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Linh vwe ky thuat dwgc dé cap
Giai phap hitu ich thuc linh vuc cong nghé sinh hoc, cu thé la @& cap dén quy trinh
nudi trong tao qua thé ndm Phlebopus spongiosus, st dung trong nong nghiép, cong nghiép

nudi trong nam an, nam dugc liéu.

Tinh trang ky thuit ciia gidi phat hiru ich

C6 khoang 20.000 dén 25.000 loai nAm ngoai cong sinh da dugc ghi nhan (Rinaldi va
cong su, 2008), trong d6 c6 hon 1.000 loai nim ngoai cdng sinh an dugc (Hall va cdng su,
2011), day la ngudn thure pham quan trong va c6 gia tri kinh té cao, tuy nhién hién nay ngudn
tai nguyén nay mdi chi dugc kham pha mot phan. N4m ngoai cong sinh dn dugc (Edible
Ectomycorrhizal Mushroom — EEMM) Ia ngudn thue pham cao cAp co gia tri vé mat dinh
dudng, duge liéu, huong vi thom ngon; thi trudng thuong mai héng nam lén t4i vai ty USD
(Zambonelli va Bonito, 2012). Céc loai ndm nay da s6 ¢co qua thé 16n, mui vi thom ngon dac
trung va hau hét ddu khan hiém, dat do, dugc ban véi gia cao hon nhiéu loai ndm khéc trén
thi truong qudc té (Zambonelli va Bonito, 2012). R4t nhidu loai ndm ngoai cdng sinh an dugc
co gia tri di dugc biét dén trén thé gi6i nhu: nam cuc (truffle, Tuber spp.), nim Matsutake
(Tricholoma matsutake), nam Cantherellus cibarius, Boletus edulis, Amanita caesarea,

Lactarius sanguifluus, v.v.

Nam ngoai cong sinh &n dugc séng cong sinh trong dAt, duoc nudi dudng boi ré cay
trong va ciy bui nhu cac nidm ngoai cong sinh khéac, dong vai trd quan trong trong viéc bao
vé va lam da dang h¢ sinh théai. Hon nita, ndm cOng sinh @n dugc tuong tac voi cac vi khuéan
khéc trong hé sinh vat d4t gop phan hinh thanh dét va ¢b dinh nito. Nhiéu loai nam cong sinh
an duoc cling g6p phan bao tdn sinh thai va kha doc dit bang cach co 1ap cac kim loai nang.
Ngoai ra, nim cong sinh véi ré cay trong con dong vai tro quan trong trong h¢ vi sinh vat
vung ré, giup cdy chi hat nude, mubi khoang va bao vé ving ré trudc céac vi sinh vét gdy bénh
(Barbieri va cong su, 2012). Nam cdng sinh an dugc khong chi cung clp cac loi ich vé sinh
thai gitta cay voi nam ré, ma con cac lgi ich kinh té va xa hoi thong qua viéc san xuét va thu
hoach nam c6 gia tri kinh té cao. Hién nay, viéc nudi tréng nhan tao cac loai nam cong sinh
gap rat nhiéu kho khin, do vay thu hai ty nhién la ngudn cung cép chinh cho thi truong. Tur

cubi thé ky XX t6i nay, ngudn thu hai ngoai ty nhién ngay cang giam manh do anh huong cua
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bién dbi khi hau va pha nimg (Hall vA Wang, 1998; Boddy, 2014) trong khi nhu cdu st dung
ngay mot tang, thuc ddy sw quan tAm nghién ctru nudi cAy nhan tao nhimg lodi nim nay

(Giomaro va cfng sy, 2005).

Khé khin trong viéc nudi trdng nhan tao cic loai ndm cong sinh do sy lién két sinh Iy,
sinh thai giita ndm va hé ré cdy chii ciing nhu tuong tac gilta nAm véi sinh vat khac trong dét
(Hall va cong sy, 2005; Zambonelli va Bonito, 2012). Nudi trong ban tir nhién bing viéc chu
dong cho gibng nim tiép can va x4m nhiém vao hé ré cha ciy chil ngoai tir nhién, dién hinh
nhu viée nudi tréng ndm cyc (Tuber spp.) moc dudi mit dat tai Chau Au (Hall va cong su,
2003). Nhimg nim 1800, viéc nudi trdng ndm cuc (truffle) duoc thuc hién ban tu nhién bing
k§ thuat ciia Taylor, trong d6 gieo hat trong cdy & chd cay sb6i moc ndm cuyc, sau 5 - 10 nim ciy
trong ciing 14y nhiém va moc ndm cuc. Tuy nhién véi k§ thuat ndy cay trong ciing tiép xuc véi
tAt c& céc vi sinh V4t trong ving r& ciia ciy chii va ¢6 thé bi nhiém nim ngoai cOng sinh canh
tranh nhu Scleroderma, hodc cic tic nhin giy bénh, tuyén trimg va ¢bn trimg gdy hai. Do d6,
k¥ thuat thay thé duoc phat trién bing cach nudi cAy con vé6i phén ré bi nhidm nim c6 thé tao
duoc ciy con cd hé ré cong sinh v&i ndm cuc sach bénh, thich nghi hé sinh thai dét, khi hau.
Tuy nhién, do tubi ciy chi anh huéng t6i viée ra qua thé ctia ndm cdng sinh nén kéo dai thoi
gian chd dé thu qua thé. Hién nay, nudi 0 cAy chii voi bao tir ndm vén 1a phuong phéap phd bién

nhét cho sén xuit thuong mai ndm cuc (Giomaro va cong su, 2005).

Viéc nghién cira nudi tréng ban tir nhién cac nidm ngoai cong sinh an duge moc trén
mit d4t cling duoc nghién ciru va c6 nhimg thanh céng nhét dinh. Hién c6 ba loai d3 duoc
trong thuong mai 1a Lactarius deliciosus, Rhizopogon rubescens vi Lyophyllum shimeji. Cay
chii ciing duoc 1ay nhiém twong tir nhu phuong phap nhiém cia nAm cuc. Mot s6 nghién ctru
khac ciing dugc tién hanh trén cac loai nam Boletus badius, Boletus porosporus, Boletus
subtomentosus, Suillus piperatus va Boletus edulis tuy nhién khong tao dugc qua thé truéng

thanh (Giomaro va cdng sir, 2005).

Mét s& ndm ngoai cong sinh #n duoc ciing c6 thé tao nu ndm hosic qua thé in vitro nhur:
Boletus reticulatus (Yamanaka va cong su, 2000), Lyophyllum shimeji (Ohta, 1994) va
Phlebopus portentosus (Sanmee va cs, 2010). Mot loat cic méi trirdmg nudi cdy da duogce sir
dung cho nim ngoai cdng sinh nhu MMN, PDA, Hamada. Diéu tht vi 1a T. matsutake ting
trirdng t8t hon khi mdi trudng c6 mot it dich cia ré cdy chi Pinus densiora va hé sgi T.

matsutake nudi cy chim trong bon [én men (biofermenter) phat trién nhanh hon nubi trén dia

3



3597

va trong chai (Giomaro va cong su, 2005). Hebeloma radicosum nubi c4y trong chai 500 ml
chira 90 g mat cua, dai mach va 150 ml mdi truong dinh dudng, ph6i nudi u & 22°C tir 35 -
45 ngay va tao quéa thé & 17°C trong 21 - 32 ngay (Ohta, 1998). Boletus sp. ciing tao qué thé
khi nudi ciy v6i mat cua va dai mach trong chai 500 ml, nudi phéi & 22°C, 92 ngay trong tdi
va tao qué thé & 26°C tir 30 - 46 ngay véi 46 Am cao v chiéu sdng, khi c6 phil thém d4 xbp

thi tiing san huong ndm (Ohta va Fujiwara, 2003).

Nam 2015, cong ty King Hong Hongzhen Agricultural Science and Technology Co.,
Ltd., & Trung Qubc sau ba ndm nghién ciru, 4 nghién ciru thanh cong quy trinh nudi cAy nhan
tao nAm ngoai cong sinh an dugc Phlebopus portentosus & quy md cdng nghiép, khong cin
c6 cdy chi, v6i san lugng cé thé 1én dén 2.000 tan/nam. P. portentosus 13 loai nAm ngoai cong
sinh #n dwoc ¢6 gid tri, nén & Thai Lan va Trung Qudc d3 co rat nhiéu quan tAm nghién ctru
vé nm P. portentosus, tir nhimg nghién cira co ban vé thanh phén dinh dudng, dén gi4 tri
duge lidu, ciing nhu nghién ciru nudi tréng thanh céng loai ndm nay & quy mé cong nghiép
(Sanmee va cong su, 2010; Ji va cong su, 2014). Cac don ding ky sang ché vé phuong phap
nudi tréng ndm Phlebopus portentosus ndp tai Trung Quéc, nh CN 101491195A, CN
103766137A, CN103011935A. Loai ndm P. portentosus c6 quan hé loai gin v&i nim
Phlebopus spongiosus cia Viét Nam. O Viét Nam, P. spongiosus méi dugc phét hién nén
chira duoc biét dén rong réi, ciing nhu chira ¢6 nhiéu quan tAm nghién ciru vé thanh phén dinh

dudng, gia tri dugc lidu tiém ning clia lodi ndm ngoai cing sinh in dugc nay.

Phlebopus spongiosus thudc giéi ndm (Fungi), nganh Basidiomycota, 1ép
Basidiomycetes, by Boletales, ho Boletaceae, chi Phlebopus, loai Phlebopus spongiosus
Pham & Har. Takah. P. spongiosus 13 loai nAm méi ciia thé gi6i, dugc phat hién & mét s6
vuon cdy an qua ¢ Pong Nam B va Tay Nam B¢ bdi Pham va cOng su vao nam 2012.
P. spongiosus duge tim thdy moc nhidu & vudn budi (nén dugc goi 1 Nom buéi), thuong
duroc ngudi dan sir dung [am thye phdm. Loai ndm nay thich nghi véi diéu kién sinh thai nong
4m tai phia nam va 13 loai ndm 3n d4c hitu cta Viét Nam. P. spongiosus duoc phat hién cong
sinh véi nhém cdy c6 mui, 14 nidm ngoai cong sinh #n dugc (Edible Ectomycorrhizal
Mushrooms). P. spongiosus ¢6 mil nAm c6 mau nau t6i nau vang, d6i khi ndu dé khi truéng
thanh, dwong kinh khoéng 50 - 120 mm, dang ban céu khi ¢on non véi phén ria mi cudn lai
sau d6 m& rong véi phin ria mil thing, bé mit kho ¢6 I6p 16ng rat min khi con non sau do

tron nhin khi trudng thanh.
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Thi nghiém cta Pham (2012) khi nudi cdy P. spongiosus trén moi trudng PDA ciing
v6i ndm Trichoderma viride, P. spongiosus bi bao pht hodn toan sau 2 - 3 tuéin, tuy nhién P.
spongiosus xam l4n va bao phii khuén lac nim Aspergillus niger va Penicillium citrinmm sau
3 tun, nhu vay P. spongiosus c6 kha ning d6i khang v6i nAm gy bénh trong dét, khi két hop
nudi tréng véi cly dn qua, s& ting sirc dé khang clia cdy, ting ning sudt ciy trong. Bén canh
d6, 5% va 10% dich chiét P. spongiosus nudi trong mdi trrong Ohta 1éng cé tac dung irc ché
su phat trién ciia mdt sd vi khudn, bao gf’im ca vi khudn G* va G- Dich chiét
P. spongiosus ciing trc ché ting truéng cia té bao bach cdu cip tinh dong MOLMI3 va
MOLM14, chimg minh P. spongiosus c6 kha ning khang té bao ung thu nhur nhiéu loai ndm
khac, nhé hoat tinh sinh hoc clia cac polysacarit. P. spongiosus c6 kha niing khang vi khudn

va khang té bao ung thu, do d6 cé tiém nang sir dung 13m duoc pham.

Hién nay, trén thé gidi chua c6 bat ky nghién ciru ndo vé nubi trong tao qua thé nim P.
spongiosus va & Viét Nam chua c6 nghién ctru ndo v& nudi trdng tao qua thé ndm ngoai cong
sinh #n duoc ma khong cn nubi cdy véi cdy chi. Do d6, vAn ¢é nhu cdu vé viée nghién ciu
nudi trong lodi ndm nay gép phan bio tdn ngudn gen quy, khai thac va tin dung ngudn i
nguyén ciia ¢4t nudce, gop phin cho sy phét trién nganh trong nim trén thé gioi.

Ban chét k§ thuit ciia giai phap hiru ich

Dé giai quyét nhu cau néu trén, giai phap hitu ich & xuit quy trinh nudi tréng tao qua
thé ndm Phlebopus spongiosus, st dung trong néng nghiép, cong nghiép nudi tréng ndm n,
nim duoc lidu, quy trinh nay bao gdm cac budc:

a) Phén l4p va bao quan gidng ndm Phlebopus spongiosus:

gibng ndm Phlebopus spongiosus dugc phan 18p tir qua thé nim Phlebopus spongiosus
thu hai tr nhién trén moi truong PDA, nudi cdy trong t6i & nhiét dd 28 - 32°C, va duogc bao
quéan trong cac dng gift gibng & nhiét d6 4°C hoic -80°C;

b) Nhan gidng nAm Phlebopus spongiosus:

- gibng nAm Phlebopus spongiosus 43 phan 14p dugc chuyén vao binh tam gidc chira moi
trudng 1éng MPSB ¢6 cac thanh phén (g/): 2 - 4 g NHsHoPO4, 0,5 - 1,5 g KHPO4, 05-15 g
MgSO4, 0,6 - 1,5 gCaCly, 0,1 - 1 g cao ndm men, 0,0375 - 0,075 g Na;EDTA, 0,0278 - 0,556 g
FeSOx, 30 - 50 g dudng sucroza; diéu chinh pH=4, nudi cly trong t6i & nhiét d6 28 - 32°C, trong

diéu kién Iac véi tbe do 150-200 vong/phiit, sau 7 ngay thu dugc céc hat smh khéi ném;
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- nhén gibng tiép cac hat sinh khéi ndm trén dia petri chira méi trudng thach MPSA
c6 d6 pH=5.8, & nhiét d6 28 - 32°C, nudi cdy trong tdi, thoi gian tir 7 - 10 ngay, trong d6 moi
trudng MPSA c6 céc thanh phan (g/1): 1 - 3 g NHiHoPO4, 0,5 - 1,5 g KHyPO,, 0,5-15 ¢
MgS0Oq4, 0,6 - 1,5 g CaCl, 0,1 -1 gcao ndm men, 0,0375 - 0,075 g Na;EDTA, 0,0278 - 0,556
g FeSOs, 30 - 50 g dudng sucroza, 8 - 15 g aga;

¢) Nhan nudi meo 16ng ndm Phlebopus spongiosus:

gibng nudi cdy trén moi trudng thach néu trong buédc b) duoc cdy chuyén sang mdi
trrong nhan nudi meo 16ng MPSB & nhiét d6 28 - 32°C, nudi cly lic véi toe d6 150-200

vong/phit, nubi cdy trong t5i tir 7-10 ngay;
d) Nhan nudi phdi nAm Phlebopus spongiosus:

cAy meo long ndm thu duge & buéce ¢) vao cic bich chira méi trudng nubdi phdi nim
MPSP theo t 18 10% (theo khdi hrong), nudi ciy trong tdi & nhiét dd 28 - 32°C, théi gian tir
30 - 35 ngdy, trong d6 mdi trudng nudi phdi nAm MPSP bao gbm céc thanh phan khéi luong
mat cua : gao ltc v6i ty 18 2:1, bd sung thém 3,5% cém, 0,15 % MgSOa, 0,05% KH,PO4 (tinh
theo khbi lrgng mat cua), 6 dm 60 - 70%; va cac bich chira m6i truong MPSP duoc hég} tiét
trung & 121°C trong 90 phut trudc khi st dung;

e) Phi1 dat:

sau khi hé sgi lan hét bich phoi, tién hanh mé& ndp bich phéi, phii mot 16p dét day
khoang 3 cm, 6 4m 60 - 70% 1én trén céac bich phoi, nudi U tiép cac bich nay trong phong t6i
c6 d6 Am 80 - 90%, & nhiét d6 28 - 32°C, sau 7 ngdy nudi U, hé sgi nim s& lan déu trén bé mit
16p dat phi;

f) Cam mg tao qua thé nim:

chuyén bich phoi vao nha nubi trdng sau khi hé soi lan khoang % 16p @At pha, duy tri
d6 4m nha nudi trong 80 - 90%, chiéu sang 12 gid/ngay v6i cudmg d6 1000 - 4500 lux, nhiét
d6 26 - 30°C, sau khoang 7 ngay cac nu nim bat dau xut hién, tiép tuc duy tri d6 4m va tuéi
nhe d& nu ndm phat trién thanh qua thé ndm, sau 10 ngay tiép theo c6 thé thu hi ndm qua thé
con & dang non chua xoe rong, thit ndm chic va gion.
MO ta vin tit cac hinh vé

Hinh 1A mb t3 gibng ndm c6 to ném bi bién mau, giéng bi thoai hod va hinh 1B md ta

ném duoc hoat ho4 tir phuong phép bio quan 1éng.
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Hinh 2A mb ta ndm nudi trén méi tredng MPSA va hinh 2B mo6 ta nam ¢6 hién tugng

ché quat (sectoring).
Hinh 3 mb ta nAm nudi cdy 16ng trong mdi truong MPSB.
Hinh 4 mo ta phoi nAm da lan hét bich.
Hinh 5 mé ta hé sgi nim lan trén bé mt 16p dat phu.
Hinh 6 md ta nu nidm xuét hién 1an dau tién.

Hinh 7A mé ta cdy ndm v6i mil nam xo¢ rong va hinh 7B mo ta cdy nam v&i mi nam

hinh nén.
Hinh 8 md ta nAm cAy trén mdi truong PDA lam mdi trudng hoa nau.

Hinh 9A va hinh 9B md ta nhidu nu ndm phat trién trén bich phoi.

M0 ta chi tiét giai phap hitu ich
Giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh nuodi trong tao qua thé ndm Phlebopus

spongiosus, trong d6 quy trinh nay bao gdm cac bude:
a) Phén lap va bdo quan gidng ndm Phlebopus spongiosus:

Gibng ndm Phlebopus spongiosus dugc phén lap t qua thé nAm Phlebopus spongiosus
thu hai tu nhién trén moi truong PDA, nudi céy trong tdi & nhiét do 28 - 32°C, va duoc bao

quan trong cac ong giit gidng & nhiét do 4°C hodc -80°C.

Céc phuong phéap bao quan dé luu gitt gibng nam thudng duge str dung 1a phuong phap
cdy trén moi truong thach, luu trlt ¢ 4°C. Tuy nhién déi v6i cac loai ndm an, phuong phéap
nay bao quan ¢ dang hé s¢i khong c6 bao tir dan dén thoi gian bao quan ngan (chi luu trir
dugc 4 - 5 thang), to nAm bi bién ddi mau, gidng dé bi thoai hoa, gidng gia, yéu, chét (Hinh
1A). Do do, giai phap hitu ich dé xuét phuong phap bao quan gidng ndm & dang cac hat sinh
khdi ndm P. spongiosus bang cach nudi cdy ndm trong moi truong long lic, thu céc hat sinh
khdi, bao quan cac hat sinh khéi trong cac éng giit gidng chta nudc cAt vo trung, luu trix ¢
4°C, phuong phap nay cd thé bao quan dugc gibng nim an trong 9 thang, hé soi cua gidng
van gift nguyén dugc hinh théi ban dau, to nam khong bi bién mau, khong bi thoi hda, khong

bi chét, thoi gian hoat hoa gidng nhanh (Hinh 1B).

Theo mot phuong an khac, giai phap hitu ich dé xuét phuong phap bao quan gidng nim

P. spongiosus trén hat lGa bang cach nudi céy nam trén hat lua vo trung, dén khi to ndm lan hét
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cc hat Ia, thu hat, va b3o quan cac hat ndy trong ng giit gidng & nhiét d6 -80°C, phwong phap
nay c6 thé bao quéan duoc gidng nim &n vé6i thoi gian trén 18 thang, hé soi chia gidng van gifr

nguyén duge hinh théi ban dau, to ndm khong bi bién mau, khéng bi thodi héa, khong bi chét.

Gidng ndm Phlebopus spongiosus duge phén 1ap va bdo quan tai phong Cong nghé vi
sinh, Trung tdm Cong nghé sinh hoc, ¢6 dia chi s6 2374, quéc 16 1, phuong Trung My T4y,
quén 12, thanh phé H6 Chi Minh.

b) Nhan gibng ndm P. spongiosus:

Gibng ndm Phlebopus spongiosus 43 phén 1p duoc cdy chuyén vio binh tam gi4c chira
moi trudng long MPSB c¢6 cac thanh phin (g/1): 2 - 4 g NHuH2POs, 0,5 - 1,5 g KHPO4, 0,5- 1,5
g MgSQ4,0,6 - 1,5gCaCl, 0,1 -1gcao ndm men, 0,0375 - 0,075 g Na;EDTA, 0,0278 - 0,556
g FeSOa , 30 - 50 g duong sucroza; diéu chinh pH=4, nudi ciy trong t6i & nhiét d5 28 - 32°C,

trong didu kién lic v6i the do 150-200 vong/phiit, sau 7 ngay thu dugc cac hat sinh khdi ném;

Nhién gidng tiép c4c hat sinh khdi trong dia petri chira m6i trudng thach duoc chon tir
moi trirdng MPSA hodc MPSA2 ¢6 d6 pH=5,8, & nhiét do 28 - 32°C, nudi céy trong téi, thot
gian tir 7 - 10 ngdy, trong d6 moi truong MPSA ¢é cac thanh phan (g/1): 1 - 3 g NHsHLPO4, 0,5
- 1,5 gKH2PO4, 0,5 - 1,5 g MgS0O4, 0,6 - 1,5 g CaClz, 0,1 -1 gcao ndm men, 0,0375 - 0,075 g
Na;EDTA, 0,0278 - 0,556 g FeSOy4, 30 - 50 g dudng sucroza, 8§ - 15 g aga; mdi truong MPSA2
c6 cac thanh phin (g/M): 1,65-3,3 g NH4NOs, 1,9-25 g KNOs3, 0,17 - 0,35 g KHoPO4, 0,44 -
0,65 g CaCly, 0,37 - 0,43 g MgS0y4, 0,0062 - 0,0072 g H3BOs, 0,0223 - 0,034 g MnSO4, 0,0086
-0,0095 g ZnSO4, 0,00083 - 0,00098 g K1, 0,00025 - 0,00037 g NazMoOs4, 0,000025 - 0,000038
g CuSOs4, 0,00025 - 0,00035 g CoCl,, 0,0373 - 0,039 g Na;EDTA, 0,0278 - 0,045 g FeSOsq,
0,001 - 0,002 g axit nicotinic, 0,001 - 0,002 g pyridoxin, 0,001 - 0,002 g thiamin, 0,0001 -
0,0002 g biotin, 0,001 - 0,002 g pantothete -Ca, 30 - 50 g dudng sucroza va 8 - 15 gaga;

Khi nudi ciy trén méi truomg MPSA2 hé sgi ndm lan nhanh hon méi truong MPSA,
tuy nhién thanh phin méi truomg MPSA2 phirc tap v6i nhiéu hop chét, bén canh d6 céc chét
gbc NOs~ 13 loai hoa chét khan hiém trén thi truong. Do d6, néu c6 da céc thanh phan méi
truomg MPSA2 c6 thé st dung mdi truong nay dé nhan gidng, hodic van c6 thé nhén giéng

bing MPSA véi thanh phin don gian, dé kiém.

s A A . 5 A c oA - ~ = - 2 A
Giong nam P. spongiosus 1a nim ngoai cfng sinh nén c6 thoi gian sinh trudng chim
hon rat nhiéu so v&i cac loai ndm &n théng thudng khi nubi cly trén c4c loai mo1 frudng nudi

chy ndm PDA (Potato Dextro Agar), MYA (Malt Yeast extract Agar), v.v.. Khi nudi ciy trén
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cac loai méi trudng ndy hé soi ndm s& lam héa ndu mdi trudng, mdi trudng hoa niu giy tic
ché su sinh trudng clia hé soi, lam hé soi sinh truéng rat cham, hé s¢i ndm lan hét dia petri
sau 35 - 45 ngay nudi cdy. Mdi truong MPSA va MPSA?2 cho thoi gian nhén gidng nim P.
spongiosus nhanh hon gip ba 14n so vé&i cac loai méi truong thong thudng, sau 7 - 10 ngay
nuoi cdy hé s¢i ndm da lan hét dia petri. Hé sgi ndm sinh trudng trén mdi truong MPSA ma

khong lam hoéa ndu moéi truong (Hinh 2A).

Phuong phap nhan gidng theo cach cdy chuyén gibng tir gibng 1ong qua mdi truong
thach, thay cho phuong phép truyén théng cdy chuyén gibng tir mdi trrong thach qua thach
cho hiéu sut nhan gidng I6n, thai gian nhén gibng nhanh, gidng it bi tho4i héa. Khi cdy
chuyén gidng tir thach qua thach nhidu 13n d& 1am cho gidng bi thoai héa, giong xuét hién
ving ché quat trén moi trudmg (sectoring), ving ché quat 14 cac ving to dang bong xen 14n
v6i to dang ré (Hinh 2B), to dang ré 13 to khée c6 kha ning tao qua thé t6t hon to dang bong,

quan sat hinh thai hé soi trén méi trudng thach & chon gidng tdt cho qué trinh nhén gidng,

Giai doan nhin gibng nim trén méi truong thach 13 giai doan cin thiét trong quy trinh
nhan giéng cho nudi trong tao qua thé nim. Khi nhin gidng trén mdi trudng thach co thé quan
sat dugc hinh thai, mau sic cia hé sgi ndm tir d6 kiém soat duoc chét Iuong gidng, loai bd
gibng gia, gibng yéu, gidng bi thoai héa, ddng thoi kiém soat duge tinh trang nhidm ctia giéng

d8 c6 thé xir ly kip thoi cho bude nhan giéng 16ng tiép theo.
¢) Nhan nudi meo 16ng ndm Phlebopus spongiosus:

gibng nudi ciy trén mdi truong thach néu trong bude b) duge cdy chuyén sang mdi
truong nhan nudi meo léng MPSB & nhiét d6 28 - 32°C, nudi ciy lic véi tbe dé 150-200
vong/phut, nudi cdy trong tdi tir 7-10 ngady; Khi nudi cdy 1dng trong diu kién lic nim P.
spongiosus trong cac moi truong théng thuong nhir; PDB, MYB, Ohta, v.v., nim lam dich
méi trirdmg héa nau, din dén sinh khdi ndm thu duge thdp hon so véi méi trudmg MPSB, ndm

khong 1am hoa nau méi truong MPSB (Hinh 3).

Phuong phap nhan meo nim #n truyén thdng 13 cdy ndm trén mdi truong hat Ia, sau
d6 cdy chuyén Iia qua cong khoai mi, tir cong khoai mi cAy chuyén qua bich phdi hosic cdy
truc tiép laa vao bich phéi, phuong phap nay co6 thoi gian nhan gidng dai 30 ngay trén moi
triromg hat 1a va 30 ngdy trén cong khoai mi, gidng rat d& bi thoai hoa vi hé soi bi dit giy
khi cdy chuyén nhidu 4n qua mdi trirdng la v3 cong mi. Phuirong phap nhén gidng bing méi

trudmg 16ng trong didu kién lic cho hiu suét nhan giéng cao, thai gian nudi ciy ngan, chat
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luong gidng ddng déu, bn dinh, giéng it bi thoai héa khi ciy chuyén nhiéu 1an. Nudi ciy léng
trong diéu kién léc, nim thu duoc cic hat sinh khoi riéng 1& cé siic séng manh, sinh trudéng
nhanh, céc hat sinh khéi nguyén ven khéng bi dirt giy khi ciy chuyén nhiéu lan, do d6 dam
bao duoc chit lugng giéng dn dinh. Tuy nhién phuong phap nhan nudi meo 1éng ndm doi hoi
diéu kién nudi ciy vo tring khit khe hon céc phuong php nhan giéng truyén théng, vi vay

cAn kiém so4t duoc tinh trang nhidm ctia gidng, tranh nhidm hang loat tir gidng qua bich phéi.
d) Nhan nudi phdi ndm Phlebopus spongiosus:

Cay meo 16ng ndm thu dugc & budc ¢) vao cac bich nilon chira mdi truong nudi phoi
nidm MPSP theo t§ 18 10% (theo khéi luong), nudi cly trong t6i & nhiét d6 28 - 32°C, thoi
gian tir 30 - 35 ngdy. Moi trudng nudi phdi nAm MPSP bao gdm céc thanh phéan chinh 14 mat
cua va gao It c6 46 4m 60 - 70%, trong d6 ty 18 khdi lwong mat cua: gao 1t 14 2:1, bd sung
thém 3,5% cam, 0,15 % MgSOs, 0,05% KH>POs (tinh theo khéi lugng mat cua). D6 Am moi

truong nubi phdi ndm 13 60 - 70%.

Céc loai ndm an phd bién 1 ndm hoai sinh, méi trudng nudi phdi clia cac loai nAm nay
thudmg sir dung thanh phén chinh 13 mat cua, khong phdi trdn v6i gao. Tuy nhién
P. spongiosus 13 ndm ngoai cong sinh, khi nuéi ciy trén méi truomg 100% mat cua, hé s¢i
nam khong sinh truéng. Do d6, moi truong dé nudi phoi ndm céng sinh ngodi thanh phan
chinh 14 xenluloza cin phai bd sung thém thanh phan tinh bot tir cac loai hat (Itia, gao, dai
mach, v.v.). K&t qua khao sat cho thay nudi phdi ndm P. spongiosus v6i thanh phin moi
trrdng: mat cua phdi tron gao Itc ti 16 2:1 cho hé soi lan nhanh va ti 16 nhiém thip nhat, mat
cra phéi tron céc loai hat khéc & cAc ti 16 khéc khi nudi phdi hé soi ndm phét trién chim hon
va ti 1& nhi€ém cao hon.

Céc bich chira méi trrdng MPSP thudng c6 trong lwong 250 g/bich, dugc hap tiét tring
& 121°C trong 90 phit trude khi sir dung. Khi sir dung gidng 16ng dé cdy phdi, thoi gian nudi
ph6i nhanh hon so v&i cc loai meo hat, meo cong, tuy nhién phdi d& bi nhiém hon so véi cac
loai meo giéng théng thueng khac, do d6 thoi gian vo tring mdi truong cAy gidng phai kéo dai.

e) Phi dit

Céc bich phdi thu duoc & bude d) sau khi hé soi lan hét bich phai (Hinh 4), tién hanh
mé& ndp bich va phii dt cic bich phdi. Dét phii dugc sir dung c6 thé 13 d4 nui lira (vermiculite,
perlite, v.v.), d4t sach, dt thu & vudm cdy, v.v, 4t phii duoc chon phai gilt dugc @6 4m 60 -

70%. C6 thé phdi tron thém tir 5 -30% cac loai phan hitu co, phan chudng hofic phan héa hoc
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vai 16p phu dé rat ngan thoi gian tao qua thé. Tuy nhién can luu y khi st dung cic loai phén
hitu co, phan chuéng chua duoc xir Iy u nhiét k¥, d& mang mAam bénh, cac 4u trung con trung
gdy hai nim, hodc khi sir dung céc loai phéan co6 phdi tron nim Tricoderma, nim Tricoderma
s€ phat trién xAm nhiém toan bd bich phoi nim. DAt pht t8i wu 1a dit thu trong vudn cdy an
qua, khong c6 chira xac ba dong thuc vat do d6 it bi con trung, Au trung xam nhap, phat trién

gy hai ndm, dat vuon cén dugc phoi xir ly dé loai bo ndm bénh.

Dit phu dat do 4m 60 - 70% duoc phu 1én bich phdi mot 16p day khoang 3 cm, nudi u
tiép céc bich nay trong phong tdi ¢ do am 80 - 90%, ¢ nhit do 28 - 32°C. Néu phong khong
da Am c6 thé phit mot 16p nilon 1én trén dé 16p phu khong bi méat Am. Sau 7 ngay nudi 4, hé

sgi nAm sé& lan déu trén bé mit 16p phu (Hinh 5).
f) Cam Ung tao thé qua nim

Sau khi hé soi lan khoang 2/3 16p dét phi & budc e), tién hanh di chuyén bich phoi vao
nha nudi tréng, nha nudi trdng ludn gitt do Am 80-90%, chiéu sang 12 gid/ngay v6i cuong do
1000 - 4500 lux, nhiét do 26- 30°C. Do 4m trén bé mit 16p phi va dd Am trong khong khi 1a
yéu t6 quan trong cam Ung tao nu nAm. Sau mot tudn di chuyén vao nha nudi trdng, cac nu
ném bit diu xuét hién (Hinh 6). Sau khi nu nim xuat hién, hai tudn tiép theo d6 nu ndm s@
phat trién thanh cay nim truéng thanh véi phén mil ndm xoe rong (Hinh 7A), thoi diém thich
hop dé thu hai ndm 12 khi m{i ndm con & dang n6n chura x0€ rong (Hinh 7B) (khoang 10 ngay),

thit nAm chic va gion, khi mil nadm da xoe 16n thit mém va mui vi giam.
Vi du thue hién giai phap hiru ich
Vi du 1: Phan 14p va bao quan gibng nam Phlebopus spongiosus

Né&m P. spongiosus dugc thu hai ngoai tu nhién, phan lap ndm ngay sau khi thu hai dé
dam bao chét luong giéng. CAt mot phan thit nam tir qua thé cdy trén mdi truong PDA, nudi
céy trong tdi, & nhiét do 28 - 32°C. Sau 5 ngay to nim bat dau lan tir thit nam, sau 35 - 40
ngay nam lan hét dia petri. Cay chuyén nim tir mdi truong PDA vao binh tam giac 150 ml cé
chira laa da dugc hip vo trung, sau 30 ngay hé soi nam lan hét cac hat la, thu cac hat lta vao
ong gilt gibng, bao quan gidng & -80°C. Gibng phan 1ap duoc ¢ trén su dung cho qué trinh
nhan giéng nAm, néu gidng phan 14p qua quaé trinh cay chuyén nhiéu 1an bi thoai hoa gidng,
c6 thé lay giéng da bao quan dé hoat hoa lai gidng. Ong gidng bao quan 6 -80°C dugc rd dong

tir tur, sau do chy trén moi trudng MPSA 8 hoat hoa gidng, giéng sau 1,5 ndam bao quan van
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gift duoc chét luong gibng nhur ban dau va cé thé st dung cho qua trinh nhan gidng nim.
Vi du 2: Nhan gibng ndm Phlebopus spongiosus

Gidng nam d3 phén l4p duoc ciy vao binh tam gidc chira mdi truong léng MPSB, nubi
cly & 28 - 32°C, nudi cdy lic véi tbe d6 150 - 200 vong/phut, nudi ciy trong tdi, sau 7 ngdy
thu sinh khdi, d6 cAc hat sinh khéi vao dfa petri chira mdi truong thach MPSA, m6t binh tam
gi4c chira 150 ml gibng c6 thé cdy duoc 30 dia petri. Sau 5 ngdy nudi ciy trén dia petri, hé
soi naAm bat du lan tir cac hat sinh khdi, quan sat mau sic hé soi, néu hé soi bi héa nu 1a
gibng da gia, hé soi xu1 to rdi dang bong 13 gidng d3 bi thoai hoa, hé sgi ¢ mau khac xen 13n
14 gidng bi nhiém, cAn loai bé cac dia gidng ndy. Céc dia c6 hé soi mau vang binh thuong, to
dang ré 14 gidng t6t, sau 7 ngdy nudi cly hé sgi gidng lan déu va 6n dinh, c6 thé sir dung cac

dia gidng nay cho giai doan nhan gidng 14ng.
Vi du 3: Nhan nudi meo 1éng ndm Phlebopus spongiosus

Tir mt dia petri gidng c6 thé cdy chuyén vao hai binh tam gigc chira 600 - 800 ml moi
truong MPSB, nudi cdy & 28 - 32°C, nudi lic véi toe 46 150 - 200 vong/phiit, nudi trong i,
sau 7 ngdy nudi cdy sinh kh6i ndm s& nhan déu 1én trong méi trudng, sau d6 dé yén 2 - 3 ngay,
quan st to ndm lan trén bé mat mdi trudng, néu khong xuat hién to ndm trén méi trudng 13
chai giéng bi yéu, xuit hién to khac la, c6 mau sic hinh thai khac thuong 13 chai gibng bi
nhiém, loai bé cac chai gidng ndy. Chai giéng c6 to ndm lan trén bén mit moi truong, hé soi
vang déu 14 gibng t6t, c6 thé sir dung cho giai doan nhan phéi gidng.

Vi du 4: Nhan nudi phoi ndm Phlebopus spongiosus

Chuén bi méi trudng nhén nudi phdi ndm, trén déu cac loai nguyén liu theo cong thirc:
5 kg gao 1ut (gao d3 bd sung nudc dé dat do Am khoang 60%), 10 kg mat cua (mat cira d4 bd
sung nudc dé dat 36 4m khoang 60%), 15 g MgSO04, 5 g KH2PO4, va 350 g c4m. Diéu chinh
d6 4m méi trudng nhan nubi 60-70%. Sau do, phan phdi vao cac bich nilon, mdi bich 250 g,
hép khir tring & 121°C trong 90 phut. Sau khi moi trudng ngudi, phan phbi 25 ml gibng meo
long vao mdi bich, nudi 1 trong t6i & 28 - 32°C, sau khoang 30 ngay to ndm lan s& hét bich
phoi, tién hanh mé nip bich va phu dét.

Vi du 5: Phu dét va cam tng tao qua thé Phlebopus spongiosus

Str dung d4t sach dé tréng cdy ¢é ban trén thi trudng, thém nudce dé dat 6 4m 60 -

70%, sau d6 phii 1én bich phoi mot I6p day khodng 3 cm, nudi 1 trong t6i, & 28 - 32°C. Sau 7
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ngay nudi 0, hé soi ndm sé& lan déu trén bé mit 16p d4t. Sau khi hé soi lan khodng % 16p dt,
di chuyén bich phéi vao nha nudi trdng, nha nudi trong thoang khi, luén ludn gitt 46 4m 80 -
90%, chibu sang 12 gid/ngdy véi cuong d6 1000 - 4500 lux, nhiét dd 26 - 30°C, phun swong
nhe 18n bich phoi d& gitr 4m bé mit, kich thich tao nu nim. Sau mdt tudn di chuyén vao nha
nudi trong, cac nu nim bt ddu xuit hién. Can duy tri d6 4m va tudi nhe dé ndm phat trién,
mdi bich phdi s& c6 mdt ciy ndm trudng thanh va cac nu ndm khac s& teo nhé roi chét di.
Khoang 10 ngay sau khi nu ndm xuét hién, ndm d& trudng thanh va c6 thé thu hai, mi nim

con ¢ dang non chua xoe rong, thit ndm chac va gion, ndm cé mui thom nong dic trung.

Hiéu qua dat dwgc ciia gidi phap hitu ich

Quy trinh nudi trong ndm Phlebopus spongiosus theo giai phap hitu ich tir lic nhan
giéng trén thach dén khi thu hai qua thé c6 thoi gian 13 68 - 75 ngdy, nhanh hon so véi cac
loai ndm ngoai cdng sinh 3n duoc d3 biét khac nhu Lyophyllum shimeji HY 1L, Boletus SF-
Bol 1a 150 ngay (Ohta, 1994; 2003), Phlebopus portentosus CMU51-320-2 1a 130 ngay
(Kumla va cong su, 2014) Phlebopus portentosus H-01-3-1 14 95 ngay (Ji va cOng sy, 2011).
Quy trinh nudi trdng don gian c6 thé 4p dung & quy mé cong nghiép véi moi trrdng nhan

gidng gbm cac hop chit vo co théng dung va nguyén liéu nudi phoi ré tién dé kiém.
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YEU CAUBAO HQ

1. Quy trinh nudi trng tao qua thé nim Phlebopus spongiosus bao gdm cac budc:

a) Phan 18p va bao quan gidng ndm Phlebopus spongiosus:

gidng ndm Phlebopus spongiosus dugc phan 14p tir qua thé ndm Phlebopus spongiosus
thu hai tir nhién trén moi trudng PDA, nubi cdy trong t6i & nhiét d6 28 - 32°C, va duoc béo
quan trong céc dng gift gidng;

b) Nhéan giéng niAm Phlebopus spongiosus:

- gibng nAm Phlebopus spongiosus d3 phan 13p duoc chuyén vao binh tam gidc chira moi
truomg 1ong MPSB c6 c4c thanh phan (g/1): 2 - 4 g NHWHPO4, 0,5 - 1,5 g KHPOs, 05- 15 g
MgS0O4, 0,6 - 1,5 gCaClz, 0,1 - 1 gcao nim men, 0,0375 - 0,075 g NaxEDTA, 0,0278 - 0,556 g
FeSO:4, 30 - 50 g dudng sucroza; didu chinh pH=4, nudi ciy trong t6i & nhiét d6 28 - 32°C, trong
diéu kién lic v6i toc 46 150-200 vong/phiit, sau 7 ngay thu dugc cac hat sinh khdi nim;

- nhén gibng tiép cac hat sinh khdi ndm trén dia petri chirta mdi truong MPSA c6 dd
pH=5.8, & nhiét d6 28 - 32°C, nudi ciy trong tdi, thoi gian tir 7 - 10 ngay, trong d6 méi truomg
MPSA cé thanh phan (g/1): 1 - 3 g NH{HPO4, 0,5 - 1,5 g KHoPOs, 0,5 - 1,5 g MgSO4, 0,6 -
1,5 gCaCl, 0,1 -1gcao ndm men, 0,0375 - 0,075 g Na;EDTA, 0,0278 - 0,556 g FeSOq4, 30
- 50 g duong sucroza, 8 - 15 gaga;

¢) Nhan nudi meo 186ng Phlebopus spongiosus:

giéng nudi cdy trén moi trudng thach néu trong budc b) dugc cdy chuyén sang moi
truromg nhén nudi meo léng MPSB & nhiét d6 28 - 32°C, nudi ciy lic véi tde do 150-200
vong/phiit, nudi ciy trong tdi tir 7-10 ngay;

d) Nhan nuéi ph6i nAm Phlebopus spongiosus:

cdy meo Iéng ndm thu duge & bude ¢) vao cac bich chira méi trudng nudi phdi ndm
MPSP theo ty 16 10% (theo khdi lugng), nudi cdy trong t8i & nhiét do 28-32°C, thoi gian tir
30 - 35 ngay, trong 6 moi trudng nudi phdi nAm MPSP bao gdm cac thanh phan khéi luong
mat cua: gao lic véi ty 18 2:1, bd sung thém 3,5% cam, 0,15 % MgSO04, 0,05% KH>PO4 (tinh
theo khéi lugng mat cira), thém nudc cho di do 4m 60 - 70%; va céc bich chita méi truong

MPSP dugc hip tiét trimg & 121°C trong 90 phat trude khi st dung;

e) Pha dat:
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sau khi hé soi lan hét bich phdi, tién hanh mé nip bich phdi, phi mét 16p dat day
khoang 3 cm, d 4m 60 - 70% 1én trén céc bich phoi, nudi 0 tiép cac bich nay trong phong t6i
c6 d6 Am 80 - 90%, & nhiét d 28 - 32°C, sau 7 ngay nudi 4, hé s¢i ndm s& lan déu trén bé mit
16p dat phui;

f) Cam tmg tao qua thé ndm:

chuyén bich phéi vao nha nudi trong sau khi hé soi lan khoang 2/3 16p dat pha, duy tri
d6 4m nha nudi trong 80 - 90%, chiéu sang 12 gid/ngdy véi cudng d6 1000 - 4500 lux, nhiét
d6 26 - 30°C, sau khoang 7 ngay cac nu nim bat ddu xuét hién, tiép tuc duy tri Am va tudi
nhe d& nu ndm phat trién thanh qué thé ndm, sau 10 ngay tiép theo c6 thé thu hai ndm khi qua

thé nim con & dang nén chua xde rong, thit nAm chic va gion.

2. Quy trinh nudi rdng tao qua thé ndm Phlebopus spongiosus theo diém 1, trong d6 viée
bo quan gidng nim 13 & dang hat sinh khdi va duoc thuc hién bing cach nudi cdy ndm da
phan 18p trong mdi trudong 1éng lic, thu cac hat sinh khdi, vi bio quan céc hat sinh khdi trong

cac ong gilt giong chira nudce cat vo trung & nhiét 46 4°C.

3. Quy trinh nudi tréng tao qua thé ndm Phlebopus spongiosus theo diém 1, trong d6 viée
bao quan gidng ndm 13 trén hat 10a va duogc thuc hién bing cach nudi cdy ndm @3 phéan 14p
trén hat lba v0 tring cho dén khi to ndm lan hét cc hat laa, thu cac hat lia ndy, va bao quan

cac hat ua nay trong cac dng gift gibng & nhiét do -80°C.
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