygous (ZZ)
in males and heterozygous (ZW) in females. Sex differentiation of this
species is controlled by protein-like hormone of the androgen gland.
Males whose androgen gland is ablated (andrectomy) or in-activated by
using RNA interference (RNAi) will develop to neo-females. Mating of
these neo-females with normal males produces monosex males. These
approaches have been applied successfully in commercial farming of
GFP. However, the use of artificial hormone such as 17 o-
methyltestosterol was not successful in sex reversal of GFP.

TOM TAT

Bai viét ndy tong hop nhiing két qua nghién ciu vé co ché xdc dinh gi6i
tinh, co sé khoa hoc, phwong phdp va thanh twu trong viéc chuyén gidi
tinh tém cang xanh trén thé giGi. Tém cdng xanh cé co ché xdc dinh gidi
tinh la ZW, trong d6 con due dong hop (ZZ) va con cdi di hop (ZW) ¢ cdp
nhiém sdc thé giGi tinh. Sw biét héa giGi tinh ciia tém cang xanh dwoc
diéu khién boi hormon ¢6 ban chdt protein ciia tuyén androgen. Con dirc
khi bi cdt bé tuyén androgen (phwong phdp vi phdau) hay bat hoat tuyén
nay bang phwong phdp RNA can thiép (RNAQ) sé chuyén thanh con cdi
gid. Sinh san gitva nhitng con cdi gia voi con duc binh thuong sé sinh ra
dan tom toan dyc. Cac phwong phdp trén da va dang dwoc dp dung thanh
cong trong nudi thuong phdm. Tuy nhién, phiong phdp chuyén gidi tinh
t6m cang thanh bang hormon nhdn tao nhw 17 a-methyltestosterol thi
khong thanh cong.

Trich din: Duong Thay Yén, Bui Thi Lién Ha, Trin Ngoc Hai va Nguyén Thanh Phuong, 2017. Nhiing
thanh tyu trong nghién ctru chuyén gidi tinh tom cang xanh (Macrobrachium rosenbergii De
Man, 1879). Tap chi Khoa hoc Truong Pai hoc Céan Tho. 51b: 64-71.

1 GIOI THIEU

va kich thuée t6i da 16n hon so véi tdm cai, tdm
duc co thé dat chiéu dai toi da 32 cm, trong khi con

Tom cang xanh (Macrobrachium rosenbergii
de Man, 1879) 1a loai ¢6 kich thudc lon nhét trong
gidng Macrobrachium va 1a d6i tugng nudi quan
trong & nhidu nudc trén thé giéi (New and Nair,
2012). Tom dyc c6 toc do ting truong nhanh hon
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cai dat 25 cm (FAO, 2016). Ngoai ra, tdm dyc thé
hién tang truong khong ddng déu giita cac ca thé
trong cling mot diéu kién nuoi, trong do, ca thé c6
cang mau xanh ting trudng nhanh nhét, tiép theo la
cé thé c6 cang mau cam va chdm nhat 14 nhing con
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tom duc nhd (FAO, 2016). Nudi chung tom duc
voi tom cai dan dén su sai khac lon vé kich c&
trong cung mot dan, ti 1é séng giam do tom 16n an
tom nhd va niang sudt khoéng cao (Ohs ef al.,
2006b). Vi vdy, dé nang cao ning suat tom nudi,
nhiéu nghién ctru da cha ¥ dén van dé chuyén gidi
tinh tom cang xanh theo huéng san Xuét ra tom
toan duc. Hién nay, mot so phuong phap san Xuét
tom toan dyc nhu phuong phap vi phiu, phuong
phap RNA can thi€p da thanh cong va dugc ung
dung vao san xudt & mot sd nudc trén thé gioi. Bai
téng quan nay nham cung cép co so khoa hoc cia
cac phuong phap chuyén giéi tinh va nhimng thanh
tuu trén thé gi6i ciing nhu ¢ Viét Nam vé linh vuc
nay.
2 NOIDUNG

2.1 Co ché xac dinh gi6i tinh va sw biét héa
gidi tinh ciia tom cang xanh

Théng tin vé& co ché xac dinh gi6i tinh va co
ché biét hoa gi6i tinh cia cac loai thay san 1a
nhitng co sé khoa hoc quan trong dé tir d6 con
ngudi c6 thé tic dong lam thay dbi kiéu hinh giéi
tinh ctia ddi twong theo huéng c6 loi cho ngudi san
XUAt.

2.1.1 Co ché xdc dinh gidi tinh cia tém cang
xanh

Co ché x4c dinh gidi tinh cua tém cang xanh
dugc nghién ctru dau tién cua Malecha e al.
(1992). Nhém nghién ciru nay cho phbi giita tom
cai thuong véi tom duc gia (con cai duge chuyén
gidi tinh thanh con duc bang cach cdy tuyén duc
(tuyén androgen) tir tdm dyc trudng thanh vao con
cai o giai doan tom bot 30 ngay tudi hay PLsg) cho
két qua & thé hé dan con F; c6 ti 1& duc:cai 1a 1:3,2
(twong duong vai ti 1& 1:3 khi 2 ca thé bd me déu
di hop). Tiép tuc cho 6 cip F; sinh san v6i nhau thu
duoc ti 1€ duc:cai tich lay ¢ thé hé F, 1a 1:3,4. Qua
két qua dat dwoc nhom tac gia dwa ra gia thuyét
rang co ché x4c dinh gi6i tinh ciia tdm cang xanh 1a
co ché ZW, trong d6, cip nhidm sic thé gi6i tinh &
con céi 1a di hop ZW va con duc 1a dong hop ZZ.
Gan day, nghién ctru dwa trén chi thi phan tir
(AFLP) da ching minh gia thuyét trén 1a ding
(Jiang and Qiu, 2013).

2.1.2 Co ché xdc dinh giéi tinh ciia tém cang
xanh va vai tro cia tuyén androgen

Mic du giéi tinh cla tdom cang xanh do nhiém
sic thé gi6i tinh qui dinh nhung tom biét hoa gidi
tinh (sy khac biét gitta con duc va cai) la do su
diéu khién ciia hormon tiét ra tir tuyén duc (tuyen
androgen). Tuyén dyc ¢ tom cang xanh va mét s6
loai giap xac khac nam canh phan cudi ciia éng dan
tinh va gén v6i 6ng dan tinh (Hinh 1). Vai tro diéu
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khién su biét hoa gidi tinh & tom canh xanh da
dugc ching minh trong mdt sb nghién ctu
(Nagamine et al., 1980a, 1980b; Sagi & cohen,
1990; Malecha et al., 1992). Trong nghién ctru cua
Malecha et al. (1992), khi cdy tuyén duc vao tom
cai c6 chidu dai giagp diu nguc tr 8,0-10,3 mm,
budng trimg cla con cai phat trién khong binh
thuong va sinh san khong thanh cong. Khi con cai
¢6 kich ¢& nho hon, chiéu dai giap dau nguc tir 6,5-
7,2 mm (twong duong giai doan PL3) thi cay tuyén
duc vao con cai dan dén sy chuyén dbi giéi tinh
hoan toan, tao ra con duc gid c6 kha nang sinh san.
Sagi and Cohen (1990) da lam thi nghiém ngugc
lai, chuyén t6m duc thanh tém cai bang cach cit bo
tuyén duc cua tom duc c6 khdi luong trung binh
0,96 g; két qua co 84% (n=25) tom cai “gia” thanh
thuc; trong d6 c6 44% con cai sinh san binh thuong
va khong khac biét voi tom cai binh thuong. Tuy
nhién, ting trudng cia tém bi cit tuyén duc chi
bang 50% so v6i tom khong bi cit. Két qua ghi
nhan dugc cho thiy tuyén duc con tham gia diéu
khién sy sinh truong cla tom cang xanh dyc. Hai
thi nghiém trén cho thay kich c& (hay ngay tudi)
tom duc khi cit tuyén duc 16n hon so véi ¢ tom
cai khi cdy tuyén duc dé thay doi gioi tinh. Noi
cach khac 1a thoi diém biét hoa gidi tinh & tom duc
chdm hon so v&i tom cai. Cac nha khoa hoc cho
rang, & tdm cang xanh ciing nhu cac loai giap xac
khac thudc 16p chan khdp, con dyc va con cai khi
chwa biét hoa giéi tinh déu mang gen quyét dinh
kiéu hinh con cai (Malecha et al., 1992; Martin et
al., 1999). O giai doan biét hoa giéi tinh, hormon
cta tuyén duc tiét ra s& kich thich qua trinh phat
trién cac dic diém sinh duc so cép (tuyén sinh duc)
va thir cdp (nhanh phu duc, go, kich ¢d...) clia tom
dyc. Tém cai binh thuong khong c6 tuyén duc, ma
¢6 nhimg peptid gidng véi GnRH (Gonadotropin-
releasing hormone) dugc tim thiy & hé than kinh
trung tdm (central nervous system, CNS) va trong
budng trimg (Ngernsoungnern et al., 2008). Trong
truong hop con dyc bi cit hodc bat hoat tuyén duc,
gen qui dinh kiéu hinh con céi s& phat huy vai tro
va khi d6 tom sé& phat trién thanh con cai (Malecha
et al., 1992; Ohs et al., 2006D).

Ngoai vai tro quyét dinh sy hinh thanh céc dic
diém sinh duc duc, hormon tuyén duc con anh
hudng dén su tang truong, tao nén sy khac biét vé
hinh thai giita ba loai kiéu hinh cang cua t6m duyc:
tom cang xanh nho, tdm cang ltra va tdbm cang
xanh. Nghién cfru cua Okumura and Hara
(Okumura and Hara, 2004) cho thiy trong cing
mdt ao nuodi gitra 3 loai hinh tom dyc thi tdm cang
xanh c6 kich ¢& 16n nhit, hé sé thanh thuc cao nhat
(Bang 1), kich thuéc tuyén duc ciing 16n nhit va
hoat dong manh nhit; ngugc lai, cac chi tiéu trén
nho nhit & tdm cang nho. Ngoai ra, tuyén duc con
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¢6 vai tro trong diéu khién hoat dong, tap tinh sinh
san cua con duc (Barki ef al., 2003; Okumura and
Hara, 2004).

I:Iinh 1: Tuyén dwe (androgen - AG) nim canh
ong dan tinh (SD) ¢ tém cang xanh (Okumura
and Hara, 2004)

Khi quan sat m6 hoc buéng tinh cua tom duc,
Okumura and Hara (2004) nhén thiy hoat dong
sinh tinh ¢6 lién quan dén qua trinh 16t x4c cua tom
duc, s6 lugng céc tién tinh tring ting nhanh ¢ giai
doan trude khi 16t xac va trg thanh cac tinh tring
sau khi 10t x4c. Trong khi dé, hoat dong cua tuyén
dyc khong thay doi theo qua trinh 16t x4ac. Hoat
dong sinh tinh xay ra manh & tdm cang xanh nho
va tom cang lira, trong khi & tdm cang xanh budng
tinh da chitra ddy nhiing tinh tring thanh thuc. Nhu
vay, ¢ tom cang xanh ciling nhu cac loai giap xac
khac, chirc nang san sinh tinh trung va chtc nang
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ndi tiét do 2 co quan khac nhau dam nhi¢m la chtrc
nang san sinh tinh trang do budng tinh va chirc
nang ndi tiét do tuyén duc. Khac véi gidp xéac, 0 ca
va dong vat c6 xuong song, hai chtrc niang nay déu
do 2 loai té bao c6 trong budng tinh dam nhén.

Vai tro cua tuyén duc dbi véi su biét hoa gidi
tinh & mot sé loai giap xac da dwoc biét tir 1au (tir
nhitng nam 1950, trich boi Ventura ef al., 2011),
nhung phai qua nhiéu nim nghién ctru va tranh
luan cac nha nghién ciru méi di dén thong nhét vé
ban chét ciia hormon ciia tuyén nay. Hormon tuyén
duc duge cho 1a mang ban chét protein hay chudi
polypeptide, khac v&i cd, hormon sinh duc duc
mang ban chit 1a steroid. Ban chit protein cia
hormon tuyén dyc ban dau duoc King (1964) dé
xuét (trich boi Subramoniam, 2016) va sau do dwoc
chimg minh qua mét s6 nghién ciru (Okumura and
Hara, 2004; Ventura ez al., 2009, 2011b). Céu trac
peptide cia hormon tuyen duc ¢ tom cang xanh va
cac loai giap xac khac glong v6i cdu tric ciia nhom
insulin nén dugc goi “insulin-like androgenic
gland” (IAG) va ¢ tdm cang xanh, dugc ky hi¢u 1a
Mr-1AG (M. rosenbergii insulin-like AG). Gen Mr-
IAG da duogc giai trinh tu (s truy cap ngan hang
gen, GENBANK, la FJ409645) va twong ty nhu
IAG ciia mot sb loai giap xac khac (Ventura et al.,
2009). Tim ra trinh ty cta gen IAG c6 y nghia
quan trong trong viéc tic dong 1én tuyén duc voi
muc dich chuyén d6i giéi tinh tom cang xanh.

Bang 1: Kich c& va hé s6 thanh thuc (GSI) ciia 3 kiéu hinh tém dwe (Okumura and Hara, 2004)

Kiéu hinh tom cang xanh duc

S6 miu__ Khoi lugng thén (g)

Dai giap diu ngue (cm) GSI*

Cang xanh 40
Cang lua 46
Tom nho 32

70,2421,3 52,0£5,5 0,49+0,12
56,5173 50,345,3  0,24+0,08
14,7+3,90 32,042,8 0,18+0,11

Ghi chii: (*) GSI = 100 x tili va ong tinh/khéi lieong co thé

2.1.3 Chi thi DNA phan biét gioi tinh ¢ tom
cang xanh

Tém cang xanh c6 thé phan biét dugc giGi tinh
dya vao nhiing dac diém nhu ddi véi tom duc co6
nhanh phy duc (& chan bung thir hai) va go (hay
nha 16i sinh duc duc) ¢ gbc chan nguc tha 5. Tuy
nhién, nhimg dac diém nay chi hinh thanh ¢ giai
doan hau au trung (PL) tir PL30-45 (Nguyén Thanh
Phuong va ctv., 2003). O giai doan sém hon kho ¢o
thé phéan biét du’qc con duc va con cai. Vi vay, viéc
tim ra chi thi phan tr s€ c6 y nghia khoa hoc va
thuc tién quan trong. Ventura et al. (2011a) da
thanh cong trong viéc tim ra chi thi DNA dac trung
cho tom cai. St dung ky thuat AFLP (Amplified
fragment length polymorphism) va giai trinh ty,
nhdm nghién ctru di tim ra viing gen lién quan dén
gidi tinh. Vung gen nay c6é do dai 3000 bp
(basepair, cap bazo) va c6 sy khac biét gilra tom
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duc va tom cai la 3 bp ¢6 ¢ tom cai nhung khong
c6 & tom duc va 2 vi tri nucleotide khac da hinh &
con cai nhung don hinh & tom dyc. Két qua nghién
clru nay cé y nghia quan trong trong nghé nudi tom
cang xanh, nhd o, c¢6 thé xac dinh gidi tinh cua
ting ca thé tom & giai doan sém nhu ¢ giai doan 4u
trung (Ventura et al., 2012).

2.2 Chuyén gi6i tinh tdm cang xanh theo
hwéng toan due

Chuyén di gi6i tinh tom cang xanh dwoc nghi
dén tir 1au, xudt phat tir sy khac biét gitra tom duc
va tom cai vé toc d¢ ting trudng va kich cd t6i da.
Nhimg nim 1980, mot sé nghién ctru da chung
minh nuéi tdm cang xanh toan duc cho ning suat
cao va thoi gian ngan hon so véi nudi tom toan cai
hodc nudi chung dyc va céai ( Sagi et al., 1986;
Siddiqui et al., 1997). Gan day, mot nghién ciru
khac & An D¢ ciing khing dinh két qua trén, hiéu
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qua kinh té ctia 3 m6 hinh nudi tom cang xanh toan
duc (qui md 4.000 m?*/a0) cao hon md hinh nudi
toan cai va nudi chung tuong tng la 60,2% va
63,1% (Nair et al., 2006). Vi vdy, nhiéu nha khoa
hoc da tim nhimg phuong phéap dé tao nén dan tom
toan duc, phuc vu nghé nuoi.

Céac phuong phap chuyén gii tinh tom cang
xanh duc dugc chia lam 2 nhom chinh 1a nhém
dung hormon bén ngoai va nhém tac dong Ién
tuyén duc dé tao tom céi gia.

2.2.1 Phwong phdp ding hormon dé chuyén
gidi tinh tom cang xanh duc

Hormon nhén tao dung trong chuyén gidi tinh
duc dbi voi nhiéu loai ca 1a 17a-methyltestosterol
(17MT). Hormon nay ciing dugc thtr nghiém trén
tom cang xanh bang phuong phép cho an.

Thi nghiém ban dau dugc thue hién boi Baghel
et al. (2004). Hormon 17MT dugc giau hoa trong
4u trang Artemia trude khi cho tém an; 4u trung
Artemia (sau 24 gid 4p) dugc giau hoa bang cach
ngdm v6i 17MT & cac ndng do khac nhau (0, 5, 15,
30, 50 va 100 mg/L) trong 24 gio. Hormon dugc
hoa tan trong 90% ethanol truge khi pha vao nude
dé giau hoa Artemia. Au tring tom 5 ngay tudi
duoc cho an Artemina giau hoa trong 50 ngay. Sau
do6, tdm dugc cho an thirc an vién cong nghié¢p 40%
dam, khong chira hormon va nudi dén 120 ngay,
cho dén khi tom co thé phan biét giéi tinh dwa
nhanh phu dyc. Két qua cho thiy anh huong cua
17MT dén chuyén dbi gi6i tinh khong rd rang, ti 1&
duc va cai cao ¢ nghiém thic 30 va 100 mg/L
nhung lai rat thip & 50 mg/L va khong thay d6i so
voi d6i chimg & nghiém thic 5 va 15 mg/L. Tuy
nhién, ti 16 séng ctia tdm & nhitng nghiém thirc cho
an hormon thip hon so véi d6i ching (Bang 2).

Trong mot nghién ctru khac, Ohs ez al. (2006a)
tron 17MT vao thirc an voi 5 licu lugng (0, 100,
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200 va 400 mg/kg) va cho an voi khoang thoi gian
(20, 40 va 60 ngay) khac nhau ké tir PL3. Sau thoi
gian cho an thirc dn chira hormon theo tirng nghiém
thirc thi tom duoc cho an thirc an nhu & nghiém
thirc d6i chung (thic an vién cong nghiép chira
55% dam va 15% lipid) dén 120 ngay. Két qua cho
thdy lidu lwong va thoi gian cho dn hormon 17MT
khong lam thay doi ti 1¢ gioi tinh va khong anh
hudng dén ting truong cling nhu ti 18 séng cia tom
(Bang 3). Tac gia cho rang, ti 1¢ tdm dyuc ¢ nhiing
nghiém thirc cho dn hormon khéng ting (so véi ddi
chung) co6 thé do thoi gian cho dn hormon da sau
giai doan tom bt dau biét hoa gidi tinh va do nong
d0 hormon chua du cao.
Bang 2: Ti 1¢ gi6i tinh va ti 1¢ song ciia tdm dwoc
cho in Artemia giau héa 17MT véi licu
lwgng khic nhau (Baghel et al., 2004)

Nong dd S6 tom Ti l¢
hormon (mg/L) kiém tra  dwc:cai Tilé séng
0 536 0,41 67,0 +£0,45
5 330 0,49 41,34£0,50
15 453 0,48 56,7+0,44
30 396 0,92 49,6+1,37
50 340 0,69 42,5+£1,93
100 328 0,93 41,14£0,74

Tuy nhién, két qua cia 2 nghién ctru déu cho
thiy phuong phap dung hormon 17MT déu khéng
dat két qua chuyén dbi gioi tinh toan duc, nhu da
thanh cong trén mot sd loai ca. Nguyén nhan khong
thanh cong khi dung 17MT trén tom cang xanh co
thé do ban chit hormon ty nhién cia tom (AG,
protein) va hormon nhén tao (steroid) dua vao khac
nhau. Vi vay, cic nha nghién ctru nghi dén mot sd
phuong phép khac, dac biét 1a nhitng phuong phéap
tac dong 1én tuyén duc dé tao tom cai gia va sau do
cho sinh san v6i tom dyc thudng.

Bang 3: Ti 1¢ gi6i tinh, ti 1¢ séng va khoi lwgng ban d?lu ciia tom dwgc cho dn 17MT véi liéu lwgng va
thoi gian sir dung khac nhau héa 17MT vdi lieu lugng khac nhau (Ohs ef al., 2006a)

Liéu lwgng/thoi gian sit dung hormon Khdi lwgng tom giéng (g Tilé¢duc:cai Tilé s(')ng (%)
100/20 1,124+0,05 0,87+0,03 35,1+8,8
100/40 1,2240,10 0,87+0,17 12,4+6,3
100/60 1,09+0,11 1,04+0,19 21,8+16,0
200/20 1,22+0,07 0,95+0,05 26,4+9,5
200/40 1,19+0,06 1,07+0,11 23,4+1,1
200/60 1,14+0,04 0,89+0,12 39,1+5,2
400/20 1,05+0,03 1,23£0,17 45,5+1,7
400/40 1,12+0,04 1,40+0,16 31,7+5,2
400/60 1,08+0,05 1,32+0,40 26,4+13,8

0/0 1,06+0,03 1,11+0,12 43,4+7.6

Liéu lwong: mg MT/kg thirc dn; thoi gian: sé ngay cho an hormon, tir PL3
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L 222 Chuyén giéi tinh tém cang xanh dic
bang cac phwong phap tdac dong lén tuyén duc

Co s¢ cua cac phuong phap nay 1a dya vao co
ché xac dinh gi6i tinh va co ché biét hoa gi6i tinh
clia tdm cang xanh. Theo co ché xac dinh gi6i tinh
clia tom cang xanh (co ché ZW), dé c6 dan tom con
toan duc ZZ thi con duc va con cai sinh san véi
nhau phai c6 cung kiéu gen gi¢i tinh ZZ. Tuy
nhién, con cai binh thudng mang kiéu gen ZW, do

QZW x J27z

50% Q ZW: 50% & Z2Z
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d6 trudc hét, can phai tao tom cai gia (ban chat 1a
t6m duc, co cip nhiém sic thé gidi tinh ZZ), tiép
d6 cho tom cai gia “ZZ” phdi vé6i tom duc binh
thudng ZZ (Hinh 2). Theo co ché biét hoa gidi tinh
cua tom cang xanh c6 thé tao tom cai gia “ZZ”
bang mot s6 phuong phap tac dong lén tuyen duec.
Hai xu hudng tac dong lén tuyén duc g0m vi phau
loai bo tuyén dwc va bat hoat tuyén duc bang
phuong phép sinh hoc phan tir.

Chuyén gi6i tinh con duc thanh con cai gia

Q«z7” x 4177

l

100% & ZZ

Hinh 2: So' d6 tao dan tém toan duc

a. Phwong phdp vi phiu

Phuong phap vi phiu 1a k¥ thuat cat tuyén duc
cua tom duc ¢ giai doan trude khi tdm biét hda gisi
tinh. Khi tom duc khong nhan dwgc hormon tuyén
duc thi tuyén sinh dyc cta tom s€ phat trién theo
hudng cua con cai va hinh thanh budng trimg.

K§ thuat vi phau da dugc Sagi and Cohen
(1990) thyc hién thanh cong ban dau & Isarel va
sau d6 duge thue hién & mot sé nude trén thé gidi
nhu An P9 (Aflalo et al, 2012), Thai Lan
(Rungsin et al., 2006), Viét Nam (Nguyén Nhirt va
ctv., 2009; Sagi, 2013).

O Thai Lan, Rungsin et al. (2006) bao cio két
qua vi phiu 87 tom duc giai doan PLys, ti 18 séng
cua tom la 80,4%, trong d6 c6 30,0% phat trién
thanh con cai vdi 27,1% tom cai thanh thuc. Trong
12 con cai “gid” dugc cho sinh san voi tom duc
binh thudng, c6 8 cip cho két qua dan con 100%
duc, 2 cap co6 ti 1€ duc 88,0- 99,5%, 2 cap khac co
ti 1¢ duc:cai 1:1, ching to 2 con cai nay da bi xac
dinh sai gi6i tinh tir ban dau. Nghién ctru nay ciing
cho biét stc sinh san cia tom cai gia tuong duong
véi tdm cai binh thuong.

Tir nam 2004, Vién Nghién ctru Nudi trong
thuy san 2 da ap dung k¥ thuat vi phau va dat duoc
nhitng thanh cong nhéit dinh. Sau d6, du 4n san
xudt thir nghiém k¥ thuét nay dugc thuc hién trong
3 nam (2006-2008). Két qua vi phau dwoc khoang
77.000 ca thé PLs, ti 18 séng cua tdbm sau mot
thang cit bo tuyén duc dat 55,2+2,8% (~ 25.000 ca
thé), ti 1¢ chuyén giéi tinh 1a 55,2+11,5%, trong d6
100% con cai thanh thuc va dat ti 1€ tham gia sinh
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san tir 50 — 70% sau 6 thang nudi (N guyén Nhirt va
ctv., 2009). Pé nang cao ti 1¢ séng cua tom sau khi
vi phau tom dugc cho an thic dn co bd sung
Vitamin C (2 g/kg thae an) va HUFA (2 mL/kg
thirc an), ti 1€ song cia tom 30 ngay sau vi phau
duoc cai thién dang ké, dat 77,7+6,4% so voi ddi
chimg 1a 55,2% (Nguyén Thi Thu Thay va ctv.,
2009).

Nhitng han ché ciia phwong phdp vi phdu

Phuong phap vi phau tén nhiéu thoi gian va doi
hoi nhiéu lao dong co trinh d6 tay nghé cao trong
tat ca cac khau cua qui trinh san xuat, tir giai doan
wong nudi tién vi phiu, giai doan vi phiu, hau vi
phau va giai doan nudi vo. Piac biét, ti 1& thanh
cong cua phuong phép nay phu thudc 16n vao tay
nghé cta k§ thuat vién vi phau. Hon nita, do nhiéu
yéu t6 bén ngoai (mdi trudng, bénh...) va bén
trong (tdm an nhau) anh huong dén ti 1é séng cua
t6m trong sudt qua trinh nudi nén sé lwong tdm cai
gia thanh thyc it, ti 1¢ tom cai gia thanh thuc
thuong dat 17-34% so véi s lugng tom dugc vi
phau (Aflalo et al., 2006, Aflalo et al., 2012; Bui
thi Lién Ha, 2014).

Ngoai ra, khé khan 16n trong phuong phap vi
phau 1a khé xac dinh gidi tinh ¢ giai doan sém nén
lam giam ti ¢ thanh cOng trong tao con cai gia
(Aflalo et al., 2006; Rungsin et al., 2006). Khé
khin nay c6 thé dwoc khic phuc bang cach dung
chi thi DNA nhan dién con cai (Ventura et al.,
2011a) hodc dung qui trinh 2 budc gdm bude 1 1a
tao tom céi gia (véi sO lugng it) va cho sinh san véi
tom duc va budc 2 1 vi phau dan con (duge gia
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dinh 1a toan duc) ¢ giai doan PLyy dén PLsg v6i s6
lugng 16n phuc vu san xuat (Aflalo et al., 2006).

b. Vé hiéu héa gen IAG bang phwong phdp
RNA can thiép (RNAi)

Co 50 khoa hoc

Co s& khoa hoc cua phuong phap RNA can
thiép 1a dua trén trinh ty gen Mr-IAG va co ché
gy bit hoat gen ndy bang su can thiép cia RNA
(RNA interference, RNAi). Gen IAG diéu khién
hoat dong cua tuyén AG dé tiét ra hormon Mr-
IAG, tir @6 quyét dinh dén sy phat trién cua dac
diém sinh dyc so cdp va thtr cdp & tom cang xanh
dyc. T trinh ty gen IAG c6 thé tong hop dugc soi
d6i RNA (ds-RNA) cia gen nay. Sau do, ds-RNA
ciia gen Mr-IAG dugc tiém vao co thé tom dé vo
hi€u héa gen Mr-IAG (Ventura et al., 2009). Khi
khong c6 hormon AG dugc tiét ra thi su hinh thanh
dic diém sinh duc thtr cip bi tc ché.

Co ché v6 hiéu hoa gen Mr-IAG theo trinh tu
ds-RNA sau khi duge tiém vao té bao chét s& bj cit
(do enzym Dicer) thanh nhiing soi d6i ngin hon
(small interfering RNA, siRNA) c6 chidu dai
khoang 21-25 bp; tiép d6 siRNA tach lam 2 soi
don gom 1 soi bi phan hay va soi con lai (goi 14 soi
din) bam vao phic hgp RISC (RNA-induced
silencing complex). Soi dan s& bit cip voi RNA
thong tin cua gen Mr-IAG (mRNA, san sinh tir qua
trinh phién ma gen Mr-IAG) lam cho mRNA
khong thé dich mi thanh protein, d6 1a hormon
tuyén duc (Ventura et al., 2009).

Nhiing nghién ciru ap dung phwong phdp RNAi
trén tom cang xanh

Phuong phap RNAi dugc thyc hién ban dau
trén tdm cang xanh boi Ventura et al. (2009) &
Isarel. Trude hét, gen Mr-IAG dugc giai trinh ty
gen, tu do soi d6i RNA (ds-RNA) cua gen nay
duoc t()ng hop va dugc tiém vao tom & 130-140
ngay tuo1 Toém dugc tiém 2 tudn mdi lan trong
tong s6 12 lan véi lugng 5 pg ds-RNA/g tom.
Trudc khi thi nghiém, tdm duc dugc loai bd mot
chan bung thir hai (c6 nhanh phy duc). Két qua cho
thiy khong co su khac biét vé thoi gian 16t xac,
tang truéng va sy tai xuit hién cia nhanh phu duc
gilta 2 nhom tém tiém va khong tiém ds-RNA (d6i
ching). Thi nghiém tuong ty dugc 1dp lai nhung
voi khoang cach 2 1dn tiém ngin va sé lan tiém
nhiéu hon, 1 tudn tiém 3 lan trong tong s 22 lan
(trong 55 ngay) trén ¢& tdom nho hon, PLygo. Két
qué cho thiy, nhom tom tiém ds-RNA (n=18 con)
c6 chu ky 16t xac va ting trudng chdm hon so voi
nhém ddi chimg. Trong do, 16 ca thé (88,9%) tiém
ds-RNA khong tai xuat hién nhanh phu duc va
khong c6 tinh tring trong 6ng dan tinh. O nhom

69

Tap 51, Phan B (2017): 64-71

dbi chimg, tit ca tom duc (n=18) déu xuat hién
nhanh phu duc ¢ ngay 44 va cé tinh trung trong
dng dan tinh. Bén tudn sau khi két thac thoi gian
tiém ds-RNA, tt ca tom dyc (tiém va khong tiém
ds-RNA) déu xuat hién lai nhanh phu dwc. Thi
nghiém trén chung té viéc bat hoat tam thdi gen
Mr-IAG da tic ché sy hinh thanh déc diém sinh dyc
phy, anh huéng dén qua trinh sinh truéng va su
hinh thanh tinh tring ¢ tém dyc.

Nghién ctru tiép theo ctia Ventura et al. (2012)
nham tim ra liéu lugng va thoi gian tiém ds-RNA.
Nhom nghién ctru cho biét, tiém ds-RNA 2
ln/tudn véi lidu luong tir 1- 5 pg ds-RNA/g tom,
bét dau tir giai doan PLyy cho két qua chuyén dbi
gidi tinh hoan toan tir tom dyc thanh tom cai gia
(Ventura et al., 2012). Thoi gian mang trimg, thoi
gian phat trién cia 4u trang tom cai gia khong khac
biét so voi tom cai d6i chung. Kiém tra gioi tinh
clia 4u trung zoea (bang chi thi DNA dic trung
theo gidi tinh) dan con cua tom cai gia voi tom duc
binh thuong cho két qua 100% tom duc, chimg to
su thanh cong cua phuong phidp RNAi trong
chuyén gi¢i tinh tom cang xanh (Ventura et al.,
2012).

Phuong phap RNAi m¢ ra trién vong cé thé
phat trién dan tém cang xanh toan dyc phuc vu
nghé nudi & qui md 16n. Song, mot s6 cau hoi vé
muc d an toan cua phuong phap nay khi ap dung
trong nudi thiy san ciing dugc dat ra do 1a sy lo
ngai (i) RNAi c6 duoc truyén tir thé hé nay sang
thé hé khac hay khong; (ii) thoi gian va mirc do
anh huong cua RNAi nhu thé nao; va (iii) chirc
nang sinh san cua tom cai gid va dan con duc sinh
ra (tr tom cai gid va tom duc binh thudng) c6 phat
trién binh thuong khong. Cac van dé trén da duogc
Lezer et al. (2015) giai dap. St dung cac phuong
phap do véi do chinh x4c rat cao nhu khuéch dai
thoi gian that (Realtime-PCR hay RT-PCR), dinh
luong RT-PCR va phuong phap “dot blot”, nhom
nghién ctru da do sy c6 mat cua dsRNA tr bén
ngodi dwa vao trong té bao tom. Két qua cho thiy
dsRNA la trong co tom bi loai hoan toan sau 7
ngay. Khi tiém dsRNA cua gen Mr-IAG vao tom,
gen nay chi bi vo hiéu hoa tam thoi. Gen s€ phuc
hoi chirc ning dén 82% sau 28 ngay. Tom cai gia
¢6 khéi lugng va sirc sinh san khéac biét khong c6 ¥
nghia so v&i tom cai binh thuong, tuong tu nhu két
qua nghién ctru trudc d6 (Rungsin et al., 2006).
Céc tom toan duc phat trién binh thuong, ti 18 cac
kiéu hinh hinh thai (tdm cang xanh, cang lira, tdm
nho va khong c6 cang) twong ty nhu dan tom nudi
chung dyc va cai. Su anh huéng e ché gen cua
dsRNA chi 1a tam thoi va thoi gian tinh tir thoi
diém xir Iy RNAi (¢ thé h¢ thir nhat) dén khi thu
hoach dan tom toan dyc (¢ thé hé thir 2) phai trai
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qua 19 thang, do d6 s€ khong c6 anh huong cua
RNAI dén san pham tom thu hoach (Lezer et al.,
2015).

Két qua nghién ciru ung dung ky thudt RNAi o
Vién Nghién curu Nudi trong thuy san 2

Vién Nghién ctru Nudi trdng thuy san 2 di
budc dau thanh cong trong viéc tao tom cai gia
bang phuong phap RNAI. Liéu lugng tiém 1a 5 pg
ds-RNA/g tom. Tom dugc tiém véi cac chu ky
tiém va thoi gian tiém khac nhau. Két qua cho thay
tiém v6i chu ky 1 1an /tudn va trong 3 thang cho ti
1¢ chuyén gi6i tinh cao (~90%), khac biét khong co
¥ nghia so v6i chu ky ngén hon (2-3 1an/tudn). Qua
cac thi nghiém kiém tra thi nhom nghién cru nhan
thdy thoi gian tiém ds-RNA t5t nhit 1a & giai doan
PLi0.2s va kéo dai dén khi tom cai thanh thuc. Néu
ngung tiém ds-RNA som trudce khi tom thanh thuc
thi viéc chuyén gi6i tinh tom cai gia s& khong hoan
toan, tom c6 thé tr& lai thanh tom duc hodc co
nhitg biéu hién bat thuong (Bui Thi Lién Ha,
2014).

Vién Nghién ctru Nudi trong thuy san 2 trong
nam 2013-2014 da thir nghiém san xuat tom cai gia
theo phuong phap RNAi véi qui mé 1.000 tom hau
4u tring trong mot thang, ti 1& séng cua t6m sau 1
thang tiém dat 75% va ti 1 chuyén cai & thang thir
4 dat 90%. So véi cong nghé vi phiu, cong nghé
RNAI cho hiéu qua chuyén gi6i tinh cao hon véi
thoi gian xtr ly tao tom cai gia thap hon, ti 1& tom
cai gia sinh san thanh coéng va cong sudt xir 1y tao
tom cai gia cao gip d6i so v6i ap dung cong nghé
vi phau (Bui Thi Lién Ha, 2014). Khi san xuét tom
c4i gia thanh cong, viéc san xuét du tring tom toan
duc s& dé dang va véi qui mo 1on.

Ngoai nhitng phuong phap chuyén giéi tinh
toan duc, cac nha nghién cru con dung phuong
phap loai bo cang cia nhimg ca thé cang xanh.
Tém duc c6 mbi quan hé thir bac trong quan dan,
khi tom cang xanh xuét hién, nhitng con tom duc
khéc bi tc ché 16t x4c. Néu loai bo cang xanh, sé
kich thich su 16t xac cla tom dé lam thay doi thi
bac trong dan, do d6 lam ting nang suit nudi (Sagi
and Aflalo, 2005).

3 KET LUAN

Co ché xé4c dinh gidi tinh cua tom cang xanh 1a
co ché ZW va sy biét hoa kiéu hinh giéi tinh cua
con duc do hormon tuyén duc mang ban chat
protein quyét dinh. Phwong phap dung hormon
nhan tao dé chuyén gi6i tinh tdm cang xanh truc
tiép tir con cai thanh con duc di khong thanh cong.
Budc quan trong quyét dinh sy thanh cong trong
chuyén gi6i tinh tom cang xanh 13 tao ra tom céi
gia. Tu do, cho sinh san giira nhiing con cai gia voi
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con duc binh thuong sé€ sinh ra dan tom toan duc.
C6 thé tao tom cai gia bang cach cit bo tuyén duc
hodc bang phuwong phap RNAi. Hai phuong phap
nay da va dang dugc ap dung thanh cong trong
nudi thwong pham, trong d6 phuong phap RNAi cb
trién vong hon trong san xudt dan tom cang xanh
toan dyuc phuc vu nghé nuéi & qui mé 16n.
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