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TOM TAT

360 mau rép sap (Pseudococcus sp) bi ndm bénh ky sinh dién hinh tai 3 tinh thudc Tay Nguyén
bao gom: Dak Lak, Pak Nong va Gia Lai da dwoc thu thap. Phan lap va giam dinh trong nam 2010 da
thu thap dwoc 4 chung ndm Metarhizium anisopliae Sorokin ky hiéu tr MR1 dén MR4, 7 chiing
Beauveria bassiana Vuill ky hiéu tir BR1 dén BR7. Déc Iwc cac chung ndm dwoc danh gia bing
phwong phap xac dinh enzyme ngoai bao, ching BR5 c6 dwong kinh vong phan giai enzyme dat
15,33 mm trén co’ chét kitin — T, 16 mm trén co chét kitin - C; ching BR4 dat twong (¢ng la 13,33 va
13,83 mm. Day la 2 ching BR sinh enzyme c6 hoat Iwc cao nhat. Chiing MR1 sau 7 ngay nuéi cay dich
thé c6 dwong kinh vong phan giai enzyme I&n nhét dat 15,33 mm trén co chét kitin - C va 11,00 mm trén
co chét kitin - T; chiing MR3 twong (rng dat 14,33 va 11,33 mm. Két qua nay cho thay day la 2 chung ndm
Metarhizium cho trién vong.

Tir khéa: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, nAm ky sinh, rép sap.

SUMMARY

360 specimens of scale insect (Pseudococcus sp) infected with mycopathogens in three Central
highland provinces of Dak Lak, Dak Nong, and Gia Lai were collected. The fugal isolation has
identified a total of 11 fungal strains, of which 4 strains (MR1 to MR4) belonging to Metarhizium
anisopliae Sorokin and 7 strains (BR1 to BR7) belonging to Beauveria bassiana Vuill. The virulence
test by evaluating extra-cellular enzyme activity indicated that the diffusion ring of the strain BR5 on
chitin-T substrate was 15.33 mm and on chitin-C 16.00mm. The figures for the strain BR4 was 13.33
mm, and 13.83mm, respectively. Similarly. The strains MR1 and MR3 on these substrates produced a
diffusion ring of 11.00 mm, and 15.33 mm and 11.33 mm and 14.33, respectively. These are 4
promising strains that could be utilized for mass production and control scale insect on coffee.

Key words: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, mycopathogens, scale insect.

1. DAT VAN DE

Cay ca phé dugc trong & nudc ta tap trung
chti yéu tai cac tinh T4y Nguyén bao gom: Dik
Lk, Pdk Néng, Lam Déng, Gia Lai va Kon
Tum. Dén nay, téng dién tich trong ca phé ca
nudc dat trén 500.000 ha véi san lugng trén 90
van tan va Viét Nam da tré thanh nuéc tha
2 trén thé gidi vé san xudt va xudt khiu ca
phé chi sau Brazil (Doan Triéu Nhan, 2008).
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Tuy nhién, cung véi su phat trién vuot
bac, nganh san xuat ca phé cua nudc ta cling
dtng truéc nhiing thi thach 16n nhu van dé
nudc tudi, phin bén va cac dich vu néng
nghiép ludn tang gia, cac loai dich hai bung
phat thanh dai dich... (Vi Khic Nhuong,
2008). Pé phong trir cac loai dich hai, ngusi
dan van chu yé&u st dung cac loai thudc héa
hoc dé phong trit, liéu lugng va sé 14n phun
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Thu thap, phan lap va tuyén chon mét s chiing ndm ky sinh rép sap hai ca phé tai Tay Nguyén

Rép sap hai tat cd cac bd phan cua cay
ca phé. Khi cac vuon nhiém rép sap ning sé
lam giam n#ng sudt nghiém trong va do6i khi
mat tring, cac vuon bi nhiém rép nay con
gay anh hudng cho ciy ca phé § cac nam tiép
theo (Nguyén Thi Chét, 2003; Nguyén Thi
Thuy va cs., 2007). Di cung véi rép sap, luon
luén ton tai cAc ndm bénh coéng sinh nhu
nadm mudi den st dung chit thai cia rép va
tao nén 16p mudi den lam giam kha ning
quang hop ctaa cay (Tran Kim Loang, 2002).
Cac loai thuéc trit sdu héa hoc c6 hiéu luc
phong trit rép sap khong cao béi trong qua
trinh sinh truéng chuing tao ra mot 16p sap
che pht bén ngoai lam cho khi phun thudc
rat kho tiép xtc va tiéu diét dugc rép sap.
Céc bién phap khac nhu tudi pép véi ap suat
cao ciing c6 hiéu qua lam giam mat do rép
sap, tuy nhién bién phap nay cting khong
hoan toan cht dong doi véi cac vung bi kho
han. Viéc st dung cac ché phdm sinh hoc
phong trit rép sap hai ca phé cho dén nay
trén thi truong trong nuéc chua c6 mot ché
pham sinh hoc dic hiéu nao.

Véi nhiing van dé néu trén, ding trudc
doi hoi cia nhu c4u san xuat can c6 dude ché
pham sinh hoc dic hiéu cho viéc phong trit
rép sap hai ca phé. Nghién ctiu da tién hanh
diéu tra thu thap, phan lap va tuyén chon
mot s6 chiing nam ky sinh rép sap hai ca phé
d€ lam vat lidu san xudt ché phdm sinh hoc
phuc vu cho nhu ciu ctia san xuat hién nay.

2. PHUONG PHAP NGHIEN CcUU

2.1. Phuong phap diéu tra khao sat

thyc dia

Diéu tra thu thap ngudn rép sap bi ndm
ky sinh tai 3 tinh thudc T4y Nguyén bao
gdbm cac huyén va Tp. Buon Ma Thuot - Pak
Lék, huyén Dak Mil - Pak Néng va huyén
Chu Sé - Gia Lai. Mau vat thu thap duge bao
quan riéng mdéi mau trong 1 dng nghiém cb

nit bong da dude khi trung, sau d6 dem vé
phong thi nghiém bado quan trong ti lanh
thuong cho téi khi tién hanh phan lap. Phan
lap cac nguodn bénh ky sinh trén rép sap trén
moi trudng Sabauraud, N1 va Czapek.

2.2. Nghién ctu danh gia xac dinh bo
ching giong nam cé hoat tinh cao
trén cd sd xac dinh kha nang sinh
enzyme ngoai bao
N4am dudge nudi cay trén moi trudng dich

thé, sau d6 thu dich thé c6 chtia enzym ngoai

bao sau 3, 5, 7 ngay nudi cdy. St dung mdi

truong dém citrat photphat dé thit kha ning

hinh thanh mot s6 enzym ngoai bao ctia ndm.

Thanh phan (g
Na,HPO,.12H,0 0,615¢
Axit citric 0,25 ¢

Agar 2¢g
Nudc cat 100 ml

B6 sung mbi loai 0,1 % (Tween 80, gidy
loc, vo tom, vé cua, Glucoza) vao tiing binh
méi truong. Khit trang 1 atm/30 sau d6 do
ra dia petri, dé thach ngudi sau dé khoan
thach va nhd dich nuéi ndm (dich enzym
thti) vao cac 16 khoan. U & 28 - 30°C trong 16
gid, trang bang thudc thiu lugol 1én bé mat
thach @& cho t6i khi xu#t hién vong. D8
thudc thi di va do vong phan giai.

Vong phan giai dugce tinh theo cong thiic

Vong phan giai = (D - d) mm

D: Duong kinh vong phén giai
d: Puong kinh 16 khoan.

Cac chiing sau khi da Iya chon c6 kha ning
sinh enzyme cao duge danh gia trén co thé rép
sap bing phuong phap danh gia doc luc caa
cac chting vi sinh vat (Vién BVTV, 1997, 1998).

2.3. Bao quan b giong vi sinh vat
Bao quan bang phuong phap cdy truyén
va luu giti trong glycerine 6 nhiét do 4°C.

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Piéu tra thu thap nguén nim ky sinh
trén rép sap hai ca phé
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Bang 1. S6 lugng mau rép sap bi nim
ky sinh da thu thap dugc nam 2010

TT Dia diém S6 lwong mau

Dék Lak 251
2 Dak Néng 73
3 Gia Lai 36
Téng Sb 360

Véi két qua thu thap va lua chon 360
mau rép sap chét cé triéu chiing ndm bénh
dién hinh (Bang 1), nghién ctGu tién hanh
lam sach mau va bao quan riéng biét tiing
mAu vat trong ti lanh tai Vién Bao vé thuc
vat dé phan lap ngudn ndm ky sinh trén rép
sap 6 cac budc tiép theo.

3.2. Phan lap, giam dinh va luu gia
bao quan
Véi s6 lugng mau rép sap bi ndm ky sinh
thu duge rat phong phd, nghién ctiu tién
hanh tuyén chon cdc miu dién hinh dé phan
lap va giam dinh loai.
3.2.1. Chiing MR1

- Khuén lac: Mau séc mét phai xanh réu
kém anh vang, gin giéhg mau mai cua, dang
béng x6p, khi gid mau trd nén dam hon.
Trén bé mit xudt hién nhiing dam sgi khi
sinh mau tring. Mat trai khudn lac tring
nga, khi gid nga sang mau niu nhat. Téc do
moc nhanh, dat kich thuéc 4 - 5cm sau 4 -5
ngay nudi cdy, sau d6 lan kin hop petri tao

Hinh 1. Khuén lac chung MR1
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nhiing ranh dong tAm véi su hinh thanh cac
dam bao ti va cac sdi khi sinh xen ké.

- Co quan sinh bao tti: Cudng sinh bao
ti khong mau, phan nhanh di thuong, tao
thanh cac cum cudng sinh bao ti day dic.
Kich thuéc dat t6i 200 x 3,5 - 4 um, cac té
bao sinh bao ti dang chai, kich thuée 2 - 2,5
x 8-12 um.

Bio ti dang phialo, tao thanh 1én thanh
16p day déc, kich thude 3 - 3,5 um. Day la
hinh dang dién hinh cta loai Metarhizium
anisopliae (Hinh 1 va Hinh 2).

3.2.2. Chung MR2 - MR4

- Khuén lac: Mau sic mat phai xanh
réu dam, khi gid mau trd nén dam hon.
Trén bé mit xudt hién nhiing dam sgi khi
sinh mau trdng. Mt trai khudn lac tring
nga, khi gid nga sang mau dam hon. Téc do
moc nhanh, dat kich thuée 3 - 3,5 cm sau 4 -
5 ngay nudi cdy. Tao nhiing ranh déng tam
v6i su hinh thanh cac dam bao ti va cic sgi
khi sinh xen ké.

- Co quan sinh bao ti: Cudng sinh bao
ti khong mau, phan nhanh di thuong, tao
thanh cac cum cudng sinh bao ti day dic.
Kich thuéc dat t6i 200 x 3,5 - 4 um, cac t&
bao sinh bao tli dang chai, kich thuée 2 - 2,5
X 8 - 12 um. Bao ti dang phialo, tao thanh
1én thanh 16p day déc, kich thuée 3 - 3,5 um.
Day 1a hinh dang dién hinh cta loai
Metarhizium anisopliae (Hinh 3 va Hinh 4).

Hinh 2. Cuéng sinh bao ti chung MR1
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Hinh 3. Khuin lac ching MR2

3.2.3. Chiing BR1, BR2

Mb ta: Vé hinh dang khuén lac va co
quan sinh bao ti hai chung BR1 va BR2 c6
nhiing dac diém phan loai giéng nhau hoan
toan nhu sau:

- Khudn lac: M#t phai khuén lac mau
tring hoan toan, dang bong x6p. Mat trai
khuén lac tring nga, khi gia nga sang mau
dam hon. Téc do moc nhanh, dat kich thudc

Hinh 5. Khuén lac chiing BR2

Hinh 4. Bao t& chiing MR2

3 - 3,5 cm sau 4 - 5 ngdy nudi cay. Tao nhiing
ranh dong tam.

- Co quan sinh bao ti: Cudng sinh bao
tt sinh ra tit sgi khi sinh véi cac dac diém
ngin, phan cudng phinh to, phan ngon thoét
lai, tit @6 sinh ra cac bao ti nho hinh cau dén
hinh elip, kich thuée 2,5 - 3,5 um.

Day la hinh dang dién hinh cta loai
Beauveria bassiana (Hinh 5, 6, 7, 8).

Hinh 6. Cuéng sinh bao ti va
bao t ciia chiing BR2

Hinh 7. Khuén lac chung BR1

Hinh 8. Cuéng sinh bao ti va
bao tif cia chung BR1
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3.2.4. Chiing BR3-BR7

- Khuén lac: Mt phai khuén lac mau
trdng hoan toan, dang bong x6p. Mat trai
khuén lac tring nga, khi gia nga sang mau
dam hon. Téc d6 moc nhanh, dat kich thuéc
3 - 3,5 cm sau 4 - 5 ngdy nudi cdy. Tao nhiing
ranh dong tam.

- C6 quan sinh bao ti: Trén moi trudng
nudi cdy, cac dam bao ti hinh qua béng dugc

N

Hinh 9. Khuén lac chung BR7

sinh ra day déc, trén d6 hinh thanh cac cum
cudng sinh bao td ngin, phan cudng phinh
to, phan ngon thét lai, tit d6 sinh ra cac bao
tit nhd hinh cdu dén hinh elip, kich thuéc 2,5
- 3,5 um.

Day 1a hinh dang dién hinh cta loai
Beauveria bassiana (Hinh 9 va 10).

Nhiing k&t qua thi nghiém trén dudgc
thong ké trong bang 2.

Hinh 10. Pam cudéng sinh bao t&
hinh qua cau cta ching BR7

Bang 2. S6 lugng cac chiing nAm ky sinh rép sap da phan lap trong nim 2010

TT Ky hiéu ching Ky chu Loai ndm

1 MRA1 Rép sap Metarhizium anisopliae
2 MR2 Rép sap Metarhizium anisopliae
3 MR3 Rép sap Metarhizium anisopliae
4 MR4 Rép sap Metarhizium anisopliae
5 BR1 Rép sap xanh mém Beauveria bassiana

6 BR2 Rép sap Beauveria bassiana

7 BR3 Rép sap Beauveria bassiana

8 BR4 Rép sap Beauveria bassiana

9 BR5 Rép sap Beauveria bassiana

10 BR6 Rép sap Beauveria bassiana

11 BR7 Rép sap Beauveria bassiana

Két qua nghién ctiu phan 1ap va giam dinh
trong nam 2010 da thu thap dugdc 4 ching
nam Metarhizium anisopliae, 7 ching Beauveria
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bassiana. Cac ching ndm sé& 1a ngudn vat liéu
phuc vu cho cac thi nghiém danh gia doc luc va
lua chon dé san xudt ché& pham.
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3.3. Danh gia doc lyc cac chiing nim
bang phuong phap xac dinh enzyme
ngoai bao
+ Thi nghiém I:

Kha ning phan giadi mot s6 co chat cua
enzym ngoai bao cua cac ching nim
Beauveria trén moi truong N1 sau 7 ngly.
Bang 3 cho thiy, ching BR5 c6 dudng kinh
vong phan giai enzyme dat 15,33 mm trén
cd chat kitin — T, 16 mm trén co chat kitin —
C; chung BR4 dat tuong ting la 13,33 va
13,83 mm. DAy 1a 2 chling n4m sinh enzyme

c6 hoat luc cao nhét.

+ Thi nghiém 2:

Kha ning phan gidi mot s6 co chat ciua
enzym ngoai bao cua cac chung nidm MR
trén moi trucng N1.

Ching MR1 sau 7 ngay nudi cdy dich
thé c6 duong kinh vong phén giai enzyme 16n
nhat dat 15,33 mm trén co chat kitin — C va
11,00 mm trén co chat kitin — T; chung MR3
tuong ting dat 14,33 va 11,33 mm (Bang 4).
Pay 1a 2 ching ndm Metarhizium cho trién
vong (Hinh 11).

Bang 3. Puong kinh vong phan gidi (mm) cac co chat khac nhau cia enzyme
cac chung BR trén méi truong N1 sau 7 ngay (Vién BVTV - 9/2010)

. Co chét
Chiling nam
Kitin - T Kitin - C CcMC W GLU
BR1 4,00% 5,00™" 4,337 0,00° 3,33
BR2 9,33%" 9,67"" 7,00% 6,33 7,00%
BR4 13,33° 13,83° 9,00" 12,33° 9,67""
BR5 15,33a 16,00° 10,67 11,67 8,00’
BR6 7,00* 8,00’ 5,67™ 5,3™ 5,00™"
BR7 10,00 9,00" 8,00’ 11,00% 8,00’
LSD5% 0,75
cv 5,5%

Cac chir a, b, c... chi sy sai khac mot cach co y nghia ¢ mirc P<0,05

Ghi chu:

Kitin — T: Kitin twr vo tom; Kitin — C: Kitin tir vo Cua; CMC: Xenllulose tir gidy loc;

TW: Lipid tir tween; GLU: Duong Glucose

Bang 4. Puong kinh vong phan gidi (mm) cac co chat khac nhau ctia enzyme
cac ching MR trén moéi trudng N1 sau 7 ngay

Chang ndm Cor chat
Kitin - T Kitin - C CMC ™w GLU

MR1 11,00° 15,33° 10,33% 10,67% 10,67%
MR2 9,00’ 9,67 10,67% 4,67 10,00%
MR3 11,33° 14,33 10,00% 10,33% 10,00%
MR4 6,00 7,00 6,33" 7,33° 6,33"

LSD5% 0,71
cv 4,5%

Cac chit a, b, c... chi su sai khac m¢t cach co y nghia ¢ murc P<0,05
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VIONG PIAN GIAL ENZYM
CHUNG MEE TREN LIPITD
SAL T NGAY NUDHCAY

NONG PIAN GIALESZYM
CHUNG M4 TREN LIFID
SAL T RGAY NUOLCAY

VONG PIAN GIALEXZYM
CHUNG VIS TIREX LIFID
SAL T NGAY NUOLCAY

Hinh 11. Vong phan giai enzyme cac chung nAim MR
trén co chat lipid sau 7 ngay nuéi cay

4. KET LUAN

- Piéu tra thu thap ngudn rép sap bi
nidm ky sinh tai 3 tinh thudc T4y Nguyén
bao gébm: Pik Lik, Pak Néng va Gia Lai.
Két qua thu thap dudc 360 miu rép bi ndm
bénh ky sinh dién hinh.

- Két qua phan lap va giam dinh trong
nidm 2010, d& thu thap dugc 4 ching nidm
Metarhizium anisopliae ky hiéu tit MR1 dén
MR4, 7 ching Beauveria bassiana ky hiéu ti
BR1 dén BR7.

- Panh gia doc luc cac ching ndm bing
phuong phap xac dinh enzyme ngoai bao, cac
chung BR cho két qua chung BR5 c6 dudng
kinh vong phan giai enzyme dat 15,33 mm
trén co chat kitin — T, 16 mm trén co chat
kitin — C; ching BR4 dat tuong ting 12 13,33
va 13,83 mm. Day 1a 2 ching ndm BR sinh
enzyme c6 hoat luc cao nhat.

- Ching MR1 sau 7 ngay nudi cdy dich
thé c6 dudng kinh vong phan giai enzyme 16n
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nhat dat 15,33 mm trén co chat kitin — C va
11,00 mm trén co chat kitin — T; chung MR3
tuong Gng dat 14,33 va 11,33 mm. Két qua
nay cho thay day 1a 2 chung ndm
Metarhizium c6 nhiéu trién vong.
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TÓM TẮT


360 mẫu rệp sáp (Pseudococcus sp) bị nấm bệnh ký sinh điển hình tại 3 tỉnh thuộc Tây Nguyên bao gồm: Đắk Lắk, Đắk Nông và Gia Lai đã được thu thập. Phân lập và giám định trong năm 2010 đã thu thập được 4 chủng nấm Metarhizium anisopliae Sorokin ký hiệu từ MR1 đến MR4, 7 chủng Beauveria bassiana Vuill ký hiệu từ BR1 đến BR7. Độc lực các chủng nấm được đánh giá bằng phương pháp xác định enzyme ngoại bào, chủng BR5 có đường kính vòng phân giải enzyme đạt 15,33 mm trên cơ chất kitin – T, 16 mm trên cơ chất kitin - C; chủng BR4 đạt tương ứng là 13,33 và 13,83 mm. Đây là 2 chủng BR sinh enzyme có hoạt lực cao nhất. Chủng MR1 sau 7 ngày nuôi cấy dịch thể có đường kính vòng phân giải enzyme lớn nhất đạt 15,33 mm trên cơ chất kitin - C và 11,00 mm trên cơ chất kitin - T; chủng MR3 tương ứng đạt 14,33 và 11,33 mm. Kết quả này cho thấy đây là 2 chủng nấm Metarhizium cho triển vọng.

Từ khóa: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, nấm ký sinh, rệp sáp.


SUMMARY


360 specimens of scale insect (Pseudococcus sp) infected with mycopathogens in three Central highland provinces of Dak Lak, Dak Nong, and Gia Lai were collected. The fugal isolation has identified a total of 11 fungal strains, of which 4 strains (MR1 to MR4) belonging to Metarhizium anisopliae Sorokin and 7 strains (BR1 to BR7) belonging to Beauveria bassiana Vuill. The virulence test by evaluating extra-cellular enzyme activity indicated that the diffusion ring of the strain BR5 on chitin-T substrate was 15.33 mm and  on chitin-C 16.00mm. The figures for the strain BR4 was 13.33 mm, and 13.83mm, respectively. Similarly. The strains MR1 and MR3 on these substrates produced a diffusion ring of 11.00 mm, and 15.33 mm and 11.33 mm and 14.33, respectively. These are 4 promising strains that could be utilized for mass production and control scale insect on coffee.


Key words: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, mycopathogens, scale insect.  


1. §ÆT VÊN §Ò


C©y cµ phª ®­îc trång ë n­íc ta tËp trung chñ yÕu t¹i c¸c tØnh T©y Nguyªn bao gåm: §¾k L¾k, §¾k N«ng, L©m §ång, Gia Lai vµ Kon Tum. §Õn nay, tæng diÖn tÝch trång cµ phª c¶ n­íc ®¹t trªn 500.000 ha víi s¶n l­îng trªn 90 v¹n tÊn vµ ViÖt Nam ®· trë thµnh n­íc thø 2 trªn thÕ giíi vÒ s¶n xuÊt vµ xuÊt khÈu cµ phª chØ sau Brazil (§oµn TriÖu Nh¹n, 2008).

Tuy nhiªn, cïng víi sù ph¸t triÓn v­ît bËc, ngµnh s¶n xuÊt cµ phª cña n­íc ta còng ®øng tr­íc nh÷ng thö th¸ch lín nh­ vÊn ®Ò n­íc t­íi, ph©n bãn vµ c¸c dÞch vô n«ng nghiÖp lu«n t¨ng gi¸, c¸c lo¹i dÞch h¹i bïng ph¸t thµnh ®¹i dÞch… (Vò Kh¾c Nh­¬ng, 2008). §Ó phßng trõ c¸c lo¹i dÞch h¹i, ng­êi d©n vÉn chñ yÕu sö dông c¸c lo¹i thuèc hãa häc ®Ó phßng trõ, liÒu l­îng vµ sè lÇn phun thuèc th­êng n¨m sau cao h¬n n¨m tr­íc. §iÒu nµy dÉn ®Õn lµm gi¶m hiÖu qu¶ kinh tÕ trong c«ng t¸c phßng trõ, ¶nh h­ëng tíi m«i tr­êng sinh th¸i vµ ®a d¹ng sinh häc, lµm bïng ph¸t cña mét sè ®èi t­îng dÞch h¹i nh­ rÖp s¸p, ve sÇu, s©u ®ôc th©n, ®ôc cµnh, tuyÕn trïng…


RÖp s¸p h¹i tÊt c¶ c¸c bé phËn cña c©y cµ phª. Khi c¸c v­ên nhiÔm rÖp s¸p nÆng sÏ lµm gi¶m n¨ng suÊt nghiªm träng vµ ®«i khi mÊt tr¾ng, c¸c v­ên bÞ nhiÔm rÖp nµy cßn g©y ¶nh h­ëng cho c©y cµ phª ë c¸c n¨m tiÕp theo (NguyÔn ThÞ Ch¾t, 2003; NguyÔn ThÞ Thuû vµ cs., 2007). §i cïng víi rÖp s¸p, lu«n lu«n tån t¹i c¸c nÊm bÖnh céng sinh nh­ nÊm muéi ®en sö dông chÊt th¶i cña rÖp vµ t¹o nªn líp muéi ®en lµm gi¶m kh¶ n¨ng quang hîp cña c©y (TrÇn Kim Loang, 2002). C¸c lo¹i thuèc trõ s©u hãa häc cã hiÖu lùc phßng trõ  rÖp s¸p kh«ng cao bëi trong qu¸ tr×nh sinh tr­ëng chóng t¹o ra mét líp s¸p che phñ bªn ngoµi lµm cho khi phun thuèc rÊt khã tiÕp xóc vµ tiªu diÖt ®­îc rÖp s¸p. C¸c biÖn ph¸p kh¸c nh­ t­íi pÐp víi ¸p suÊt cao còng cã hiÖu qu¶ lµm gi¶m mËt ®é rÖp s¸p, tuy nhiªn biÖn ph¸p nµy còng kh«ng hoµn toµn chñ ®éng ®èi víi c¸c vïng bÞ kh« h¹n. ViÖc sö dông c¸c chÕ phÈm sinh häc phßng trõ rÖp s¸p h¹i cµ phª cho ®Õn nay trªn thÞ tr­êng trong n­íc ch­a cã mét chÕ phÈm sinh häc ®Æc hiÖu nµo.


Víi nh÷ng vÊn ®Ò nªu trªn, ®øng tr­íc ®ßi hái cña nhu cÇu s¶n xuÊt cÇn cã ®­îc chÕ phÈm sinh häc ®Æc hiÖu cho viÖc phßng trõ rÖp s¸p h¹i cµ phª. Nghiªn cøu ®· tiÕn hµnh  ®iÒu tra thu thËp, ph©n lËp vµ tuyÓn chän mét sè chñng nÊm ký sinh rÖp s¸p h¹i cµ phª ®Ó lµm vËt liÖu s¶n xuÊt chÕ phÈm sinh häc phôc vô cho nhu cÇu cña s¶n xuÊt hiÖn nay.


2. PH¦¥NG PH¸P NGHI£N CøU


2.1. Ph­¬ng ph¸p ®iÒu tra kh¶o s¸t
        thùc ®Þa


§iÒu tra thu thËp nguån rÖp s¸p bÞ nÊm ký sinh t¹i 3 tØnh thuéc T©y Nguyªn bao gåm c¸c huyÖn vµ Tp. Bu«n Ma Thuét - §¾k L¾k, huyÖn §¨k Mil - §¨k N«ng vµ huyÖn Ch­ Sª - Gia Lai. MÉu vËt thu thËp ®­îc b¶o qu¶n riªng mçi mÉu trong 1 èng nghiÖm cã nót b«ng ®· ®­îc khö trïng, sau ®ã ®em vÒ phßng thÝ nghiÖm b¶o qu¶n trong tñ l¹nh th­êng cho tíi khi tiÕn hµnh ph©n lËp. Ph©n lËp c¸c nguån bÖnh ký sinh trªn rÖp s¸p trªn m«i tr­êng Sabauraud, N1 vµ Czapek.


2.2. Nghiªn cøu ®¸nh gi¸ x¸c ®Þnh bé 
        chñng gièng nÊm cã ho¹t tÝnh cao
         trªn c¬ së x¸c ®Þnh kh¶ n¨ng sinh
        enzyme ngo¹i bµo


NÊm ®­îc nu«i cÊy trªn m«i tr­êng dÞch thÓ, sau ®ã thu dÞch thÓ cã chøa enzym ngo¹i bµo sau 3, 5, 7 ngµy nu«i cÊy. Sö dông m«i tr­êng ®Öm citrat photphat ®Ó thö kh¶ n¨ng h×nh thµnh mét sè enzym ngo¹i bµo cña nÊm.


Thµnh phÇn
          (g/l)


Na2HPO4.12H2O                0,615 g


Axit citric
  
           0,25 g


Agar

           2 g


N­íc cÊt

           100 ml


Bæ sung mçi lo¹i 0,1 % (Tween 80, giÊy läc, vá t«m, vá cua, Glucoza) vµo tõng b×nh m«i tr­êng. Khö trïng 1 atm/30’ sau ®ã ®æ ra ®Üa petri, ®Ó th¹ch nguéi sau ®ã khoan th¹ch vµ nhá dÞch nu«i nÊm (dÞch enzym thö) vµo c¸c lç khoan. ñ ë 28 - 300C trong 16 giê, tr¸ng b»ng thuèc thö lugol lªn bÒ mÆt th¹ch ®Ó cho tíi khi xuÊt hiÖn vßng. §æ thuèc thö ®i vµ ®o vßng ph©n gi¶i.


Vßng ph©n gi¶i ®­îc tÝnh theo c«ng thøc


Vßng ph©n gi¶i = (D - d) mm


     D: §­êng kÝnh vßng ph©n gi¶i


     d: §­êng kÝnh lç khoan.


C¸c chñng sau khi ®· lùa chän cã kh¶ n¨ng sinh enzyme cao ®­îc ®¸nh gi¸ trªn c¬ thÓ rÖp s¸p b»ng ph­¬ng ph¸p ®¸nh gi¸ ®éc lùc cña c¸c chñng vi sinh vËt (ViÖn BVTV, 1997, 1998).

2.3. B¶o qu¶n bé gièng vi sinh vËt


B¶o qu¶n b»ng ph­¬ng ph¸p cÊy truyÒn vµ l­u gi÷ trong glycerine ë nhiÖt ®é 40C. 


3. KÕT QU¶ Vµ TH¶O LUËN


3.1. §iÒu tra thu thËp nguån nÊm ký sinh
       trªn rÖp s¸p h¹i cµ phª


B¶ng 1. Sè l­îng mÉu rÖp s¸p bÞ nÊm
ký sinh ®· thu thËp ®­îc n¨m 2010


		TT

		Địa điểm

		Số lượng mẫu



		1

		Đắk Lắk

		251



		2

		Đắk Nông

		73



		3

		Gia Lai

		36



		           Tổng Số

		360



		

		





Víi kÕt qu¶ thu thËp vµ lùa chän 360 mÉu rÖp s¸p chÕt cã triÖu chøng nÊm bÖnh ®iÓn h×nh (B¶ng 1), nghiªn cøu tiÕn hµnh lµm s¹ch mÉu vµ b¶o qu¶n riªng biÖt tõng mÉu vËt trong tñ l¹nh t¹i ViÖn B¶o vÖ thùc vËt ®Ó ph©n lËp nguån nÊm ký sinh trªn rÖp s¸p ë c¸c b­íc tiÕp theo.


3.2. Ph©n lËp, gi¸m ®Þnh vµ l­u gi÷
        b¶o qu¶n


Víi sè l­îng mÉu rÖp s¸p bÞ nÊm ký sinh thu ®­îc rÊt phong phó, nghiªn cøu tiÕn hµnh tuyÓn chän c¸c mÉu ®iÓn h×nh ®Ó ph©n lËp vµ gi¸m ®Þnh loµi. 


3.2.1. Chñng MR1


- KhuÈn l¹c: Mµu s¾c mÆt ph¶i xanh rªu kÌm ¸nh vµng, gÇn gièng mµu mai cua, d¹ng b«ng xèp, khi giµ mµu trë nªn ®Ëm h¬n. Trªn bÒ mÆt xuÊt hiÖn nh÷ng ®¸m sîi khÝ sinh mµu tr¾ng. MÆt tr¸i khuÈn l¹c tr¾ng ngµ, khi giµ ng¶ sang mµu n©u nh¹t. Tèc ®é mäc nhanh, ®¹t kÝch th­íc 4 - 5 cm sau 4 - 5 ngµy nu«i cÊy, sau ®ã lan kÝn hép petri t¹o nh÷ng r·nh ®ång t©m víi sù h×nh thµnh c¸c ®¸m bµo tö vµ c¸c sîi khÝ sinh xen kÏ.


- C¬ quan sinh bµo tö: Cuèng sinh bµo tö kh«ng mµu, ph©n nh¸nh dÞ th­êng, t¹o thµnh c¸c côm cuèng sinh bµo tö dµy ®Æc. KÝch th­íc ®¹t tíi 200 x 3,5 - 4 (m, c¸c tÕ bµo sinh bµo tö d¹ng chai, kÝch th­íc 2 - 2,5 x 8 -12 (m. 


Bµo tö d¹ng phialo, t¹o thµnh lªn thµnh líp dµy ®Æc, kÝch th­íc 3 - 3,5 (m. §©y lµ h×nh d¹ng ®iÓn h×nh cña loµi Metarhizium anisopliae (H×nh 1 vµ H×nh 2).


3.2.2. Chñng MR2 – MR4


- KhuÈn l¹c: Mµu s¾c mÆt ph¶i xanh rªu ®Ëm, khi giµ mµu trë nªn ®Ëm h¬n. Trªn bÒ mÆt xuÊt hiÖn nh÷ng ®¸m sîi khÝ sinh mµu tr¾ng. MÆt tr¸i khuÈn l¹c tr¾ng ngµ, khi giµ ng¶ sang mµu ®Ëm h¬n. Tèc ®é mäc nhanh, ®¹t kÝch th­íc 3 - 3,5 cm sau 4 - 5 ngµy nu«i cÊy. T¹o nh÷ng r·nh ®ång t©m víi sù h×nh thµnh c¸c ®¸m bµo tö vµ c¸c sîi khÝ sinh xen kÏ.


- C¬ quan sinh bµo tö: Cuèng sinh bµo tö kh«ng mµu, ph©n nh¸nh dÞ th­êng, t¹o thµnh c¸c côm cuèng sinh bµo tö dµy ®Æc. KÝch th­íc ®¹t tíi 200 x 3,5 - 4 (m, c¸c tÕ bµo sinh bµo tö d¹ng chai, kÝch th­íc 2 - 2,5 x 8 - 12 (m. Bµo tö d¹ng phialo, t¹o thµnh lªn thµnh líp dµy ®Æc, kÝch th­íc 3 - 3,5 (m. §©y lµ h×nh d¹ng ®iÓn h×nh cña loµi Metarhizium anisopliae (H×nh 3 vµ H×nh 4).   
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		H×nh 1. KhuÈn l¹c chñng MR1

		H×nh 2. Cuèng sinh bµo tö chñng MR1
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		H×nh 3. KhuÈn l¹c chñng MR2

		H×nh 4. Bµo tö chñng MR2





3.2.3. Chñng BR1, BR2


M« t¶: VÒ h×nh d¹ng khuÈn l¹c vµ c¬ quan sinh bµo tö hai chñng BR1 vµ BR2 cã nh÷ng ®Æc ®iÓm ph©n lo¹i gièng nhau hoµn toµn nh­ sau:


- KhuÈn l¹c: MÆt ph¶i khuÈn l¹c mµu tr¾ng hoµn toµn, d¹ng b«ng xèp. MÆt tr¸i khuÈn l¹c tr¾ng ngµ, khi giµ ng¶ sang mµu ®Ëm h¬n. Tèc ®é mäc nhanh, ®¹t kÝch th­íc 3 - 3,5 cm sau 4 - 5 ngµy nu«i cÊy. T¹o nh÷ng r·nh ®ång t©m.


- C¬ quan sinh bµo tö: Cuèng sinh bµo tö sinh ra tõ sîi khÝ sinh víi c¸c ®Æc ®iÓm ng¾n, phÇn cuèng ph×nh to, phÇn ngän thãt l¹i, tõ ®ã sinh ra c¸c bµo tö nhá h×nh cÇu ®Õn h×nh elip, kÝch th­íc 2,5 - 3,5 (m. 


§©y lµ h×nh d¹ng ®iÓn h×nh cña loµi Beauveria bassiana (H×nh 5, 6, 7, 8).
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		H×nh 5. KhuÈn l¹c chñng BR2

		H×nh 6. Cuèng sinh bµo tö vµ
bµo tö cña chñng BR2
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		H×nh 7. KhuÈn l¹c chñng BR1

		H×nh 8. Cuèng sinh bµo tö vµ
bµo tö cña chñng BR1





3.2.4. Chñng BR3-BR7


- KhuÈn l¹c: MÆt ph¶i khuÈn l¹c mµu tr¾ng hoµn toµn, d¹ng b«ng xèp. MÆt tr¸i khuÈn l¹c tr¾ng ngµ, khi giµ ng¶ sang mµu ®Ëm h¬n. Tèc ®é mäc nhanh, ®¹t kÝch th­íc 3 - 3,5 cm sau 4 - 5 ngµy nu«i cÊy. T¹o nh÷ng r·nh ®ång t©m.


- C¬ quan sinh bµo tö: Trªn m«i tr­êng nu«i cÊy, c¸c ®¸m bµo tö h×nh qu¶ bãng ®­îc sinh ra dµy ®Æc, trªn ®ã h×nh thµnh c¸c côm cuèng sinh bµo tö ng¾n, phÇn cuèng ph×nh to, phÇn ngän thãt l¹i, tõ ®ã sinh ra c¸c bµo tö nhá h×nh cÇu ®Õn h×nh elip, kÝch th­íc 2,5 - 3,5 (m. 


§©y lµ h×nh d¹ng ®iÓn h×nh cña loµi  Beauveria bassiana (H×nh 9 vµ 10).

Nh÷ng kÕt qu¶ thÝ nghiÖm trªn ®­îc thèng kª trong b¶ng 2.
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		H×nh 9. KhuÈn l¹c chñng BR7

		H×nh 10. §¸m cuèng sinh bµo tö
h×nh qu¶ cÇu cña chñng BR7





B¶ng 2. Sè l­îng c¸c chñng nÊm ký sinh rÖp s¸p ®· ph©n lËp trong n¨m 2010


		TT

		Ký hiệu chủng

		Ký chủ

		Loài nấm



		1

		MR1

		Rệp sáp

		Metarhizium anisopliae



		2

		MR2

		Rệp sáp

		Metarhizium anisopliae



		3

		MR3

		Rệp sáp

		Metarhizium anisopliae



		4

		MR4

		Rệp sáp

		Metarhizium anisopliae



		5

		BR1

		Rệp sáp xanh mềm

		Beauveria bassiana



		6

		BR2

		Rệp sáp

		Beauveria bassiana



		7

		BR3

		Rệp sáp

		Beauveria bassiana



		8

		BR4

		Rệp sáp

		Beauveria bassiana



		9

		BR5

		Rệp sáp

		Beauveria bassiana



		10

		BR6

		Rệp sáp

		Beauveria bassiana



		11

		BR7

		Rệp sáp

		Beauveria bassiana





KÕt qu¶ nghiªn cøu ph©n lËp vµ gi¸m ®Þnh trong n¨m 2010 ®· thu thËp ®­îc 4 chñng nÊm Metarhizium anisopliae, 7 chñng Beauveria

bassiana. C¸c chñng nÊm sÏ lµ nguån vËt liÖu phôc vô cho c¸c thÝ nghiÖm ®¸nh gi¸ ®éc lùc vµ lùa chän ®Ó s¶n xuÊt chÕ phÈm.

3.3. §¸nh gi¸ ®éc lùc c¸c chñng nÊm
       b»ng ph­¬ng ph¸p x¸c ®Þnh enzyme
       ngo¹i bµo


+ ThÝ nghiÖm 1: 


Kh¶ n¨ng ph©n gi¶i mét sè c¬ chÊt cña enzym ngo¹i bµo cña c¸c chñng nÊm Beauveria trªn m«i tr­êng N1 sau 7 ngµy. B¶ng 3 cho thÊy, chñng BR5 cã ®­êng kÝnh vßng ph©n gi¶i enzyme ®¹t 15,33 mm trªn c¬ chÊt kitin – T, 16 mm trªn c¬ chÊt kitin – C; chñng BR4 ®¹t t­¬ng øng lµ 13,33 vµ 13,83 mm. §©y lµ 2 chñng nÊm sinh enzyme 


cã ho¹t lùc cao nhÊt.


+ ThÝ nghiÖm 2: 


Kh¶ n¨ng ph©n gi¶i mét sè c¬ chÊt cña enzym ngo¹i bµo cña c¸c chñng nÊm MR trªn m«i tr­êng N1.


Chñng MR1 sau 7 ngµy nu«i cÊy dÞch thÓ cã ®­êng kÝnh vßng ph©n gi¶i enzyme lín nhÊt ®¹t 15,33 mm trªn c¬ chÊt kitin – C vµ 11,00 mm trªn c¬ chÊt kitin – T; chñng MR3 t­¬ng øng ®¹t 14,33 vµ 11,33 mm (B¶ng 4). §©y lµ 2 chñng nÊm Metarhizium cho triÓn väng (H×nh 11).

B¶ng 3. §­êng kÝnh vßng ph©n gi¶i (mm) c¸c c¬ chÊt kh¸c nhau cña enzyme
c¸c chñng BR trªn m«i tr­êng N1 sau 7 ngµy (ViÖn BVTV - 9/2010)


		Chủng nấm

		Cơ chất



		

		Kitin - T

		Kitin - C

		CMC

		TW

		GLU



		BR1

		4,00qr

		5,00mnp

		4,33pq

		0,00s

		3,33r



		BR2

		9,33gh

		9,67fgh

		7,00jk

		6,33kl

		7,00jk



		BR4

		13,33b

		13,83b

		9,00h

		12,33c

		9,67fgh



		BR5

		15,33a

		16,00a

		10,67ef

		11,67cd

		8,00i



		BR6

		7,00jk

		8,00i

		5,67lmn

		5,3mn

		5,00mnp



		BR7

		10,00fg

		9,00h

		8,00i

		11,00de

		8,00i



		LSD5%

		0,75



		CV

		5,5%





Các chữ a, b, c… chỉ sự sai khác một cách có ý nghĩa ở mức P( 0,05
         Ghi chú:
Kitin – T: Kitin từ vỏ tôm; Kitin – C: Kitin từ vở Cua; CMC: Xenllulose từ giấy lọc;

               TW: Lipid từ tween; GLU: Đường Glucose


B¶ng 4. §­êng kÝnh vßng ph©n gi¶i (mm) c¸c c¬ chÊt kh¸c nhau cña enzyme
c¸c chñng MR trªn m«i tr­êng N1 sau 7 ngµy  


		Chủng nấm

		Cơ chất



		

		Kitin - T

		Kitin - C

		CMC

		TW

		GLU



		MR1

		11,00c

		15,33a

		10,33de

		10,67cd

		10,67cd



		MR2

		9,00f

		9,67ef

		10,67cd

		4,67j

		10,00de



		MR3

		11,33c

		14,33b

		10,00de

		10,33de

		10,00de



		MR4

		6,00i

		7,00gh

		6,33hi

		7,33g

		6,33hi



		LSD5%

		0,71



		CV

		4,5%





Các chữ a, b, c… chỉ sự sai khác một cách có ý nghĩa ở mức P( 0,05
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H×nh 11. Vßng ph©n gi¶i enzyme c¸c chñng nÊm MR
trªn c¬ chÊt lipid sau 7 ngµy nu«i cÊy

4. KÕT LUËN 


- §iÒu tra thu thËp nguån rÖp s¸p bÞ nÊm ký sinh t¹i 3 tØnh thuéc T©y Nguyªn bao gåm: §¾k L¾k, §¨k N«ng vµ Gia Lai. KÕt qu¶ thu thËp ®­îc 360 mÉu rÖp bÞ nÊm bÖnh ký sinh ®iÓn h×nh.


- KÕt qu¶ ph©n lËp vµ gi¸m ®Þnh trong n¨m 2010, ®· thu thËp ®­îc 4 chñng nÊm Metarhizium anisopliae ký hiÖu tõ MR1 ®Õn MR4, 7 chñng Beauveria bassiana ký hiÖu tõ BR1 ®Õn BR7.


- §¸nh gi¸ ®éc lùc c¸c chñng nÊm b»ng ph­¬ng ph¸p x¸c ®Þnh enzyme ngo¹i bµo, c¸c chñng BR cho kÕt qu¶ chñng BR5 cã ®­êng kÝnh vßng ph©n gi¶i enzyme ®¹t 15,33 mm trªn c¬ chÊt kitin – T, 16 mm trªn c¬ chÊt kitin – C; chñng BR4 ®¹t t­¬ng øng lµ 13,33 vµ 13,83 mm. §©y lµ 2 chñng nÊm BR sinh enzyme cã ho¹t lùc cao nhÊt.


- Chñng MR1 sau 7 ngµy nu«i cÊy dÞch thÓ cã ®­êng kÝnh vßng ph©n gi¶i enzyme lín nhÊt ®¹t 15,33 mm trªn c¬ chÊt kitin – C vµ 11,00 mm trªn c¬ chÊt kitin – T; chñng MR3 t­¬ng øng ®¹t 14,33 vµ 11,33 mm. KÕt qu¶ nµy cho thÊy ®©y lµ 2 chñng nÊm Metarhizium cã nhiÒu triÓn väng.
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