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Abstract

In a natural scientific museum as Museum of Oceanography, a specimen should be not only awesome but
also scientific in order to attract visitors and introduce knowledge to them. One of the methods satisfying
those requirements is “Method of staining cartilages and bones for small vertebrates”. This method was
applied to handle small fish: Anchovies (Encrasicholina devisi (Whitley, 1940)), amphiprions (Amphiprion
ocellaris (Cuvier 1830)) and ponyfish (Leiognathus sp.), which is highly efficient, not only used in studying
fish bones and cartilages but also attractive to visitors. This paper also gives details on experiences during
handling process of this method.
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Mot s6 phwong phap nhudm mau dong vit c6 xwong song va két qua
thuc nghiém trén mot so loai ca kich thuéc nhé
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Tém tit

Dbi v6i mot bao tang khoa hoc ty nhién, hinh thirc trung bay miu vat ngoai tinh chat thim my thu hat sy
chu ¥, thi tinh khoa hoc ciing ludn duge luu tim nhim gitp ngudi xem co thé tiép can kién thirc khoa hoc.
Mot trong nhitng phwong phap dap tmg duoc nhu ciu trén d6 1a “Nhuém mau xuong va sun mau sinh vat co
xwong sdng”. Phuong phap trén dugc tng dung trén 3 loai ca c6 kich thuéc nhéd (ca 1am tron nhing -
Spratelloides gracilis (Temminck & Schlegel, 1846), ca khoang ¢ - Amphiprion ocellaris (Cuvier 1830) va
c4 liét - Leiognathhus sp.) di cho hiéu qua cao, vira c6 thé dugc dung trong nghién ciru xwong, sun cac loai
c4 ddng thoi dat tinh thim my¥, thu hat ngudi xem. Bai bao ciing dé cap dén mot sb kinh nghiém trong qua

trinh xir Iy mau theo phuong phap nay.

Twr khoa: Nhudm mau sun va xuong, ca khoang c6 Nemo, dong vat c6 suong song.

GIOI THIEU

Pbi voi mot bao tang khoa hoc tu nhién,
viéc tim hiéu, ing dung va lam chu nhiing
phuong phap ché tac mau mang tinh khoa hoc
dong thoi du tinh tham my dé c6 thé thu hut
cong ching 1a viéc 1am can thiét. Vi vay, bao
tang ludn khong ngu’ng tim hiéu nhitng phuorng
phap mdi, ap dung vao viée ché tac mau vat
nham tao ra nhu’ng san pham khoa hoc doc dao,
thoa man nhu cau ngay cang cao ctua du khach
tham quan. Mot trong nhﬁ’ng phuong phap dép
tmg dugc ca hai yéu cau trén la ché tic miu
bang cach lam trong va nhudm mau hai lan ap
dung cho dong vat co xuong song.

TONG QUAN CAC PHUONG PHAP
NHUQOM MAU SUN VA XUONG PONG
VAT CO XUONG SONG

Mic du dugc sir dung lan dau tién trong
thi nghlem nhudm xuong bang chat dugc chiét
Xudt tir cay thién thao tir thé ky 18 [1], phuong
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phap nhud¢m mau xuong, sun va lam trong co
va cac mo khac dugc biét dén trong nghién
ctru cua Taylor (1967) [2] - thuc hi¢n trén
dong vat c6 xuong song kich thudc nho. Sau
do, phuong phdp nhudém mau va lam trong
xuong va sun dugc phat trién béi Dingerkus &
Uhler, 1977 [3]; Potthoff (1984) [4];
Kawamura & Hosoya (1991) [5], phwong phip
nay dugc su dung kha ph6 bién trong céc
nghién ciru vé€ dong vat c6 xuwong song, gop
phan lam sang to cay phé h¢ cac loai ca [6],
ciing nhu nghién ctru cau trac, sy hinh thanh
xuong va sun trong céc giai doan phat trlen
cua au trung ca [7-11]; hodc ap dung cho mau
luu trit bao tang d6i v6i bao thai hodc nhimng
dong vat c6 xuong song c6 nho [12]. Phuong
phap dugc phat trién khi nhuom enzym dbi
voi cac day than kinh (phwong phap nhuom 3
lan) [13]) nho d6, nhiing nghlen ctru co thé
thuc hién trén ca xuong, sun va hé than kinh
cua ca.
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Mot s6 phicong phéap nhuém mau dong vit

Tuy vao nhu cau va muc dich nghién ctru,
phuong phap nhudm mau va lam trong 2-3 lan
s& duoc ap dung. D6i v6i mau vat & bao tang,
phuong phéap nhuém mau hai lan c6 18 la
phuong phap thich hop vi dap tng yéu cau
thim my bén canh myc dich nghién ciu.
Phuong phap nay dugc tong hop boi Taylor &
Dyke (1985) [14], cac tac gia da khao sat
nhitng qui trinh nhu¢m mau va lam trong tai
thoi diém do, 4p dung trén nhiéu loai ca kich
thude tor 10-175 mm, tham chi ca trén luong
cu, tha va xuong chim. Téc gia da dé xuét qu1
trinh nhuém 2 lan gém 12 budc danh cho u
trung ca. Can cu trén qui trinh nay, Potthoff
(1984) [4] dua ra qul trinh 7 budc sau khi kinh
nghiém tir thuc té xir 1y nhiéu mau ca kich
thudc tir 3 mm dén hon 500 mm. Qui trinh tiép
tuc duogc hoan thién gom 9 budc boi Helland
(1988) [15] va 10 budc boi Ambruster (1989)
[1]. Cho dén nay, cac qui trinh nay van dugc st
dung rong rii trong nhiéu nghién ciru xwong du
trung cé.

Du duoc cai tién, bd sung boi nhiéu tac gia
nhung vé chi tiét cac budc thuc hién, qu1 trinh
nhuém mau va lam trong xuong 2 lan van giir
nguyén tic nhu sau: Mau khi ¢d dinh s& duoc
nhudém sun bang Alcian blue
(Cs6HesClsCUN6S,), sau d6 “lam trong” cac mod
co bang trypsin, tiép tuc nhuém xwong bang
thudc nhudm Alizarin red S (CisH,NaO;S), tiy
thudc nhudom bang dung dich borax va trypsin
trong nudc cat hoac dung kali hydroxit 1%,
cudi cung bdo quan mau trong glycerin. Qui
trinh nay c6 thé ap dung cd mau ca, ludng cu,
hodc cac dong vat c6 xuong song nho. Dbi véi
c4, kich thudc mau co thé 1én dén 500 mm, ap
dung dugc cho ca mau tuoi va mau da luu trix
hang chuc nam trude [14], vi vay thich hop véi
mau luu tri tai bao tang. Thyc té, qui trinh da
duge thuc hién trén mau vat ca, bao thai trong
cac bao tang [12, 14].

Trong nghlen clru 4u trung ca, phuong phap
trén tuy dugc dp dung pho bién nhung cling thé
hién nhuoc diém: M6éi truong axit trong qua
trinh nhudm syn lai gdy khu khoang xwong
trong budc nhudm xuong tiép theo. Dé khic
phuc diéu nay, Walker & Kimmel (2006) [14]
da phat trién phuong phép dung clorua magie
(MgCl,) thay cho axit, nho d6, khong giy ton
hai dén xwong au tring, phuong phap nay con

¢6 uu diém mAu sau khi nhuém van c6 thé
diung trong cic nghién ctru kiéu gen bang
phuong phap PCR.

Nhu da néu trén, phuong phap nhudém mau
2 lan phu hop vdi nhu cau da dang héa mau
vat trung bay dong thoi phuc vu muc dich
nghién ctru ¢ Bao tang Hai duong hoc. Tuy
nhién, dé dap tmg thi hiéu cia cong ching,
miu vat can dugc chu trong chon lya nham
dat tinh thAim my cao sau khi ché tic. Trong
khi d6, phuong phap nhudm mau hai lan lién
quan dén cAu tao xuong va sun clia dong vat,
dic diém nay khac biét & tung nhom cé, co
nhém ca xuong va cac tia Vay cung, than dcp
nhu ca li€t, ca gio, c6 nhom ca minh tron, cac
tia Vay ngan nhu ca com. Ngoai ra, cac nhom
ca con khac nhau ¢ sy hién dién cua lop vy
bén ngoai. Tat ca nhiing déc diém cau tao trén
c6 thé anh hudng dén chat lugng va cam quan
tham my vé miu vat. Didu nay chua dugc dé
cép trong céc nghién ctru da co, cling c6 thé vi
nhu cau trung bay khong duoc chu trong O cac
thi nghi¢ém khoa hoc truéc day. Bai bao duoc
thuc hién dya trén nhung két qua thuc nghiém
d6i voi mot sb loai ca kich thude nho, trinh
bay quy trinh nhuom va nhing diéu can luu ¥
trong qud trinh tién hanh nhim dat duoc
nhitng mau vat vira co tinh thim my vira dat
duoc tinh khoa hoc.

VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN
clu
Vit liéu
Mau vt

Ngay 7/6/2013, tién hanh thu mau: C4 1am
tron nhang - Spratellmdes gracilis (Temminck
& Schlegel, 1846), ca khoang co6 - Amphiprion
ocellaris (Cuvier 1830), ca liét Leiognathhus
sp.,... Ca chon lam mau déu tuwoi hodc con
song, chiéu dai toan than khong quéa 8 cm:

Ca liét: bai dién cho nhom ca khong co
véy, than mong dep, cac tia vy cung, co thé
tao hinh dep; s6 lwong 3 mau, chiéu dai tir 5,5—
6,5 cm.

C4 lam tron nhang: Pai dién cho nhom ca
than tron, dai, Vay mong, cac tia vdy nho; sb
luong 5 mau, chleu dai ttr 6-6,7 cm.

Ca khoang ¢b Nemo: Dai dién cho nhom
c4 nhiéu véy; s6 lugng 3 miu, chidu dai tir 4—
4,4 cm.
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Héa chit

Formalin (H,CO), con ethanol (C,HsOH), a
xit acetic (CH;COOH), thudc nhudém syn Alcial
Blue 8X, thuéc nhuém xuong Alizarin Red S,
sodium borate, oxy gia (H,0,), kali hidroxit
(KOH), nudc cat, men trypsin.

Dung cu

Lo thuy tinh 25 dén 500 ml, cbc dong 50 ml
va 500 ml, binh thuy tinh pha hoa chat, diia
khudy, 6ng nghiém va lo thuy tinh dung mau,
gidy nhom, lo thiy tinh dyng mau.

Nhuém mau miu vit
Tién hanh xtr Iy miu theo qui trinh 9 budc
cua Helland (1988) [15]:

B1. Lam chét ca: Dbi voi ca khoang cd,
cho vao nudc mét it formol, ting dan néng do
cho dén khi ca chét hoan toan, dinh hinh mau,
cang vay.

B2. C6 dinh mau trong Formalin 4% c6
dung dich d&m Phosphat: Ti 1€ formalin/ca:
10/1; Thoi gian c¢b dinh mau: 2 ngay.

B3. Nhuom sun: V6t mau tir dung dich )
dinh, rira k§ bang nudc ngot, ngdm vao dung
dich ethanol 50% trong 4 ngay, tiép tuc ngam
trong ethanol 95% trong 2 ngiy, sau do tién
hanh nhudém sun bang thuéc nhuém Alcian blue
8X. Dung dich nhuém goém 35 ml Ethanol 95%
+15 mil axit axetic +10 mg Alcian Blue 8X.
Nhudm sun trong 22 h.

B4. Trung hoa miu di nhuém bing
Sodium borate bdo hoa trong 2 ngay.

B5. Tay tring 15 ml 3% oxy gia va 85 ml
1% kali hydroxit. Thoi gian tdy 6 h.

B6. Lam trong bang dung dich pha theo ti
1€ 35 ml Sodium borax bdo hoa + 65 ml nudc
cit + bot trypsin. Sau 5 ngdy, mau dat do trong
khoang 70%.

B7. Nhuém xuong bang Alizarin Red S
pha trong Kali hydroxit 1% theo ti 1 100 ml
kali hydroxit va 1 mg Alizarin Red S. Thoi gian
nhudm trong vong 1 ngay.

B8. Tay chit nhuém dung dich pha theo ti
1¢ 35 ml sodium borax bao hoa +65 ml nudc
cat. Thoi gian tay: 2 ngay.

B9. Bdo quan trong dung dich glycerin va
kali hydroxit 1an lugt theo ti 1¢ 30% glycerin +
70% kali hydroxit 1% trong 10 ngay, tiép tuc
v6i dung dich 2 theo ti 1€ 60% glycerin + 40%
kali hydroxit 1% trong 10 ngay, cudi cung giir
mau lau dai trong 100% glycerin.

Panh gia hiéu qua viéc rng dung phwong
phap nhuém mau va lam trong

banh gia hi¢u qua cia viéc ung dung k¥
thuat nhuom mau va lam trong sinh vat trong
viéc ché tac mau bang cach phat phiéu khao sat
¥ kién nhéan xét vé cac mau da thuc hién.

KET QUA THUC NGHIEM TREN MOQT
SO LOAI CA KiCH THUOC NHO
Nhuém mau miu vit

Két qua qua trinh nhudém mau va lam trong
mau vat theo qui trinh ciia Helland (1988) [6]
cho ra san pham vdi cac bude cu thé nhu sau:

Bdang 1. Cac budc thuc hién phuong phap nhuém mau va lam trong mau vat

Noi Ca liét Cé lam tron nhing C4 khoang ¢b
dung
Miu ca Ca tuoi Cé tuoi Ca con song, lam chét ca tir
tir trong formol
Xt ly "
mau ban m g
dau SEhd v
A

Hinh 1. MAu c4 liét ¢b dinh, thudc
1cm

Hinh 2. MAu ca 1dm tron nhing cb

Hinh 3. MAu ca khoang ¢

dinh, thudc 1 cm ¢b dinh, thude 1 cm

Cé duogc co dinh hoan toan, dudi va cac vay xoe ra, cang cung
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sun
Hinh 4. MAu c4 liét nhuém sun Hinh 5. MAu c4 14m tron nhing Hinh 6. Mau c4 khoang ¢
nhudm sun nhudm sun
Bit mau xanh thiy 15 nhét & ving vién mit va cac dau vay
Trung
hoa va
tay trang
Hinh 7. Cac miu dang duoc trung hoa va tiy tring
Trudc va sau khi tiy tring, mau xanh trén mu cé thay dm khong dang ké, nhung phén co dé kha trong,
¢6 thé thdy xuong sbng & ca liét
Lam Sau 6 ngay, phin co khé trong, Sau 6 ngay, c4 trong hoan toan ké Sau 7 ngay, ca kha trong
trong riéng rudt ca van gilt mau duc ca phan rudt

Nhuém  Sau 1 ngay ngdm trong dung dich nhudm, ca bét mau hdng ddm & cic tia Xuong, tia vy va cd Vay
xuong vy, dudi va xuong séng, toan than ca di trong subt déu bat mau tim hong, mét
ca vang, ca chua trong

Gilr trong dung dich kali

Tay cha 2 - 3
ay ¢ at Khong tay hydroxit trong 2 ngay trudge
nhudém SR X \
; khi tién hanh béo quan
Dung dich 1: Bdo quan bang kali hydroxit 1% va glycerin theo ti 1é 70/30
C,a kh;a tr01~1g » Xurong ca lzat man o ca trong suot, xuong véa tia vay c6  Ca chua trong hoan toan,
tim hong rd nét, tat ca mau déu co R . S
, R X mau tlm hong, mau xanh sun con ¢  khong con mau xanh sun,
bot khi trong bung, mau xanh cua R S
R S vién mit, gbc viy hau mén, gbc Xuong, tia vy va vay mau
sun con lai rat it, chi con lai vién \
. < vay nguc hong nhat
Bio manh quanh mat

quan Dung dich 2: Bdo qudn bang kali hydroxit 1% va glycerin theo ti ¢ 60/40

Ca tuong doi trong, xuong
va vay con lai mau hong tim,
goc mang mau xanh

C4 trong subt, xwong hdng tim, mau xanh cta sun c6 thé thiy & vién mit
va cac goc mang

Hinh 8. MAu c4 liét da xtr Iy xong ~ Hinh 9. MAu ¢4 1dm tron nhéng d&  Hinh 10. MAu c4 khoang cb
xu ly xong da xur ly xong
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Dung dich 3: Bdo qudn trong glycerin

Mau vat
hoan
thién

Hinh 11. MAu vat hoan thién

Danh gia hi¢u qua viéc ing dung Ky thuit
nhudm mau trong xir ly va ché tac mau

Khéng thich

It thich_—— 0%
9%

Rat thich
91%
Hinh 12. Biéu d6 vé két qua khéo sat mrc do
ura thich mau vat

Calam tron
nhing,
43%

Cakhoang cb
21%

Caliet

36%

Hinh 13. Biéu db vé két qua qua khdo sat mirc
d6 ua thich ddi véi timg mau vat

120

Khac

5%

Mau gac dep
41%

Xrong sic nét
54%

Hinh 14. Biéu d6 vé két qua khao sat Iy do wa
thich mau vat

Két qua khao sat y kién cua 53 khach tham
quan (25 nam va 28 nit) ¢ do tudi tir 18 dén 58
the hién trong hinh 12-14.

THAO LUAN
vé qui trinh xir ly miu vit

Pbi voi mau dong vat c¢o xuong song, qui
trinh thuc hién theo Helland (1988) [15] c6 thé
xem la huong dan chi tiét nhat, ap dung cho 3
kich thudc mau 10-80 mm, 80-200 mm va 16n
hon 200 mm. Bay la chi dan rat quan trong lién
quan dén thoi gian xir Iy mau boi véi cac chat
tdy manh nhu kali hydroxit hodc oxy gia, thoi
gian xu ly chi can thay doi vai glo ciling co thé
dan dén tinh trang mau bi phan ra hodc khong
chua du d6 mém cua co. Mac du Vay, huong
dan trong qui trinh cling c6 mot so ndi dung
dugc dinh lugng mot cach twong dbi nhu



Mot s6 phwong phép nhugm mau dong vit

“khong duogc tdy qua lau” hoic ¢ ngam mau cb
dén khi do trong dat 60%”. Déi voéi nhing
nguoi lan dau tién ap dung, rat kho co thé chic
chin miu di du do tay trang va do trong hay
chua, do vy, qui trinh can dugc thuc hi¢n
nhiéu lan dé rat ra kinh nghiém cu thé cho
nhiing 1an xir Iy mau sau.

Sw khac biét giira cic nhom miu trong qua
trinh xir ly

Ca thi nghiém dugc chon thuge 3 nhom co
nhiing déc diém khac biét nhu: Ca lam tron
nhang than tron, dai, khong c6 vay; ca ligt than
dep, mong, da tron lang; ca khoang c¢o than
dep, mong, co Vay, vién cac vay tron va rod nét.
Thuc té trong quéa trinh thuc hién hau nhu
khong c6 khac biét 16n gitra cdc nhom mau. O
c4 khoang ¢6, thoi glan xu ly mot sd giai doan
hoi dai hon so v&i 2 mau con lai nhu: Mau bit
mau cham hon khi nhuém sun, qua trinh lam
trong mau ciing lau hon va két qua cam quan
cling cho thay cé it trong hon. C6 thé ciu tao
xuong va thit cua ca khoang co cfrng, chic hon
hai nhém con lai nén thoi gian dap ung voi cac
loai hoa chat cham hon, diéu nay dé két luan,
can duoc kiém chu’ng Tuy nhién, c6 mot didu
chic chin 1a mdi loai miu sé& can thoi gian xur
Iy khac nhau. Vi vay, du da cé qui trinh huéng
dan cu thé, cac budc thuc hién cling can duoc
theo doi mdt cach than trong, dam bao chat
luong mau qua timg giai doan xir 1y.

Mot s6 lwu y khi xir Iy miu vat

O giai doan xtr Iy ban dau, ddi v6i nhiing
mau ¢ co day, nén lang bot & bén phan than
trai dé hoa chat tham nhanh va qua trinh lam
trong cling dugc riut ngan lai, diéu nay da duoc
deé - cp trong chi dan ctia Helland (1988) [15] va
kiém chung qua qua trinh thyc hién.

O giai doan tay tring bang oxy gia va kali
hydroxit, can theo doi sat sao vi hoa chat sir
dung ¢6 tac dung tay rat manh, neu de qué thoi
gian, c6 thé 1am hong mau nhur nd mat tham chi
rd toan by thén ca. Qua trinh nay neu thuc hién
t6t thi sau khi hoan tat, mot s6 mau nho da dat
da do trong, c6 thé bo qua budce xtr ly tiép theo.

O giai doan lam trong, d6i V01 nhiing mau
nho, men trypsin c6 thé khong can dung dén,
nhung véi mau 16n, nhit thiét phai bd sung vao
nham thac day qua trinh phan giai chat dam,
1am cho mau nhanh trong.

Dbi véi nhitg mau trung bay, sau khi hoan
tat qui trinh, mau vat chua hoan toan trong han
ma nhd hiéu ung thi gidc khi dat mau trong
glycerin s& cho hinh anh trong sudt hon miu
thuc, chinh vi vdy, chat luong glycerin va lo
thuy tinh dong gép vai tro quan trong dbi voi
tinh thAm my ctia mau.

MaAu vat trai qua hai lan nhudm sun mau
xanh va nhuém xuwong mau hdng tim nhung
trong thuc té ddi véi ca 3 loai c4, mau xanh
hau nhu khong dang ké, c6 thé do 3 nhém déu
1a ca xuong, phan sun khong con nhiéu trong
co thé du dé tao ra an tuong vé mau xanh. Tu
thuc té trén, khi tién hanh xir ly mau nén can
nhic c¢6 hay khéng thyc hién bude nhudém sun
d6i v6i cac nhom ca xuong, boi néu bo qua
giai doan nay s€ gidm dugc thoi gian va ca chi
phi hoa chat.

Loi cam on: Tap thé tic gia xin chan thanh
cam on Vién Hai duong hoc da hd tro kinh phi
dé thuc hién dé tai nay, xin cam on cac déng
nghiép da co nhitng dong gop vy kién rat chan
thanh trong qua trinh thuc hién dé tai cling nhu
hoan thién bai bao trén.
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