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(57) Séang che dé cap den ché pham vi sinh chira cac sinh khdi bao tir ciia cac vi sinh vt
thudc nhom ndm ré bao gdm Gigaspora sp. CPNR1, Glomus sp. CPNR2, Scutellospora sp.
CPNR3 va vi khuan Ensifer sp. CNN3 dugc phan 1ap tur cac ngudn trong nude. Ché pham
nay cé tac dung 1am ting ning suét ciy trong ddng thoi lam giam du lugng thudc trir sdu
trong dat canh tac, vi du nhu ting ning suit va lam giam du luong thudc trir sau trong dét
canh tac dbi voi cdy rau cai xanh (Brassica rapa subsp. chinensis) va cdy ché (Camelia
sinensis) tai Viét Nam.
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Linh vye ky thuit dwoe dé cap

Sang ché thudc linh vuc cong nghé sinh hoc tmg dung. cu thé sang ché dé cap dén
ché phdm vi sinh chtta cac sinh khéi bao tir cua céc vi sinh vat thudc nhém ném ré bao gom
Gigaspora sp. CPNR1, Glomus sp. CPNR2, Scutellospora sp. CPNR3 va vi khuan Ensifer
sp. CNN3 ciing nhu mot s6 thanh phan khac. Ché phdm vi sinh theo sang ché ¢ hiéu qua
lam ting ning sudt mot sd cdy trong ddng thoi phan hiy thude trir sdu phospho hitu co
(organophosphorus pesticides, OP) ton du trong dat canh tic. Sang ché ciing dé cap dén

phuong phap san xuat ché phdm nay.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Phan bon 1a mot thanh phan quan trong khong thé thiéu trong linh vuc trong trot noi
chung, gitip cung cip dinh dudng thiét yéu cho cay tréng sinh truong, phét trién tot. dat
nang suat, chit lugng cao hodc lam tang d6 phi nhiéu ctia dat. Can cr vao ngudn gdc. hién
nay phéan bon dugc chia lam 3 loai: Phan hoa hoc, phan hitu co va phan vi sinh. Phan vi sinh
1a phén bén ¢6 chita céc loai vi sinh vat ¢§ dinh dam, chuyén hoa lan hoac phan giai chat
hitu co. Hién nay trén thé gioi, phan bon vi sinh dang duoc chu trong nghién ctru, boi viée
str dung phan bon nay sé giup khic phuc duge tinh trang 6 nhidm va mat can bang sinh thai
dat (do phan hoa hoc), giam phat thai khi gdy hiéu ing nha kinh va gay bién déi khi hau

toan cau (do phan hitu co).

Nam ré cong sinh (arbuscular mycorrhizal fungi, AMF) la nhém cac vi nim dic biét
song trén phan ré va dit vung 1€ cua thuc vat. Cac nghién ctu trude ddy da chi ra ring.
khoang 90% cac loai thuc vat hién biét trong tu nhién déu c6 mdi quan hé cong sinh vai
AMF c6 ich. Gitta AMF va cay chi ¢ mbi quan hé vo ciing khang khit: ching nhan tur cay
chi dudng va mot s6 dinh dudng thiét yéu, bu lai, ching c6 thé sinh téng hop mot sd chét
khéng sinh gitup cdy cht tang cuong stic chong chiu trude nhiéu tac nhan gy bénh, ciing
nhu gitp cdy chi tang cudng hip thu nudc, chit dinh dudng tir dat. AMF gitp lam ting bé
mit hdp thu ctia ré cdy tir 100 dén 1000 14n nho nhitng soi ndm nhé vuon dai va ni lién véi
ré cay. Ngoai ra, ching con c6 thé sinh ra cic enzym lam hoa tan cac chit dinh dudng kho

hap thu trong d4t nhu ni to. phdt pho. sit, v.v.. gitp cay chu dé dang thu nhan dinh dudng
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va tang cuong trao ddi chat. Dac biét, AMF con c6 tac dung san sinh ra cac chét kich thich
sinh trudng, tang kha nang chiu han, chiu man, chéng chiu sau bénh hai trong dat. Vi vay,
hién nay trén thé gioi, AMF dang duoc quan tAm khai thac phuc vu san xuét tréng trot. Mat
khéc, danh sach cac ching vi sinh vat trong cac san pham phan bén vi sinh hién nay dang dé
lai mot khoang tréng kha 16n cho cac AMF & ca dang don chung va dang da chung hiép
dé)ng. Dic biét, dang két hop da chiing vi sinh cia AMF chi méi duoc mot sd nghién cuu dé
cap toi tir nam 2015 va duge tap trung nghién ctu san xuat trong nhiing nim gan day (tu
nim 2018). Cu thé, mot sb vi khudn hitu hiéu thudc chi Pseudomonas. Bacillus.
Azospirillum, Agrobacterium va Rhizobium da duoc bd sung vao ché pham chira bao
AMF dé tang cuong hoat tinh kich thich sinh trudng, stc chéng chiu va chuyén hoa dinh
dudng cho cay tréng, gitp dat ning suat vuot troi. Vi vy, cac ché phiam AMF & dang két
hop véi vi khuan hiru hiéu nhdm lam tang nang suit mua vu la mot xu hudng mai trong linh

vuc tao phan bén sinh hoc an toan va hiéu qua.

Trén thé gi61, AMF da va dang dugc st dung dé tao ché phém sinh hoc bon cho cay
tréng, cac ché phém nay c6 thé ton tai & dang dich thé hoac dang bot. Mot s6 ché phém Vi
sinh tir AMF dang dugc luu hanh trén thi truong thé giéi hién nay c6 thé ké dén: Ché pham
“Symbiont VAM” ctia hang T.Stanes & Company Limited (Uc) ¢6 chtra thanh phan chinh 1a
chiing nam ré thude loai Glomus Jasciculatum v6i ham Tugng 1000 bao tir trong mdi g ché
pham, bon cho cac cdy néng nghiép nhu lda, ca chua, ngd, dta, sup lo, v.v.. Ché pham
“Nature's Solution Mycorrhizae™ ctia Environment Celebration Institute (California, USA).
Thanh phén chinh gdm 6 ching ndm 1& thudc Glomus intraradices, G. mosseae. G. dussii,
G. clarum, G. deserticola, va G. microaggregatum voi ham lugng ctia mdi chung ndm 1a
180 bao tt trong 1 g ché pham. Ché phim dang bot nay c6 thé duge dung cho moi loai cay
trong. Ché phidm “Endo Mycorrhizae” cua hang Sustainable Agricultural Technologies Inc.
(USA). Thanh phan chinh gom 4 chung nam 1é thudc Glomus intraradices, G. mosseae, G.
aggregatum, va G. etunicatun véi ham luong 1¥10° bao tir trong mdi Ib (twong duong 0,45
kg) ché pham. Tuy nhién, cac ché pham néu trén c6 gia ban trén thi truong kha cao, khoang
18,95 USD cho mdi hop ché pham “Nature’s Solution Mycorrhizae” (0,45kg) hodc 37 USD
cho m&i goi ché pham “Endo Mycorrhizae™ (0,9kg).

Mot van dé khac ma ndng nghiép hién dai dang ddi mat 1a tinh trang su dung thuée

bao vé thuc vat: Thudc bao vé thuc vat da va dang gdy nén nhiing hé qua xau cho suc khoe
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con ngudi cling nhu gdy suy thodi méi truong séng nghiém trong, tuy nhién cdc hoa chat
ndy lai c6 vai tro khong thé thay thé trong muc tiéu dam bao chét luong mua vu néng san

no6i chung.

Cu thé, thude trir sau phospho hitu co duoe sir dung phé bién trong nong nghiép hi¢én
nay, tuy nhién hé luy ctia loai thudc trir sdu nay dang dit ra rat nhiéu van dé cho nganh nong
nghiép nhu gy doc cho nguoi st dung, anh hudng t6i méi truong va dat canh tac khi ma

ton du cua loai thudc trir sdu nay trén néng san va dat canh tac rat cao.

Céc san phidm phan bon sinh hoc ¢6 thanh phan AMF noi trén da duoc ung dung
rong va c6 hidu qua cao trén nhidu loai cdy trong, nhung thuc té chua c¢6 ché pham nao dugc
tmg dung theo hudng muc tiéu kép 1a vira lam ting ning suét va chét luong cay trong, vira
giup xu ly céc chét bao vé thuc vat.

Do d6, 6 nhu cau vé viée phét trién cac thé hé ché pham vi sinh hidu qua khong chi
v6i viée tdng nang xuat cdy trong ma con ¢ tac dung xu ly méi truong, dic biét 1a thude trir
sdu phosphor hitu co, dé gop phan giai quyét duoc nit tht trong phat trién san xuét néng

san sach.

Ban chat ky thuit cia sang ché

Muc dich ctia séng ché 1 dé xuét ché phdm vi sinh ¢6 hiéu qua lam ting ning sut
mot sb cay trong dong thoi phan hiy thudc trir sdu phospho hitu co tdn du trong dat canh tac

dé dap tmg nhu ciu néu trén.
Theo khia canh thir nhit, sang ché dé cap dén ché pham vi sinh ¢6 hidu qua lam tang nang
suét cay trong dong thoi phan htty thude trir sdu phospho hitu co chira céc thanh phén sau:

- hén hop sinh khéi bao tir clia cac ching nam & Gigaspora sp. CPNR1, Glomus sp.
CPNR2, Scutellospora sp. CPNR3 trén chat mang véi ty 16 nam trong khoang tir 8 dén 12%

trong luong;

- sinh khdi vi khuén Ensifer sp. CNN3 trén chat mang véi ty 16 nim trong khoang tu
30 dén 40% trong luong;

- than bun khé véi ty 1& nam trong khoang tir 55 dén 60% trong lugng;

- hat polyacrylamit véi ty 1& nim khoang tir 1,5 dén 2% trong luong.
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trong dé chét mang d6i véi céc sinh khéi vi sinh vat 1a hdn hop cia cam gao, bot dau
tuwong, glucoza, canxi cacbonat va khoang chit véi ty 1€ theo trong luong nhu sau:

- cam gao: 50%:

- bot dau tuong: 20%:

- glucoza: 15%;

- canxi cacbonat: 10%;

- khodng chat: 5%.

Theo khia canh tht hai, séng ché dé cap dén quy trinh san xuAt ché pham vi sinh,

trong d6 quy trinh nay bao gom cac bude nhu sau:

(i) san xuat hén hop bao tir cua céc chung ndm ré: nhan gidng riéng r& bao tur cla céc
ching nim r& Gigaspora sp. CPNR1, Glomus sp. CPNR2, Scutellospora sp. CPNR3 trén
cdy Ma dé Ribwort (Plantago lanceolata) ¢ nhiét d6 nam trong khoang tir 20 dén 30°C,
trong thoi gian nam trong khoang tir 3 dén 4 théang, tiép do bao tir cac ching nam ré thu
dugc duoc phdi tron voi nhau cung v6i chat mang theo ti 18 bao tir chung Gigaspora sp.
CPNRI: bao tr chung Glomus sp. CPNR2: bao t ching Scutellospora sp. CPNR3: chit
mang la 1:1:1:1 theo trong luong dé thu duge hdn hop bao t;

(if) san xuat sinh khdi ctia chung vi khuan Ensifer sp. CNN3: nhan giéng ching vi
khuan Ensifer sp. CNN3 trén moi truong 1ong Luria-Bertani ¢ nhiét do 30°C, trong thoi gian
nam trong khodng tir 48 dén 60 gio, tiép d6 tron sinh khdi 1én men thu dugc véi chat mang
theo ty 1& thé tich:trong luong 1a 1:1 va lam kho ¢ nhiét do nam trong khoang tur 40 dén
45°C dén khi dat do6 4am 10% dé thu duoc sinh khéi vi khuan Ensifer sp. CNN3 trén chat

mang;

(iii) phoi tron va tao ché phdm: phéi tron hdn hop thu duoc & bude (i), sinh khdi thu

duoc ¢ budc (ii) voi than bun khé va hat polyacrylamit;
(iv) nghién min.
M0 ti vin tit cdc hinh vé

Fig.1 1a so do phéan 14p bao tr nam ré néi sinh tir mau dét.
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Fig.2 la so d6 quan hé phat sinh cua ba chung nam ré noi sinh Gigaspora sp. CPNRI,
Glomus sp. CPNR2 va Scutellospora sp. CPNR3 dua trén phan tich sinh hoc phan tu.

Fig.3 1a cay phan loai cua chung vi khuan Ensifer sp. CNN3 dua trén phan tich sinh
hoc phan tu.
Fig.4 1a hinh anh nhan nu6i nim ré in vivo trén cdy Ma dé Ribwort va anh hién vi ctia

bao tr nAm ré phén lap tir ving 1& cay Ma dé Ribwort.

MG ta chi tiét sang ché
Ché pham vi sinh da ching chira bao t cac ching nidm ré va sinh khéi ching vi
khuén c6 tac dung lam ting sinh truéng thuc vat va phan huy du luong thude trir sau OP

trong mot s6 ving chuyén canh cay trong tai Viet Nam.

Bao t cac nam ré thudc 3 ching Gigaspora sp. CPNR1, Glomus sp. CPNR2 va
Scutellospora sp. CPNR3, da dugc phén lap tur cac ngudn trong nude, dang duge luu gitt tai
Phong Sinh hoc thuc nghiém, Vién Héa hoc cac hop chit thién nhién — Vién Han 1am Khoa
hoc va Cong ngh¢ Viét Nam. Cac bao tu nam trén da duoc xac dinh qua thir nghiém 1a ¢
hoat tinh sinh enzym phén giai phosphat kho tan va sinh chét kich thich sinh truéng thuc

vat.

So dd quan hé phat sinh cua ba chung nam ré noi sinh Gigaspora sp. CPNRI,
Glomus sp. CPNR2 va Scutellospora sp. CPNR3 dua trén phén tich sinh hoc phén tu duoc
thé hién trén Fig.2.

Cay phén loai cua chung vi khuan Ensifer sp. CNN3 dua trén phén tich sinh hoc phan

ttr duge thé hién trén Fig.3.

CA4c bao tir nAm ré cta 3 ching ndm Gigaspora sp. CPNR1, Glomus sp. CPNR2 va
Scutellospora sp. CPNR3 ton tai trong ché phém dang bot dudi dang bao tr, véi ham luong
ctia mdi chung trong ché pham 14 khoang 200 bao t/1gam ché phdm. O mat do nay, day la
cac chiing nam an toan véi ste khoe con ngudi khong doc hai téi moi truong. Ham luong

tdng sb khoang 600 bao tr/1gam ché pham.

Viéc nhan giong in vivo cac bao tu nam ré nodi cong sinh Gigaspora sp. CPNRI,

Glomus sp. CPNR2, Scutellospora sp. CPNR3 dugc thyc hign trén cay Ma dé Ribwort



3031

(Plantago lanceolata), boi cac chung nAm r& nay phat trién rat chdm khi nhan gibng in vitro
trén moi truong ban long. Khi nhan gidng céc bao tu nam ré trén cdy Ma dé. cac bao tor sé
nay mam sinh truéng tao hé soi rdi hinh thanh bao tir. Bao tir nim ré sau nhan gidng sé co
su ddng déu, sic sinh trudng va hinh théi 16 rang hon bao tir tu nhién. Sau khoang 3 dén 4
thang nhan nudi trén cay P. lanceolata thi s6 luong bao tir nAm ré ndi cong sinh tong sb cua

cic mau ting 1én rd rét. Ti 1€ tang sinh bao tir dat tir 75.4% dén 198.2%.
Quy trinh nhan nudi dugc thyc hién theo cac bude cu thé nhu sau:

- Xt Iy hat gidng cay Ma d& Ribwort P. lanceolata: hat gidng cdy Ma dé dugc khtt trung

bang con, NaOCl 3% va rua lai bing nudc cét.

- Tao mAu dit nhan giéng: tao bau dét theo ti 1& 1 c4t vang: 2 than bun. Khu tring gia thé
lan 1 & nhidt d6 60°C trong thoi gian 1 gio, sau 24 gio khir trung 1an 2 & nhiét do 121°C

trong thoi gian 1 gio.

- Gieo hat giéng: cho dit mau c6 chira bao tir vao bau dét, xit déu nudc du 4m dat sau do
gieo hat giéng ngay 1én trén phin dit mau. Mdi bau gieo tir 10 — 15 hat. Sau khoang 2 tuan
hat d3 nay mam 6n dinh, tién hanh tia bo nhiing cay khong dat tiéu chuan va chi gitt lai moi

bau dong déu 10 cay.

- Kiém tra mat do bao tir nAm ré sau nhan nudi: sau 3 dén 4 thang nhan nu6i trén cay Ma
d&, 14y dAt phan 1ap lai bao tir nim 18 bing phuong phap loc udt. Tir két qua dém mat do
bao tir nAm &, x4c dinh ti 1& ting sinh bao tir theo cong thirc:

SP = [(N2-N1)/N2]*100%

Trong do: SP 1a Ty 1€ tang sinh bao tir; N2 la Sé luong bao tir nam ré sau nhan nudi;
N1 1a S6 lugng bao tir ndm ré trude nhan nudi.

Céac sinh khdi bao tir ctia cic chung nam ré duoc thu riéng ré, tiép dé duoc tron lan
v6i nhau ciing voi chat mang ran theo ty 1é trong luong bang nhau, trong d6 chat mang la
hdn hop clia cdm gao, bot dau tuong, glucoza, canxi cacbonat va khoang chat voi ty 1é theo
trong lugng nhu sau:

- cam gao: 50%;

- bot dau tuong: 20%;
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- glucoza: 15%;
- canxi cacbonat: 10%;
- khoang chit: 5%.

Theo mdt phuwong 4n dwoc uu tién cla sang ché, hon hop sinh khéi bao tir cua cac
ching ndm ré Gigaspora sp. CPNR1, Glomus sp. CPNR2, Scutellospora sp. CPNR3 va cht
mang c6 mit trong ché pham theo sang ché vai ty 1é nim trong khoang tir 8 dén 12% trong

luong.

Nhan sinh khéi ctia ching vi khuan Ensifer sp. CNN3 trén moi trudong long Luria-
Bertani & nhiét d§ 30°C trong thoi gian nam trong khoang tir 48 dén 60 gio dé thu duoc sinh
khdi vi khuan Ensifer sp. CNN3 long. Thanh phin méi truong Luria-Bertani nhu sau:
Tryptone 10g/l; cao ndm men 5g/l; NaCl 10g/l; agar 20g/l; moi truong duoc khu trung o
nhiét d6 121°C trong thoi gian 30 phut trude khi st dung.

Mat d6 vi khuan trong sinh khdi vi khuan Ensifer sp. CNN3 16ng duoc xé4c dinh bang
phuong phap MPN, la phuong phap st dung ude tinh néng do vi sinh vat trong mau (don vi
tinh: CFU/g) bang x4c dinh s lwong khuan lac hinh thanh trén dia thach Luria-Bertani tir
dich pha lodng lién tuc theo mirc 10 lan (10°-10° CFU/1 gam).

Sinh khéi sinh khéi vi khuan Ensifer sp. CNN3 léng voi mat do vi khuén cua chung
Ensifer sp. CNN3 la ndm trong khoang tir 10* dén 10° CFU/g dugc tron voi chat mang nhu
& trén theo ty 1 thé tich:trong lugng 1a 1:1. Sau dé say kho san pham phéi tron o nhiét do
nim trong khoang tir 40 dén 45°C dén khi dat do 4m 10% dé thu duogc sinh khdi vi khuan

Ensifer sp. CNN3 trén cht mang.

Theo mét phuong an duoc wu tién cta sang ché, sinh khéi vi khudn Ensifer sp.
CNN3 trén chit mang c6 mat trong ché phdm theo sang ché voi ty 1& ndm trong khoang tu

30 dén 40% trong luong.

Dé bd sung dic tinh co loi cta ché pham theo sang ché, ché phim theo sang ché duoc
bd sung thém than bun da dugc lam khé. Than bun dugc tao thanh tir xac céc loai thuc vét
khac nhau. Xac thuc vat duoc tich tu lai. duoc dat vui lép va chiu tac dong cua diéu kién

ngadp nude trong nhiéu ndm. Voi diéu kién phan huy yém khi cac xac thuce vat duoc chuyén
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thanh than bun. Hoat ddng cua cac loai vi sinh vat [am phan huy céac chat c¢6 hai va khoang

hod c4c chat hiru co tao thanh chat dinh dudng cho cay.

Than bun trude khi duoce st dung trong ché phdm theo sang ché can duoc say kho o

nhiét 46 100°C dén khi dat d6 am dudi 5%, diéu nay sé& gitp oxy hoa hop chat bitumic.

Theo phuong an dugc uu tién cia sang ché. than bun khd c¢6 mat trong ché pham

theo sang ché véi ty 1& nam trong khoang tir 55 dén 60% trong lugng.

Theo phuong an dugc wu tién, ché pham theo sang ché dugc b6 sung hat
polyacrylamit v6i luong nam trong khoang tir 1,5 dén 2% trong lugng dé lam két tu céc chat

hitu co.

Céc chung ndm thuoce chi Gigaspora, Glomus va Scutellospora déu tao bao tir bén
vitng nén thuln tién trong viéc phéi tron va bao quan ché phém. Céc chung vi sinh vat dung
bao ché ché phdm khong c6 tinh déi khéang 1an nhau, dic biét da dugc xac dinh 1a an toan

cho nguoi, dong vat va cé thé sir dung cho cay trong.

Theo mét khia canh khac, sang ché dé cap dén quy trinh san xuét ché pham vi sinh.

trong d6 quy trinh nay bao gdm cac budc nhu sau:

(i) san xuét hdn hop bao tir ctia cac ching nim ré: nhan gidng riéng r& bao tir clia cic
ching ndm 1& Gigaspora sp. CPNR1, Glomus sp. CPNR2, Scutellospora sp. CPNR3 trén
cdy Ma dé Ribwort (Plantago lanceolata) & nhiét do nam trong khoang tir 20 dén 30°C,
trong thoi gian nam trong khoang tir 3 dén 4 thang, tiép d6 bao tir cdc chung nam ré thu
duoc duoc phdi tron véi nhau cling véi chat mang theo ti 1& bao tir chiing Gigaspora sp.
CPNRI1: bao tir chung Glomus sp. CPNR2: bao ti chiung Scutellospora sp. CPNR3: chat

mang 14 1:1:1:1 theo trong luong dé thu duoc hdn hop bao tir trén chat mang:

(ii) san xuét sinh khdi cua chung vi khuan Ensifer sp. CNN3: nhan giéng chung vi
khuédn Ensifer sp. CNN3 trén mdi trudng 1ong Luria-Bertani & nhiét do 30°C, trong thoi gian
nim trong khoang tir 48 dén 60 gio, tiép d6 tron sinh khdi 1én men thu duge véi chat mang
theo ty 1€ thé tich:trong luong la 1:1 va lam kho & nhiét do nam trong khoang tu 40 dén
45°C dén khi dat do am 10% dé thu duoc sinh khdi vi khuan Ensifer sp. CNN3 trén chat

mang;
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(1i1) phéi tron va tao ché phém: phéi tron hon hop thu duge ¢ bude (i), sinh khéi thu

duoc & bude (ii) véi than bun kho va hat polyacrylamit;
(iv) nghién min.

Ché pham thu duoc khong chia cac sinh vat chuyén gen, khong hai cho dat trong, c6
chira thanh phan cac chét doc hai trong muic cho phép (As < 0,0001 %, Cd < 0,00002%. Co
<0,0005%, Cr, Pb va Cu <0,001%). Thoi gian bao quan trong 1 nam.

Ché pham dugc dong tui 200g/tdi, c6 in ngay san xuit. Trong budc nay co thé bo
sung thém cac doan ré ciia cdy Ma dé Ribwort vao san pham phdi tron dé ho trg duy tri bao
t0r clia ndm ré ndi cong sinh.

Thuc té thir nghiém cho théy, ché phém nam ré noi trén cé hiéu qua kich thich sinh
trudng cho cay che (Camelia sinensis) (kich thudc, sé luong bup / cdy va sinh khéi kho /
m?) va rau cai xanh (Brassica rapa subsp. chinensis) (kich thudc, s6 luong 14 / cay), lam
giam ham luong thude trir sau OP loai Chlorpyrifos trong rau va trong dat trong rau, che t6i

5 14n so voi cdy khong st dung ché pham.

Can phai hiéu rang, phan mo ta trén day chi véi muc dich minh hoa cho sang ché va
do d6 khong lam giGi han sang ché theo bét ky cach nao. R rang 14, trén co s& phan mo ta
nay, ngudi cd hi€u biét trung binh trong linh vuc nay cé thé thuc hién cac bién doi va/hoac

cai bién twong duong vaéi cac phuong an cu thé duge mo ta theo sang ché.

Vi du thwe hién sang ché

Sau day, sang ché s& duoc mo ta chi tict hon nita thong qua cac vi du chi vo1 muc
dich minh hoa cho sang ché. Can luu y rang, cac budc, thanh phan va diéu kién thuc hién tot
hon la, nhung khong chi gidi han ¢, cac bude, thanh phan va di€u kién nhu duoc moé ta mot

cach cu the trén day va dudi day.

Vi du 1: Quy trinh san xuat 10kg ché pham vi sinh tir vi khuén Ensifer sp. CNN3 va cic vi

sinh vat nam ré theo sang ché

Céc chung nam 1é Gigaspora sp. CPNR1, Glomus sp. CPNR2 va Scutellospora sp.
CPNR3 va chung vi khudn Ensifer sp. CNN3 do Phong Sinh hoc thuc nghiém, Vién Hoa
hoc cac hop chét thién nhién — Vién Han 1am Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam cung cap.
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San xuat hon hop bao tir trén chat mang

Hat gidng cdy Ma dé duoc khir triung bang con, NaOCl 3% va ria lai bang nudc cat.
Tiép do, tao mau dat nhan gidng bing cach tao bau dit theo ti 1é 1 cat vang: 2 than bun. Khu
tring gia thé 1an 1 & nhiét do 60°C trong thoi gian 1 gid, sau 24 gio khir trung lan 2 & nhiét

d6 121°C trong thoi gian 1 gio.

Bao tir ba chung ndm ré ndi cong sinh Gigaspora sp. CPNR1, Glomus sp. CPNR2,
Scutellospora sp. CPNR3 duoc nhin nuéi riéng ré trén bau dét, xit déu nude du 4m dat sau
d6 gieo hat gibng ngay 1én trén phan dat mau. Mdi bau gieo tir 10 — 15 hat. Sau khoang 2
tuan hat da nay mam 6n dinh. tién hanh tia bo nhitng cay khong dat ti€u chudn va chi gilr lai

mdi bau dong déu 10 cay.

Sau khoang thoi gian tir 3 dén 4 thang ¢ nhiét do nim trong khoang tir 20 dén 30°C,
sinh khéi cdc chung nam ré nay duoc thu nhu trén Fig.1. Mdi ching ldy 200g sinh khoi va

phdi trén véi nhau dé thu duoc 600g (0,6kg) hon hop bao ti.

Tron 600g hdn hop bao tir nay vai 400g (0,4kg) chit mang bao gom céc thanh phan
véi ty 1€ % trong luong 1a bot dau tuong: 20%:; glucoza: 15%; cdm gao: 50%; CaCO;: 10%,
khoang chét: 5%; dé thu duoc 1kg hdn hop bao tir trén chat mang.

San xuét sinh khéi ctia chiing vi khuan Ensifer sp. CNN3

Chung vi khuan Ensifer sp. CNN3 duoc nhan sinh khéi trén méi truong Luria-
Bertani long chua tryptone 10g/1; cao ndm men 5g/l; NaCl 10g/l; agar 20g/l; méi trudong
duoc khir tring & nhiét do 121°C trong thoi gian 30 phut trude khi s dung va ty 1é cap
gidng 14 10%. Thuc hién quy trinh nhan sinh khéi ¢ nhiét d6 30°C trong thoi gian 48 gio dé

thu sinh khoi 1én men 16ng.

Tron 2,5 lit sinh khéi 1én men long voi 2,5kg chat mang (ty 1é theo trong luong bot
dau tuong: 20%; glucoza: 15%; cam gao: 50%; CaCOj; : 10%, khoang chat: 5%) da duoc
sdy & 50°C trong thoi gian nam trong khoang tir 1 dén 2 ngay trude khi tron. Sau do, say
kho hdn hop thu duge ¢ nhiét do ndm trong khoang tir 40°C dén 45 °C dén khi dat do am
khoang 10%, thu duoc 3,2kg sinh khéi ctia ching vi khuan Ensifer sp. CNN3.

Phdi tron
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Tron déu lkg hdn hop bao tir nAm ba ching ndm r& ndi cong sinh Gigaspora sp.
CPNRI1, Glomus sp. CPNR2, Scutellospora sp. CPNR3, 3,2kg sinh khi ctia chiing vi khuan
Ensifer sp. CNN3, 5,6kg than bun da duoc say kho, va 0,2kg polyacrylamit va nghién min
dé thu dugc 10kg ché phdm vi sinh theo sang ché. Pong gbi ché phdm nay voi luong
200g/go1i.

Vi du 2: Thir nghiém ché pham trén cdy rau cai xanh Brassica rapa subsp. chinensis
Phuong phép thtr nghiém:

Tac dong ctia ché pham dén nang suét rau va du luong thude trir sau OP trong rau va
dat duoc thir nghiém tai nha ludi trén cac chau thi nghiém. Gidng rau trong thir nghiém la
cai xanh lin Thanh Giang cta Trung Qudc (Brassica rapa subsp. chinensis) cung cap boi
Cong ty TNHH san xuat thuong mai va hat gidng Viét Nhat (Hoang Mai, Ha Noi). Thi
nghiém duogc bd tri theo khbi ngau nhién, 3 lan lap, mdi chau thi nghiém tréng S cay, lugng
dat trong mdi chau 1a 10kg. Lidu luong phan bén cho mdi chau la 0,7g uré, 1,7g supe lan va
0,3g kali clolua, mdi chau b sung 300g trau nghién phti bé mat.

B& tri ba cong thirc thi nghiém nhu sau:

CTR1: Cong thiic ddi chimg, khong bon ché pham si sinh theo sang ché

CTR2: Céng thic bon 10g ché pham theo sang ché/m’

CTR3: Cong thiic bon 100g ché phim theo sang ché/m”

Thi nghiém dugc thuc hién trén 3 céng thic, cac cong thiie CTR1, CTR2 va CTR3
déu dugc phun thude trir séu OP loai chlorpyrifos (CAS 2921-88-2) véi liéu 200mg/m’. Tai
thoi diém mdi cdy c6 3 la. Du luong chlorpyrifos trong mau dét va mAu rau sau khi phun 40
ngay dugc xac dinh biang phan tich sic ky khi GC-MS theo phuong phap chuin EPA
8141B.

Két qua thir nghiém:

Sau 2 thang trong trong nha ludi. cac 16 cay cai trong cong thie CTRI, CTR2 va
CTR3 duoc theo ddi va théng ké cac chi tiéu sinh trudng, gom cé chiéu cao cdy, so la / cay,
va nang suét thuc thu. Két qua quan sat dugc tom tit trong bang 1 dudi day. Két qua cho

thay ché pham vi sinh cua sang ché da lam tang chiéu dai than va ré & mtrc c6 y nghia, cu
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thé 1a lam tang ning suét rau cai trung binh tai cong thic bon 10 va 100g ché pham theo

7 A 2 2 1A 5 - \ [t 1A A ’
sadng ché/m” ¢ lan luot & mac 9.9 va 23.4% so voi 16 doi ching.

Béang 1. Pac diém sinh trudng va ndng suat cay cai xanh tai cac cong thire thi nghiém

Chiéu cao cay S6 14 Ning sudt Ning suét tang so
Cong thtrc A
(cm) (l4/cay) | thucthu(g) | doiching (%)
CTR1 (bC) 203+ 1.9 10,3 £ 1,1 151,0 -
CTR2 20,9+ 1,3 11,7+ 1.4 166,0 9.9
CTR3 242422 134+12 186.3 234
\

Sau khi phan tich da cho thay. ham luong chlorpyrifos trong dat trong rau ¢ 2 cong
thirc thir nghiém va céng thie dbi ching ¢ su bién dong ro rét (Bang 2): Ham luong
chlorpyrifos trong mau dat tai CTR2 (b6 sung ché pham vi sinh theo sang ché voi luong
10g/m2) & muc 7,07mg/kg dat, trong mau dit tai CTR3 (bd sung ché pham vi sinh theo sang
ché voi lugng 100g/m?) & muc 4,173mg/kg dat, giam 1an luot 59.1 va 75,9% so vdi doi

chung.

Bang 2. Ham luong chlorpyrifos trong dét trong rau cai xanh sau 40 ngay

Ham luong chlorpyrifos |Ham luong chlorpyrifos giam
Cong thtrc , , .
trong dat (mg/kg dat) so vo1 doi ching (%)
CTR1 (bC) 17,302 + 1,037 -
CTR2 7,070 £ 0,933 59,1
CTR3 4,173 + 0,861 75.9

S6 liéu phan tich ham luong chlorpyrifos trong 14 rau cai xanh & cac cong thirc (Bang
3) cho thay, ham lugng chlorpyrifos trong rau ¢ cong thirc CTR2 va CTR3 giam lan luot
81,5 va 96,4% so v&i ham lugng phan tich dugc ¢ trong 14 rau cai ¢ cong thic khong bo

sung ché phém (CTR1).
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Bang 3. Ham lugng chlorpyrifos trong 14 rau cdi xanh sau 40 ngay

Ham luong chlorpyrifos |[Ham lugng chlorpyrifos gidm
Codng thuc , o
trong rau (mg/kg rau) so v&1 doi chung (%)
CTR1 (BC) 0,276 £ 0,031 -
CTR2 0,051 + 0,004 81,5
CTR3 0,010 + 0,001 96,4

Nhiing két qua nghién ciru so by vé anh huong cua liéu st dung ché pham vi sinh
trén cAy rau cai xanh trong thi nghiém cho thay, khi b sung ché pham theo sang ché ¢ mirc
10g/m* thi khong chi céc chi tiéu vé& niang sudt duoc cai thién ma hiéu qua phan huy du
lwong thude trir sau OP loai chlorpyrifos trong dit trong va trong cay rau cling ting dang ké
5o v&i dbi chimg. Dac biét, vgi mic 100g/m” thi hiéu qua vé sinh truéng, ning suit va phan
hity co chat OP cua ché pham dat muc cao hon rd rét. Két qua thir nghiém trén cho thay
trién vong ting dung ctia ché pham nhu mot loai phan bon vi sinh thé hé mai co tac dong

kép dbi véi cdy nong nghiép ngan ngay tai Viét Nam.
Vi du 3: Thir nghiém ché pham trén cay ché Camelia sinensis
Phuong phép thur nghiém:

Thir nghiém dugc thuc hién tai xd Hung Son, huyén Anh Son, tinh Nghé An, tién
hanh trén cdy ché kinh doanh gidng LDP1 (4-7 tudi). Thi nghiém duoc bé tri véi 3 cong

thirc canh tac nhu sau:
CTC1: Cong thirc khong bon ché pham theo séang ché (dbi chung)

CTC2: Cong thirc bon ché phdm theo sang ché voi luong 10g/m” (twong duong 1kg/6
thi nghiém)

CTC3: Cong thire bon ché pham theo sang ché vai lugng 50g/m? (tuong duong Skg/o

thi nghiém)

CTC1, CTC2, CTC3 déu dugc phun thube trir sau OP loai chlorpyrifos (CAS 2921-
88-2) voi liéu 200mg/m’ ngay trude khi bon ché pham theo sang ché. Thi nghiém duoc bd
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tri theo khoi ngau nhién hoan chinh, ba lan nhac lai. Dién tich méi 6 thi nghiém la 100m™.

Téng dién tich thi nghiém la 1200m”.

Du luong chlorpyrifos trong mau dat va mau 14 che tai thoi diém thu hoach (sau khi

phun 60 ngay) duoc xac dinh bang phén tich sic ky khi GC-MS theo phuong phap chuan
EPA 8141B.

Két qua thtr nghiém:

Trong thoi gian 2 thang bon ché pham va phun thudc trir sdu OP, dudi diéu kién

cham séc va nudce tudi nhu sau, cac chi tiéu vé sinh truéng (Chiéu cao cay, rong tan) va

nang suét (Chiéu dai, khéi luong va mat do bup) cay che tai cac cong thirc thi nghiém duoc

xac dinh. Két qua xac dinh cdc chi so trén ¢ giai doan trudc khi bon phan va thoi diém thu

hoach dugc tém tit trong Bang 4.

Béng 4. Két qua theo di cac chi tiéu sinh truong va nang sudt cua cdy che tai thoi diém

trude khi bon ché pham va thoi diém thu hoach.

Coéng | Chiéu cao cay Chiéu dai | Khdiluong | Mat do bap (bup
) Roéng tan (cm) ) ,
thirc (cm) bup (cm) bup (gam) / m”)
Thoi diém theo doi: Trude khi bon ché pham
CTC1| 108,62+8.54 | 104,90 = 11,28 | 4,22 +0,53 | 0,282+ 0,019 | 651,93 +40.73
CTC2 | 107,76 + 10,07 | 105,05+9.85 | 4,21 £0.52 | 0,290 + 0,023 | 649.73 + 52.02
CTC3 | 109,03+933 | 1069+ 10,46 | 4,23 +0.45 | 0,283+ 0,021 | 654,40 + 65,69
Thoi diém theo doi: Thoi diém thu hoach

CTC1| 111,30+ 6,21 | 130,46+ 12,14 | 532+0,27 | 0,606 + 0,033 | 1126,67 + 52,74'
CTC2 | 113,27+835 | 137.04+11.37 | 542+0,43 | 0,646+ 0,041 | 1324.00 = 60.75
CTC3 | 114,83+ 7,66 | 141,29+ 10.55 | 547 0,60 | 0.668 + 0,028 | 1360.88 + 40.29
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Két qua tai bang 4 cho théy, viéc str dung ché phém vi sinh ndm ré thé hé m&i da lam
tang mot sd chi tiéu sinh truéng nhu chiéu cao ciy va do rong tan cua cac dbi tuong che
theo doi. Ngoai ra, du chi tiéu vé chiéu dai bup khong cé su khac biét dang ké gitra CTC2
va CTC3 so v6i CTC1, nhung nhitng chi tiéu khic vé ning suat cta cay ché nhu khdi luong

bup va mat d§ bip dd ghi nhan muc ting dang ké so vai cong thirc khong bon ché pham.

Két qua sau khi phan tich du lugng OP trong dat va l4 cay ché thu tai cac cong thuc
CTC1, CTC2 va CTC3 tai thoi diém thu hoach (60 ngay sau khi phun thube trir sau OP)

dugc mo ta trong bang 5 va bang 6.

Bang 5. Ham lugng chlorpyrifos trong dat canh téc ché tai thoi diém thu hoach

Ham luong chlorpyrifos trong | Ham lugng chlorpyrifos giam so
Cong thac . . e
dat (mg/kg dat) v&i1 doi ching (%)
CTC1 (bC) 1,742 + 0,032 -
CTC2 0,864 + 0,089 50,6
CTC3 0,443 +0,025 74,7

S6 liéu phan tich ham luogng chlorpyrifos trong dat trong ché & cac cong thue cho
thdy, ham luong chlorpyrifos trong dét tréng che & cong thire CTC2 va CTC3 giam lan luot
50,6 va 74,7% so voi luong thude trir sau OP phén tich duoc ¢ dét thudc cong thuc khong

b6 sung ché phdm (CTC1).

Bang 6. Ham luong chlorpyrifos trong 14 ché tai thoi diém thu hoach

Ham luong chlorpyrifos |[Ham lugng chlorpyrifos giam
Cong thuc )
trong 14 che (mg/kg) so v6i1 doi chimg (%)
CTCI (BbC) 1,460 = 0,103 -
CTC2 1,031 + 0,097 29.4
CTC3 0,324 £ 0,074 77.8
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Ngoai ham lugng thude trir sau OP trong dét, viéc s dung ché pham dé cap trong
sang ché con thé hién tac dung lam giam du luong chlorpyrifos trong la che. Két qua thé
hién tai bang 6 cho thiy, sir dung ché pham theo sang ché voi lwong 50g/m? dét cho hiéu
qua cao nhét, giam 77,8% du luong chlorpyrifos trong 14 ché tai thoi diém thu hoach. Voi

lvong bén it hon (lOg/mz) thi hiéu qua nay dat dugc & muc 29,4%.
g q

Nhu vay ché pham vi sinh dé cap trong sang ché da thé hién anh hudng kép 10 rét to1
nang suat clia cay rau cai xanh va cdy che, ciing nhu kha nang phan huy du luong thude trir
sau OP trong dét va trong nong san. Ddi voi ning suat, ché pham giup san luong rau tang
hon 20% va tac dong tich cuc t6i sé lwong va chéat luong bup ché. Ché pham lam giam du
luong thude trir sau OP trong dét va trong néng san sau khi thu hoach dén 96%, tly liéu

luong st dung.
Hiéu qua dat dwogc ciia sang ché

Ché pham thu dugc theo séang ché gitip cho viée canh tac cay ndng nghiép trd nén
hi€u qua va an toan, mang lai lo1 ich lon hon cho nganh néng nghiép cua Viét Nam. Day la
san pham phan bon co chit luong, an toan va than thién véi moi truong, chinh vi vay hoan
toan phu hop véi xu thé cua thoi dai va vi mot muc tiéu phét trién nganh trong trot bén
vitng, lau dai.

Viéc img dung céac tap hop vi sinh vat thuéc nhém nam ré va vi khudn lam ché phém
phan bdn vi sinh da tac dung la mét viée lam mai. va day la lan dau tién mot quy trinh tao
ché phdm phan bon vi sinh tir ndm ré va vi khuan phan huy thude trir sdu duoc cong bo tai
Viét Nam. Dudi tac dung ctia ché pham trén sé& tao nén san pham néng nghiép co nang sut

cao, cai thién chat luong moi truong trong va sau canh tac ndng nghiép tai nudc ta.
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Yéu cau bdo ho
1. Ché pham vi sinh ¢6 hiéu qua lam tang nang suat cay trong dong thoi phan huy thude trix
sau phospho htu co chtra cac thanh phan sau:

- hdn hop sinh khéi bao tir ctia cac chung nam & Gigaspora sp. CPNR1, Glomus sp.
CPNR2, Scutellospora sp. CPNR3 trén chit mang v6i ty 1€ nam trong khoang tir 8 dén 12%

trong lugng;

_ sinh khéi vi khudn Ensifer sp. CNN3 v6i mat do tir 10° dén 10" CFU/g trén chat

mang voi ty 1& nam trong khoang tir 30 dén 40% trong luong;
- than bun kho véi ty 1é ndm trong khoang tir 55 dén 60% trong luong;
- hat polyacrylamit véi ty 1& nim khoang tir 1,5 dén 2% trong luong.

trong d6 chat mang doi voi cac sinh khoi vi sinh vat la hon hop cta cam gao, bot dau

tuong, glucoza, canxi cacbonat va khoang chét véi ty 1é theo trong luong nhu sau:

- cam gao: 50%;

- bot dau tuong: 20%:

- glucoza: 15%;

- canxi cacbonat: 10%:;

- khoadng chat: 5%:

trong d6 sb lugng bao tir cia mdi ching nim ré 1a khoang 200 bao tir/1g ché pham.
2. Quy trinh san xuat ché pham vi sinh theo diém 1, trong d6 quy trinh nay bao gbm cac
budc nhu sau:

(i) san xuét hdn hop bao tir ctia cac chung ndm ré: nhan giéng riéng ré& bao L cua cac
ching nam ré Gigaspora sp. CPNR1, Glomus sp. CPNR2, Scutellospora sp. CPNR3 trén
cdy Ma dé Ribwort (Plantago lanceolata) & nhiét do nam trong khoang tir 20 dén 30°C.
trong thoi gian nam trong khodng tir 3 dén 4 thang, tiép d6 bao tir cac chung ndm ré thu
duoc duoc phdi tron voi nhau ciung véi chat mang theo ti 1& bao ti chung Gigaspora sp.
CPNRI: bao tr ching Glomus sp. CPNR2: bao tir chung Scutellospora sp. CPNR3: chat
mang la 1:1:1:1 theo trong luong dé thu duoc hdn hop bao tr;
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(i) san xudt sinh khoi cta ching vi khuan Ensifer sp. CNN3: nhan giéng chung vi
khuén Ensifer sp. CNN3 trén mdi truong long Luria-Bertani ¢ nhiét do 30°C, trong thoi gian
nim trong khoang tur 48 dén 60 gio, tiép do tron sinh khéi 1én men thu duoc voi chit mang
theo t 1¢ thé tich:trong lugng 1a 1:1 va lam kho & nhiét do nam trong khoang tur 40 dén
45°C dén khi dat do 4m 10% dé thu duoc sinh khdi vi khuén Ensifer sp. CNN3 trén chat

mang;

(iii) phéi tron va tao ché phdm: phdi tron hdn hop thu duge & bude (i), sinh khoi thu

duge & bude (ii) véi than bun kho va hat polyacrylamit;

(iv) nghién min.
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Fig. 1. So' 6 phan lap bao tir nAm ré ndi sinh tir miu dat.
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Fig. 2. So' 46 quan hé phai sinh ctia ba chiing nam ré ndi sinh Gigaspora sp.
CPNRI. , Glomus sp. CPNR2 va Scutellospora sp. CPNR3 dua trén phan
tich sinh hoc phan ti.

Céc chung duoce danh diu vong tron () tuong ing voi chiung Glomus sp. CPNR2
(Mau9), Gigaspora sp. CPNR1 (Mau7) va Scutellospora sp. CPNR3 (Maul 1).
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Fig.3. Cay phan loai ctia ching vi khuin Ensifer sp. CNN3 dwa trén phin

tich sinh hoc phan tir.
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Fig. 4 Hinh 4nh nhin nuéi nam re in vivo trén cdy Ma de Ribwort (anh trai)
va anh hién vi cia bao ti nam ré phan lap tir ving ré cay Ma dé Ribwort

(x60) (anh phai).
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