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(57) Giai phap hitu ich dé cap dén ché pham sinh hoc dung dé tii tao tham thuc

vat chita cdc thanh phin bao gébm hén hop gébm bao tir clia cdc chling ndm ré

Gigaspora albida ASG1 va Dentiscutata nigra DSB2 va sinh khoi cua cac chliing

vi khudn nét san Shinorrhizobium fredi DSM5 va Bradyrhizobium japonicum

ASS3, chit nén va céc chat dinh dudng bd sung. Giai phap hitu ich ciing dé cap

dén quy trinh san xuat ché pham nay.



1752

Linh vwe ky thuit dwoc dé cap

Giai phap hitu ich thudc linh vyc sinh hoc néng nghi€p. Cu thé, giai phap hitu ich
@& cap dén ché pham sinh hoc va quy trinh san xut ché phdm sinh hoc ding d tai tao
tham thue vat tir bao tir ciia cac chung ndm ré& ndi cong sinh Arbuscular Mycorrhizae

va cac ching vi khuan nét sin Rhizobium.
Tinh trang ky thuat ctia giai phap hiru ich

Ché pham sinh hoc dugc san xuét tir cac ching ndm ré Mycorrhizae fungi (MF)
va ndi cong sinh Arbuscular Mycorrhizae (AM) dd duoc dua vao san xuét va ing dung
trong viéc tai tao tham thyc vat, tao cidnh quan ¢ Nhéat Ban tir nam 2008 duoi dang
mang che phu (Takino filter Co.ltd, 2010). Mang che phil niy c6 thé dung duogc trén
moi loai d4t va dia hinh nham tai tao rung, phﬁ‘ xanh dat tréng ddi troc, cai tao dat hay
tao canh quan, v.v., ddc bi€t ché phém nay phat huy dugc hiéu qua rd rét trén ca cac
loai dit bi thoai hoa va nghéo dinh dudng. Hién nay, mang che phi dang nay tai Nhét
Ban van dang dugc nghién ciru hoan thién san xuit @ tang phd ung dung tuy theo
muc dich, didu kién thd nhudng va loai cdy trong. Tuy nhién, gia thanh cta loai san
phim nay khd cao, trung binh 250.000%m” va cac gibng AM st dung chu yéu 1a cac
ching ban dia (Gigaspora margarita va Glomus intraradices), chi phat huy dugc hiéu

qué tdi da trén cac vung sinh thai so tai.

Mot sb nghién ctru di cho thiy cac ching Arbuscular Mycorhizae (AM) va
Rhizobium c6 hiéu qua tdt cho cay trong (Alan et al., 2009; Alireza et al., 2011). Mot
sd tac gia da st dung cdc chung AM trong viéc bdo tri san golf bang cach gy nhiém
ching Glomus intraradices truc tiép cho cé khi trong (Amarathus, 2001) hay xu 1y cay
bang cac ching AM trong giai doan vuon wom giup cay phat trién sém khi trong trén
dat ring (Mridra, 2003). Vién Nghién ctru Sinh thai va Mdi truong rimg Viét Nam da
nghién clru san xuét ché pham nam r& ndi cong sinh AM tr Glomus sp. dugc st dung

dé bon cho cdy 1am nghiép nhu mot loai phan bén sinh hoc. Bén canh d6, mot s6 ché
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phdm Rhizobium cling da dugc nghién ctru va san xuét. L& Qudc Huy va cdng su
(2004) ciing da san xuat va thir nghiém ché pham Rhizobium cho cay keo Lai va keo
Tai twong dé lam ting sy sinh trudng va phét trién clia cdy va ting ning suét rimg

tré)ng.

( Viét Nam, ngay cang c6 nhiéu dién tich d4t bi hoang héa. Nguyén nhin nay
mdt phan 14 do nan pha rimg va khai hoang gy ra, mot phén khac do khong biét khai
théc nén sau mot vai nim gieo trong, dit tré nén kho can va thidu chét dinh dudng. Dat
khong dugc che phi lam tham thuc vat bi thodi hoa va xudng cip nghiém trong. Day
chinh la nguyén nhén gy nén hién twong x6i mon, gy ra lii lut diu ngudn, cling nhu
giam dién tich dAt canh tac dan dén lang phi ngudn tai nguyén dat. Thém vao dé, viéc
phat trién do thi héa cling 1am giam mot lwong 16n thyuc vét din dén chat luong séng
cia con ngudi cling bi anh hudng. Do d6, viée tai tao tham thuc vat dang 1a nhu cAu rét

16n.

Cac san phém hién c¢6 tai Viét Nam méi chi dung lai & mirc ché phém sinh hoc
hay héa hoc c6 tac dung giit 4m cho dét va kich thich cdy trdng phat trién. Tuy nhién,
cho dén nay chua hé ¢6 nghién ctru nao lién quan dén viéc san xuét ché pham sinh hoc
diing dé tai tao tham thyc vt tai cac ving dat nghéo chat dinh dudng. Do do, van c6
nhu ciu tim kiém céc ché pham sinh hoc nay nhdm khéc phuc cac nhuogc diém néu trén.
Ban chét ky thuit ciia giai phap hitu ich

Theo mot khia canh, giai phap hitu ich d& xuét ché phim sinh hoc ding dé ti
tao tham thuc vét chira cac thanh phin bao gdm hdn hop gbdm bao tir ciia cic ching
nidm ré ndi cdng sinh Gigaspora albida ASG1 va Dentiscutata nigra DSB2 va sinh

khdi ciia cdc ching vi khuan nt sin Shinorrhizobium fredi DSM5 va Bradyrhizobium
Jjaponicum ASS3, chét nén va cac chét dinh dudng bd sung.

Theo mot phuong an cu thé, giai phap hitu ich d@ xuét ché phdm sinh hoc ding
dé tai tao tham thuc vat chira cac thanh phén (tinh theo % trong lugng):

- Hon hop gdm bao tir clia céc chung nim ré& nodi codng sinh Gigaspora albida
ASG1 va Dentiscutata nigra DSB2 va sinh khdi cua cac ching vi khuan nbt sin

Shinorrhizobium fredi DSMS5 va Bradyrhizobium japonicum ASS3: 15-18%;
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- Chét nén: 80-83% ;
- C4c chét dinh dudng bd sung: 1,5-2,0%.

Theo mot khia canh khéc, giai phap hitu ich d& cap dén quy trinh dé san xuét
ché pham sinh hoc néu trén bao gbm céc bude: (i) nhan gidng riéng biét bao tir clia cac
chung ndm ré€ Gigaspora albida ASG1 va Dentiscutata nigra DSB2; (ii) nhén sinh
khdi riéng biét cac chung vi khudn nét san Shinorrhizobium fredi DSM5 va
Bradyrhizobium japonicum ASS3; (iii) tao hdn hop gdm bao tir clia cac ching ndm ré
ASG1 va Dentiscutata nigra DSB2 va sinh khéi ctia cac ching vi khudn nét sén
Shinorrhizobium fredi DSMS5 va Bradyrhizobium japonicum ASS3; va (iv) phdi tron

vé1i chat nén va céac chat dinh dudng bo sung.
M0 ta van tat hinh vé

Hinh 1 1a so dd khdi quy trinh san xuét ché pham sinh hoc dung dé tai tao tham
thuc vat.
M ta chi tiét giai phap hitu ich

Thuit ngit “tai tao tham thuc vat” dung dé chi viéc phu xanh cac vung dat
nghéo chit dinh dudng vén 1am cho cac thuc vt kho phat trién, theo tiéu chuin danh

gia vé dat ngheo chit dinh dudng ciia B Nong nghiép (CAm nang st dung dét nong
nghiép tap 7 (2009)).

Ché phdm sinh hoc ding d tai tao thim thyc vat theo giai phap hitu ich chira
cac thanh phan bao gdm hdn hop gdm bao tir ctia céc ching nam ré Gigaspora albida
ASG1, Dentiscutata nigra DSB2 va sinh khdi cua cac chung vi khudn ndt sin
Shinorrhizobium fredi DSM5, Bradyrhizobium japonicum ASS3; chét nén; va cac chit

dinh dudng bd sung.

Céc chung ndm ré dugc st dung dé tao bao tir theo gidi phap hitu ich 1a céac
ching nim ré ndi cong sinh Gigaspora albida ASG1, Dentiscutata nigra DSB2 (thuc
nhom AM) va cac chung vi khudn nbt san Shinorrhizobium fredi DSMS3,
Bradyrhizobium japonicum ASS3 dé tao sinh khbi dugc luu git trong bé suu tap gidng
vi sinh vat cia Trung tAm wom tao cong nghé Nong nghiép — Hoc vién Nong nghiép

Viét Nam. Céc ching Gigaspora albida ASG1 va Dentiscutata nigra DSB2 déu 1a cac
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ching nim ré ban dia duoc phan 1ap va tuyén chon tir ré cy trong trong nudc, c¢6 hoat
tinh sinh hoc va strc séng cao véi kha ning nay mam va xam nhiém ré cay tét nén
hoan toan thich nghi v6i céc diéu kién sinh thai ctia Viét Nam. Su lién két cua cac
nhém ndm r& AM lam ting hinh thanh nét sin & cdy ho dau, din dén tang cuong su
sinh trudng phat trién cta cay (Bethelenfalvay et al, 1987, Gueye et al., 1987; Badr
EL-Dim & Moawad, 1988, de la Cruz et al., 1988; Louis & Lim, 1988; Kaur & Singh,
1988) nh& kha ning hép thu dinh dudng, dic biét 1a phospho qua hé sgi nidm. Cac
chung vi khuén nét sdn Shinorrhizobium fredi DSMS va Bradyrhizobium japonicum
ASS3 ciing dugc phan 1ap tir ré cdy ho du trong nudc. Nhom vi khuén ndt san nay
cling da dugc chitng minh 1a kich thich sy phat trién cua cdy ho ddu manh hon nho su
cd dinh nito phan tr (Howeler et al.,1987). Sy ¢6 mdt cia cac ching vi khudn ndt sin
ban dia Shinorrhizobium fredi DSMS5 va Bradyrhizobium japonicum ASS3 lam ting
cuong kha ning c¢b dinh nito, c6 tac dung thic ddy hoat dong cia céc chiing nim ré
Gigaspora albida ASG1 va Dentiscutata nigra DSB2 cling nhu hoat dong cua hé vi
sinh vét hitu ich trong dét, 1am ting cudng sy sinh truéng phat trién cta cdy trong

ddng thoi c6 tac dung cai tao dét, gitp tai tao thanh cong tham thurc vat.

Hbn hop bao gdm bao tir clia cic ching ndm ré Gigaspora albida ASGI,
Dentiscutata nigra DSB2 va sinh khéi cia cac ching vi khudn nbt sin
Shinorrhizobium fredi DSMS5 va Bradyrhizobium japonicum ASS3 c6 trong ché pham

theo giai phap hitu ich véi lugng nam trong khoang 15-18% trong luong.

Chét nén duoc st dung trong ché pham 1a dit va céc chét hitu co. Thuong sit
dung dét phu sa song Hong do chira nhiéu khoang chat. Cac chit hitu co dwoc sir dung
bao gdm bot khd déu tuong va bdt ¢ véi ham lugng 2-3% mdi loai tinh theo téng
trong lwong chit nén. Ham luong chit nén trong ché phdm nam trong khoang 80-83%

trong luong.

Céc chit dinh dudng bd sung dwoc st dung trong ché phim bao gdm dét
khoang, ure va kali clorua dugc tron theo ty 1€ 32,5% uré: 25% phan kali clorua:
42,5% dit khoang. Ham luong chat dinh dudng bd sung nim trong khoang 1,5-2,0%

trong lwong cua ché pham.
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Quy trinh san xuét ché phdm sinh hoc theo giai phép hitu ich bao gbm céc budc

sau day:

(i) Nhan giéng bao tir ctia cac ching ndm ré Gigaspora albida ASG1 va

Dentiscutata nigra DSB2

Bio tit cia cac chiung ndm ré Gigaspora albida ASG1 va Dentiscutata nigra
DSB2 thu duogc tr bd swu tip giéng vi sinh vat cia Trung tim wom tao cong nghe
Nong nghiép — Hoc vién Nong nghiép Viét Nam. Viéc nhan gidng bao tir cac ching
Gigaspora albida ASG1 va Dentiscutata nigra DSB2 ¢ thé duogc thuc hién theo

phuong phap in vivo hodc in vitro.
a) Nhén giéng bao tir theo phuong phép in vivo :

Hat giéng cdy chii nhu ¢o man triu (Eleusine indica), Alfafa (Medicago sativa
L.) dugc khtr trung bang etanol 70° trong 1 phut, tiép tuc khir tring bang dung dich
natri hypochlorit 5% trong 3 phut (1ap lai 3 1in, mdi lan 1 phut), rdi rira sach bang
nuée vo tring 5 1an, mbi lan trong 1 phut. Sau do, hat gidng dugce cho nay mam trén

dia petri coO gidy loc thAm nudc vo trung & diéu kién 27°C cho dén khi ra ré dai 2-3 cm.

Céc bao tir cua chung nidm ré Gigaspora albida ASG1 va Dentiscutata nigra
DSB2 gbc sau khi khir tring va giit trong dung dich dinh dudng hodc dét 4m, dugc
khir trung lai trong chloramin T va streptomycin. X ly mét cach riéng biét cac hat bao
ter d4 nay mam (duge thyc hién trén gidy loc 4m trong dia petri v0 tring & 27°C va ré
dai 2-3 cm) vao hé ré cay chu trong chau chira 100g d4t vo trung véi 10 bao tir va 3
cdy con/ chau, nudi cdy con trong diéu kién ¢ 25°C vé6i 12h sang/ngay. Theo doi va bd
sung nudc vo trung hang ngay. Cac bao tir mdi sinh ra s€ duogc thu nhat sau 2 thang
theo phuong phap sang udt cai tién.
b) Nhan gidng bao tir theo phuong phép in vitro :
Trong didu kién thoi tiét bt thuan (qua lanh hodc qua néng), s& tién hanh nhan
sinh khdi theo phwong phép in vitro. Sir dung ngudn nguyén liéu 1a chung Gigaspora
albida ASG1 va Dentiscutata nigra DSB2 OK  da nay mAm dé tién hanh cong sinh véi

mo ré thuc vat trén mdi trudng MSR.
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Hat ¢6 Alfalfa (Medicago sativa L.) va/hodc Ruzi (Brachiaria ruziziensis) (cua
cong ty TNHH hat gidng Sen vang) dugc khir tring bé mat bing cach ngdm 5 phut
trong con etanol 70°, ngam trong dung dich natri hypochlorit 5% trong 10 phit, tiép
theo 1a rira k§ 5 1an bang nuéc cAt v6 tring. Sau d6 céc hat nay dugc ciy vao dia thach
0,5% agar voi lugng 5-7 hat/dTa, tiép d6 day kin bang parafin va Gp ngugc trong ti 4m

& 27°C va theo dbi qua trinh nay mam trong thoi gian 10 ngay.

Sau thoi gian tur 7 dén 10 ngay, cic hat nay mam véi doan ré dai khoang 3-5
cm. Dung panh va dao vo trung cat doan ré (khoang 3 - 4 d6t phan nhénh) va chuyén
sang moi trudong MS ¢o bd sung IBA (axit indole butylic) véi ndéng dd 1,5 ppm. Nudi
ciy ré phat trién trong khoang 15 ngay trén mdi truong MS nay, sau d6 quan sat va
danh diu nhiing doan ré khong nhi®m khuén (thuong c6 mau tring hodc vang nhat, c6
phan nhanh cap 1 hoic 2, c¢6 dudng kinh trdi hon) 8 tiép tuc cy chuyén. Diing dao vo
trung cét doan ré da xac dinh dai khoang 3-5 cm, rdi dung panh gap manh ré sang dia
petri dd c6 sdn mdi trudong MS co6 bd sung IBA méi, mdi dia petri ciy 2 doan ré véi
chiéu nguoc nhau. Boc kin dia peptri bing parafin r6i dua dia nay vao ti nudi cly
trong diéu kién t6i & 27°C. Thuc hién cdy chuyén nhu vy nhiéu 1an trong diéu kién vo
trung nham lua chon duoc cac dong md ré ¢o Alfalfa va/hodc Ruzi in vitro thuén, sinh
truong tot nht @& str dung 1am ngudn nguyén liéu cong sinh v6i AM. Thanh phan mai
truong MS dugce st dung cho vige chy chuyén la da biét trong linh vuc k¥ thuét nay
(xem: A revised medium for rapid growth and bioassays with tobacco tissue cultures.

Murashige and Skook, 1962).

Viéc cong sinh Gigaspora albida ASG1 va Dentiscutata nigra DSB2 véi mo ré
thuc vat thudn, duoc lva chon tr thir nghiém néu trén, dugc tién hanh béng cach dung
dao cAn than chuyén phan thach ctia mét dia peptri chira mot cach riéng biét cac chung
nAm ré Gigaspora albida ASG1.va Dentiscutata nigra DSB2 dd nay mam sang dit
vira vao phan thach vira loai bé trén moi truong MSR (Monoxenic culture of the
intraradical forms of Glomus sp. isolated from a tropical ecosystem: a proposed
methodology for germplasm collection) (Declerck et al., 1998) chira 0,5% aga, 4o pH
=5,5 cta mot dia peptri khac. Céy chuyén mo ré thuc vat thudn, duoc lva chon tir thi
nghiém néu trén 1én dia thach chira cac ching nim ré nay sao cho chiéu huéng phat

trién ctia rd méi s& cham soi ndm. Tién hanh nudi ciy trong dicu kién toi, 0 27°C. Theo

-7-
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di su tién trién cia ré, sgi ndm, hé cdng sinh va sinh bao tr mdi trén dia cady nham

loai bd su tap nhiém.

Sau thoi gian 4-5 thang, dém sb luogng bao tu riéng biét cia cac ching nim ré
Gigaspora albida ASG1 va Dentiscutata nigra DSB2 truc tiép theo 6 c6 kich thudce
Imm va thu nhit bao t& nim ré méi trén cac dia nudi cdy. Bao tir dugc khir tring bé
mit trong Chloramin T 2% véi Streptomycin 1200 ppm rdi cit gilt & diéu kién 4°C

lam giéng cho san xuat ché pham sinh hoc.

(if) Nhan sinh khéi cdc chung vi khuén ndt sin Shinorrhizobium fredii DSMS

va Bradyrhizobium japonicum ASS3.

Céc ching vi khun nbt sin Shinorrhizobium fredii DSMS va Bradyrhizobium
Jjaponicum ASS3 thu dugc tir bd suu tap gidng vi sinh vét ciia Trung tim wom tao cong

nghé Nong nghiép — Hoc vién Nong nghiép Viét Nam.

Tir éng nghiém giir gibng, cac chung Shinorrhizobium fredii DSMS va
Bradyrhizobium japonicum ASS3 duoc chy chuyén mot cach riéng biét sang éng
nghiém chira mdi trudong thach nghiéng, nudi cdy trong thoi gian 3-5 ngay. Tiép theo,
tién hanh nhén gidng cip I bang cach cly gidng vao binh tam gidc trén moi trudng co
thanh phﬁn nhu sau (tinh theo g/L): manitol 10; cao nam men 0,5; KH,PO, 0,5;
MgSO4.7H,0 0,25; NaCl; 0,1; pH 6,8, nudi cay trén méy lic (200 vong/phut) & nhiét
do 28°C trong 72 gio.

Tir moi truong nhin gidng cap I, gidng phat tridn tdt duoc cdy truyén voi lugng
5% (v/v) sang modi trudong nhan gidng cip 11 c6 thanh phan sau (g/L): manitol 10; cao
nidm men 0,5; KH,PO, 0,5; MgS0,4.7H,0 0,25; NaCl; 0,1; pH 6,8. Sau 72 gio nu6i céy
v6i the d6 khudy 300 vong/phut ¢ nhiét do 28°C, kiém tra kha ning sinh truéng, phat

trién va do thudn khiét 8 tién hanh nhan gidng chp II1.

Tir moi truong nhan gidng cap 11, gidng phat trién t6t duoc tiép tuc chy truyén
v6i lugng 5% (v/v) sang mdi truong nhén gidng cép III c6 thanh phén tuong ty nhu
moi treong nhan gidng cap II. Tién hanh 1én men véi tdc d6 khudy 300 vong/phut; tbc

d6 théi khi 1 lit/1 lit mdi trudng/1phut. Sau 120 gi0 nuoi ciy & nhiét do 28°C thu dwgc
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sinh khéi cac ching vi khuén ndt sdn Shinorrhizobium fredi DSM5 va Bradyrhizobium

japonicum ASS3 @é sit dung cho san xuét ché pham sinh hoc.

(iii) Tao hdn hop gdm bao tir clia cac chung ndm ré Gigaspora albida ASG1 va
Dentiscutata nigra DSB2 va sinh khdi cia cac ching vi khudn nét sin

Shinorrhizobium fredi DSMS5 va Bradyrhizobium japonicum ASS3.

Bao tir cua ting ching ndm 1& Gigaspora albida ASG1 va Dentiscutata nigra
DSB2 thu dugc trong muc (i) néu trén dugce tron véi nhau theo ty 1€ 1:1 theo sb lugng
dé thu duoc hdn hop bao tir ctia cac ching nim ré& nay. Sinh khéi cia timg chung vi
khuan nbt san Shinorrhizobium fredi DSMS5 va Bradyrhizobium japonicum ASS3 thu
duoc trong muc (ii) cling dugc tron vdi nhau theo ty 1¢ 1:1 theo trong luong dé thu
duoc hdn hop sinh khéi cta céc ching vi khuan nét sdn nay. Sau d6, hdn hop bao tir
cta cac ching ndm ré Gigaspora albida ASG1 va Dentiscutata nigra DSB2 dugc tron
v6i hdn hop sinh khéi cta cac ching vi khudn nét sin Shinorrhizobium fredi DSMS va
Bradyrhizobium japonicum ASS3 theo ty 1¢ 2300-2500 bao t/150-180ml. Ham lugng
hén hop nay trong ché phim nim trong khoang 15-18% trong lugng.

(iv) Phdi tron v6i chéit nén va chit dinh dudng bd sung

Chét nén dugc str dung trong ché phdm nay bao gdbm d4t va cac chét hiru co véi
ty 1€ 80-83% theo trong luong. Str dung loai dAt bat ky c6 chira khoang chit va chét
hitu co, chdng han nhu dét phu sa song Hong. Dit thu dugc dugc sang qua rdy c6 c& 16
2-5mm dé loai bo tan du thuc vat va dét da tho, sau do bd sung chét hitu co bao g(‘“)m
bot kho diu twong va bot ca theo ty 1€ 2-3% mdi loai tinh theo téng trong lugng chét

nén vao. Ham luong chét hitu co trong chét nén nam trong khoang 4-6% trong luong.

Céc chét dinh dudng bd sung duge sit dung trong ché phim nay bao gbm ure,
kali clorua va dat khoang min dugc phéi trdn theo ty 1&: 32,5% uré: 25% phén kali
clorua: 42,5% dit khoang. Ham luong cta chét dinh dudng bd sung trong ché pham

nam trong khoang 1,5-2,0% trong luong.

Hon hop thu duge néu trong muc (iii) s& duge phoi trdn v6i chat nén va chat

dinh dudng bd sung d& thu dugc ché phdm sinh hoc theo gidi phap hitu ich.
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Ché phim thu dugc dat chi tiéu chét lugng: 46 4m 23-25%; OC: 0,6-0,8%; N:
0,5-0,8%; P,0s: 0,07-0,1%; K,0O: 1,2-1,4%, cac ching ndm ré Gigaspora albida
ASGI va Dentiscutata nigra DSB2 ¢6 ham lugng > 2000 bao ti/kg, cac chung vi
khuan nbt san Shinorrhizobium fredi DSM5 va Bradyrhizobium japonicum ASS3 >10°
CFU/g. Ché pham nay c6 tac dung tai tao tham thuc vat & nhitng viing dt nghéo chit
dinh dudng, noi thuc vat khé phat trién, nhu duoc danh gia theo chi tiéu cua B§ Nong
nghi¢p (pH < 4,0; OM < 1-2%; TN < 0,08-0,1%; P,Osrs < 0,06%; K,Or5 < 1,0%;
P,0s4 < 10mg/100g; K,04 < 10mg/100g ). Ché phém nay s& duoc tron déu voi hat
giéng trude khi trai trén dién tich can tai tao tham thuc vat hodc tron vao hé ré cdy con
khi tréng ngoai thuc dia sau giai doan vudn wom ma khong cin bd sung thém dinh

dudng va gidm dugc so lan chdm séc nhu tudi nudce va trir sau.
Vi du thuc hién giai phap hiru ich

Céc vi du sau day chi nhdm minh hoa céc phuong an thuc hién giai phap hitu

ich ma khong 1am han ché pham vi yéu ciu bao ho cua giai phép hitu ich nay.
Vi du 1: San xuét ché phém sinh hoc dé tai tao tham thuc vt

Hat gidng cdy chi 1a ¢6 mén trdu, Alfafa (Medicago sativa L.) dugce khit tring
bang etanol 70° trong 1 phut, tip tuc khir tring bang dung dich natri hypochlorit 5%
trong 3 phit (1ap lai 3 1an, m&i lan 1 phut), rdi rira sach bing nuéc vo trang 5 1an, mbi
1an trong 1 phut. Sau d6, hat gidng dugc cho ndy mam trén dia petri c6 gidy loc thAm

nuée vo tring & diéu kién 27°C cho dén khi ra ré dai 2-3 cm.

Tir hop giit bao tir chung nim ré Gigaspora albida ASG1 va Dentiscutata nigra
DSB2 do Trung tdm wom tao cong nghé Nong nghiép — Hoc vién Nong nghiép Viét
Nam cung cip, cic ching Gigaspora albida ASG1 va Dentiscutata nigra DSB2 gbc
sau khi khir trung va gilt trong dung dich dinh dudng, dugc khir trung lai trong
chloramin T va streptomycin va dugc nhiém mdt cch riéng r& vao hé ré cdy cé Alfalfa
(sau khi cho hat ndy mam trén gidy loc 4m trong dia petri vo trung & 27°C va ré dai 2-3
cm) trong cac chau chira 100g dit phi sa séng Hong vo tring (theo cach khir trung 2
lAn & 80°C/60 phut cach nhau 24h) véi 10 bao tir va 3 cdy con/chau. Nudi cdy trong
diéu kién & 25°C véi 12h sang/ngady. Theo doi va twdi nude vo tring hang ngay cho

dam bao d6 m 40 - 45%.
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Bio tir cac ching nim ré Gigaspora albida ASG1 va Dentiscutata nigra DSB2
s& dugc thu hoach sau 2 thang tur dAt trong chau theo phuong phap sang udt cai tién.
Sau do, cac bao tir tot khong v& dugc khir tring bé& mat bang Chloramin T 2% v&i

Streptomycin 1200 ppm, rdi rtra sach bang nudc vo trung.

Céc chung vi khuén nbt san Shinorrhizobium fredii DSM5 va Bradyrhizobium
Jjaponicum ASS3 do Trung tdm wom tao cong nghé Nong nghiép — Hoc vién Nong
nghiép Viét Nam cung cép. Tir dng nghiém giit gidng, cic chung nay lan luot duge
cdy truyén sang 4ng nghiém chira moi truong YMA thach nghiéng, nudi cdy trong thoi
gian 3-5 ngay. Tiép theo chy gibng cip I vao binh tam gidc trén moi trudng co thanh
phﬁn (tinh theo g/L): manitol 10; cao nadm men 0,5; KH,PO, 0,5; MgS0,.7H,0 0,25;
NaCl; 0,1; pH 6,8, nuoi ciy trén mdy lic (200 vong/phiit) & nhiét do 28°C trong 72
g0, tbng thé tich gibng 12 0,3 lit; nudi trén mdy lac (200 vong/phut) & nhiét do 28°C
trong 72 gio (gibng cap 1).

300ml dich giéng cip I phat trién t6t dugc cdy truyén sang 6 lit mdi truong nhén
gidng cAp 11 trong binh 1én men dung tich 10 lit c6 thanh phan nhu sau (g/1): Manitol
10; cao ndm men 0,5; KH,PO, 0,5; MgSO4.7H,0 0,25; NaCl; 0,1; pH 6,8. Thoi gian
nubi chy 72 givr véi toe do khudy 300 vong/phit, ¢ nhiét o 28°C. 1500ml dich nhan
gidng chp II phat trién tdt dugc cdy truyén sang 30 lit moi truong nhén gibng cap I1I c6
thanh phan (g/1) twong tw nhu moi trudng nhan gidng cAp II trong binh dung tich 50 lit,
v6i tde do khudy 300 vong/phut; toe do thdi khi 1 1it/ 1 lit mdi trudng/ 1phut. Sau 120
gi0 nudi ciy & nhiét do 28°C thu dugc sinh khdi 1én men cac ching vi khuén ndt sin
Shinorrhizobium fredii DSM5 va Bradyrhizobium japonicum ASS3.

1kg chit dinh dudng bd sung duge chudn bi bang cach tron déu 325g uré véi
250g phén kali clorua va 425¢g d4t khoang min (vermiculite).

Chit nén duoc chuin bi bang cach sir dung 9,4kg d4t phtl sa song Hong da dugc
sang qua rdy 2mm dé loai bd cac tan du thyuc vat va dit da tho, sau do phéi tron thém

300g bot ca va 300g bot kho dau twong vao.

Bao tir cac chung ndm Gigaspora albida ASG1 va Dentiscutata nigra DSB2
duoc tron theo ti 1€ 1:1 ( khoang 12000 bao tit/loai), sau do dugc tron v6i 1800 ml dich
nhén giéng sinh khéi ciia cac chiing Rhizobium (900 ml Shinorrhizobium fredi DSM>
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va 900 ml Bradyrhizobium japonicum ASS3) v6i mét dd 23000-25000 bao tir/ 1800 ml

dé tao hdn hop gidng nim 18 va vi khuin ndt sin (khoang 1,8kg).

Phéi tron 1,8kg hdn hop gibng nim 18 va vi khudn ndt san thu dugc & trén vao
8kg cht nén da xt 1y nhu trén va 200g chit dinh dudng bd sung dé thu duogc ché
pham theo giai phap hitu ich .Ciing 6 thé thém nudc dé tao hat déu va dam bao do am

dat 25%.
Vi du 2: Thi nghiém v& hiéu qua tai tao tham thyc vat

Thir nghiém vé hiéu qua tai tao thém thuc vat dugc tién hanh tai Hoc vién Nong
nghiép Viét Nam (2015). Nhém 1 st dung d6i chimg 14 phan bon NK (bao gOm uré va
kali clorua). Nhom 2 st dung ché pham sinh hoc theo giai phap hiru ich. Thir nghiém
duoc tién hanh lap lai 5 14n trén cay co6 hoang lac (4drachis pintoi). Cac ché pham dugc
tron truc tiép vao hé ré cay cd hoang lac khi trdng bau trén dét thir nghiém véi lugng
12-15g/bau va 25 bau/m’.

Bang 1. Hidu qua ctia ché pham Ién sy sinh truong cua co hoang lac

Chi tiéu Chiéu Chidu  Trong Trong Ty l& ~ Sé bao tur S6

daithan  dairé  luong  luong XAm AM luong
than 1é nhiém nét san
Nhom ‘ AM
cm/cay g/cay (%)  /100g dit  Not/cay
1 12,13 6,08 7,39 2,01 9,48 8,25 7,32
2 19,35 12,50 18,65 8,89 45,67 45,56 22,78
LSD 5% 0,45 2,01 2,82 0,5 3,0 2,52 1,75
CV % 0,8 5,6 6,5 2,7 7,1 6,3 5,3

Két qua sau 4 tudn thtr nghiém, kha nang sinh trudng va phat trién ctia nhom st
dung ché phim sinh hoc cao hon so v6i nhém st dung d6i ching & muc sai s6coy
nghia. O nhém st dung ché phém sinh hoc, ¢ sinh trudng nhanh, trong luong thén,
trong lugng ré€ cling nhu mirc d6 xam nhidm r& va sb bao tir cao hon han so véi nhom
str dung ddi chung, dic biét 1a & cac chi tiéu sinh truong cia ré: chidu dai ré gép 2,05,
1in; trong luong ré glp 4,42 1An; mtc dd x4m nhiém ré glp 4,82 14n; sb luong bao ti

AM gép 5,52 1An va sb luong ndt sin gép 3,11 14n so v6i nhom st dung ddi chung.
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Bén canh do, ty 1é che phi & nhom cay nay cling cao hon hin (dat 95,63% sau 4 tudn),
gép 1,75 14n so v6i ddi ching (chi dat 54,6%).

Ngoai ra, két qua phan tich dt ciing cho thiy nhém sir dung ché pham sinh hoc
g6p phin vao su chuyén bién dét theo huéng tich cuc hon so v6i nhom st dung a6i
ching do su che phu cua thuc vat lam tang do Am cua dét va luong vi sinh vat hitu ich

cé trong ché pham.

Bang 2. Hi¢u qua cua ché phdm dén tinh chét dét

Chi tiéu Tinh chét d4t sau xu 1y
pH ocC N P,0s KO DPoxbép VSVTS
Nhém % (10°CFU/g)
1 6,1 1,68 0,14 012 1,69 46,4 8,6
2 6,5 1,75 017 0,13 1,72 67,3 98,7

Vi du 3: Thir nghiém tai tao tham thyc vét trén dat tréng ddi troc

Thir nghiém téi tao tham thuc vét dé pha xanh dét tréng ddi troc nghéo chét
dinh dudng dugc thyc hién tai xa Tién Phong, huyén Yén Diing, tinh Bic Giang
(2012) v6i hai nhém bao gdm nhém 1 st dyng phan bon NK lam chét @i ching va
nhém 2 st dung ché pham sinh hoc theo giai phap hiru ich véi dién tich 100m?/6 thir
nghiém.

Céc ché phim duoc tron déu voi hat gibng ciia cay ddu meéo (Mucuna pruriens)
theo ty 1& 110 hat dau meo/kg ché phém roi dem gieo véi mat do ché phém st dung la
300g/m”.

Bang 3. Hiéu qué cua ché pham dén su sinh trudng cia cdy dau meo

Chitiéu Tyléndy Chiducao  Sbla  Lrongluong frong

v X o 1 than (g/cdy) lugngre

Thot gian mam (%) (cm) (1a kép) (g/cay)
Tuin 1 Nhom 1 90,74 - - - -
Nhoém 2 97,68 - - - -
Tuin 2 Nhém 1 - 6,72 2,33 - -
Nhém 2 - 11,22 2,67 - -
Tuin 3 Nhoém 1 - 7,50 2,83 - -
Nhém 2 - 15,22 3,78 - -

Tuin 4 Nhém 1 - 9,55 4,33 2,18 0.85

Nhém 2 - 39,78 5,89 5,79 1,50
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N Nhoéom 1 - 44,67 8,12 3,99 1,07
Tuan 8

Nhém 2 - 95,87 12,24 7,83 2,69

Két qua thir nghiém cho thdy viéc sir dung ché pham sinh hoc trong nhom 2
gitp cho cdy ddu meo sinh truéng t6t hon (chidu cao cdy, chiéu dai ré, trong luong
than va trong luong ré) so voi nhom d6i chung chi st dung phan bon NK. O tuan tht
8, chidu cao cdy va s 14 kép trung binh/ciy & nhom sir dung ché pham sinh hoc (95,87
cm va 12,24 14/cay) cao vuot trdi so voi nhom d6i chung (44,67cm va 8,12 14/cay), dac
biét 1a chi s6 dién tich 14 (LAI) cao hon nhiéu so v6i nhém ddi ching. O nhém st
dung ché phim, chi sb dién tich 14 1én dén 1,83 (m” 14/m” dét) trong khi chi s6 LAI &
nhém dbi ching chi 14 0,56 (m* 1&/m”* dét).

Ngoai ra, két qua phan tich tinh chét dét thir nghiém ciing cho thy khi sir dung ché
phim theo giai phap hitu ich c6 tac dung cai thién tinh chét dat, dic biét nhd ¢6 tham thuc
vat che phu gitip 1am tdng do 4m cla dét va luong vi sinh vat hiru ich c6 trong ché pham.

Hiéu qua dat dwoc cia gidi phap hiru ich

Ché pham theo gidi phép hitu ich thu dugc trén co s& bao ti cua cac chung nim
1& Gigaspora albida ASG1 va Dentiscutata nigra DSB2 va sinh khéi cta cac chiing vi
khuan nét san Rhizobium Shinorrhizobium fredi DSMS5 va Bradyrhizobium japonicum
ASS3. Cac ching nay dugc phan lap tir cac ngudn trong nuéc, do do ché phdm thu
dugce cé gia thanh ré va co thé dugc tng dung rong rdi trong viée tai tao tham thue vét
& cac ving dat nghéo chét dinh dudng, thuc vat kho phat trién, cling nhu gitip cai tao
d4t do su che phu ctia tham thyc vét gitip lam ting do 4m va luong vi sinh vat ¢6 ich

¢é trong ché pham nay.
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YEU CAUBAO HO
1. Ché pham sinh hoc dung dé i tao tham thyc vat chira cac thanh phan (theo % trong

luong):

- hdn hop gdm bao tir clia cac ching nim ré noi céng sinh Gigaspora albida
ASG1 va Dentiscutata nigra DSB2 va sinh khéi cua cac ching vi khuin nét sin

Shinorrhizobium fredi DSM5 va Bradyrhizobium japonicum ASS3: 15-18%;
- chit nén: 80-83%; va
- chét dinh dudng bd sung : 1,5-2,0%.

2. Ché phidm theo diém 1 hoic 2, trong d6 chit nén bao gdm dat va chét hitu co 1a bot

kho dau tuong va bt ca

3. Ché pham theo diém 1 hoic 2, trong d6 chit dinh dudng bd sung bao gdm ure, kali

clorua va dat khoang.

4. Quy trinh san xuét ché phdm sinh hoc theo diém 1, trong d6 quy trinh nay bao gdm
cac budc: (i) nhan gidng riéng biét bao tr cua cac ching ndm ré nodi cong sinh
Gigaspora albida ASG1 va Dentiscutata nigra DSB2; (ii) nhén sinh khdi riéng biét
cac ching vi khuédn ndt sn Shinorrhizobium fredi DSMS5 va Bradyrhizobium
japonicum ASS3; (iii) tao hdn hop gdm bao tit ctia cac chiing ndm ré Gigaspora albida
ASG1 va Dentiscutata nigra DSB2 va sinh khdi cia cac ching vi khuan nét sin
Shinorrhizobium fredi DSMS5 va Bradyrhizobium japonicum ASS3; va (iv) phéi tron

v6i chét nén va cac chat dinh dudng bo sung.
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(G. albida ASG1va D. nigra DSB2)

1752

(S.fredii DSMS va B.japonicum
ASS3)

Nhan gidng in vivo
trén cay chua
10 bao t/3 cay
con/chiu
100 g dét vo
trung/chéu
(25°C, 12h sang/ngay,
2 thang)

Nhan giong in vitro
trén mo re

Nhan gidng cip 1
(28°C, 72 gid, lac 200 vong/phiit)

Mbi truong MSR
0,5% aga, nhén sinh

|

khéi mo r& moi
truong MS c6 IBA

(28°C, 72 gio, khudy 200 vong/phit)

Nhén gidng cip 2

1,5ppm
(25°C, diéu kién tdi, 4-
5 thang)

l

™~

/

(28°C, 120 gid khudy 300 vong/phut)

Nhan gidng cip 3

Bao tir AM

Sang qua ray 2-5

~

Chit nén (80-83%)

mm

(dAt + chét hitu co)

Bot kho dau tuong,
bot cé (4-6%)

|

(1.5-2,0%)

Chét dinh dudng bd sung

l

Ché phim sinh hoc

Hinh 1. Quy trinh san xuét ché phém dung téi tao tham thuc vat
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