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Linh vie ky thuit dwgc dé cap

Sang ché thuge linh vuc bao v¢ thuc vét, cu thé, sang ché dé cap dén quy trinh
bao ton chuyén vi (ex-situ) cac chung tuyén trung Ky sinh gay bénh con trung phuc
vu cho phong trir sinh hoc sau hai cay trong.

Tinh trang k¥ thuit ciia sang ché
1. Sw can thiét bdo tén sinh hoc z‘uyé’n trung EPN

Céac loai tuyen trung ky sinh gay bénh con trung (Entomopathogemc nematode —
EPN) thyc chat 1a nhitng t6 hop cong sinh bat budc giita tuyén trung ky sinh thudc 2
gidng tuyén trung Steinernema (Ho Steinermatidae) va Heterorhabditis (Ho
Heterohabditidae) va vi khuin gdy bénh giong Xenorhabdus va Photohadus (ho
Enterobacteriaceae) tao nén nhimg to hop ky sinh gy bénh tuyén tring - vi khuan.
Nhitng t6 hop nay cé nhiéu vu thé v& mit sinh hoc (vira ky sinh vira gdy bénh) ciing
nhu cong nghé (san xuat sinh khdi) nén dugc nghién ciu st dung manh mé trong
phong trur sinh hoc (PTSH) sau hai.

Trong PTSH, viéc nhép ndi cac tac nhén sinh hoc khong phai bao gio cling mang lai
hiéu qua mong mubn. Thuc té cho thay chi khoang 30% cac ching nhép ndi cho két
qua tot. Ngoai ra, cac ching nhép ndi néu khong duoc thuan héa tét bao gio cling giam
hi€u lyc nhanh chéng sau mdt thoi gian st dyng. Viée tim kiém cac chung tuyén tring
ban dia c6 tiém néng cho PTSH lu6n dugc quan tdm & bat ky qudc gia nao. Mic du
hau hét céc loai tuyén tring EPN déu c6 tiém ning phong trir sau hai nhung hiéu luc
diét con tring cua céc loai rat khac nhau, thim chi khac nhau giita cac ching trong
cing mot loai. Vi vy, viéc diéu tra phat hién va thu thap cac ching, loai EPN ban
dia ludn ¢ y nghia quan trong nhim muyc dich: i) xdc dinh sy hién dién va phan bb
ciia EPN tai mét ving lanh tho, mot qudc gia va bd sung danh sach EPN cho thé
gidi; ii) c6 chién lugc duy tri bao ton EPN nhu mét nguon thién dich tu nhién; iii)
thu thap va nhan nudi dé danh gi4 tiém nang PTSH cua cac Chung EPN ban dia doi
v6i sdu hai tai dia phuong; va iv) cung cap vat liéu ban du dé san xuét sinh khdi 1on
phuc vu cho PTSH.

Két qua diéu tra cho thay & Viét Nam, h?lu hét cac chung tuyén tring EPN duoc
phén 1ap tir cac ruimg ty nhién ma chu yéu 13 tir cac hé sinh thai ty nhién (ring
nguyén sinh, cac khu bao tdn va hé sinh thai hoang so ven bién), trong khi & hé sinh
thai nong nghiép thi rat han hiru.

Mot thuce té ro rang 1a su tdn tai ctia EPN trong tu nhién, ngoai cac yéu t6 khong
phai sinh hoc nhu cac diéu kién dia ly, khi hau, con phu thudc rat nhidu vao su hién
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dién ctia cdn tring vat chu, va sy hién dién ctia hé con tring lai phu thuc phan 16n
vao hoat dong ctia con ngudi. Piéu nay khac hin so voi cac nudc phuong Téy noi hé
sinh thai néng nghlep cling hién hiru kha phd bién tuyen tring EPN. Piéu nay rit c6
thé lién quan dén viée sir dung nhidu phin bén v6 co va hod chit bao v€ thuc vat
khong nhung tiéu dlet con trung gdy hai, ma con co thé tidu diét ca tuyen trung co
ich véi vai tro la nguon thién dich ctia sau hai mét phan do thudc héa hoc phén khéc
do mét di ngudn vat cht tw nhién.

Ngay ca céc khu rimg thién nhién va céc khu bao t6n ciing dang c6 nguy co bj de
doa thu hep tham thyc vat nguyén sinh, do nan khai thic bira bai. Tinh trang nay de
doa su suy giam hoic bién mat nguon tai nguyén sinh vét c6 ich, trong d6 cé nguon
tuyén tring EPN. Vi vdy, cin c6 giai phap duy tri bao quan céc chung EPN dé danh
gid kha ning sinh hoc va cung cip vt liéu cho san xuét thude sinh hoc phong trir
sau hai.

Tuy nhién, hién nay, bién phap duy tri bao quan bang nhan nudi lién tuc trén du
trung budm sép 16n (Galleria mellonella) vira tén cong sirc, chi phi vira bi suy giam
ddc luc. Vi vay, bao ton chuyén vi (ex-situ) 12 giai phap luu gift tu nhién ngudn tai
nguyén quan trong nay.

2. Tinh trang béo ton tuyén trimg EPN
Dé duy tri, gin gift cac chung tuyén tring, nguoi ta thudong st dung 2 giai phap:

(a) Duy tri, bao quén tuyén tring EPN trong phong thi nghiém: bing cach (1)
Nhan nuéi in vivo dinh ky sir dung buém sap 16n (BSL) hodc mét loai con tring
thich hop; hoc (ii) Bao quan déng lanh tuyén triing trong nito 16ng; va

(b) Béo tdn tuyén tring EPN:
Khai niém bao ton tuyén triung EPN trong tu nhién bao gbm:

(i) Bao tdn phong trir sinh hoc: Day 1a hinh thirc bao ton, duy tri mot chung
tuyén trung ¢4 san hodc phun rai dé phong trir mot déi tugng sau hai (nhu bao ton 3
loai tuyen trung Steinernema riobrave, Heterorhaditis bacteriophora va H.indica dé
phong trir sdu duc thdn cam chanh (Diaprepes abbreviatus) & bang Florida, Hoa Ky;
bao t6n 2 loai tuyén tring Steinernema sp. SA va Steinernema sp. Q dé phong trur
loai sdu duc thén cdy co d6 do mdt loai xén téc Rhynchophorus ferrugineus gay hai
& A- -rap Xé-ut va ving Trung Dong;

(ii) Bao ton tu nhién véi 2 phuong thic 1a bao tdn dinh vi (in-situ conservation)
do1 véi cac chung tuyén tring EPN hién dién trong cac khu bao ton tu nhién, va bao
tén chuyén vi (ex-situ conservation) bang viéc dua cac ching tuyén tring EPN thu
dugc, phun rai tai mot khu vuc rung tu nhién khac véi didu kién dugce bao vé
nghiém ngit.

Hién nay hinh thtrc duy tri bao quan trong phong thi nghiém theo hinh thirc (a)
nhu trén 13 khé phd bién tai cac co s& nghién ctru tuyén tring EPN. Tuy nhién, viéc
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duy tri theo phuong thirc (a.i) nhu trén vira mat thoi gian, cong strc, chi phi vira c¢6
nguy co giam doc luc cac chung tuyén tring khi lién tuc nhan nudi trén mot dbi
tugng con trung. Con bao quén theo hinh thie (a.ii) doi héi quy trinh cong nghé xi
1y thich hop dé tuyen tring khong b chét trudce khi dong lanh, ddng thoi chi phi mua
nito 16ng va thiét bi xir 1y va bao quan 14 kha tén kém.

Bao ton in-situ 13 mo hinh t6t nhat nhung phu thugc vao nhiéu yéu t6 ty nhién va
con ngudi & cac khu bao ton. Nhimg diéu kién chi phi tw nhién nhu thién tai, bién
ddi khi hau, v.v.. Do d6, bao tdn ex-situ la giai phap luu glu tu nhién nhung tai
nhiing vi tri ¢4 lua chon theo nhiing diéu kién pha hop, da L giup khic phuc dugc
nhuoc dlem nay cua bao tén in-situ. Tuy nhién, hién nay van chua 6 nhitng quy
trinh bao tén ex- -Situ tuyén tring dugc cong bd mot cach chi tiét dé co thé ap dung
duée trong thuc té.

Ban chit ky thuat cia sang ché
Muc dich cta séng ché 13 khic phuc nhitng han ché ctia cac phuong phap bao ton

nén trén do vira ton kém vira 1am giam hiéu luc cta tuyén triing lai phai dau tu cao.

Be dat dugc muc dich do6, sang ché dé xuit quy trinh bao tdn ex-situ cac chung
tuyén tring ky sinh gy bénh con tring (EPN) thich hop vé6i didu kién Viét Nam.

Mo hinh bao ton chuyén vi (ex- situ) vé ban chét 1a di chuyen cac ching tuyen
trung tir cac vung khu vuc khéc nhau de tap trung phun rai tai mot noi méi dé chu
dong quan 1y, khai thac “kho du trit tuyén tring EPN” nhu 13 vét liéu ban du trong
san xuat sinh khdi phuc vu cho phong trir sinh hoc siu hai.

Quy trinh bao ton ex-situ cac ching tuyén tring néu trén bao gdm céc bude sau:
Budc 1: Phén 1ap tuyén trung EPN tir c4c sinh canh tu nhién;

Budc 2: Phén loai tuyén tring va x4c dinh tén khoa hoc ctia loai tuyén tring
EPN;

Budce 3: DPénh gia tiém ning sinh hoc cia tuyén tring EPN;

Budc 4: Chudn bi ngudn tuyén tring EPN d béo ton;

Budéc 5: Tao cic 16 bao ton tuyén tring EPN trong tu nhién;

Budc 6: Phun rai tuyén tring EPN vao céc 16 bao ton; va

Budc 7: Kiém tra hiéu qua bao tdn.
MG ta vin tit hinh vé

Hinh 1 thé hiéh Ban d6 dinh vi céc 16 bao tdn tuyén trung EPN tai Tram Pa dang
sinh hoc Mé Linh thudc Vién Sinh thai va Tai nguyén sinh vit.
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M5 ta chi tiét sang ché

Quy trinh bao tdn ex-situ cic ching tuyén trung ky sinh gdy bénh con trung
(Entomopathogenic nematode — EPN) bao gom cac budc:

Budc 1: Phén 1ap tuyén tring EPN tir c4c sinh canh tw nhién
- Thu mAu d4t tir c4c sinh canh tu nhién;

- Dung bay con trung by str dung u tring tubi 5 ctia buém sap 16n (Galleria
mellonella) d& by tuyén tring tir trong d4t.

_Nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay s& blet cac k¥ thuat thu
mAu dat tlr sinh canh tw nhién va thuc hién biy con tring st dung 4u tring budm sap
16n (BSL). K§ thuat nay c6 thé tham khéo trong, vi du, tai lieu White G. F., 1927, A
method for obtaining infective nematodes larvae from culture; Science, 66: 302 303.

Tt ca cac ching tuyén trung EPN duoc duy tri & trang thai séng & dang tuyén
tring cam nhiém (IJs). G dang nay, tuyén tring khong cin dinh dudng, chi cin cho
IJs vao lo 250 mL chtta nu6c sach va dé trong t mat & nhiét d6 12-14°C, tuyén
trung c6 thé sdng dwoc 6-9 thang di véi cac ching Heterorhabditis va 9-15 thang
d6i voi cac ching Steinermema. Dinh ky 6 thang ((101 véi céac chung
Heterorhabditis) va 12 thang (d6i véi cac ching Steinernema), tién hanh gy nhiém
trd lai trén BSL dé tiép tuc duy tri cac chiing tuyén tring da phan lap duoc.

Budc 2: Phén loai tuyén tring va xac dinh tén khoa hoc cta loai tuyén tring
EPN

Viéc x4c dinh tén khoa hoc ciia loai tuyén tring EPN cin cac thu tuc co ban la
phan loai hinh théi, chan loai phén tir va lai chéo véi cac chiing/loai gan gili.

Tuyen trung phan lap dugc tr Bude 1 duge nhan nu6i trén BSL dé thu mau vat
tuyén tring tai cac giai doan phét trién khéc nhau cta tuyén tring EPN phuc vu phén
loai hinh thai, phén tir va lai chéo, trong d6 céc giai doan phat trién khac nhau cta
tuyén trung EPN bao gdém con duc va cal thé hé 1 (TH1), con duc va céi thé hé 2
(TH2) va au tring cdm nhiém (IJs), mbi giai doan chon 14y 25-30 c4 thé dé phuc vu
cho vi¢c phan loai, thu dugc 5 tAp hgp mau.

Viéc phan loai bao gdm 3 cong doan:

(i) Phén loai hinh thai dugc tién hanh trén co s¢ do, v& dudi kinh hién vi quang
hoc d6i véi 5 tap hop mau trén; xtr 1y sb liéu vé hinh thai lugng (morphometrics); v&
va chup anh hién vi quang hoc va xtr ly cac miu tuyén trung dé chup anh hién vi
dién tir quét (SEM) theo quy trinh Eisenback (1990).

(ii) Phan tich chan loai phan tir dé x4c nhan chinh x4c loai tuyén tring.
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Chan loai ddc trung phan tir cac ching tuyén trung EPN trén co s& phén tich
trinh tw gen nhan ITS-rADN. Do day 1a gen c6 chira cac thong tin dic thu cho mdi
loai, c6 dd tin cdy cao it bj bién dbi. Két qua ‘phén tich trinh tu gen ITS-rADN cho
phép danh gié dac trung phén t& cla loai tuyen tring EPN nhu chiéu dai doan gen,
ty 1& cac gbc nucleotit khic biét va cac vi tri nucleotit thay dbi. Két qua phén tich
trinh tr s& dugc so sanh ddi chiéu (alignment) v6i céc trinh ty gen d& co trén
GenBank dé danh gia su khac biét phan tir ctia loai tuyén tring.

(iii) Lai chéo bing viéc sir dung con duc loai ndy v6i con cai loai khac va ngugc
lai dé x4c dinh loai sinh hoc néu céc t6 hop ghép d6i khong giao phdi v6i nhau dé
sinh san thé hé méi.

Sau khi thuc hién phan loai, cic chiing tuyén tring phén 14p duoc dugce dinh
danh.

Bué6c 3: DPanh gia tiém ning sinh hoc cua tuyén tring EPN

Céc ching tuyén tring khac nhau (thdm chi 13 cac chung trong mot loai) déu c6
tlem ning sinh hoc khac nhau dbi véi sdu hai. Tiém ning sinh hoc cua cac chung
tuyén tring EPN 14 co s& dé sir dung chiing trong viéc san xuét sinh khbi st dung
trong phong trlr sinh hoc sau hai.

Tiém ning ctia mot ching tuyén tring EPN dugc danh gia theo 2 tiéu chi co ban
12 doc lyc va kha ning sinh san ctia ching tuyén tring, trong do:

(1) Xéc dinh doc luc (ndng do au tring cam nhiém (IJs) gy chét 50 % sau hai
cta chiing tuyén tring - LCso) ctia mdi loai sau hai bang cach phoi nhi®m siu hai véi
10ndng d khac nhau tir thép nhét (thudong 1a 10 IJ s) dén cao nhét (thuong 1a 100
Is) phu thu¢c sinh khéi ctia loai sdu hai st dung trong thir nghiém - sinh khéi cang
16n néng d6 cang cao va ngugc lai, qua d6 x4c dinh duge LCsy clia ching tuyén
tring d6i véi siu hai.

(ii) Xac dinh kha néng sinh sén cta ching tuyén tring bang cach phoi nhidm con
trung vat cha véi cac nong df phoi nhiém khéc nhau, qua d6 xac dinh san luong 4u
trung cam nhiém (Is) cao nhét duoc tao ra tir mot xédc chét con trung tmg v6i mot
ndng d6 phoi nhiém nhat dinh goi 1a ndng d6 t8i wu (do 1a nong d6 phoi nhiém cho
san lugng IJs cao nhét, con & cac ndng dd khéc (cao hon hosc thdp hon) déu cho san
luong IJs thip hon).

Cac ching tuyen trung EPN c6 tiém ning sinh hoc cao dugc lwa chon 1am ngudn
tuyén tring EPN dé bao ton.

Budc 4: Chuan bi ngudn tuyén tring EPN dé bao tdn

Cac chung tuyen trung sau khi duoc tuyén chon qua danh gia tiém nang sinh hoc
s& duoc 1ap hd so dé tiép tuc duy tri bao quan, trong d6 pha a au tring cam nhiém Ws)
cua chung tuyen trung EPN la pha dugc st dung nhur nguoén vét liéu ban dau dé san
xuét sinh khéi tuyén tring phuc vu cho viéc phun rai khi phong trir sinh hoc mot
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hodc mot sb loai sdu hai.

Tién hanh nhén nudi sinh khdi ching tuyén tring EPN da dugc dénh gid tuyén
chon dé bao ton 1au dai. Viéc nhan nudi sinh khoi nay dugce thuc hién bao gom céc
cong doan:

(i) Chuén bj vt liéu:

- Tuyén tring giai doan 4u tring cam nhiém duoc bao quan trong nudc cét, ndng
dd 2000 IJs/mL, va

- Au tring tudi 5 ctia BSL hoidc dé nha (4. domesticus) hay séu quy (Zophobas
morio).

- Dung cu gdm: 100 dia petri (hdp 15ng) nhwa hodc thuy tinh, duong kinh 9cm
hodc 15cm, 100 dia dong hd dudng kinh 6cm hodc 10cm dé dit trong dia petri
duong kinh 9cm hodc 15cm, 10 hop giéy loc Whatmann No2 duong kinh 10cm hoéc
14cm cho dia dong hd twong tng dudng kinh 6cm hodc 10cm; 02 rdy loc kich thude
16 Sum va 45um. 100 hop nhya tir 250-1000 mL dé dung ché phidm EPN, ti mat dé
bao quan ché phim tuyén tring EPN, mot s& vét tu, héa chét d& xu 1y, bao quan
tuyén tring (nhu binh thily tinh 500mL va 1000mL, cac dung dich Ringer va
Formalin).

(i) Nhan nudi in vivo trén BSL: St dung dia petri 9cm, mdi dia petri duogc 16t
day bang 1 to gidy loc Whatmann No2 No2, dudng kinh 9cm. Duing pippet hut 2mL
nuée c6 chira du tring cam nhiém (IJ s) ndng d6 200 IJs/mL bom rai déu 1én gidy
loc, sau d6 cho vao hép 10 4u tring BSL. Boc dia petri bing gidy parafilm cho vao
hop t6i dé i trong 5-7 ngay dé tuyén tring EPN x4m nhép, giét chét BSL va sinh séi
2-3 thé hé trong BSL, cho dén khi xac chét BSL chi 1a cai boc kitin chua day 4u
trung EPN bén trong.

(iii) Thu hoach tuyén tring: Sau 5-7 ngdy (tiy ching tuyén tring EPN) chuyén
tat ca BSL da chét do tuyén trung EPN sang bay nuac. Bay nudc dugc 1am bang mot
dia dong hd (dia lom) trén mleng dia dat 1 to gidy loc Whatmann No2d3 duoc Vuot
xuong nhu tang trong dé mép gidy co thé tlep xuc voi nudc. Trén mat glay loc Xep
au tring BSL d3 chét do nhidm tuyen trung EPN thanh Vong tron xung quanh mép
gidy loc, sau d6 dat dia ddng hd vao mot dia petri va a6 nude sach vao dia petri
khoang Smm sao cho mirc nuée tiép xic voi mép gidy loc dé 4u trang EPN sau khi
thodt ra khoi xac chét BSL s& di chuyén theo gidy loc xudng nuée trong dia petri -
thu hoach trong 3-4 ngay.

(iv) Lam sach tuyén tring EPN: Ddn tit ca tuyén tring thu dwoc vao mot cde
thuy tinh loai 1000mL, cho nuéc sach vao va gan loc 2-3 1an dé duoc dung dich
tuyén tring sach.
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(v) Tinh san luong tuyén tring: Dinh lvong tuyén tring EPN thu duogc bing cach
hut 1mL cho vao cbc thity tinh va pha lodng theo ty 18 sau d6 d6 vao dia c6 6 dém dé
dém tuyén tring dudi kinh hién vi soi ndi.

Bude 5: Tao cac 16 bao tdn tuyén tring EPN trong tu nhién

Mo1 16 bao ton s& duge phun rai mot ching tuyen trung EPN vi vay so luong 16
bao tdn tuong ing voi s6 lugng ching tuyen trung cén phun rai de béo ton ex-situ.
Céc 16 bao t6n duoc bb tri cach nhau it nhat 50m dé ngan ngira tuyén tring c6 thé di
chuyén pha trén 14n nhau. Chon noi dat toi x6p, c6 nhiéu min va 14 cdy muc, noi
dugc che phu bang tham thuc vat t6t, nguyén sinh, noi c6 da dang sinh hoc cao dé
con tring cd the song va hoan thanh vong doi trong d6 ¢6 pha song trong dat. Thiét
ké cac 16 bao tdn gan ngudn nude, gin sudi nude chay dé co thé duy tri 4m d6 quanh
nam va tao diéu kién cho hé thuc vat va con tring phat trién.

Lép ban dd dinh vi céc 16 bao t6n tuyen trang EPN: Sau khi chon dugc céc 16
bao ton can danh dau sb thor ty bang bién bao va xéc dinh toa do cac 16 bao t6n. Tién
hanh v& so d6 cac 16 bao tdn trong khu vuc bao tdn tuyén tring EPN.

Xay dung hd so bao ton ex- -Situ tuyén tring EPN cho khu bao tdn: Hb so bao tdn
ex-situ tuyén tring EPN bao gbm céc thong tin: so 6, dia diém, toa do céc 16 bao
ton, _thong tin ching tuyén tring dugc bao tdn (gom tén ching tuyen trung, loai
tuyen tring, dic diém hinh thai nhu kich thuéc du tring cam nhiém, s0 duong bén
(d01 voi cac chiing Steinernema) va dic diém sinh hoc ctia ching tuyén trung nhu
ddi twgng c6 thé phong trix, doc luc (LCso) dbi voi cdn trang siu hai).

Budc 6: Phun rai tuyén tring EPN vio céc 16 bao ton

Chuén bj vit lidu tuyén tring: mdi ching tbi thiéu 1,5 - 3, 0 triéu s, duge dung
trong 1 hop nhua kin dung tich 250mL dé van chuyén dén noi cdn phun rai.

Tlen hanh thu miu dat kiém tra trudc khi phun rai tuyén tring: tai mdi diém thu
1 méu d4t @& kiém tra tuyén trang EPN va tuyén tring khac trude khi phun rai.

Pha dung dich tuyén trung v6i nuée sudi sach trong mot binh phun 10 lit va tudi
deu trén mot dién tich 2 - 4m” trong khu vuc bui rdm hoacgoc cdy.Sau khi phun rai
tuyén trung,tlen hanh rai mét 16p mun dét hodc t6t nhat 13 14 muc 1én trén dé gilt &m
cho tuyén tring d& dang thiét 1ap noi & méi.

Buéc 7: Kiém tra hiéu qua bao tdn

Trong vong 12 thang sau khi phun rai, dinh ky ctt 2 thang kiém tra 1 lan bang
cach tién hanh thu mau dét kiém tra su tdn tai cua tuyén tring EPN. MJi mau dat
500mL dugc thu tai 3 dlem trong 1 16 bao tén duoc cho vao mot tui nilon, gan kin
miéng tdi, ghi nhan s6 mau, de noi rAm mat va vén chuyen mAu vé phong thi nghiém
dé kiém tra su ton tai cta tuyén tring EPN trong dt.

M3i mau dat duge tron déu chia ddi 250mL cho by tuyén tring theo phwong
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phap con trung bay bing BSL: cho 250mL dat vao mot hop nhya dung tich 400 mL,
lic déu va tha vao hop10 4u tring BSL, ddy nip va dat nguoc hdp - 16n nip xudng
dudi.

Diing 250mL d4t dé tach loc tuyén trung theo phuong phép loc tinh duge md ta
trong sach “Tuyen tring ky sinh gy bénh c6n trung ¢ Vigt Nam” (N guyen Ngoc
Chau, 2008). Sb luong au tring cam nhiém/mau datduoc quan st truc tiép va va
dém duéi kinh hién vi soi nbi OLYMPUS SZ12.

S6 lidu kiém tra bao gdm ty 18 BSL nhlem tuyen tring va s luong 4u tring cam
nhiém (IJs) dugc cép nhit trong H) so bao tdn tuyén tring EPN.

Vi du thye hién sang ché

Bao tdn ex-situ tai Tram Da dang Mé Linh,Vinh Phuc d3 dugc trién khai theo
quy trinh trén day, bao gém céc budc sau day:

Buée 1: Phdn Idp tuyén trimg EPN tir cdc sinh canh tu nhién

Thu mAu dit tir cac sinh canh ty nhién. Danh sich 12 ching tuyén tring EPN
dugc thu va phan lap tir 12 dia diém tir cac sinh tu nhién 1a cdc Vuon qudc gia
~ (VQG) va Khu bao tn tu nhién (KBT) nhu & bang 3 duéi day.

Duing cén tring by dé bay tuyén tring tir trong dat.Con tring by dugc sir dung
14 &u tring tudi 5 clia budm sap 16n — BSL (Galleria mellonella).

T4t ca céc ching tuyén tring EPN phén 1ap dugc duge duy tri & trang thai sbng &
dang tuyén tring cam nhidm (IJs).

Buéc 2: Phén logi tuyén trimg-xdc dinh tén khoa hoc ciia lodi tuyén trimg EPN

Céc chiing tuyén tring EPN sau khi phan lap duoc tién hanh nhan nudi trén BSL
dé thu lai céc giai doan phat trién khéc nhau cia tuyén tring EPN phuc vy phén loai
hinh thai, phén tir va lai chéo.

Trong c4c giai doan phét trién khac nhau cua tuyen trung EPN (bao gom con dyc
va cai thé hé 1 (THI), dyc va cai thé hé 2 (TH2), 4u trang cam nhiém (IJs), mbi
dang nhu v@y chon ldy 25-30 c4 thé d& phuc vu cho viéc phén loai, xac dinh loai
tuyén tring, bao gdm 3 budc:

(i) Phan loai hinh thai dugc tién hanh trén co s& do, vé duéi kinh hién vi
OLYMPUS BX51 dbi vé6i 5 tap hop mAu trén, xit 1y sb liéu vé hinh théi luong
(morphometrics), v& va chup anh hién vi quang hoc. Xt 1y cdc miu tuyén tring dé
chup anh hién vi dién tr quét (SEM) theo quy trinh Eisenback (1990).

(ii) Phan tich chan loai phén tir d& x4c nhéan chinh x4c loai va dédc trung phan tu
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ctia loai bing viéc phan tich trinh tir gen nhan ITS-rADN. Két qua chén loai phén tir
s€ x4c dinh dugc doan trinh tu (DNA sequence) déc trung cho moi loai.

(iii) Tién hanh lai chéo gifta con duc loai ndy v6i con cai loai khac va nguoc lai
dé xac dinh loai sinh hoc khi céc td hop ghép d6i khong giao phoi véi nhau dé sinh
san thé hé mai.

Buée 3: Ddnh gid tiém ndng sinh hoc cia tuyén trimg EPN

Tiém ning cua tit ca cdc ching tuyén tring EPN phan 1ap duoc dugc danh gia
theo 2 tiéu chi co ban 14 doc luc va kha nang sinh san cia chiing tuyén tring.

- Xéc dinh doc luc dbi véi mdi loai sdu hai trén co s6 thir nghiém phoi nhiém sau
hai v6i cdc ndng d6 khac nhau (thudong 13 10) tir thip nhét dén cao nhit (xac dinh
ndng d6 IJs phoi nhiém thudng duge lwa chon theo sinh khdi cua loai sdu hai - sinh
khéi cang 16n ndng d6 cang cao va nguoc lai), qua d6 xac dinh dugc LCs, clia chung
tuyén tring d6i véi sau hai.

- Xac dinh kha ning sinh san cta ching tuyén tring bing thi nghiém phoi
nhiém c6n tring véi cac ndng dd khac nhau, qua d6 xac dinh san luong 4u trung
cam nhiém (IJs) cao nhit dugc tao ra tir mot xac chét con tring Gmg véi mot ndng do
phoi nhiém nhét dinh goi 13 ndng d6 t6i vu (d6 1 ndng do phoi nhiém cho san lugng
IJs cao nhat, con & cic ndng d6 khéc trong thi nghiém (cao hon hozc thip hon) déu
cho san luong IJs thap hon.

’ Két qua Bude 2 va Bude 3 dbi véi 16 ching tuyén tring EPN duoc thé hién chi
tiet trong Bang 1 va Bang 2 dudi day.

Bang 1. Danh séch céc chung tuyén trung EPN d4 duoc dénh gia doc luc trén
mot sO sau hai quan trong

TT Tén chiing va chi sb Dac trung hinh thai, sinh hoc
1 | Tén ching S-CP12 Loai Steinernema loci
Hinh thai (Chiéu dai IJs, s6 BB) | L= 995 + 43(925-1086) um, 9 DB.
Sinh hoc (Bdc luc LCs) LCsy= 165 (séu quy)
| LCsy=2059 (bo hung den)
2 | Ching S-TK10 Loai: Steinernema loci
Hinh thai (Chiéu dai IJs, s6 PB) | L= 986 + 88 (896-1072) um, 9 DB
Sinh hoc (Bdc luc LCs) LCsp= 12 (sau to),
LCs=13 (sdu xanh buém tring),

-10-
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LCs¢= 35 (sau khoang),

LCs5¢=28 (sdu cudn 14 d4u twong)

LCsy=1492 (bo hung den)

Chung S-TLN Loai: Steinernema carpocapsae
Hinh thai (Chiéu dai IJs, s PB) | L = 558 (438-650)um
Sinh hoc (Pdc luc LCs) LCsp= 16 (sau to),
LCs¢=25 (sdu xanh)
LCs5p=32 (séu duc than ngd)
LCs5¢=1176 (bo hung den)
Ching S-TX1 Loai Steinernema sangi
Hinh thai (Chiéu dai IJs, s6 DB) | L= 753 + 18 (704-784) um, 8 BB
Sinh hoc (Bdc luc LCs) LCsp= 11 (séu to),

LCs5p=18 (sdu xanh)

LCs0=36 (sau duc than ngo)

LC5y=1286 (bo hung den)

Chung S-XS4

Loai Steinernema sangi

Hinh thai (Chiéu dai IJs, s PB)

L = 746 + 22 (700-768)um

Sinh hoc (Pdc luc LCsp)

HL = 88,2% (sdu xam hai ngd, thubc 14)

Ching S-DL13

Loai Steinernema siamkayai

Hinh thai (Chiéu dai IJs, s6 DB)

L=426 + 22 (374- 455) u, 7 DB

Sinh hoc (P6c Iuc LCsp)

LCsp=47 (sau duc than ngo).

Chung S-PQ16

Loai Steinernema phuquocgensae

Hinh théi (Chiéu dai IJs, s PB)

L= 898 + 62,1 (765-1006)um, 9 DB

Sinh hoc (Ddc luc LCs)

LCsp= 34 (sau duc than ngo)

LCso= 99 (dé nha)

LCs5p=103 (s&u quy)

LCs5;=150 (ve siu)

LCs5y=1696 (bo hung den)
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8 | Chung S-QTr Loai Steinernema surkhetense
Hinh théi (Chiéu dai IJs, sé PB) | L= 503 £ 21 (460-556) um, 8 DB
Sinh hoc (Pdc luc LCsg) LCso= 116 (dé nha)

9 | Chung S-LC Loai Steinernema longicaudum
Hinh thai (Chidu dai ITs, s DB) | L= 982 + 35,3 (892-1042), 8 DB
Sinh hoc (Pdc lyc LCs) LCso= 35 (sau duc than ngd);

LCso= 122 (dé nha);
LCso= 26 (sau quy).

10 | Chung S-bM Loai Steinernema longicaudum
Hinh théi (Chiéu dai IJs, s6 DB) | L=1062 + 44 (896-1096) um, 8 DB
Sinh hoc (Bdc luc LCs) LCso= 26 (sdu quy).

11 | Ching S-X1.3147 Loai Steinernema longicaudum
Hinh théi (Chiéu dai IJs, s6 BB) | L=1032 + 45 (892-1086) um, 8 PB
Sinh hoc (Ddc luc LCsp) LCsp= 11 (sdu quy)

12 | Chung S-TN10 Loai Steinernema longicaudum
Hinh thai (Chiéu dai IJs, s6 DB) | L=1104 + 36 (910-1088) um, 8§ DB
Sinh hoc (Pdc luc LCs) HL = 88,6% (sdu xam hai ngd, thudc 18)

13 | Chung H-NT3 Loai Heterorhabditis indica
Hinh thai (Chiéu dai IJs) L =593 £21 (542-638) um
Sinh hoc (Pdc luc LCsp) LCsp= 12 (s4u to)

LCsp=14 (sau keo)

LCsp=22 (sau duc than ngo)

LCs50=50 (sdu khoang)

LC5p=80 (sau xam)

LC50=1070 (bo hung den)
14 | Ching H-CB3452 Loai Heterorhabditis indica

Hinh théi (Chiéu dai IJs)

L=571 + 23 (482-621) um

Sinh hoc (Pdc luc LCs)

LCso= 100 (dé nha)
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LC5=2725 (bo hung)

15 | Ching H-KT3987 Loai Heterorhabditis indica
Hinh théi (Chiéu dai IJs) L= 572 + 32 (508-626) pm
Sinh hoc (Boc luc LCs) LCsp=21 (sau quy)

LCs¢=124 (dé nha)
LCs=159 (ve sdu)
LCs¢=1773 (bo hung den)

16 | Ching H-MF11 Loai Heterorhabditis indica
Hinh thai (Chiéu dai IJs) L =586 £23 (540-636) um
Sinh hoc (Poc luc LCs) LCs=45 (sau xanh)

LCsp=12 (sau keo)

LCso= 15 (sdu to)

LCsy=1077 (bo hung den)

*PB: dudng bén, hinh thai d6i véi loai thudc Steinernema

Bang Z.Néng d6 (17s) gdy nhiém t6i wutrén 6 loai su hai ¢ dat san luong tuyén
trung cao nhat.

TT Péi twong sau hai N(")ng d% nhiém tdi wu (IJs)
1 | BSL (Galleria mellonella) 70
2| Sau quy (Zophobas morio) 120
3 | Dé nha (Acheta domesticus) 120
4 | Ve sdu (Dundubianagarasagna) 500
5 | Sung tring (Alissonotum impressicolle) 2500
6 | Sau duc than ngd (Ostrinia furnacalis) 40

o Tu két qua trén, chon ra 12 ching co6 tiém nang sinh hoc cao dé tién hanh bao
ton. Céc chung duoc chon duogc thé hién trong Bang 3 dudi day.

Bang 3. Céc ching / loai tuyén tring EPN va dia diém phan lap

TT

Tén Tén loai EPN

Pia diém phan lap

-13-
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ching
EPN
1 |S-CP12 Steinernema loci VQG Cuc Phuong, Ninh Binh
2 | S-TK10 Steinernema loci Bui cay bai bién Thach Ha, Ha Tinh
3 | S-TX1 Steinernema sangi Rung Thuong Xuéan, Thanh Héa
4 | S-X1L.3147 | Steinernema longicaudum | KBT Xuén Lién, Thanh Hoa
5 |S-DL13 Steinernema siamkayai Vuon ca phé CuGma, Pik Lic
6 |S-PQ16 |Steinernema phuquocgensae | Bui cdy bai bién Phtt Quéc, Kién Giang
7 | S-QTr Steinernema surkhetense Ruing thong Dong Ha, Quang Tri
8 |S-LC Steinernema longicaudum | Rimg Vin Chén, Lao Cai
9 | S-DM Steinernema longicaudum | Rimg Dic Min, Dic Nong
10 | H-NT3 Heterorhabditis indica Rung savan Ninh Hai, Ninh Thuén
11 | H-CB3452 | Heterorhabditis indica VQG Cét Ba, Hai Phong
12 | H-KT3987 | Heterorhabditis indica KBT Chu Mom Ray, Kon Tum

Buéc 4: Chudn bi nguén tuyén trimg EPN dé bdo ton ex-situ

Tién hanh nhan nuéi sinh khéi 12 ching tuyén tring EPN lya chon dugc sau
buéce 3 dugce 1ap hd so dé tiép tuc duy tri bao quan, trong d6 pha 4u tring cam nhidm
(IJs) ctia chiing tuyén tring EPN 14 pha duoc sir dung nhu ngudn vat liéu ban dau dé
san xudt sinh khéi tuyén tring phuc vu cho viéc phun rai khi phong trir sinh hoc mét
hodc mdt s loai siu hai.

Tién hanh nhén nudi sinh khéi ching tuyén tring EPN da duoc dénh gia tuyén
chon dé bao ton lau dai.

- Tuyén tring giai doan 4u tring cam nhiém duoc bao quan trong nudce cit, ndng
do 2000 IJs/mL.

- b4 sir dung 3 loai c6n tring dé san xudt sinh khéi tuyén trung EPN 1a: 4u trung
tudi 5 ctia buém sap 16n - BSL (G. mellonella) hoic dé nha (4. domesticus), sdu quy
(Z. morio).

- Dung cy nhan nudi, gdm: 100 Dia petri (hop 1dng) nhua hodc thay tinh, duong
kinh 9cm hodc 15cm, 100 dia déng ho dudng kinh 6cm hozc 10cm dé dit trong dia
petri dudng kinh 9cm hodc 15c¢cm, 10 hop gidy loc Whatmann No2 dudng kinh 10cm

hodc 14cm cho dia ddng hd tuong tmg dudng kinh 6cm hodc 10cm; 02 rdy loc kich
thude 16 Spm va 45um. 100 hop nhya dung ché phdm EPN (tir 250-1000 mL), ta
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mat SANYO 450L dé bao quan ché phdm tuyén tring EPN, mot s vat tu, hoa chét
dé xir ly, bao quan tuyén tring (nhu binh thly tinh 500mL va 1000mL, cac dung
dich Ringer va Formol).

i) Nhan nudi in vivo trén BSL (twong tu ddi v6i nhan nubi trén sau quy, dé nha):
St dung dia petri 9cm, mdi dia petri duoc 16t day bang 1 to gidy loc Whatmann
No2, dudng kinh 9cm. Ding pippet hat 2mL nuée ¢6 chua 4u tring cam nhiém (IJs)
ndng d6 200 IJs/mL bom rai déu 1én gidy loc, sau d6 cho vao hdp 10 4u tring BSL.
Boc dia petri bing gidy boc parafilm cho vao hop t&i dé 0 5-7 ngay dé tuyén tring
EPN x4m nhap, giét chét BSL va sinh s6i 2-3 thé hé trong BSL, cho dén khi xéc
chét BSL chi 1a céi boc kitin chwa ddy 4u tring EPN bén trong.

iii) Thu hoach tuyén tring: Sau 5-7 ngay (tily chung tuyén tring EPN) chuyén tat
ca BSL d3 chét do tuyén tring EPN sang bay nuéc. Biy nudc duge 1am bing mot
dfa dong hd (dia 16m) duong kinh 6cm, trén dit 1 to gidy loc Whatmann No2,dudng
kinh 9cm d3 duoc vudt xudng nhu tang tréng d& mép gidy c6 thé tiép xuc véi nude.
Xép 4u tring BSL d chét do nhiém tuyén tring thanh mét vong quanh mép gidy
loc, sau d6 dat dia déng hd vao mot dia petri va dd nude sach vao dia petri khoang
S5mm sao cho muc nude tiép xtic voi mép gidy loc dé 4u trang tuyén trung thoat ra
khoi x4c chét BSL va di chuyén theo gidy loc xubng nude trong dia petri - thu hoach
trong 3-4 ngay.

iv) Lam sach tuyén tring EPN: Dén tét ca tuyén tring thu duge vao mot cdc
thiy tinh loai 1000mL, cho nudc sach vao va gan loc 2-3 lan dé duoc dung dich
tuyén tring sach.

v) Tinh san lugng tuyén tring: Pinh lugng tuyén tring EPN thu dugc bang cach
hit 1mL cho vao cdc thity tinh va pha losing theo ty 16 sau d6 dé vao dia c¢6 6 dém dé
dém tuyén tring duéi kinh hién vi soi ndi.

San luong IJs cia cac chung tuyén trung duoc thé hién trong Bang 4 duéi day.

_Bang 4.San IUfcyng tuyén trung (IJs) trén 3 loai con trung dugc st dung lam gia
the nhén nuoi tuyén trung EPN.

TT Pbi twong sau hai S?t"h:;l‘:-":f;::"ﬁ::‘hhég 5
1 | BSL (G. mellonella) 46.000 +2.800 (43.200-48.800)
2 | Sau quy (Zophobas morio) 45.000 + 4.200 (40.800 - 49.200 )
3 | Dé nha (4. domesticus) 71.600+ 5.800(65.800 - 77.400)

Buébe 5: Tao cdc 16 béio ton tuyén trimg EPN trong tu nhién
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Dia diém bao tdn cac ching tuyén tring EPN 13 Tram Da dang sinh hoc Mé Linh
thudc Vién Sinh thai va Tai nguyén sinh vat. Tram Pa dang sinh hoc Mé Linh nam
trén dia ban Thi xa Phdc Yén, tinh Vinh Phic. Tram ¢6 dién tich 178 ha nim & phia
Pong Nam day nui Tam D4o, tinh Vinh Phuec.

Thanh phﬁn con trung: Khu vuc Tram 2dm 880 loai thudc 92 ho cia 10 bo 1a Bo
Céanh cing (Coleoptera), B Hai canh (Diptera), B Canh mang (Hymenoptera) (trtr
cac ho ong ky sinh), Bo Canh vay (Lepidoptera), B0 Canh khéac (Heteroptera), B
Céanh giéng (Homoptera) (tdp trung vao phan B6 Ve ray (Auchenorrhyncha)), Bo
Cénh thing (Orthoptera), B4 Bo ngwa (Mantodea), B6 canh da (Dermaptera) va Bo
Bo que (Phasmatodea).

Sau khi khao sat thuc dia tai Tram Pa dang sinh hoc Mé Linh, d& x4c dinh 12 16
bao tdn, twong tmg véi 12 dia didm dap tmg vai tidu chi bao tdn. Céc 16 bao tén déu
nim céch xa nhau it nhat 50m d& ngan ngira cac ching tuyén tring EPN c6 thé di
chuyén pha tron 13n nhau.

Céc 16 bao tdn duge thiét ké nim hai bén con dudng mon ven sudi dé thuan tién
cho viéc thu mAu kiém tra dinh ky. Tai mdi 16 dugc thu thap thong tin vé dat (chu
yéu 1a dt mun voi do day 30-40 cm), do 4m, tham thuc vat chi yéu 1a cay bui. Sau
khi chon dugc cac 16 bao tdn theo yéu ciu nhu trén cin ddnh déu sb thir tu bﬁng bién
béo va xac dinh toa do céc 16 bao ton.

Thiét ké s6 heong 16 bdo ton: MBi 16 bao ton s& duoc phun rai mét ching tuyén
tring EPN vi vdy s6 lwong 16 bao ton twong tng véi sb luong chiing tuyén tring can
phun rai dé bao tdn ex-situ. Cac 16 bao tdn cach nhau it nhit 50m dé ngin ngla
tuyén tring c6 thé di chuyén pha tr(f)ri 14n nhau.

Lép bén do dinh vi cdc 16 bdo ton tuyén trimg EPN: Sau khi chon duogc céc 16 bao
tdn can danh diu sb tho tu béng bang bao va xac dinh toa do cac 16 bao tdn. Tién
hanh v& so db cac 16 bao tdn trong khu vire bao ton tuyén tring EPN.

Xay dung hé so béo ton ex-situ tuyén trimg EPN cho khu bdo ton: Hb so bao t6n
ex-situ tuyén trung EPN, bao gém cac thong tin: so dd, dia diém, toa do cac 16 bao
tdn. Thong tin ching tuyén tring dwoc bao ton, gdm tén ching tuyén tring, loai
tuyén tring, dic diém hinh thai nhu kich thudc 4u tring cam nhidm, s6 duong bén
(d6i v6i cac chung Steinernema) va dic diém sinh hoc ctia ching tuyén tring nhu
d6i twong c6 thé phong trir, doc luc (LCs) dbi v6i con tring sau hai.

Ban dd dinh vi céc 16 bao ton tuyén trung EPN duoc thé hién trén Hinh 1.
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Bucce 6: Phun rdi tuyén trung vao cac 16 bdo ton

Trude khi phun rai tuyén tring, tai mdi diém thu 1 miu dit dé kiém tra tuyén
tring EPN va tuyén tring khéc trude khi phun rai. Mi ching EPN gom 1,5 triéu Is
duoc dung trong 1 hdp nhwa kin dung tich 250 mL dé van chuyén dén noi can phun
rai. Tai mdi diém phun rai pha dung dich tuyén tring v6i nuée sudi sach trong mot
binh phun 10 lit va tudi déu trén mot dién tich 2 m* trong bui/géc cay.Sau khi phun
réi, rai mot 16p mun dAt hodc t6t nhét 13 14 muc 1én trén dé gitta 4&m cho mai trudng
d4t tao didu kién cho tuyén tring xé4c 1ap trong méi truong méi.

Panh déu 6 thi nghiém bing mot bang gd ghi tén (bang son) chung cim xudng
d4t canh 6 thi nghiém.

Chudn bi phun rai tuyén tring EPN vio céc 16 bao tdn: dé tién hanh phun rai
tuyén tring EPN vio céc 16 bao t6n duoc thiét k& cin chuén bi vat lidu tuyén tring
va dung cu sau day:

Chuén bj vat lidu tuyén tring: mdi ching ti thiéu 1,5 - 3,0 triéu s, dugc dung
trong 1 hop nhwa kin dung tich 250 mL dé van chuyén dén noi can phun rai. Dung
cu phun rai gdm: 01 binh phun, 01 xéng dao xuc dét, 10 tAm bang gd hoic ton (kich
thuée 20 x 40 cm) kém coc cim (chic chin), son xanh dé ghi tén chung + Bua dé
déng coc. May anh chup sinh canh va cac diém thi nghiém, thiét bi GPS dé xac dinh
toa d dia diém thi nghiém céc ching.

Tién hanh thu mAu dét kiém tra trudc khi phun rai tuyén tring: tai mdi diém thu
1 miu ¢4t ¢ kiém tra tuyén tring EPN va tuyén trung khéc trude khi phun rai.

Pha dung dich tuyén tring véi nudc sudi sach trong mét binh phun 10 lit va tudi
déu trén mot dién tich 4 m2 trong khu vuc bui/gdc cdy.Sau khi phun rai rai mot 16p
mun d4t hozc tot nhét 13 14 muc 18n trén dé giit 4m cho tuyén trung d& dang thiét 1ap
noi & mai.

Budrc 7: Kiem tra hiéu qua bao ton

Kiém tra trudc phun rai: Tru6e khi phun rai da tién hanh thu miu dét (500mL)
tai 12 16 thiét ké. Tai mdi 16 bao ton tién hanh 1y mAu dt tai 3 diém.O médi diém 14y
dAt & d6 sau 10-15 cm tir mit dat cho vao mot thi nylon.SH luong ¢t cho mdt mau
12 500 mL. Ghi nhén cho mdi mAu d4t gdm cac thong tin: sb thir tu ctia mau, ngay
thu miu. Cac miu dit duoc bao quan & noi thodng mat tranh phoi néng truc tiép va
tranh nhiét d6 cao.
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Kiém tra dinh ky sau phun réi: Dinh ky 2 thang kiém tra 1 14n, tai m3 16 bao ton
tién hanh thu 500mL dat tai 3 diém. MAu d4t mang vé phong thi nghiém chia déu
thanh 2 phan 250mL. Si&r dung 1 phin dé by tuyén tring theo phuong phép cén
tring biy véi du tring BSL va mot phan 250 mLd4t tién hanh gan loc d quan sat va
dém tuyén tring EPN truc tiép duéi kinh hién vi soi ndi OLYMPUS SZ12.

Piénh gia doc Iuc cla ching tuyén trang thu lai tir cac 16 bao ton: duoc tién hanh
theo qui trinh ctia Cabanillas & Raulston (1994) nhu sau: B6 tri 10 cong thirc ndng
d6 thi nghiém tir 10-100 IJs/sdu va 1 cong thirc ddi chimg. Mbi cong thirc thi
nghiém sir dung 5 4u tring BSL cho vao 1 dia petri (dudng kinh 60 mm) c6 16t sén
gidy loc Whatmann No2. Pha lodng IJs dé c¢6 duogc ndng d6 mong mudn theo yéu
cau ctia mdi cong thirc ndng d6, dimg pipet hiit 2 mL dung dich chira tuyén tring
phun déu 1én manh gidy loc. Xéac dinh doc luc LCs, ctiachingtuyén trang EPN trén
co s x4c dinh hidu luc gy chét & cac ndng d6 IJs gdy nhidm khac nhau duge xt ly
theo quy trinh PROBIT v6i chuong trinh SPSS 2.0

Dénh gid két qua bao ton qua 6 dot thu mAu kiém tra sy hién dién cta tuyén
tring EPN tai 12 16 bao tdn sau 12 thang phun rai, cho két qud duong tinh 100 %.
Két qua chi tiét dugc thé hién trong Bang 5 dudi dy, véi sb lidu ty 16 BSL nhidém
tuyén trung EPN & c6t thir nhét va sé luong IJs trong mAu 250 mL dét & cot thir 2
trong mdi dot.

Bang 5.Két qua kiém tra tuyén tring tai cac 16 béo ton

Té Két qua kiém tra (qua 6 dot, 12 thang theo doi)
on Ty 18 BSL chét (%); sb luong 1Js/250 mL d4t
TT| chung

EPN 1 2 3 4 5 6
(1522016) | (164/2016) | (166/2016) | (15822016) | (15/102016)|(15/122016)

S-CP12| 65 |250| 70 | 180 | 65 |350 | 65 |420| 65 | 540 | 85 (450
S-TK10| 70 | 180 | 80 220 | 70 | 240| 70 |280 | 80 |530| 70 |460
S-TX1 | 85 |380| 85 |420| 65 [480| 75 |480| 70 |570 | 75 |640
S-XL3147) 60 |440| 65 |540| 75 |640| 70 | 540 | 85 |650| 95 |710
S-DL13| 75 | 600 | 75 |520| 80 [660| 85 |680| 70 | 640 |80 (610
S-PQ16| 95 [760| 95 |580| 85 [620| 90 |720| 75 | 670 | 90 |690
S-QTr | 85 [520| 75 |380| 80 | 640 | 80 |620| 80 |540 |75 |580

N N R W N
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8| S-LC | 65 |340| 85 |480| 80 [420| 85 [560| 75 |510| &5 (610
9| S-DM | 75 |430| 85 |560| 75 {490| 70 [610| 80 | 520 | 85 |550
10| H-NT3 | 85 |760| 90 | 620 | 75 |680| 85 |590| 90 | 620 |75 |710
11 HCB3452) 75 |580| 75 | 520 85 | 680 | 80 [590| 90 {480 |90 (510
12 |HKT3987 90 | 520 | 85 [420| 85 | 580 | 80 {590 | 65 [520 | 75 |640

Hiéu qua dat dwoc theo sang ché

Mo hinh bao tdn ex-situ trong tu nhién c¢6 thé thay thé cho phuong thirc duy tri,
bao quan tuyén tring EPN béng cach nhan nuéi dinh k¥ cac ching tuyén tring bang
k¥ thuét in vivo (ding gia thé c6n tring 1am méi trudng nhan nudi).

Quy trinh bao ton ex-situ trong tu nhién c6 thé thay thé cho phuong thirc bao
quan dong lanh tuyén tring trong nito 16ng cling kha t6n kém vé chi phi thiét bi, nito
1ong d& b6 sung dinh ky hang thang, chi phi thiét bi, vat tu, héa chat dé xir 1y tuyén
triing, chi phi ddo tao nhén vién k¥ thuat ¢ dam nhén cong viée nay.

Béo tdn ex-situ cho phép doc luc ciia cac ching tuyén tring duge duy tri dn dinh
trong didu kién tu nhién.

Bao ton ex-situ tuyen tring EPN ciing chinh 13 giai phap bao ton sy da dang
cua sinh vat c6 ich, ngudn thién dich cla sdu hai trong néng va 1dm nghiép.

Quy trinh bao tdn ex-situ tuyén tring EPN ¢6 thé duoc 18p ra tai cac vung khac
nhau thuén tién cho viéc khai thac va st dung.

Quy trinh bao tdn tuyen tring EPN c6 thé 4p dung trong phong trir sau hai trong
diéu kién trang trai trong mot vai loai rau, cdy an qua - duoc goi 1a m6 hinh phong
trir bao tdn. M6 hinh nay c¢6 nhiéu vu thé nhu: i) khong can dung thudc hoa hoc doc
hai cho ngudi, méi trudng va san phim; ii) Do tuyén trung EPN ¢6 kha néng téi sinh
(sinh san trong xac chét con tring vat chu) nén chi can phun rai mot 14n cho c& mot
chu ky san xuat iii) RAt hiéu qua dbi v6i cac loai sdu hai tra 4n trong d4t hodc c6
pha phat trién trong dat; iv) Chi phi ¢6 thé canh tranh v6i thudc hoéa hoc ddi véi
nhidu d6i trong sdu hai min cam véi tuyén tring EPN.
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YEU CAU BAO HQ

1. Quy trinh bao ton ex-situ céc ching tuyén trung ky sinh géy bénh con trung
(Entomopathogenic nematode — EPN) bao gom cac budec:

Budc 1: Phan 1ap tuyén tring EPN tir c4c sinh canh tw nhién
- Thu mAu dét tir c4c sinh canh tu nhién;

- Dung bay con trung bay sir dung Au tring tudi 5 cta budm sap 16n — BSL
(Galleria mellonella) & bay tuyén tring tir trong dét;

trong d6, tat ca cac ching tuyén tring EPN dugc duy tri & trang théi séng & dang
tuyén tring cam nhidm (IJs) trong lo 250 mL chtra nuéc sach va dé trong t méat &
nhiét d6 12-14°C;

Budc 2: Phén loai tuyén tring va xac dinh tén khoa hoc cua loai tuyén trung
EPN

Tuyen trung phan lap dugc tr Buge 1 duoc nhén nudi trén BSL dé thu mau vat
tuyén tring tai cc giai doan phat trién khéc nhau cta tuyén tring EPN phuc vu phén
loai hinh théi, phén tt va lai chéo, trong d6 céc giai doan phat trién khac nhau cua
tuyén trung EPN bao gbm con duc va cai thé hé 1 (TH1), con duc va céi thé hé 2
(TH2) va au tring cdm nhiém (infective juveniles - IJs), mdi giai doan chon lay 25-
30 c4 thé dé phuc vu cho viéc phan loai, thu duge 5 tdp hop mau;

Viéc phan loai bao gbm 3 coéng doan:

(i) Phan loai hinh théi dugc tién hanh trén co s¢ do, v& dudi kinh hién vi quang
hoc d6i v6i 5 tap hop mau trén; xir 1y s6 liéu vé hinh thai lugng (morphometrics); ve
va chup anh hién vi quang hoc va xir Iy cac mau tuyén tring dé chup anh hién vi
dién tir quét (SEM) theo quy trinh Eisenback (1990);

(ii) Chan loai dic trung phan tir cac ching tuyen trung EPN trén co s& phan tich
trinh tw gen nhan ITS-rADN va so séanh d6i chiéu Vi cac trinh ty gen dd c6 trén
GenBank d d4nh gia sy khac biét phan tir cia loai tuyén trung;

(iii) Lai chéo bang viéc sir dung con duc loai nay véi con cdi loai khac va nguoc
lai dé x4c dinh loai sinh hoc néu cac t8 hop ghép doi khong giao phdi voi nhau dé
sinh san thé hé méi;

Sau khi thyc hién phan loai, cdc ching tuyén trung phan 1ap dugc dugc dinh
danh;

Budc 3: Dénh gia tiém ning sinh hoc cta tuyén trung EPN

Pénh gi4 tiém nang sinh hoc cia mdt chiing tuyen trung EPN theo 2 tiéu chi co
ban 1a doc lyc va khé ning sinh san cia ching tuyén trung, trong do:
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(1) Xac dinh doc lyc la ndng do 4 au tring cam nhiém (IJs) gay chét 50 % sdu hai
cta ching tuyén tring - LCs, ciia mdi loai sau hai bang cach phoi nhiém sau hai véi
cac nong d6 khac nhau, thuong 1a 10, tur thdp nhét dén cao nhat bing cach xé4c dinh
nong do 1Js phoi nhiém thudng duoc lya chon theo sinh khéi ctia loai siu hai — sinh
kh01 cang 16n noéng d cang cao va nguoc lai, qua d6 xac dinh dugce LCs) ctia ching
tuyen trung d6i v6i sau hai,

(ii) Xéc dinh kha nang sinh san cta ching tuyén tring bang cach phoi nhiém con
trung vat chu véi cac néng dd phoi nhiém khic nhau, qua d6 xac dinh san luong du
trung cam nhiém (ITs) cao nhét duoc tao ra tr mot xac chét con trung umg v&i mot
ndng d6 phoi nhidm nhat dinh goi 1a ndng d6 t6i vu,d6 1a nong d6 phoi nhiém cho
san lugng 1Js cao nhét, con & cac ndng dd cao hon hodc thip hondéu cho san luong
IJs thip hon;

Cac chung tuyen trung EPN ¢6 tiém nang sinh hoc cao duoc lwa chon lam ngudn
tuyén tring EPN dé bao ton;

Budc 4: Chuan bi ngudn tuyén tring EPN dé bao tdn

Cac chung tuyen trung sau khi duoc tuyén chon qua danh gia tiém ning sinh hoc
s& duoc 1ap hd 80 dé tiép tuc duy tri bao quén, trong d6 pha a 4u tring cam nhidm @s)
cla chung tuyen tring EPN 1a pha dugc st dung nhu nguon vat liéu ban dau dé san
xuét sinh kh01 tuyén tring phuc vu cho viéc phun rai khi phong trir sinh hoc mot
hozic mét sb loai sau hai;

Tién hanh nhén nuéi sinh khdi ching tuyén tring EPN d& duoc danh gia tuyén
chon @& bao ton 1au dai;

Viéc nhan nuéi sinh khéi nay duogc thuc hién bao gém céc cong doan:
(i) Chuén bj vat liéu:

- Tuyén tring giai doan 4u tring cam nhiém dugc bao quan trong nudc cat, ndng
dd 2000 IJs/mL, va

- Au tring tudi 5 cta BSL (Galleria mellonella),dé nha (4. domesticus) hodc siu
quy (Zophobas morio),

- Dung cu gdm: 100 dia petrl (hop 16ng) nhua hodc thuy tinh, duong kinh 9cm
hodc 15cm, 100 dia ddng hd duong kmh 6cm hodc 10cm dé dit trong dia petri
dudng kinh 9cm hodc 15cm, 10 hop gidy loc Whatmann No2, duong kinh 10cm
hoic 14cm cho dia ddng hd twong tmg duong kinh 6¢cm hodc 10cm; 02 ray loc kich
thuée 16 Spm va 45 um. 100 hop nhuya tir 250-1000 mL dé dung ché pham EPN, tu
mat dé bao quan ché phim tuyén tring EPN, mot sd vat tu, héa chit dé xir ly, bao
quan tuyen trung;

(11) Nhéan nu01 in vivo trén BSL: St dung dia petri 9cm, mdi dia petri duoc 16t
day bang 1 t& gidy loc Whatmann No2, duong kinh 9cm;dung pippet hat 2mL nuéc
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¢6 chira 4u tring cam nhidm (IJs) ndng d6 200 IJs/mL bom rai déu 1én gidy loc, sau
d6 cho vao hdp 10 4u tring BSL; boc dia petri bang gidy parafilm cho vao hop téi dé
0 trong 5-7 ngay dé tuyén tring EPN x4m nhap, giét chét BSL va sinh s6i 2-3 thé hé
trong BSL, cho dén khi x4c chét BSL chi 14 c4i boc kitin chira day 4u tring EPN bén
trong;

(111) Thu hoach tuyen trung: Sau 5-7 ngay tuy theo chung tuyen trung EPN,
chuyen tat ca BSL da chét do tuyén tring EPN sang biy nuéc;bdy nudc duge lam
bang mot dia dong hd, trén mleng dia dat 1 to gidy loc Whatmann No2 da duoc Vuot
xuong nhu tang trong dé mép glay c6 thé tiép xtic v6i nude;trén mat gidy loc xép au
tring BSL d4 chét do nhiém tuyén tring EPN thanh vong tron xung quanh mép gidy
loc, sau d6 dat dia ddng hd vao mot dia petri va db nuée sach vao dia petri khoang
5mm sao cho mirc nudc tiép xic v6i mép gidy loc dé 4u tring EPN sau khi thoét ra
khoi xac chét BSL s& di chuyén theo gidy loc xudng nuéc trong dia petri - thu hoach
trong 3-4 ngay;

(iv) Lam sach tuyén tring EPN: Ddn tt ca tuyén tring thu dugc vao mot cde
thiy tinh loai 1000mL, cho nudce sach vao va gan loc 2-3 lan d€ duoc dung dich
tuyén trung sach;

(v) Tinh san lwong tuyén tring: Pinh luong tuyén tring EPN thu dugc bing cach
hat 1mL cho vao cdc thuy tinh va pha long theo ty 1€ sau d6 d6 vao dia c¢6 6 dém dé
dém tuyen trung dudi kinh hién vi soi noi;

Budc 5: Tao cac 16 bao ton tuyén tring EPN trong tu nhién

So luong 16 bao tén tuong Gmg véi sb lwong ching tuyén tring can phun rai dé
bao tén ex-situ;

Céc 16 bao ton duoc b tri cach nhau it nhat 50m;

Chon noi dat toi x6p, c6 nhiéu mun va 14 cdy muc, noi dugc che phu bang tham
thuc vét t6t, nguyeén sinh, noi ¢6 da dang sinh hoc cao, thiét ké cac 16 bao ton gan
ngudn nude, gan sudi nudc chay;

Lap ban dd dinh vi cac 16 bao tdn tuyén trung EPN:

- Sau khi chon dugc céc 16 bao tdn can d4nh diu s thu tu bing bién bao va xac
dinh toa do céc 16 bao ton;

- Tién hanh v& so db c4c 16 bao tdn trong khu vuc bao tén tuyén trung EPN;

Xéy dyung hd s0 bao tdn ex- sztutuyen tring EPN cho khu bao tdn, trong do Hb so
bao tdn ex-situ tuyén tring EPN 'bao gém céc thong tin: so 6, dia diém, toa dd cac
16 bao ton thong tin chung tuyén tring dugc bao ton gbm tén ching tuyen trung,
loai tuyén tring, ddc diém hinh thai nhu kich thuéc 4u tring cam nhiém, s6 duong
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bén dbi v6i cac ching Steinernema va dic diém sinh hoc cua chung tuyén tring,
trong d6 it nhat 1a d6i tuong cé thé phong trir, ddc luc LCsq d6i vdi con tring sau
hai;

Budc 6: Phun rai tuyén tring EPN vao céc 16 bao tdn

Chuén bi vat liéu tuyén tring: mdi ching téi thidu 1,5 - 3,0 triéu IJs, duoc dung
trong 1 hop nhua kin dung tich 250mL d€ van chuyén dén noi can phun rai;

Tién hanh thu mau dat kiém tra trudce khi phun rai tuyén tring: tai mdi diém thu
1 mau dat dé kiém tra tuyén trung EPN va tuyén trung khac trude khi phun rai;

Pha dung dich tuyén trung v6i nudce sudi sach trong mot binh phun 10 lit va tudi

du trén mot dién tich 2 - 4m? trong khu vuc bui ram hodc gbc cay;sau khi phun rai
tuyén tring,tién hanh rai mot 16p mun dét hogic t5t nhét 13 14 muc 1én trén; va

Budc 7: Kiém tra hidu qua bao ton
Trong vong 12 thang sau khi phun rai, dinh ky ctr 2 thang kiém tra 1 1in bang
cach tién hanh thu mau d4t kiém tra sy ton tai cta tuyén tring EPN;;

Mbi mau d4t 500mL duoc thu tai 3 dlem trong 1 16 bao tdn duge cho vao mot tii
nilon, gén kin miéng tli, ghi nhan sb mau, dé noi rdm mat va vén chuyen méu vé
phong thi nghiém dé kiém tra su ton tai cta tuyén tring EPN trong dat;

M&i miu déat duge tron déu chia doi 250mL cho by tuyén tring theo phuong
phap con tring bay bing BSL: cho 250mL dht vao mot hop nhya dung tich 400 mL,
lic déu va tha vao hdp 10 4u tring BSL, day nép va dat nguoc hdp - 16n nip xudng
dudi;

Dung 250mL dat dé tach loc tuyen tring theo phuong phép gan loc aé quan sat
truc tiép dudi kinh hién vi soi ndi va dém sé luong 4u tring cam nhiém/mau dit;

S6 liéu kiém tra bao gbém ty 18 BSL nh1em tuyen tring va sb luong 4u tring cam
nhiém (IJs) dugc cap nhat trong Hb so bao ton tuyén tring.
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N THAINGUYEN /
: A

HUYEN TAMPAO

HUYEN ME LINH

Ban d6 Tram Pa dang Mé Linh, Vinh Béan dd dinh vi céc 16 bao tdn tuyén
Phtic(thugc Vién Sinh thai va Tai nguyén tring EPN(C4c diém tir 1-12 twong
Sinh vét, Vién Han 14m Khoa hoc va Céng | {mg véi vi tri bao tén cac ching EPN

nghé Viét Nam) dugc danh sb trong bang mé t4)

Hinh 1. Ban dd dinh vi céc 16 bao tdn tuyén trung EPN tai tram Pa dang sinh hoc
ME€ Linh, Vinh Phuc
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