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Linh vuc ki thuét dwoc dé cip

Sang ché thudc linh vuc bao vé thuc vat, cu thé, sang ché @& cap dén ché
phim sinh hoc phong trir ve sdu hai ca phé va quy trinh san xuét ché phim nay.
Sang ché cling dé c4p dén phuong phép phong trir ve sdu hai ca phé biang ché
phdm sinh hoc chira tuyén tring Steinernema phuquocense n. sp. S-PQ16. Trong
d6, tuyén tring S-PQ16 nay la ching tuyén tring do Vién Sinh thai va Tai

nguyén sinh vét phan l&p va luu giit.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché
Tinh hinh ve sdu hai ca phé & Tdy Nguyén

Trong nhitng nim gan ddy, ve siu phat trién manh, giy hai nghiém trong
nhiéu ving san xuét ca phé thudc cic tinh Tdy Nguyén lam giam dang ké ning
suét, san lugng ca phé. Cac chuyén gia d xac dinh duoc 6 loai ve sau gay hai
trén ca phé & Tay Nguyén, bao gdm ve sau phin tring (Dundubianagarasagna),
ve sdu lung van (Haphsa bindusara), ve sau Déac Lic (Poponia daklakensis), ve
sdu 4 chdm (Haphsa opercularis), ve siu nau d6 (Purana samia) va ve siu nho

(Purana pigmentata), trong d6 lodi ve siu phén trdng chiém ty 18 cao nhét.

V& hinh thai va tap tinh sinh hoc thi cac loai ve sdu & ca phé c6 nhing dic
diém chung nhu sau: Au tring dén ky vii héa bo 1én khéi mit dat vao ban dém,
chung leo lén canh, 14 cay dé chudn bi 16t x4c 14n cudi thanh con trudng thanh.

Ve siu trudng thanh chi séng 2-4 tuén.
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Loai ve siu phén trdng c6 thoi gian dé trimg tuong dbi dai 35-41 ngay, mot
ve sdu cai c¢6 kha ning dé 382-402 trimg va ty 1& n& dat 86-94%. Khi trimg no,
sdu chui xudng dit va séng trong dit, giai doan siu kéo dai tr 275-287 ngay,
vong doi cua ve sdu tir 330-333 ngay. S8 lugng 4u triung ve sdu trong dét dat
dinh cao vao khoang tir cudi thang 4 dén giita thang 5, giam dan tir cudi thang 5
va lai ting tr& lai vao dAu thang 9. Su phét sinh va gy hai cla ve sdu bi anh
hudng béi rat nhidu yéu t6 nhu gibng, tudi cay ca phé, cay che bong, thién dich,

cac bié€n phép canh tac.

V& murc d6 gy hai: ve siu d3 xudt hién va gy hai ciy ca phé & hau khép
c4c tinh Tay Nguyén. Au tring ve sdu cham chich r& non d& hat nhva cua cdy ca
phé gy anh hudng dén su sinh truéng ctia ca phé va tao didu kién cho mét sb
bénh khéc nhu ri sit, kho canh phat trién. Ve siu gay thiét hai cho cdy ca phé ca
trén canh 14n dudi dat. Chung dé trimg trén cac canh nhé lam suy kiét hodc chét
canh. Au tring chich hat & 1am cdy chim phét trién, cdi coc, 14 vang héo, trai
rung, néu bi ning cy c6 thé chét.

Pé phong ngira ve siu hai ca phé, ngudi ta d3 ap dung nhiéu bién phap dé
phong trir ve siu nhu:

i) Bién phdp che phii nylon: Dung nylon phu kin dudi gbc ca phé vao giai
doan ve sdu trudng thanh bo 1én vii héa, bi vudng vao nylon va chét.

ii) Bién phdp sw dung véi bét: St dung dung dich vo6i bot 2% lam cho au
tring ve sau ngoi 1én khéi mat d4t dé thu bt ve sdu 1am thirc n cho ga, hoic tha
g3, vit d& bat ve sau.

iii) Bién phdp phong trir bang thudce bdo vé thuc vat: Hau hét déu c6 higu

qué thip déi véi phong trir 4u triing ve sdu hai ca phé.
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iv) Bién phdp phong trie bang kj thudt bon phdn cham séc: Bén phan cén
d6i, khong bon thira dam, vi dam s& 1am r3 va than canh non mém d& bj ve su

va dich hai tAn c6ng. Dung loai phan kich thich ra r& cho ca phé.

v) Bién phdp nuéi thién dich cua ve sau: Trong céc loai thién dich thi kién
1a quan trong nhat. Kién tiéu diét trimg va au tring méi ng cua ve siu trudce khi

chui xuong dat.

vi) Bién phdp dimg keo dinh (twong tu keo dinh chudt) c6 pha thube sau,

quét quanh gbc ca phé dé ngan chin, by va diét 4u tring bo 1én cay vii hoa.

vii) Bién phdp sir dung ché phédm sinh hoc nAm Metarhizium anisopliae &
phong tru ve sdu dat hiéu luc phong trlr ve siu 56,23% - 60,03%. Tuy nhién thi
nghiém d3 khong néi rd di€t ve sdu & giai doan nao (diét ve sdu trudng thanh trén

cdy hay diét 4u tring ve siu hai 1& cad phé trong dat).

Kha nang cua tuyén trimg ky sinh gdy bénh con trimg trong phong trir sinh hoc

sau hai

Do céc loai hod chét bao vé thuc vat gdy 6 nhiém méi truong va anh hudng
t6i sirc khoé con ngudi nén nhiéu nuée trén thé gi6i, trong d6 c6 Viét Nam, dang
chuyén dan sang st dung céc bién phép sinh hoc trong bao v& thuc vat. Mot
trong cac phuong phdp do 1a s dung tuyén trung ky sinh gdy bénh con trung
(Entomopathogenic Nematodes — viét tit 13 EPN).

Trong sb hang trdm nghin loai tuyén tring ky sinh & con tring chi c6 mot
s loai thudc 2 gibng Steinernema va Heterorhabditis 1a nhitng loai c6 kha nang
vira ky sinh vira gdy bénh cho c6n tring, do vay duge goi 1a tuyén triung ky sinh
gdy bénh con trung (Entomopathogenic nematodes - EPN). Mac du day la nhiing
loai ky sinh bat budc & con trung, nhung ching lai c6 mot giai doan chuyén héa
tdn tai bén ngoai vat chi con trung, thudng 12 mdi trudng dAt. P6 13 u tring tudi

3, con goi la 4u tring xam nhiém (infective juveniles-1J), 1a giai doan déc biét
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trong vong doi phat trién clia nhém tuyén tring nay. O giai doan nay 1J khong
can dinh dudng nhung chiing lai c6 kha nang tdn tai 1au dai trong méi truong dat
khi chua gép vét chi. Thuc chét day la giai doan 4u tring nam chd trong dét va

s&n sang xAm nhap vao vat chii thich hop @€ ky sinh, gy bénh.

M3i IJ mang trong rudt ctia ching mot loai vi khuén cong sinh (VKCS)
chuyén hoa. Ddi véi céc loai tuyén tring giéng Steinernema thi VKCS thudc
gidng Xenorhabdus, con véi céc loai gibng Heterorhabditis thi VKCS thudc
gibng Photorhabdus. G 17 cua cac loai Steinernema spp., VKCS nam trong mot
c4i boc & phan trudc clia rudt, phia sau thuc quan. Con 6 1J cla céc loai tuyén
trung Heterorhabditis spp. thi VKCS khoéng tap trung trong cdi boc ¢ phén trude
rudt ma chiing nim rai rac theo chidu dai cua rudt, nhung chii yéu van 12 & nira
trude cua 6ng rudt. Cac VKCS nay thudng c6 dang que hodic dang ovan dai
trong nhu cai lap sudn. Kich thuéc rong 1-2 um va dai 3-5 pm, vi vay co thé
quan sat chung kha rd dudi kinh hién vi quang hoc vé&i d§ phong dai 1500 lan.
Binh thudng ca 186 miéng va hiu mén cta IJ ¢ dang déng kin, con VKCS trong
6ng tiéu hoa cla tuyén tring cing ndm trong boc va & dang bat hoat. Su cong
sinh gifta tuyén tring va vi khuln tao nén céc t6 hop ky sinh va gy bénh cho
con trung (nematode-bacterium). Pay 1a mot hién tuong cong sinh bat budc, ca

tuyén tring va vi khuln khong thé séng ddc 1ap v6i nhau trong tw nhién.

Khi tim dwoc vat chi (sdu hai), 4u tring cdm nhiém nay s& thdm nhép vao
xoang mau qua cac 156 mé ty nhién hodc truc tiép qua 16p vé kitin méng & khép
chan. Khi vao xoang mau, tuyén tring s& giai phéng vi khuén cong sinh, va vi
khuan s& sinh s6i, tiét protein doc, giét chét vat chi trong vong 24 - 48 gid. Do
vdy, nhing tuyén tring ndy dugc st dung lam tdc nhén sinh hoc dé san xuit
thudc sinh hoc tuyén tring. Mdt chu ky phat tridn cta tuyén tring EPN bét dau
tir pha IJ (tn tai & trong d4t) dén pha xam nhap ky sinh va phat trién bén trong

co thé con tring va sau khi két thiic pha ky sinh va phat trién chiing s& phat tan
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khoi xac chét con tring trd vé pha IJ bén ngoai con tring vat chi. Nhu vay tu
mdt vai Au tring cam nhiém sau modt chu ky ky sinh va phét trién trong con
tring, tuyén tring EPN c6 thé tao ra hang tram ngan IJ. Dy 13 kha nang tai sinh

chi c6 & cac loai tuyén tring EPN.
Nhiing cong b6 va séng ché vé tuyén trimg EPN phong trir sdu hai

D3 c6 nhidu cong bd va séng ché/phat minh vé vat liéu sinh hoc tuyén tring
EPN dé phong trir sinh hoc céc loai c6n trung khéac nhau. Béng sang ché My sd
4.178.366 (Bedding,1979) vé thubc sinh hoc diét con trang la 4u tring cam
nhiém (IJ) cua loai tuyén trung Neoaplectana carpocapsae (ching Agriotos) dé
phong trir mot loat cac loai con trung nhu budm tuyét (Cyaza pomonella), bo
canh ctmg phia Nam (Dendroctonus frontalis), 4u tring ong can 14 duong ting
(Pristophora erichsonil), bo canh cting khoai tdy (Leptinotarsa decemlineata),
siu xanh budm tring (Pieris rapae), sdu khoang (Perseclania ewingi va
Euromessoria sp.), ong cén 14 bach dan (Perga affinis va Pterygophorus), cac
loai sdu buém cdc (Doratifera sp. ), shu budm hai cdy keo (Mnesampela privata)
va modt s6 bo #n 14 (Chrysophtharta nobilitata, C. decolorala, C. aureous,
Paropsistema nucea, Paropsis lulea va P. Charybdis). Béng sang ché My 56
4,615,883 (Nelsen va Mannion, 1986) da su dung tuyén tring trong bao nang
nuée dé phong trir sau hai). Bang sang ché My s6 5,165,930 (Smart, Nguyen et
Fowler, 1992) v& bién phap phong trlr sinh hoc dé chiii (Scapteriscus sp.). Bing
sang ché My s6 5,466,448 (Smart et Nguyen, 1995) vé bién phap phong trr sinh
hoc ¢on trung hai hai by Orthoptera. Bang sang ché My s6 7,014,859 B1 (Ducan
et Nguyen, 2006) vé stt dung tuyén tring EPN d& phong trlr con tring hai.

Ngoai mdt sb sang ché trén, c6 nhidu cong bd nghién ctru st dung tuyén
tring EPN cho PTSH sau hai. Vi du: ndm 1978, Serczynska cong bd ding ché
phim tribunil va tuyén trung Neoaplectana carpocapsae (Weiser) dé phong trir

bo canh cimg Colorado. Nam 1982, Burrnan da cong bd vé& doc tb diét con tring
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duoc san xuét bang tuyén tring Neoaplectana carpocapsae. Nam 1989, Fowler
et al. da cong b bién phap phong trir dé chili bang loai tuyén tring Steinerema

feltiae.
Thuong mai hoa thuéc sinh hoc tuyén tring EPN

Tai cac nude phat trién nhu My, Australia va chau Au d3 c6 hang chuc cong
ty san xuét tuyén tring EPN va d3 thuong mai hod nhidu ché phdm sinh hoc
tuyén tring. Tai Dong Nam A, Malaysia va Thai Lan cfing dang nghién ctru theo
huéng ndy, trong d6 Thai Lan d4 thwong mai hoa mot s6 ché pham. Pic biét 1a
Trung Qudc d thuong mai hod cac ché phdm sinh hoc tuyén tring diét sau duc
than hai tdo, 18, dao, bo hung hai mia va siu duc than hai cdy boéng ram ¢ nhiéu
thanh phd. Hién Trung Quéc c6 cac nha may san xuét 16n ché pham sinh hoc
tuyén tring & Quang Dong va Béc Kinh.

G Viét Nam, Vién Sinh thai va Tai nguyén sinh vat la don vi dau tién
nghién ctru va sir dung tuyén tring EPN dé phong trir sdu hai trong néng nghiép.
Trong nhitng ndm qua, sau khi thar nghiém trong phong thi nghiém va ngoai
ddng rudng tai mot s6 dia phuwong cho két qua t6t, Vién da bét ddu chuyén giao

cong nghé san xuat cho mdt so don vi.

Cho t&i nay, Vién Sinh thai va Tai nguyén sinh vét da phén 1ap duoc 65
ching tuyén tring EPN, trong d6 da dinh loai duoc 16 loai, tAt ca déu co tac
dung phong trir sinh hoc va khong ddc hai dbi v6i con ngudi. Trong 16 loai nay
thi d& cong b6 11 loai m&i dbi véi khoa hoc thé gidi, 5 loai con lai vé mit co sO
phén tir cling 1a nhimg loai méi va s& tiép tuc thu thap dan liéu hinh thai dé cong
bd trong thoi gian téi.

Viéc st dung nhidu thudc hod hoc & Viét Nam d& din t6i suy giam, mét can
béng cac hé sinh thai ndng nghiép ¢ Viét Nam, do thudc hoa hoc tidu diét ca cac
con trung thién dich va sinh vat c6 loi khac trong noéng nghiép. Ciing chinh vi

vay, theo két qua diéu tra phan 1ap tuyén tring ctia Vién Sinh thai va Tai nguyén
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sinh vat hiu nhu khong thé tim thiy tuyén tring EPN trong d4t ndng nghiép ma
chi yéu duogc tim thiy trong hé sinh théi tu nhién, riing nguyén sinh, béi cat ven

bién, nhitng noi chua bj tac ddng cuia con nguoi.

Bén canh didu tra phan 1ap va danh gia tuyén chon tuyén tring EPN, tir nim
1999, Vién Sinh thai va Tai nguyén sinh vat da bét dau san xudt ché pham sinh
hoc tuyén tring & quy mo pilot. Cho t6i nay, Vién da san xuét duge 7 loai ché
phdm trong d6 1 ché phdm dugc san xuét tir tuyén tring nhép ngoai va 6 ché
phim tuyén tring ban dia ca Viét Nam do Vién phén 1ap va tuyén chon. Céc

ché phim nay c6 thé diét duoc gan 30 loai séu hai quan trong.

Dé san xuét cac ché pham sinh hoc tuyén tring phong trir siu hai, Vién da
4p dung dung hai loai cong nghé 13 in vivo - dung cdn trung sbng, thuong 1a 4u
tring tudi 5 ctia buém sap 16n (tén khoa hoc 1a Galleria mellonella) d nhan nudi
tuyén tring EPN va cong nghé in vitro - ding méi truong nhén tao va thiét bi
nhan nudi d& san xuét tuyén trung EPN. Cong nghé in vivo don gian hon nhung
mét nhiéu thoi gian va cdng lao dong, trong khi d6, cdng nghé in vitro cho phép
san xuit quy mo 16n, mdi pilot c6 thé san xuét 45 kg ché phdm sinh hoc tuyén

tring mdi thang.

Néu sir dung hai loai cong nghé nay thi khé ¢ thé thuong mai duge do tbe
dd nhin nubi chdm, gia thanh cao. Chéng han phai tbn 1,1 triéu ddng/ha dé
phong trir bo hung den hai mia, so v6i 750.000 ddng dbi véi viée st dung thude
ho4 hoc. Do d6, mdt hudng di trong thoi gian téi 1a 4p dung cong nghé cao, dung
thiét bi 1én men tu dong (bioreactor) d nhan nudi tuyén tring cho phép san Xuét
16n ché pham sinh hoc tuyén tring va gidm gi4 thanh san XUét.

Két qua thir nghiém phong trlr sau hai trén quy md 1-2 ha cho thdy cac ché
phém diét dugc siu keo da lang hai nho & Ninh Thuén (ty 1€ siu chét 1a 70%),
siu xam hai thudc 14 & Ba Vi (85-90%), bo hung den hai mia & Thanh Hoa (50-
65%). Céc ché pham sinh hoc tuyén tring rt thich hop cho viéc phong trir sau
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hai trong d4t, ma 85 % cac loai con trung co it nhéit mot giai doan tdn tai,phat
trién trong dAt. Tuy nhién, kha nang diét sdu hai sdng trén 14 vAn con han ché.
Chéng han nhw dé diét sau keo da lang hai nho & Ninh Thun, phai phoi ché
tuyén tring véi gi dudng dé tao d6 4m va bam dinh cho tuyén tring ton tai va
diét siu hai. Cho dén nay chua c6 loai ché phim sinh hoc tuyén tring nao duoc
san xuAt ma c6 kha ning phong trir hitu hiu ve sdu hai ciy ca phé.

Do d6, van ¢6 nhu cdu vé& ché phdm va phuong phép hiéu qua va théan thién
mdi trudng c6 kha nang phong trir hitu hiéu ve sdu hai cay ca phé.

Ban chat ky thuit ciia sing ché

Muc dich cua sang ché 13 khic phuc nhitng nhugc diém néu trén bing
chiing tuyén tring méi S-PQ16.

Pé dat duoc muc dich do, theo khia canh thir nhét, sang ché dé xuét ché
phim sinh hoc phong trir ve sAu hai ca phé bing ching tuyén tring méi duoc ky
hiéu 13 S-PQ16 va dugc dinh loai la tuyén trung moi c6 tén khoa hoc la
Steinernema phugquocense n. sp. Ma dang nhap doan gen ddc trung cla loai méi
tai Ngan hang Gen qubc té (GenBank) la KX405172 (ving ITS-rADN) va
KX405173 (ving 28S). Ché phim ndy c6 kha nang tiéu diét ve sau hai ca phé va
mot sd sau hai khéc.

Ché phém sinh hoc tuyén tring S-PQ16 dugc tao ra bang dung dich chira au
tring cAm nhiém (tudi 3) ctia chiing tuyén tring S-PQ16 véi thanh phén sau day:

+ Nudc sach trung tinh: 1000 mL (mot lit)

+ Au tring cam nhiém: 20.000.000 (hai muoi tri¢u don vi 1)

+ Chét phu gia bdi tron: 1mL Triton X-100

+ Chét phu gia khang khuén: 1 mL formalin
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C6 thé ap dung cdng nghé in vivo ding 4u trung buém sap 16n (Galleria
mellonella) hodc dé nha (Acheta domesticus) hogc cong nghé in vitro dung moi
truong nhan tao 1a chicken offal @4 san xuét ra ché phim sinh hoc tuyén tring S-

PQ16 phuc vu cho phong trilr sinh hoc & quy md khéc nhau.

Quy trinh san xuét ché phdm sinh hoc tuyén tring phong trir ve sdu hai ca

phé bao gom céac bude sau:

Buéc 1: Chuén bi nguyén liéu va thiét bi san xuét, bao gbdm: Ching tuyén
triang S-PQ16 (Steinernema phuquocense n. sp.) giai doan 4u tring cam nhiém
(Infective juveniles - 1T); Buém sap 16n — BSL (Galleria mellonella) dugc nhan
nudi bang thirc an nhan tao; Méi truong ddc Chicken Offal @ nhan nudi tuyén
trung; Moi trudng Laura Broth dé nudi cay vi khudn cong sinh; Bot x6p voO
tring; Cac dung dich Ringer va Formol dé khir trung, va cac dung cu, thiét bi
khac;

Buéc 2: Phan 1ap vi khuén cong sinh (VKCS) qua 2 bude: (i) Phan lap
VKCS va nhan nudi so cip, va (ii) Nhan nudi thi cap VKCS;

Bude 3: San xuat mdi trudong Chicken Offal;
Buéc 4: Chudn bi dung cu nhan nu6i tuyén trung;

Buée 5: Nhan nudi tuyén trung thong qua 3 bude: (i) Gay nhiém VKCS
vao moi trudng chicken offal, (ii) Nhidm tuyén tring dé nhan nudi t6 hop ; va

(iii) Thu hoach tuyén tring & dang 1J;
Bubc 6: Phéi ché va béo qudn ché phdm tuyén trimg.

Theo khia canh thtt hai, sing ché dé xuét phuong phép phong trir ve sau hai
ca phé bing ché pham sinh hoc chua tuyén tring S-PQ16 nay.

-10-
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M6 ta chi tiét sang ché
Sau ddy, sang ché s& dugc mo td mot cach chi tiét.
1. Phan 1ap chiing tuyén tring S-PQ16
Phén 1ap va tuyén chon chiing tuyén tring theo 5 budc sau day:

Bude 1: Thu mAu dat, phan 1ap tuyén tring tir d4t theo k¥ thuét con tring
bay (insect baiting trap) ciia Bedding & Akhurst (1974). A simple technique
for the detection of insect parasitic nematodes in soil. Nematologica 21: 109-

110
Bude 2: Nhan nudi tinh sach tuyén tring

Bude 3: Pinh danh tén khoa hoc trén co s& dac trung hinh thai, hinh thai
lugng va phén tir, ddng thoi tién hanh lai chéo dé x4c dinh loai sinh hoc

Bude 4: Xac dinh ddc luc (ndng d6 gdy chét 50% = LC50); Kha néng sinh
san clia chung tuyén tring; Ty 18 gdy chét; Hiéu luc gay chét clia ching tuyén

tring (Theo quy trinh Nguyén Ngoc Chau va D3 Tuén Anh, 2017).

Budc 5: Bao quan dong lanh ngudn tuyén tring theo Quy trinh clia Nguyén
Ngoc Chau va B Tuén Anh (2017).

Chung tuyén tring phan 1ap va tuyén chon dugc dugc xé4c dinh 1a chung
tuyén tring Steinermema phuquocense n. sp. (dugc dit tén Steinernema
phuquocense n. sp. S-PQ16, trong pham vi ban mo6 ta nay con dugce goi la S-
PQ16). Chung S-PQ16 duogc phan 14p bang k¥ thuét con tring by tir mau dat cat
thu tr mot bai bién & dao Phu Quéc thudc tinh Kién Giang cta Viét Nam. Két
qua phén tich giam dinh hinh thai, phan t va lai chéo déu cho thiy Steinernema
phuquocense n. sp. (S-PQ16) thudc loai tuyén tring méi cho khoa hoc.

1.1. Déic diém hinh thdi ciia tuyén trimg:

-11-
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Con cdi thé hé 1: Kich thudc co thé 16n va cong dang xo#n ¢ vé phia bung
khi xi y bang nhiét. Lép vo cutin nhin. Xoang miéng ngin va rong, hinh phéu,
véch xoang miéng dugc kitin héa tuong dbi manh, 16 miéng hinh tam giac. Thuc
quan 10 rang, phén trude thuc quan thuong cé dang hinh try, didu giita thuc quan
hoi phdng, phén eo thit khong dién hinh, phan gdc thuc quan hinh qua 1&. Vong
thin kinh & va nim & phan eo thit thwe quan. LS bai tiét kitin hoa trung binh,
nim trude vong than kinh. Am hd (vulva) dang khe ngang khong c6 epyptigma.
Dubi ngén véi méau dudi dang niim 16n.

Con cdi thé hé 2: Hinh thai twong tu véi con céi thé hé 1 nhung nho hon.

Co thé hoi cong dang chit C khi xtr Iy nhiét, du6i dang chop nhon.

Con duc thé hé I: Kich thuge co thé nhé hon con cai. Co thé cong vé phia
bung hinh chir C khi x{r Iy nhiét. Diéu gifta phinh to, Vbng thin kinh nim ngay
trén didu gitta & phan eo thét ctia thue quan. L bai tiét kitin héa trung binh nim
trén vong than kinh. Tinh hoan gép khic vé phia bung. C6 mot doi gai giao cau
va gai d@ém. C6 11 cé@p nht sinh duc va 1 nhd don: 5 d6i trude huyét, 2 doi sat 16
huyét, 2 d6i chop dudi mat bung, 1 d6i chép dudi mat lung va mot doi nhu bén

gifta gai giao cau va gai dém. T4n cung dudi khong cd mucro.

Con duc thé hé 2: Pic diém hinh thai tuong tu nhu con duc thé hé 1 nhung
kich thudc nhd hon va co thé ¢6 dang chit J khi xir 1y nhiét. Tén cung dudi co

mucro nhon.

Au tring cam nhiém: Co thé thang hodc hoi cong vé phia bung sau khi ch
dinh nhiét, thon nho vé phia dau va dudi. Ld miéng khép lai. Thuc quan thudén
dai, hoi phinh rdng & phan gitta, gbc thuc quan hoi 1éch v& phia lung. L6 bai tiét
r3 rang nam trude vong thin kinh. Vong than kinh nim & phén trén eo thét cla
thuc quan. C6 9 dudng bén rd rang. Dudi dang chop nhon, phan hyaline chiém it
hon mot nra chiéu dai dudi.

1.2. Hinh thdi luong cua loai tuyén trimg Steinernema phuquocense n. sp.
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Hinh thai luong cta loai tuyén trung Steinernema phuquocense n. sp. s€

dugec md ta mot cach chi tiét trong Bang 1 dudi day.

Bang 1- Hinh thai lugng cua loai tuyén tring Steinernema phuquocense 1. sp.

. Con cai TH1 |Con dwe TH1| Con cai TH2|Con dwc TH2
Cic chi so do 1J (n=30)
(n=30) (n=30) (n=30) (n=30)
Chiéu dai co thé (L) 6005+190 | 1293+152 | 3055+391 | 1146+120 | 898+62
pm (4287-9626) | (1086-1835) | (2472-3708) | (952-1375) | (765-1006)
52+1 50 +2
Vi tri vulva (V) %
(51-54) (44-54)
Tt dAu dén 16 bai tiét 147 + 44 106+ 8 119+15 109+ 11 7245
(EP) um (67-200) (94-129) (94-152) (80-124) (60 -84)
Chiéu dai thuc quén 204 + 48 140+ 5 177 £ 10 158+ 15 129+8
(ES) um (111-246) (130-153) | (160-193) | (125-176) | (109-139)
Tir diu dén vong than 159 + 40 115+6 120 + 13 128 + 14,4 106+ 8
kinh (NR) pm (86-204) (106-126) | (102-152) (97-148) (86-114)
. 54+8 32+4 65+ 15 36 + 4 69+6
Chiéu dai dudi (T) um
(45-66) (25-39) (49-114) (26-46) (55-77)
Chidu dai gai giao cAu 69 +3 70+ 4
(SPL) pm (61-74) (65-80)
Chiéu rong gai giao 11+1 11+£0.9
chu (SPW) pm (8-14) (8-13)
Chiéu dai gai dém 45+4 49+ 4
(GU) um (39-53) (34-56)
Chiéu réng gai dém 8+£0.8 9+0.7
(GUW) um (7-10) (7-10)
34 +24 19+3 206+1,4 | 17,615 | 208+18
a=L/MBW
(21-83) (16-30) (17,7-23,1) | (15,4-20,7) | (15,7-24,2)
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b - LES 34426 9+1 173422 73+0.5 7+0,4
(20-87) (8-13) (13,8-21,6) | (6,3-8,5) (6-7,7)
Ut 114 £37 41+7 488+87 | 324+2.6 132+1,2
c =
(65-168) (31-61) (25,1-61,3) | (27,4-37) | (11.3-15.5)
71+7 76 + 4 68+9 69 + 4 56+ 4
D (%) =EP/ES
(60-81) (70-88) (49-89) (63-79) (50-66)
184+ 15 190 + 19
SW (%)
(145-215) (162-248)
65+ 6 70+6
GS (%)
(56-77) (52-78)

Ghi chii: n 12 s6 lugng tuyén tring st dung @8 kidm tra va x4c dinh céc chi s§ hinh thai; THI:
Vit tht cia the hé 1; TH2: vibt tht cia thé hé 2; a = LIMBW: Ty 1¢ gitta chiéu dai co thé / chidu rong
16n nhit ctia co thé; b = L/ES: Ty 18 giita chidu dai co thé / chidu dai thuc quéan; ¢ = L/T: Ty 1€ gilia
chidu dai co thé / chidu dai dudi; EP/ES: TY 18 gitta chidu dai tir ddu co thé dén 16 bai tit / chidu dai
thyc quan; EP/T: Ty 1¢ gitta chidu dai tir du dén vi trf 16 bai tiét / chidu dai ctia dudi; SW: chiéu dai
gai giao cAu / chiéu rong co thé tai hau mon; GS: Ty 1& chiéu dai gai dém / chiéu dai gai giao cAu.

1.3. Chan logi hinh thdi lodi tuyén tring mai:

Loai méi S. phuquocensae n. sp. €O thé duoc phan biét voi cac loai khac
cta Steinernema bdi kich thude cia Au tring cam nhiém, cu tric vulva dudi cla
con céi, s6 lwong va vi tri nht sinh duc & con duec. Theo d6, chiéu dai trung binh
clia Au tring cam nhiém 1a 898 + 62 (765-1006) so voi 985 + 45 (896-1072) cua
S loci. Vulva & con cai co cu triic epyptigma, dudi con céi dang num tron
khong ¢6 mucro. Con duc ¢6 11 cdp nhd va 1 nhd don trong d6 c¢6 1 cap nhi bén
nam & vi tri gitra gai giao cdu va gai dém, trong khi ¢ loai S. loci ¢6 c611 cap
nht va 1 nhti don ma khong c6 nha bén & vi tri gifta gai giao c4u va gai dém; con
& loai S. thanhi c6 ¢ 13 cip nhu sinh dyc va 1 nha don trong d6 ¢6 3 cap nhu
bén & vi tri gifta gai giao cAu va gai dém.

1.4. Dic trung phdn tir cua loai tuyén trimg méi:
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Céc ving gen dic trung clia lodi méi tai Ngan hang Gen quéc té (GenBank)
13 KX405172 (ving ITS-rADN) va KX405173 (ving 28S). Vung gen ITS-TADN
ciia loai tuyén tring Steinernema phuquocense 1. sp. ¢6 chiéu dai gan 900bp, co
su tuong ddng 95-98 % so vdi cac loai tuyén triung S. loci va S. thanhi. Khoang
cach di truyén ctia loai méi tlr 0.02-0.05 so v6i cac loai gan trén GenBank va tur
0.10- 0.26 so v6i v6i cac loai xa hon. Ving gen ITS-rADN cta loai mai co6 726
vi trf mang thong tin parsimony, 75 vi trf ¢6 bién dbi riéng va 29 vi tri nucleotit

bién ddi dic trung so véi ching S. GQ497740.1 cua loai S. loci.
1.5. Két qua thi nghiém lai chéo xdc nhan loai sinh hoc:

(i) Lai chéo dugc tién hanh gitta con duc cua S. phuquocensae n. sp. (S-
PQ16) v6i con céi cta 4 loai khac, bao gdm loai S. loci (ching S.TK10); loai S.
thanhi (ching TG10), loai S. loci (ching S.KT3987) va loai S. siamkayai (chung
S-DL13). Quy trinh lai chéo dugc thuc hién theo Nguyén Ngoc Chau (2008)
bang viéc st dung huyét twong cta 4u tring buém sap 16n — BSL (Galleria
mellonella) 1am mdi trudng nhén nudi. Dung Xy ranh nhé d3 vo trung choc vao
xoang méu ctia BSL trich 14y 0,1mL huyét tuong cho vao mot lam 16m vo trung,
sau d6 1an luot tha vao giot huyét twong 5 con duc cua S-PQI16 va 5 con cai cua
mot trong 4 loai trén. D4y lam 1dm bang mot lamen va dé& vao hop t6i, sau 7 ngay
kiém tra két qua lai chéo.

(ii) Lai chéo dugc tién hanh gifta con cai cua S-PQ16 véi con duc cta 4 loai
khéc, 12 S. loci (chung S.TK10); loai S. thanhi (ching TG10), loai S. loci
(chiing S.KT3987) va loai S. siamkayai (chung S-DL13). Quy trinh twong tu nhu
trén, trén mot giot huyét twong cho 5 con céi cua S-PQ16 véi 5 con duc ciia mot
trong sb céc loai sir dung cho thi nghiém lai chéo.

Két qua thi nghiém da khdng c6 thé hé méi dugc sinh ra, c6 nghia 12 khong

c¢6 su giao phdi gitra con dyc cla S-PQ16 va céi ctia 3 loai trén. Nhu véy, c6 the
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két luan: ching S-PQ16 (loai Steinernema phuquocense n. sp.) 1a loai sinh hoc
mdi, riéng biét.

2. Quy trinh sidn xuét ché phém sinh hgc chira tuyén trung Steinernema
phuquocense n. sp. S-PQ16 phong trir ve shu hai ca phé

Quy trinh san xudt ché phdm sinh hoc chua tuyén tring Steinernema
phuquocense n.sp S-PQ16 phong trir ve sdu hai ca phé bao gbém cac bude:

Buée 1: Chuén bi nguyén liéu va thiét bi san xuét, bao gdm:

+ Ching tuyén tring S-PQ16 (Steinernema phuquocense n. sp. ) giai doan
4u tring cam nhiém (Infective juveniles - 1J) dugc bao quan trong nudce cét, nong

d9 20.000 1J/mL;

+ Budm sap 16n — BSL (Galleria mellonella) dugc nhan nubi biang thic an
nhéan tao (gém bdt dau tuong tron mét ong, hodc t6t nhét bﬁng td ong loai thai
sau khi d3 quay vét mat);

+ Mdi trudng dac Chicken Offal dugc ché bién tir long gia cAm (hodc
10ng gia sic) dé nhan nudi tuyén tring;

+ Mbi trudng Laura Broth @& nuéi cdy vi khuan cong sinh;

+ Bot x8p v6 tring d& 1am co chét tron v6i Chicken Offal;

+ Céc dung dich Triton X-100, Formalin 0,1%, Ringer dé sir dung trong bao
quan tuyén tring & dang 17, va

+ Cac loai dung cu nhén nudi tuyén trung, bao gém: cac binh tam giac 1000
mL ho#c hdp nhya 2000 mL hogc tdi nilong chiu nhiét 2000 mL (sb luong tuy
thudc quy m6 nhén nudi);

+ Cac dung cu nudi cdy vi khudn, bao gdm: cac 6ng nghiém thuy tinh 100
mL ¢4 nip nhdm hodc inox, bong, gidy bac dé nut, xy lanh nhé dé chich hat
huyét trong BSL, que cdy vi khuin dé phén 1ap va nhan nuéi vi khuén cong sinh,
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pipet céc loai;

+ Céc thiét bi, bao gdm: ti cdy v6 tring, ndi hép tiét tring (Autoclave), ti
dinh 6n (Incubator), may lac trong ti dinh 6n (shaker in incubator) dé phan lap
va nhan nubi tao sinh khdi vi khudn cong sinh; ti lanh mat dé bao quan ché
phim tuyén tring EPN.

Buéc 2: Phan 1ap vi khudn cong sinh (VKCS)

- Phén ldgp VKCS va nhdn nuéi so cdp bang cach sau:

Chuyén 10 4u tring BSL vao mot dia petri 90mm c6 16t sén gidy loc gidy
loc Whatman Nol (c¢& 90 mm). Dung pipet hut 2mL nuéc chtra 1000 1J vao
(ty 1& nhiém 100 IJ/BSL).

Sau 24-48 gid sau khi 4u tring BSL chét, chung duoc chuyén vao mot cbe
thiy tinh 18m va rira bang cdn 70% trong 5-10 phut.

M§ xéc chét bing mot kéo hodc kim nhon sdc dd duoc khir tring va léy 1
giot huyét twong (haemolymph) nhé 1én dia petri 90mm chua san mdi truong
NBTA (hodc McConkey), stt dung que cy platin dang vong dé tao vét cy trén bé
mat moi trudong.

Boc kin dia petri bing gidy boc paraphin, sau d6 dit dia mdi truong nhan
nuéi trong budng t6i & nhiét do 25°C.

Chii y: Khi thao tac mb va ldy mAu huyét twong khong lam v& rudt 4u tring
BSL d8 tranh nhiém bin.

- Nhdn nuéi thir cdp VKCS bang cdch sau:

Chon mdt khuén lac don so cip va cho nhiém tré lai vao moi truong NBTA
Agar hodc YS-Broth trong céc dng tuyp SOmL va dé 0 trong budng t6i, & nhiét
d6 25°C trong 48 gid, hoic t6t nhit dit trén may lic 200 vong phut trong 24 gid;

Sau d6 bd sung thém 10mL glyxerol 15% vao dich nhan nuéi, trén lac déu
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va sau d6 dung pipet 14y 2mL vao cac dng tuyp eppendorft SmL da khir tring dé

bao quan st dung cho nhan nudi tuyén tring;

Pé bao quan 14u dai VKCS, chuyén ngay céc éng tuyp luu giit & nhiét do -
80°C, khi dung chi can dua cic 6ng tuyp eppendorft ra gid dong & nhiét do
phong (20-25°C) trong 12 gio

Buée 3: San xult moi trudng Chicken Offal

Céc ndi quan nhu tim, gan, rudt, v.v. cia gia cdm (hoic gia stc) du co thé
stt dung dé san xudt moi trudng nhan nudi EPN. Loai bd tai mat (vi céc mubi
mat ¢6 hai cho su phat trién cta tuyén tring). Cho vat liéu long vao ndi ap sult
dé hip & 121°C trong 20-25 phit. Xay nghién cho nhuyén vét lidu trong 2-3 phut,
sau khi xay xong phdi ché thém nuéc theo ty 18 8 phin bot xay/2 phan nudc thu
duoc moi trudng Chicken Offal. Cho mdi trudng Chicken Offal vao cc binh /
hop nhén nudi tuyén tring va bao quan trong ti lanh.

Buéc 4: Chuén bi mdi trudng nhan nudi tuyén tring

Tién hanh cét xdp thanh nhing miéng nhé (kich thuéc 1em) sau d6 trdn vdi
mbi trudng chicken offal d& chuén bi sén & Budc 3 néu trén véi ty 16 moi trudng
nhan nudi/trong luong x8p (tinh theo trong lugng) 1a 12,5/1.

DPinh luong 200g méi truong Chicken Offal da tron véi x6p trong mot i
nilon @& d& dang chuyén vao binh tam gidc 1000mL (lwgng mdi trudng nhu vay
chiém 500-600mL). Sau khi cho mdi trudong, lau sach va bit kin miéng binh tam
gidc bing nat béng boc vai thua va hip khtr tring bing ndi hdp khir tring
(autoclave) & 121°C trong 20 pht.

Trong sudt qué trinh thao tac can tién hanh trong phong vo tring va
mang ging tay cao su dé tranh nhiém trung cho méi trudng nhan nudi.

Dung cu nhan nu6i bang binh tam gidc 1000mL 1a dung cu chuén, dé dang

xt 1y tring, tuy nhién c6 thé dung thi nylon chiu nhiét hodc hdp nhwa chiu nhiét
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dé nhan nuo6i EPN c6 thé tiét kiém chi phi nhan nu6i. Ngoai ra, c6 thé chuyén
truc tiép cac tii nhan nudi ra ddng rudng dé phun rai ma khong can qua khau
tach loc vira mét nhiéu thoi gian vira c6 thé bi hao hut trong qué trinh loc tuyén

trung.
Buée 5: Nhan nubi tuyén tring
- Gdy nhiém VKCS vao méi truong chicken offal bing cdch

Dich nhén nudi vi khudn so cép duge 0 trude mdt ngay trude khi binh nuéi
tuyén trung duogc chuén bi. Dich vi khuén dugc ciy chuyén vao cac 6ng nghiém
(t6t nhat nhan nudi vi khudn trong mot dng tuyp S0mL cho mdt binh nhan nudi
1000 mL). Can 1 cac 6ng tuyp qua dém trén may lic hodc lac déu dng tuyp trude
khi 0.

M3i binh nhan nuéi 1000mL rét 2ml dich vi khuén. Lac déu dé tron 1an
dich vi khudn véi moi trudng trong chét x6p nén. U 48 gid & 25°C dé vi khuén

phat trién trong mdi trudng nhén nudi tuyén tring.
- Nhiém tuyén trimg dé nhdn nudi 16 hop bang cdch

Sau 48 gid 0 vi khudn cdng sinh da phat trién trong moi trudng chicken
offal, tién hanh phan chia moéi trudng di cdy VKCS bang cach mdi binh nhan
nudi vi khuin ban ddu dugc chia thanh 7 binh méi. Sau d6, dung pipet hut
6ml nuéc chtra tuyén trung (ndng d6 2.000 1J/mL) bom vao ting binh tai 3-5
didm. Sau khi da nhiém tuyén tring, can tranh rung l4c manh binh dang nhan
nudi tuyén tring. Pé cac binh nhan 0 trong phong t6i & nhiét d6 25-28°C, Am
do 75-80% trong thoi gian 10-14 ngay cho dén khi thy tuyén tring sinh soi
nhiéu va IJ bam day trén thanh binh c6 thé thu hoach.

- Thu hoach tuyén trimg & dang 1J

P& tach loc 14y 17 tir bot xbp, cho xbp vao mdt rdy loc kich thudce 16 1-2mm.

Dt rdy vao mdt chiu va cho nu6e vira ngdp x6p, d€ yén tinh trong thoi gian tir
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2-6 gid hodic néu cin c6 thé dé 1au dén 12 gid, nhung khong nén dé 1au qua 24
gid vi thoi gian 1au hon s& khong c6 1gi cho tuyén tring. Khong duge rét nudce
1én trén x6p Vi s& rira mét mot phan chat dinh dudng (dé nudi tuyén trung).
Théng thuong trong vong 2 gio dAu s& c6 khoang 95% 17 di chuyén qua day riy

loc xuong chéu nudec.

Lam ling tuyén tring va rira tuyén trang dé loai bd céc phan khac va IJ
khong hoat dong. Co thé dung ray loc kich thuéc 15 0,5mm dé loc va loai bé céac
phﬁn khéng cAn thiét. D4i v6i cac chiing Steinernema c6 thé st dung dung dich
Hyamine® dé giét cac dang khong phai 1J trude khi loc qua rdy. Can phai rira
tuyén tring nhiéu 14n t6i khi nudc sach. Trong trudng hop can thiét c6 thé ding
suc khi dé pha v& nhitng phén nhé clia dung dich sau khi ria IJ.

Pé tranh 6 nhidm cc binh hoc hdp nhan nudi can hét stte chu y bat ky thao
tac ndo trong qua trinh nhan nuo6i. Chi can 1 giot nu6c nhé trong khi san xudt cling
c6 thé gay ra 6 nhiém, hodc mét sy thay ddi dot ngdt ciing co6 thé tao ra pha thu
Cé.p ciia VKCS. Tham chi khi nhiét d6 nhan 0 khong thich hop, 4m d0 khong phu
hop vi nhiéu nguyén nhén hogc yéu t5 khac. Su 6 nhi®m c6 thé duge nhan biét dé
dang khi xuat hién cac mau sic hodic mui vi khong binh thuong hodc chét 1o i
khac la tir sinh khéi do vi khuén va ndm gay ra. Trong bét ky trudng hop nao cling
nén duoc kiém tra bang cach gy nhiém trén mdi truong NBTA hozdc MacConkey

agar.

Nhiét d6 va do 4m cta mdi trudong nhan nudi 1a 2 yéu t6 quan trong nhét
trong nhén nudi tuyén tring (trong d6 nhiét do t6i wu 12 25-28°C, do 4m t6i wu 13
80-85%). D 4m c6 thd dugc diéu chinh bang cach thém vao hay bot di mot
lwong chét long nhét dinh trong cac budc khac nhau ciia quy trinh san xut. Néu
méi trudng qua 1ong khi nhidm 17, tuyén tring c6 thé bi giit lai & chd nhiém va
chét. Néu mai trudng 12 qua khé c6 thé han ché san luong tuyén tring duoc san

xuét ra. Vi vdy, duy tri Am d6 cao 80-85% & noi dit cac binh tam giac dé nhan
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1a rAt tét.

CAn tinh toan thdi gian phi hop véi nhu cu phun rai ngoai dong dé nhan
nudi, san xudt 1J. Tt nhét san xut IJ chi nén duoc tién hanh 4-6 thang trude khi

str dung d& tranh 1am giam doc t6 cta tuyén tring.
Buéc 6: Phdi ché va bdo quan ché pham tuyén tring

Sau khi thu hoach va lam sach, tuyén tring c6 thé duoc chia trong nudce ct
véi 1 giot Triton X-100 (tdc nhén lam 4m va ngan chin tuyén tring dinh vao bén
trong cdc) hoic 0,1% formalin (chi st dung khi sy 6 nhiém trg thanh mot van dé
quan trong). Néu bao quan trong didu kién khoéng c6 suc khi thi ndéng d6 1J
20.000 IJ/ml va dd sau ctia nudc & mic 1cm hodc it hon. Céc hop nhya dung tich
200mL chtra 50mL dich tuyén tring néng d6 20.000 IJ/mL 13 dung cu 1y tudng
bao quéan tuyén tring trong ti mét 12-14 °C. Véi diéu kién trén day, ché phé_m
tuyén tring c6 thé bao quan duoc 12 thang. Day la ché phdm & dang dam dic -

Khi st dung pha lodng it nhit 10 1an tly liéu lwong phun rai dugc chi dinh.

Ché phim sinh hoc tuyén tring S-PQ16 khong chi c6 hiéu lyc phong trir t6t
d6i v6i ve siu va siing tring ma con c¢6 kha ning tai sinh trong méi truong dat.
Cu thé: (i) Poc luc : LCso= 150 1T ; ii) Ty 1& gay chét 4u tring ve sdu = 94,4% &
(ndng d6 600 I1); iii) Hidu luc gay chét = 93,5-100 %; iv) Hiéu luc phong trir =
84-88%; v) Kha nang sinh san ctia chiing S-PQ16 trong xac chét 4u trung ve sdu
= 66.000 IJ/ve (ndng d6 500 IJ) ; vi) Kha ning tii sinh trong méi trudng dat =
5.020 £ 0,34 1J/250 mL.

3. Phwong phap phong trir ve siu hai ca phé bz"ing ché phém sinh hoc
chira tuyén trung Steinernema phuquocense n. sp. S-PQ16

Phuong phép phong trir ve siu hai ca phé bang ché pham sinh hoc chira
tuyén trung Steinernema phuquocense n. sp. S-PQ16 ndy ciing dugc dé cap.

Phuong phép phong trir ve sdu hai ca phé bing ché phim sinh hoc chira tuyén
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triung Steinernema phuquocense n. sp. S-PQ16 (S-PQ16) bao gdm budc sir dung
ché pham sinh hoc chira tuyén tring S-PQ16 1én ving d4t trong ca phé nhiém ve
su, trong d6 ché pham sinh hoc chira tuyén tring S-PQ16 dugc san xuét theo

quy trinh nhu néu trén.
Vi du thue hién sang ché

Chung tuyén trung Steinernema phuquocense 1. sp. S-PQ16 dugc danh gia
ddc luc hoc dbi vai ve sdu va 5 loai sau hai khac.

Két qua danh gia doc luc hoc cla ching tuyén tring S-PQ16 theo quy trinh
chuin cta Cabanillas, H.E. & Raulston, J.R. (1994). B3 x4c dinh hiéu luc chét
(HLGC) va doc luc (LCso) clia ching tuyén tring S-PQ16 ddi véi ve sau va 5
loai sau hai khac nhu Bang 2 dudi day.

Bang 2 — Két qua xac dinh hiéu luc chét (HLGC) va doc luc (LCsp) clia

ching tuyén tring S-PQ16 d6i véi ve sdu va 5 loai sdu hai khac

Tén sau hai HL(,}C cao NDGN LCso
nhét (%) M) (1)
Ve sau (D. nagarasagna) 94,4 600 150
Sung tréng (4. impressicolle) 93,3 5000 1696
Sau duc than ngd (O. furnacalis) 100,0 100 21
Sau quy (Zophobas morio ) 88,8 280 103
D& nha (4. domesticus) 100,0 200 75
Budm sap 16n (G. mellonella) 93,0 80 21

San xuét ché phdm sinh hoc tuyén tring S-PQ16 theo cac budc sau:

Buée 1: Chudn bi nguyén liéu va thiét bi san xuét
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Ngudn tuyén tring S-PQ16 dugc phan 14p va luu gift tai Phong thi nghiém
EPN, Vién Sinh thai va Tai nguyén sinh vat.

Ngudn 4u tring budm sép 16n (BSL) dugc nhan nudi va co san tai Phong
Thi nghiém EPN, Vién Sinh thai va Tai nguyén sinh vat.

Thiét bi nhan nudi c6 san tai Phong Thi nghiém EPN, Vién Sinh thai va Tai
nguyén sinh vat, bao gém: Ta céy v6 trung SANYO, ti lanh, ti mat, ti dinh 6n,
may l4c, ta hip vé tring.

Dung cu nhéan nudi c6 san tai Phong thi nghiém EPN, Vién Sinh thai va Tai
nguyén sinh vat, bao gdm: binh tam gidc 1000 mL, dia petri 90 mm, 6ng nghiém
50 va 100 mL, que ciy vi khuin xy ranh thi nghiém, pipettman cac loai.

Vat tu, hoa chét: Bong, gié’ly bac, giéy boc parafilm, bot Xép, Y S-broth,
NBTA agar, con Etanol, dung dich Hyamine.

Buwéce 2: Phan lap vi khuén cong sinh

- Chuyén 10 4u tring BSL vao mdt dia petri 90 mm c6 16t sin gidy loc
Whatmann Nol. Ding pipet hut 2mL nudéc chira 1000 IJ vao (ty 1& nhi€ém 100
1J/BSL).

- Sau khi 4u trung BSL chét (24-48 gi®), ching dugc chuyén vao mét cde
thily tinh 16m va rira bang con 70% trong 5 pht.

- M3 xéc chét BSL bang mot kim nhon sic da duoc khir tring va 14y 1 giot
huyét trong (haemolymph) nhé 1én dia petri 90 mm chtra sin méi trudng NBTA,
st dung que cdy platin tao vét ciy trén bé mit mdi truong, boc dia petri bang gidy
parafilm, sau d6 dat dia moi trudng nhén nubi trong budng tdi ¢ nhiét do 25°C.

- Chon mdt khuén lac don so cdp va cho nhiém tré lai vao 10mL mdi
truong NBTA agar trong éng tuyp 50 mL va dit trén méy lic 200 vong phut
trong 24 gio.

- B4 sung thém 10mL glyxerol 15% vao dich nhin nudi, trén lac déu va sau
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d6 dung pipet 14y 2mL vao 10 dng tuyp eppendorft 5 mL d& khir tring dé sir

dung cho nhén nudi tuyén tring.
Burée 3: San xuit moi truong Chicken Offal:

Céc ndi quan nhu tim, gan, rudt, v.v. cla gia cAm va gia suc déu c6 thé str
dung d& san xuit moi trudng nhan nudi EPN. Loai bé tii mét (vi cac mudi mat
c6 hai cho sy phat trién cua tuyén tring). Cho vat liéu long vao ndi ap sudt dé
hép & 121°C trong 20-25 phut. Xay nghién cho nhuyén vat liéu trong 2-3 phut,
sau khi xay xong phdi ché thém nuéc theo ty 18 8 phan bot xay/2 phan nuéc thu

dugc moi truong Chicken Offal.
Buée 4: Chuén bi dung cu nhan nudi tuyén trung;:

Tién hanh cét x8p thanh nhitng miéng nho (kich thudc lem) sau do tron véi
mdi trudng chicken offal da chuén bi sén ¢ Bude 3 néu trén véi ty 1& moi truong
nhéan nuéi / trong lueong x6p (tinh theo trong lugng) 14 12,5/1.

Pinh luong 200g méi trudng Chicken Offal di trdn voi xbp trong mot tui
nilon dé chuyén vao binh tam gidc 1000 mL (lugng méi trudng nhu vay chiém 500-
600mL). Sau khi cho méi trudng, lau sach va bit kin miéng binh tam gidc bang nit
bong boc vai thua va hdp khir tring bang ndi hap khir tring (autoclave) ¢ 121°C
trong 20 phut.

Trong sudt qué trinh thao tac cin tién hanh trong phong vo trung va

mang gang tay cao su dé tranh nhiém tring cho mdi trudng nhan nudi.

Dung cu nhan nudi bing binh tam gidc 1000 mL la dung cu chudn, d&
dang xr ly trung, tuy nhién c6 thé diing tai nylon chju nhiét hodc hop nhua chiu
nhiét d& nhan nudi EPN c6 thé tiét kiém chi phi nhan nudi. Ngoai ra, c6 thé
chuyén truc tiép cac tGi nhan nudi ra ddng rudng dé phun rai ma khong can qua
khau tach loc vira mét nhiéu thoi gian vira ¢6 thé bi hao hut trong qua trinh loc

tuyén trung.
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Buée 5: Nhan nudi tuyén trung thong qua 3 bude:
- Nhiém VKCS vao méi truong Chicken Offal

Chuén vi sn 5 binh nhan nudi 1000 mL, mdi binh chtra moi trudng chicken
offal. Cho vao mdi binh 2mL dich vi khudn d3 chudn bi sin, lic déu dé tron 1an
dich vi khudn véi méi trudng trong chét x8p nén. U 48 giv ¢ 25°C dé vi khuan

phat trién trong mdi trudng nhén nudi tuyén tring.
- Nhiém tuyén tring dé nhdn nudi 16 hop

Sau 48 gid u vi khuan cong sinh d& phat trién trong mdi trudng chicken
offal, tién hanh phan chia mdi truong da cdy VKCS, mdi binh nhan nudi vi
khuin & trén dugc chia thanh 7 binh méi, nhu vay tir 5 binh nhan nudi vi

khudn dugc san ra thanh 35 binh méi.

Dung pipet htit 6 ml nudc chira tuyén tring (ndng d6 2000 1J/mL) bom
vao mdi binh (nho déu tai 3-5 diém). Sau khi da nhiém tuyén triung dé cac
binh nhan G trong phong t51 & nhiét 4o 28°C, 4m d6 80% trong thoi gian 12
ngay khi thay tuyén trung 1J xuAt hién bam day trén thanh binh c6 thé thu
hoach.

- Thu hoach tuyén trimg

D4 toan bd mdi trudng nhan nudi vao rdy loc duong kinh 20cm, kich thude
mét ludi 1mm va dit rdy vao mdt chiu va cho nudce vira ngép toan by moi truong
xbp, @ yén tinh trong thoi gian tir 2-6 gio dé thu tuyén tring thoat ra tir moi
truong. Thu tuyén tring trong chiu dot 1 sau 2 gio va dot 2 sau 6 gio.

Dung ray loc kich thude 15 0,5 mm d& loc lai va loai b vun ban. Sau d6

gan vai 14n bang nuée sach cho t6i khi thdy dich tuyén tring trong va sach.

Dinh luong tuyén tring thu duge bang khudy déu dung dic thu dugce hit 1

mL pha lodng 100 1in cho vao hop dém kiém tra dudi kinh hién vi soi ndi.
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Bude 6: Phéi ché va bao quan ché phdm tuyén tring:

Sau khi thu hoach va 1am sach, tuyén tring c6 thé dugc chita trong nudc cét
v6i 1 giot Triton X-100 (tac nhan lam Am va ngan chin tuyén tring dinh vao bén
trong cbc) hodc 0,1% formalin (chi st dung khi sy 6 nhidm tré thanh mot van dé
quan trong). Néu bao quan trong didu kién khéng c6 suc khi khi thi ndng d6 IJ
20.000 IJ/ml va @0 sau ctia nuéc & mic 1ecm hodc it hon. Céac hop nhya dung tich
200mL chira S0mL dich tuyén tring ndng d6 20.000 1J/mL 1a dung cu ly tudng
bao quan tuyén tring trong ti mét 12-14 °C. Véi didu kién trén day, ché phdm
tuyén tring c6 thé bao quan dugc trong 12-18 thang.

Ché phim sinh hoc chita tuyén tring S-PQ16 c6 thanh phan tinh trén 1000
mL nudce sach trung tinh chira 20.000.000 4u tring cam nhiém (1J), 1 mL chét
phu gia bdi tron Triton X-100 va 1 mL chét khang khudn formalin.

Phuong phap phong trir ve siu hai ca phé bing ché pham sinh hoc chira
tuyén tring Steinernema phuquocense n. sp. S-PQ16 bao gdm bude sir dung ché
phim thu duge tir quy trinh néu trén 1én d4t trong ca phé nhiém ve sdu hai ca
phé.

Thir nghiém phun rai ché phdm sinh hoc chtra tuyén trung Steinernema
phuquocense n. sp. S-PQ16 thu duoc tir quy trinh san xuét néu trén trong dat
nhidm ve siu dé x4c dinh hiéu luc phong trir d& dugc trién khai trong thing x6p
(md hinh chéu vai - in pot) m6 phong cac diéu kién ngoai ddng rudng. Thiung dbi
chirng chi tudi nude sach.

Céc két qua thir nghiém nhu sau:

+ Ty 18 gy chét Au triing ve sdu = 94,4 % & (ndng d6 600 IT);

+ Hiéu luc gy chét = 93,5-100 %;

+ Hiéu luc phong trir = 84-88 %;
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+ Kha ning sinh san ctia ching S-PQ16 trong xac chét 4u tring ve siu =

66,0x10° IT/ve (ndng & 500 1J).
Trong d6, & thing ddi chimg (chi tudi nude sach) thi khong cé ve sdu chét.

Tuyén tring S-PQ16 khong chi c6 kha nang tiéu diét ve siu ma con c6 kha
ning tai sinh trong moi trudng dAt. Cu thé, mat do tuyén tring trong moi trudng

d4t tang tir 50, 723 va 810 1J/250mL dét sau 10, 20 va 30 ngay phun ri.
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phap phong trir ve su hai ca phé biang ché phim sinh hoc chira tuyén
trung Steinernema phugquocense n. sp. S-PQ16 (S-PQ16) bao gdm buéc sir dung
ché pham sinh hoc chira tuyén tring S-PQ16 1én ving dt trdng ca phé nhiém ve
su, trong do:

chung tuyén tring S-PQ16 duoc phan l4p bang k§ thuit con trung by tir
mau dat cat thu tir mot bai bién & dao Phii Qudc thudce tinh Kién Giang, Viét
Nam va co trinh tu vung ITS-rADN dugc déng ky tai GenBank véi s6 hiéu
KX405172 va ving 28S duoc ding ky GenBank véi s6 hiéu KX405173;

ché phidm sinh hoc chira tuyén tring S-PQ16 c6 thanh phan tinh trén 1000
mL nudc sach trung tinh chira 20.000.000 4u tring cam nhiém (IJ), 1 mL chét

phu gia bdi tron Triton X-100 va 1 mL chét khang khuan formalin; va

hiéu luc phong trir 1a 84-88 %.
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