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NGHIEN CUU NUOI TRONG QUA THE BEM
NAM PONG TRUNG HA THAO BONG TUYET (Isaria tenuipes)
~ -, 2 ~
TREN GIA THE NHAN TAO

Hoang Qudc Bao', Lé Thi Xuan®, Pham Quang Thu®
! Uy ban nhan ddn tinh Lao Cai, Nghién curu sinh Vién Khoa hoc Lam nghiép Viét Nam
? Trung tam Nghién ciru bdo vé ring

TOM TAT

Nam Isaria tenuipes 1a loai nam dong tring ha thao tuyét thu thap tir rimg ty
nhién Vuon quoc gia Hoang Lién. Hai loai gi4 thé nhan tao gom moi trudng
hoéa chat 1ong va nhdng hodc sau tam dugc nghién ctru d€ nuoi trong thé qua

Tir khéa: Nam Dong dém. Mbi truong hoa chét 1ong gdm: 40 g glucose + 10 g peptone + 0,5 g
trang ha thao tuyét, KH,PO, + 0,5 g K,HPO,.3H,0, + 0,5 g MgSO,.7H,0 + 10 g yeast extract
Isaria tenuipes, thé qua trong 1 lit nudc va moi truong gom 30 g glucose + 3 g peptone + 0,5 g

KH,PO, + 0,5 g (NH,),SO,4, + 0, 5 g MgSO.,. 7H20 +1g yeast extract +
0,5 mg B1 trong 1 lit nuéc. Khi nim dugc nudi trong trén gia thé 1a nhong
tdm, t5t nhét 1a nhiém nim tir giai doan sdu non tudi 5, ty 1¢ séu nhiém nim
76,67%, trong lugng tuoi dat 0,895 g/nhong. Khi nudi trdng trén gia the
nhong tam qua thé dém nim co mau vang tring sira, hinh dang va mau sic
gidng voi thé qua dém thu dwugc ngoai tw nhién, vudn qudc gia Hoang Lién.

dém, nhong tam

Study on synnenmata production of snowflake Dongchunghacho (Isaria
tenuipes) on artificial substrates

Isaria tenuipes is a fungus called snowflake Dongchunghacho due to its
appearance that was collected from the natural forest of Hoang Lien National
Park. Two kinds of artificial substrates including chemical broth medium and
silkworm larva/pupa were invertigated for synnenmata production. The
chemical broth medium containing 40 g of glucose + 10 g of peptone + 0.5 g
of KH,PO, + 0.5 g of K,HPO,: 3H,0, + 0.5 g of MgS0O4.7H,0 + 10 g of
i yeast extract in 1 liter H,O and medium 30 g glucose + 3 g peptone + 0.5 g
synnenmata, silkworm KH,PO, + 0.5 g (NH,),S0; + 0.5 g MgSO,.7H,0 + 1 g yeast extract +
0.5 mg Bl in 1 liter HO. When the synenmata production was cultured on
silkworm pupa/larva, it was best to fungal infection from 5th instar
silkworrm larva. Synnemata production of /. fenuipes was excellent in Sth
instar silkworrm larva with an incidence rate of 76.33%. Synnemata living
weight obtained 0.895 g/1 pupae. The synnenmata were milky-white in color,
and were similar in shape and color to wild synnemata collected in Hoang
Lien Natural Park.
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1. DAT VAN PE

Ném d6ng trung ha thao tuyét c6 tén khoa hoc
1a Isaria tenuipes (Peck.) Samson, tén dong
nghia 1a Paecilomyces tenuipes Peck. 1a mot
loai ndm dugce lidu duge nudi tréng va st dung
lau doi & Han Qudc. Pay 1a mot loai nim cd
gia tri dugc liéu quy, chira mét hop chét hoa
hoc c6 hoat tinh sinh hoc, c6 gia tri dugc licu
trong qua thé dém & giai doan hitu tinh va &
giai doan vo tinh ctia loai nAm nay 1a 4-acetyl-
12,13-epoxyl-9-trichothecene-3,15-diol (Oh et
al., 2001). Pay 1a hop chit dang duoc dung dé
diéu tri bénh ung thu, dic biét 1a bénh mau
trang & cac nudc trén thé gidi, duoc sir dung
rong rai & Han Qudc (Yokoyama et al., 2003).
Loai ndm duoc liéu quy lan dau tién dugc ghi
nhéan c6 phan bd tu nhién & Viét Nam (Pham
Quang Thu et al., 2011). Chinh vi gia tri cta
ndm rat 16n nén viée nudi tréng nhan tao loai
nam ndy c6 y nghia to 16n trong viéc bao ton
va phat trién loai nAm nay ¢ Viét Nam. Trong
bai bao nay chiing t6i cong bd két qua nghién
clru nudi trong qua thé dém nam dong tring ha
thao bong tuyét (Isaria tenuipes) trén gia thé
nhan tao.

1. PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Phwong phap nghién cliru moi truong
thich hop tao gidng goc

Bon loai mdi truong sau duge ding dé thi
nghiém san xuét gidng san xuat:

- CT1: Méi truong dinh dudng c6 chua agar:
PDA (Potato Dextrose Agar).

- CT2: 40 g Glucoze, 10 g pepton, 0,5 g
MgSO4.7H20, 0,5 g KzHPO4, 0,5 g KH2P04,
10 g Yeast extract va bo sung nudc du 1 lit
dung dich.

- CT3: Nhong tam nguyén con.

- CT4: 150 g Gao ngdm + 10% bot nhong tim
kho + 80-100 ml H,O

Maéi truong PDA sau khi hdp khir tring d6 vao
cac dia petri (CT1).

Mbi truong cua cong thire CT2 duoce dung vao
cic binh nudi ndm véi thé tich dung dich
100 ml/binh (CT2), nhdng tam duoc dung
trong cac binh nuéi nim (CT3), Gao ngam +
10% bot nhong tam kho dugc dung trong binh
thity tinh 500 ml dem hip khir tring & 121°C
trong thoi gian 20 phut (CT4).

Cay nam Isaria tenuipes 7 - 10 ngay tudi vao 4
cong thirc moi truong san xuat gidng ké trén
va nudi trong diéu kién nhiét do 25°C, ddi véi
cong thirc CT2 nudi lic ¢ 150 vong/phut, cong
thirc CT4 nuoi trong vong 30 ngay clt 3 ngay
lac tay 1 lan.

Céy 4 cong thic gidng ndm duoc san xuat theo
phuong phap & trén vao binh chira gia thé co
thanh phan nhu cong thirc CT2. Mbi cong thirc
10 binh, 3 lan lip. Theo ddi danh gia chét
luong giéng nam thong qua sé luong qua thé
dém, chiéu dai qua thé dém va trong lugng qua
thé dém.

2.2. Phwong phap nghién ciru nudi trong
qua thé dém trén mdi tromg léng

Thi nghi€ém dugc thyc hién trén 3 moi trudng
dich thé:

CT1: 40 g glucose + 10 g peptone + 0,5 g
KH,PO, + 0,5 g K,HPO4:3H,0, + 0,5 g
MgS0,.7H,0 + 10 g yeast extract va bd sung
nudc du 1 lit dung dich.

CT2: 30 g glucose + 3 g peptone + 0,5 g
KH,PO4s + 0,5 g (NH4)S04, + 05 g
MgS0,4.7H,0 + 1 g yeast extract + 0,5 mg Bl
va bo sung nude du 1 1it dung dich.

CT3: 30 g glucose + 3 g peptone + 0,5 g
KH,PO4 + 0,5 g K,HPO4:3H,O, + 0,5 g
MgS04.7H,0O + 3 g yeast extract + 5 g bt
nhong tim va bd sung nude da 1 lit dung dich.

Nam Isaria tenuipes dugc ciy trén dia thach
PDA trong 07 - 10 ngay. Sau d6 cdy nim vio
3 gi4 thé long & trén. Binh nudi cdy c6 dung
tich 250 ml, mdi binh dung 100 ml mdi trudng
dich thé, chiéu sau cua dung dich 4 cm. Mdi
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cong thie 20 binh Idp lai 3 lan. Chi tiéu danh
gia 1a sb luong thé qua, hinh dang va mau sic
thé qua.

2.3. Phwong phip nghién ciu khd ning
hinh thanh thé qua trén gia thé nhong tim

Thi nghiém duogc thuc hién véi 3 cong thirc:
CT1: Nhiém nam tir giai doan nhong tam bang
cach tiém dich gidng

CT2: Nhidém nam tir giai doan nhong tim bang
cach phun dich gidng

CT3: Nhidm ndm tir giai doan séu non tudi 5

Dich gidng st dung dé nhiém vao cong thirc
CT1, CT2 dugc chuin bi nhu sau: Nam céy
trén moi truong PDA sau 7 - 10 ngay ciy vao
gid thé long bao gdom 40 g glucose + 10 g
peptone + 0,5 g KH,PO, + 0,5 g K;HPO4:3H,0
+0,5 g MgS0,.7H,0 + 10 g yeast extract va bo
sung nudc du 1 lit dung dich. Léic véi toc do
150 vong/phut trong 7 - 10 ngay. Sau d6 phun
d6i véi CT1 va tiém ddi voi CT2 dich gidng
ndm vao nhong Tam sau khi cit kén va da
dugc hip khir trung. Nudi ¢ phong c6 nhiét do
20 - 22°C va d6 am khong khi 1a 95% trong
diéu kién t6i. Khi soi nAm phu 1én nhong thi
chuyén sang nudi sang. Mdi cong thirc 30
nhong, 1ap lai 3 lan.

Phuong phép nhiém nam cua cong thirc CT3:
Bao tir ciia nAm duoc thu tir gia thé gdm 150 g
gao + 15 g bot nhong tam + 80 - 100 ml H,O

sau khi thu dugc pha vdéi nudce cAt t6i mat do
10® bao t/ml. Sau d6 cho dung dich bao t
trén vao binh xit. Sau tam dugc nudi va cham
soc dén giai doan tudi 5 thi phun dung dich
bao tir vira pha vao sau tam. Phun dung dich 3
lan, mdi 1an cach nhau 12 gio. Tiép tuc nudi
tam cho t&i khi tim vao kén. Sau khi kén duge
11 ngay thi ding dao cat dau kén, liy nhong
ra. Sau do6, dat nhong bi nhiém nidm vira cit
khoi kén vao hop nhua cé dat miéng vai bong
wét, mdi nhong cach nhau 01 cm. Sau do, dé
cac hop nhya & phong c6 nhiét d6 20 - 22°C va
d6 am khong khi 1a 95% trong diéu kién tdi.
Khi soi ndm phi 1én nhong thi chuyén sang
nudi sang (Kang et al., 2010). Thir nghiém
trén 30 con sau, lap lai 3 lan.

2.4. Phuwong phap xir ly b li¢u

X 1y s6 liéu bang phan mém GenStat 12.1 dé
phan tich va so sanh céc chi tiéu thong ké.

II. KET QUA NGHIEN CUU

3.1. Nghién ctru méi truwong thich hop tao
giéng g(”')c

Gidng sau khi duoc san xuat theo cic cach
khac nhau tién hanh cdy vao gia thé long.
Panh gia chat lugng giéng ndm thong qua sinh
truong phét trién cta ndm trén méi truong gia
thé qua cac chi tiéu s luong qua thé dém,
chiéu dai qua thé dém va trong luong qua thé
dém. Két qua dugc trinh bay & bang 1.

Bang 1. Két qua sinh truong, phat trién ciia gidng nim gdc trén moi trudng dich thé

Thei gian trung binh S6 lwong Chiéu dai Trong lwong kho
Céng thirc hinh thanh mam qua thé dém qua thé dém qua thé dém qua thé dém
(ngay) (cai) (mm) (g/10 binh)
CT1 32,5° 30,0° 50,4° 2,88°
CT2 33,0° 35,0° 50,7° 3,10°
CT3 36,0° 17,0° 48,5% 1,75
CT4 31,4° 22,0° 46,8° 2,05°
Lsd 0,55 1,92 2,82 1,10
Fpr <0,001 <0,001 <0,025 <0,001
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Két qua ¢ bang 1 cho thiy ning suit ciia ndm
O cac cong thirc khac nhau 1a khac nhau 10 rét
vé mit thdng ké voi mic ¥ nghia nhé hon
0,001 ddi voi cac chi tiéu sb luong qua thé
dém, trong lugng qua thé dém, thoi gian hinh
thanh mam qua thé dém. Cu thé & cong thic
CT1, CT2 ¢6 sb lugng qua thé dém 16n hon
nhiéu so véi cong thuc CT3, CT4, ) lugng
qua thé dém cua cong thae CT1, CT2 trung
binh dat 30 - 35 qua thé dém trong 1 binh vuot

tr6i hon han 1,3 - 2 14n so véi cong thic CT3
va CT4. Khi so sanh trong lugng kho cua qua
thé dém & 4 cong thire gidng thi cho thiy CT1,
CT2, CT3 gép lan luot 1a 1,8 lan, 1,6 lan va
1,2 1an so v&i CT3. Nhu vdy c6 thé thiy st
dung cong thire CT1, CT2 dé san xuit déu cho
két qua t6t dac biét 1a cong thuc CT2. Sinh
truéng phat trién cua gidng gbc ndm va qua
thé dém duoc thé hién ¢ hinh 1 va hinh 2.

Hinh 2. Qua thé dém cuia nam /. tenuipes tir nguon giong nam goc khac nhau

3.2. Nghién ciru xac dinh thanh phin gia thé
nhin tao nudi trong qua thé dém trén gia
thé 16ng

Thi nghiém duoc tién hanh trén 3 gia thé
dinh dudng long, két qua sinh trudng phat

trién cua nam dwoc danh gia théng qua thoi
gian bit ddu xuat hién mam qua thé dém, sb
lugng qua thé dém, chiéu dai qua thé dém va
trong luong qua thé dém. Két qua duoc trinh
bay trong bang 2.
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Bang 2. Két qua nghién ctru nudi trdng ndm Isaria tenuipes trén gia thé 1ong

Céna thie | Thoi gian bat diu xuat | S6 lwong qua thé dém | Chiéu dai Trong lwong qua thé dém
thi ng hiem | hién mam qua thé dém trung binh qua thé dem (9/10 binh)
gnis (ngay) (qua thé dém/binh) (mm) Twoi Kho
CT1 34,0° 34,5° 49,8° 43,3° 3,22°
CT2 29,0° 32,0° 50,9° 42,1° 3,19°
CT3 31,5° 20,3° 41,6° 17,0° 2,232
Lsd 0,507 1,905 2,103 1,715 0,147
Fpr <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Tir két qua trong bang 2 cho thiy ndm Isaria
tenuipes ¢ thé nudi va hinh thanh qua thé dém
trén moi truong 16ng. Thi nghi€m cod sy khac
nhau rat rd vé kha ning sinh truong phat trién
cia ndm. Coéng thirc CT1 va CT2 nim sinh
truong tdt nhat. Sb luong qua thé dém va dac
biét hon cho ning suit trong luong qua thé
dém cao hon hin so véi cong thuc CT3, sb
luong qua thé dém trung binh twong tmg tir 32
- 34,5 qua thé dém trén binh, d6 dai qua thé
dém dat twong tng tur 49,8 - 50,9 mm, trong
lugng tuoi tuong tng tir 42,1 - 43,3 g/10 binh.
Trong lugng twoi cia CT1 va CT2 gip 2,5 lan
va trong luong kho gép 1,4 1an so v6i CT3.

Pic diém cua nim sinh trudng & 3 cong thirc
gia thé 1ong: Ban dau soi ndm moc ndi trén bé
mat cla gia thé, sau d6 moc kin bé mat gia thé,
& cong thire CT2 va CT3 thoi gian moc kin bé
mit gia thé khoang 14 - 17 ngay con cong thirc
CT1 thi thoi gian moc kin lau hon mét chut tu
16 - 20 ngay. Qua thé dém nim moc don 1é
hodc moc tdp trung thanh ting khom cong
thirc CT1, CT2 sé luong qua thé dém nhidu
moc nhanh. Céng thitc CT3 sb luong quéa thé
dém it hon nhiéu so v&i 2 cong thirc con lai chi
bang 58 - 60% so voi s6 luong qua thé dém
cua CT1, CT2 va sinh truong cham hon, qua
thé dém ngén hon hin so voi CT1 va CT2.

Hinh 3. Qua thé dém cua nam /. tenuipes dugc nudi trén cac gia the 16ng
A - Qua thé nam xuat hién bao tu; B - Qua thé nam gia coi
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Qua thé dém ban dau ciing c6 mau vang chanh
nhat, sau din chuyén sang mau nga, khi gia
phia ddu cua qua thé dém tach phan nhanh
hodc giit nguyén roi dan xuét hién mot 16p bot
bao tr mau tring bam quanh doan dau qua thé

dém, chiém khoang 1/5 - 1/3 chiéu dai qua thé
dém (Hinh 3 - A). Lop bot nay ciing rat dé
dang bi rung. Néu nhu dé 1au quéa qua thé dém
nam s& bi kho va teo dan, sau do s& chuyén
sang mau nau den (Hinh 3 - B).

Hinh 4. Qua thé dém ctia nam I. tenuipes dugc nudi trén gia thé 1ong

3.3. Nghién ctru kha ning hinh thanh qua
thé dém trén gia thé nhong tim

Sinh truéng phat trién ctia ndm . tenuipes trén
gia thé nhong tam bang cac phuong thuc

nhim ndm khac nhau, dugc danh gia thong
qua cic chi s6 sb lugng thé qua, hinh dang,
mau sic va trong luong cia qua thé dém, két
qué dugc trinh bay trong bang 3.

Bang 3. Két qua nudi trdng nam 1. tenuipes & cic cong thirc gia thé nhong tim

Cona thire S6 lwong Chiéu dai Trong lwong qua thé mam Ty 1 nhong
thi n%hiém qua thé dém qua thé dém (gam/nhong) c6 qua thé dém
; (cai/nhoéng) (mm) Twoi Khé (%)
CT1 16,3° 11,3° 0,217° 0,093° 26,67
CT2 3,4 6,2° 0,053° 0,020° 18,89
CT3 42,9° 56,7° 0,895° 0,293° 76,67
Lsd 3,37 2,43 0,05 0,02
Fpr <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Tir két qua & bang 3 cho thiy khi ndm duoc
nuoi trong trén nhong tdm nhung vai cach thuc
nhiém nim khic nhau thi sinh trudng phat

trién ctia ndm c6 su khac nhau rat rd v& mat
thong ké. Cong thitc CT2 nam hinh thanh qua
thé dém kém, so lugng qua thé dém trung binh
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rat thdp. Cong thirc CT1 nidm c6 hinh thanh
quéa thé dém va cao hon hin so v6i cong thirc
CT2 nhung ning suat khong cao. Cong thic 3
tdt nhét voi cac chi tiu déu vuot trdi hon so
v6i 2 cong thic con lai. O cong thuc CTI,
nhong tam sau khi cit kén cho vao cac binh
nuéi hip khir tring, d& ngudi va nhiém nim
bang cach tiém dung dich giéng ndm vao timg
nhong; cong thirc CT2, nhong tam sau khi cit
kén cho truc tiép vao cac binh nudi ndm hép
khir tring, dé ngudi va nhiém ndm vao nhong
bang cach phun truc tiép dich gidng nim déu
sinh trudng binh thudng nhung cha yéu & dang
soi, it phat trién thanh qua thé dém. Cong thirc
CT3, nhim vao sdu non tudi 5, ndm sinh
truong phat trién rat tot, sé lugng qua thé dém
trén mot nhong rat nhiéu trung binh c6 dén 43
qua thé dém/nhong gip 2,6 1an so véi cong
thirc CT1 va gip 13 lan so véi CT2 va chiéu
dai qua thé dém ciing rat dai (56,67 mm), gip
5 1an so véi cong thire CT1. Trong luong tuoi
0,895 g/mhong va trong lugng khd 1a 0,293
g/nhong gip 1an luot 1a 4,1 va 3,1 1an so voi
cong thirc CT1 va gip 15, 16 1an so véi cong
thue CT2.

Ngoai ra két qua ¢ bang 3 ciing cho thiy c6 sy
khac nhau rat rd vé ty 1& nhong co qua thé
mam giita 3 cong thic thi nghiém. Trong dé
cong thuc CT3 co ty 1€ cao nhét dat 76,67%,

Hinh 5. Ndm duoc nhiém bang phuong thirc
tiém giong vao nhong
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cong thirc CT2 thip chi dat 26,67%, thap nhét
la cong thirec CT1 1a 18,89%.

Dic diém cua qua thé ndm khi nudi trong & 2
cong thuc CT, CT2 va CT3 ciing c6 su khac
nhau vé mau sic va sy phan nhanh: Nam & pha
soi déu c6 mau tring, qua thé dém nim gdém
¢6 hai phan: Cudng nim va té bao sinh bao tir
v6 tinh. Qua thé dém khi gia trén dinh sinh bao
tir vO tinh mau tring, nhitng bao tir nay giéng
nhu nhitng hat bui, rit d& roi rung va khé. Qua
thé dém moc don 1€ hodc moc cum, nhung qua
thé dém cua cong thirc CT1, CT2 ¢6 mau nga
dén mau tring nga, qua thé dém ngin, phan
nhanh nhiéu, cong thirc CT2 chiéu dai trung
binh cua qua thé mim chi dat 6,2 mm, thé qua
rt it. Con & cong thuc CT3 qua thé dém co
mau vang nhat, khi gia hinh thanh bot bao tu
mau tring bao quanh doan dinh qua thé dém
va phan nhanh it hon (Hinh 5, Hinh 6, Hinh 7).

Nhu vay voi 3 cong thuc thi nghiém véi 3
phuong thirc nhiém ndm khéc nhau cho ta thdy
CT3 nhiém nim tir giai doan sdu non tudi 5 1a
t6t nhat, co thé sir dung cong thire CT3 dé 1am
cong thie gia thé nhong tim nudi trong nim 1.
tenuipes. Tir nhitng két qua thu duogc ¢ trén
hoan toan ¢ thé nudi trong qua thé dém nim
Isaria tenuipes trén gia thé nhong tim trong
diéu kién nhan tao.

Hinh 6. Nam duoc nhiém bang phuong thirc
phun giong vao nhong
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Hinh 7. Nam /. tenuipes duoc nhiém bang phuong thirc phun giéng vao sau non tudi 5

IV.KET LUAN

Khi nuéi cdy trén bon cong thic gidng nim
Isaria tenuipes déu cho nam sinh trudéng va
phat trién khac nhau rd rét. Cong thirc CTI,
CT2 déu cho cac chi tiéu tdt nhat, sd Iuong
qua thé dém trung binh dat 30 - 35 qua thé
dém trong 1 binh vuot tréi hon han 1,3 - 2 lan
so voi cong thac CT3 va CT4. Trong luong
khé cia qua thé dém ciing gap 1,8 1an, 1,6 lan
s0 v6i cong thirc kém nhét 1a CT3.

Khi nudi tréng tao qua thé dém ndm trén 2 moi
truong long CT1, CT2 cho ning sudt tot nhat,

s6 lugng qua thé dém trung binh 1a 32 - 34,5
qua thé dém/binh. Trong lugng kho gip 1,4
1an so v6i cong thire CT3.

Khi thir nghiém nudi trdng nidm 1. tenuipes
trén gia thé nhong tam cho thay nhiém nim
tir giai doan sdu non tim tudi 5 nidm sinh
truong phat trién rat tot. SO luong qua thé
dém trung binh trén mdt nhong dat téi 43
qua thé dém. Trong lugng tuoi trung binh
tréen mét nhéng 1a 0,895 g/nhong, trong
lugng kho trung binh trén mdt nhdng twong
duong véi 0,293 g/nhong.
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