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Nhãm tuyÕn trïng ký sinh g©y bÖnh c«n 
trïng (epn) gièng Steinernema vµ 
Heterorhabditis kh¸ ®a d¹ng víi h¬n 50 loµi vµ 
mçi loµi cã nhiÒu chñng kh¸c nhau víi ®Æc 
tr−ng sinh häc vµ kh¶ n¨ng phßng trõ s©u h¹i 
cña chóng còng rÊt kh¸c nhau. ViÖc b¶o qu¶n 
c¸c chñng tuyÕn trïng epn cã ý nghÜa lín trong 
viÖc cung cÊp nguån vËt liÖu ban ®Çu cho s¶n 
xuÊt thuèc sinh häc tuyÕn trïng. Ngoµi ra, viÖc 
b¶o qu¶n c¸c chñng epn cßn phôc vô cho viÖc 
nghiªn cøu, tuyÓn chän theo ph−¬ng ph¸p cæ 
®iÓn hoÆc b»ng kü thuËt chuyÓn gien ®Ó t¹o nªn 
c¸c chñng míi cã kh¶ n¨ng phßng trõ s©u h¹i tèt 
h¬n. Tuy nhiªn, mét vµi nghiªn cøu ®· cho thÊy, 
viÖc duy tr× c¸c chñng epn b»ng ph−¬ng ph¸p 
nh©n nu«i nhiÒu lÇn tuyÕn trïng epn trªn Êu 
trïng b−ím s¸p lín (Galleria mellonella) cã thÓ 
lµm mÊt hoÆc lµm gi¶m ®éc lùc cña chóng vµ 
dÉn ®Õn gi¶m kh¶ n¨ng phßng trõ s©u h¹i  
[13, 15, 17]. V× vËy, viÖc lùa chän vµ c¶i thiÖn 
ph−¬ng ph¸p b¶o qu¶n c¸c chñng epn tù nhiªn 
nh− lµ nguån vËt liÖu di truyÒn epn lu«n cã ý 
nghÜa quyÕt ®Þnh. 

B¶o qu¶n ®«ng l¹nh epn trong nit¬ láng ®−îc 
coi nh− sù lùa chän ®óng ®¾n ®Ó b¶o qu¶n l©u dµi 
epn mµ vÉn cã thÓ gi÷ ®−îc ®éc lùc cña chóng 
[17]. Tuy nhiªn, viÖc b¶o qu¶n ®«ng l¹nh tuyÕn 
trïng epn trong nit¬ láng còng hoµn toµn kh«ng 
®¬n gi¶n, v× tû lÖ sèng sãt vµ ®éc lùc cña tuyÕn 
trïng sau b¶o qu¶n rÊt kh¸c nhau, phô thuéc vµo 
nhiÒu yÕu tè kh¸c nhau nh− nguån gèc c¸c chñng 
epn, quy tr×nh xö lý epn trong dung dich b¶o vÖ 
®«ng l¹nh tr−íc khi ®−a vµo ®«ng l¹nh, quy tr×nh 
®iÒu chØnh ®é lµm l¹nh còng nh− nång ®é epn vµ 
quy tr×nh tan ®«ng [8, 16]. 

§· cã mét sè nghiªn cøu c¶i tiÕn quy tr×nh 
b¶o qu¶n ®«ng l¹nh epn trong nit¬ láng cho kÕt 

qu¶ kh¸ tèt víi møc ®é sèng sãt kh¸ cao vµ ®éc 
tè hÇu nh− ®−îc duy tr× sau b¶o qu¶n l¹nh  
[1, 3, 8]. Tuy nhiªn, hÇu hÕt c¸c nghiªn cøu trªn 
®©y ®−îc tiÕn hµnh ®èi víi c¸c chñng epn cã 
nguån gèc tõ vïng «n ®íi, cßn c¸c th«ng tin víi 
tuyÕn trïng epn tõ vïng nhiÖt ®íi hÇu nh− ch−a 
cã. Môc tiªu nghiªn cøu cña chóng t«i lµ x¸c 
®Þnh ¶nh h−ëng cña nång ®é glycerol ®èi víi 
qu¸ tr×nh xö lý b¶o qu¶n l¹nh vµ hiÖu qu¶ sèng 
sãt cña c¸c chñng tuyÕn trïng epn ph©n lËp tõ 
ViÖt Nam, n¬i cã ®iÒu kiÖn khÝ hËu nhiÖt ®íi vµ 
cËn nhiÖt ®íi. 

I. PH¦¥NG PH¸P NGHI£N CøU 

Nguån tuyÕn trïng epn sö dông cho thÝ 
nghiÖm lµ c¸c chñng tuyÕn trïng b¶n ®Þa 
Steinernema vµ Heterorhabditis ph©n lËp tõ  
ViÖt Nam, bao gåm 38 chñng, trong ®ã cã 26 
chñng Steinernema vµ 12 chñng Hetero-
rhabditis. C¸c chñng nµy ®−îc thu thËp tõ n¨m 
1997 ®Õn 2002 vµ ®· tr¶i qua nhiÒu lÇn nh©n 
nu«i duy tr× trªn Êu trïng b−ím s¸p lín tr−íc 
khi sö dông cho thÝ nghiÖm b¶o qu¶n ®«ng l¹nh 
b»ng nit¬ láng. TuyÕn trïng ®−îc nh©n nu«i in 
vivo trªn Êu trïng b−ím s¸p lín vµ Êu trïng c¶m 
nhiÔm (IJs) ®−îc b¶o qu¶n ë 12oC theo quy tr×nh 
cña Kaya & Stock (1997).  

ThÝ nghiÖm ®¸nh gi¸ ¶nh h−ëng cña nång ®é 
Glycerol ®Õn sù sèng sãt cña tuyÕn trïng: ®−îc 
tiÕn hµnh theo m« t¶ cña Curran vµ cs. (1992): 
100 ml dung dÞch chøa IJs ®−îc läc qua giÊy läc 
Whatman No1 b»ng m¸y hót ch©n kh«ng ®Ó lo¹i 
bá n−íc. IJs n»m trªn giÊy läc ®−îc nhóng vµo 
®Üa petri (®−êng kÝnh 60 mm) chøa dung dÞch 
15% vµ 30% glycerol vµ ringer tû lÖ 1: 1 cho 2 
chñng ®¹i diÖn lµ Steinernema DL23 vµ 
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Heterorhabditis BY. Sau 48 vµ 72 giê lÊy 1 ml 
dung dÞch tuyÕn trïng pha lo·ng 100 lÇn vµ 
chuyÓn sang khay ®Õm ®Ó kiÓm tra sè l−îng 
tuyÕn trïng IJs sèng vµ chÕt d−íi kÝnh hiÓn vi 
soi næi. 

Thö nghiÖm x¸c ®Þnh sù sèng sãt cña tuyÕn 
trïng sau b¶o qu¶n ®«ng l¹nh: trªn c¬ së c¸c thÝ 
nghiÖm ®−îc tiÕn hµnh theo quy tr×nh cña 
Curran vµ cs. (1992) vµ Nurgent vµ cs. (1996) 
cho thÊy nång ®é glycerol theo quy tr×nh trªn lµ 
qu¸ cao vµ kh«ng phï hîp víi c¸c chñng epn 
nhiÖt ®íi, chóng t«i ®· c¶i tiÕn gi¶m nång ®é 
glycerol cßn 10% ®èi víi c¸c chñng 
Steinernema vµ 7,5% glycerol ®èi víi 
Heterorhabditis.  

C¸c kh©u xö lý tuyÕn trïng epn tiÕp theo 
®−îc tiÕn hµnh theo quy tr×nh cña Curran vµ cs. 
(1992) vµ Nurgent vµ cs. (1996). Sau 72 giê 
ng©m ñ ®èi víi c¸c chñng Steinernema vµ 168 
giê ®èi víi c¸c chñng Heterorhabditis epn ®−îc 
läc qua m¸y hót ch©n kh«ng, sau ®ã cho vµo 
methanol 70% ®· ®−îc lµm l¹nh (kho¶ng -10oC) 
trong 10 phót, sau ®ã epn ®−îc läc qua m¸y hót 
ch©n kh«ng trong khi tiÕp tôc ®−îc giéi röa b»ng 
methanol 70% ®· ®−îc lµm l¹nh. GiÊy läc chøa 
IJs ®−îc cuén l¹i vµ ®Æt vµo èng týp chuyªn dông 
cho b¶o qu¶n ®«ng l¹nh. C¸c týp nµy ®· ®−îc 
lµm l¹nh s½n ë -5oC trong dung dÞch muèi NaCl. 
C¸c èng týp nµy ®−îc ghi sè, tªn chñng vµ xÕp 
trong mét hép chuyªn dông ®Ó gi÷ l¹nh råi ®Æt 
nhanh c¶ hép vµo b×nh nit¬ láng. Sau 72 giê b¶o 
qu¶n l¹nh, ®−a hép tõ b×nh nit¬ láng ra, lÊy 
nhanh c¸c èng týp chøa epn vµ lµm tan l¹nh b»ng 
c¸ch ®æ 1,5 ml dung dÞch ringer (chuÈn bÞ dung 
dÞch ringer theo Kaya & Stock, 1997, nh−ng sö 
dông NaHCO3 thay cho NaH2CO5) vµo èng týp 
cã chøa epn, 30 phót ë nhiÖt ®é phßng, sau ®ã ®æ 
nhanh dung dÞch ringer cã chøa tuyÕn trïng ra 
®Üa petri ®Ó kiÓm tra d−íi kÝnh hiÓn vi soi næi. 
TuyÕn trïng cßn sèng ®−îc x¸c ®Þnh trªn c¬ së 
chóng cßn chuyÓn ®éng khi ch¹m kim nhän vµo 
chóng. Tû lÖ sèng tèi −u trong c¸c thÝ nghiÖm s¬ 
bé ®−îc x¸c ®Þnh lµ sè trung b×nh (mean) vµ céng 
trõ sai sè chuÈn (sd).  

Thö nghiÖm x¸c ®inh ®éc lùc cña IJs sau 
b¶o qu¶n ®«ng l¹nh: ®−îc tiÕn hµnh ®Ó x¸c ®Þnh 
®éc lùc cña epn sau khi b¶o qu¶n l¹nh. Mçi thö 
nghiÖm sö dông 10 Êu trïng b−ím s¸p lín 
(Galleria mellonella = GM) ®Æt trong 1 ®Üa petri 
®−êng kÝnh 60 mm cã s½n giÊy läc vµ cho g©y 

nhiÔm 150 IJs trong 1 ml n−íc (kho¶ng 15 
IJs/s©u). ThÝ nghiÖm ®−îc lËp l¹i 6 lÇn ®èi víi 
mçi c«ng thøc thÝ nghiÖm vµ toµn bé thÝ nghiÖm 
®−îc lËp l¹i 3 lÇn. NhiÖt ®é thÝ nghiÖm ë 25oC. 
Tû lÖ s©u chÕt ®−îc kiÓm tra qua 24, 48 vµ 72 
giê sau khi nhiÔm epn. 

Thèng kª sè liÖu: kÕt qu¶ thÝ nghiÖm ®−îc 
so s¸nh theo ANOVA vµ Student - Newman -
Keuls test (SAS Institute, Inc, Cary, NC). Tû lÖ 
s©u chÕt tõ thö nghiÖm ®éc lùc cña epn ®−îc 
ph©n tÝch víi t-test.  

II. KÕT QU¶ Vµ TH¶O LUËN 

1. ¶nh h−ëng cña nång ®é glycerol 

KÕt qu¶ thÝ nghiÖm ban ®Çu cña chóng t«i ë 
c¸c nång ®é glycerol 15% vµ 30% ®èi víi 2 
chñng epn ®¹i diÖn cho 2 gièng lµ Steinernema 
DL23 vµ Heterorhabditid BY ®Òu cho thÊy nång 
®é glycerol vµ thêi gian xö lý tuyÕn trïng (thêi 
gian ñ) trong glycerol cã ¶nh h−ëng râ rÖt ®Õn tû 
lÖ sèng cña tuyÕn trïng. Trong 2 yÕu tè nµy th× 
nång ®é glycerol cã ¶nh h−ëng râ rÖt nhÊt. ë 
cïng thêi gian xö lý sau 48 giê, ë c¸c c«ng thøc 
xö lý nång ®é glycerol 20 vµ 30% tû lÖ tuyÕn 
trïng Steinernema DL23 gi¶m 46 ®Õn 75% so 
víi ë nång ®é 10%, t−¬ng tù Heterorhabditid 
BY tû lÖ sèng ë c¸c nång ®é 15 vµ 30% còng 
gi¶m tõ 43 ®Õn 64% so víi tû lÖ nµy ë nång ®é 
7,5% (b¶ng 1). 

So víi thÝ nghiÖm cña Curran vµ cs. (1992), 
Nugent vµ cs. (1996) vµ Popiel & Vasquez 
(2002) th× kÕt qu¶ thÝ nghiÖm tiÕn hµnh trªn 
tuyÕn trïng ViÖt Nam cña chóng t«i nh− trªn lµ 
kh¸ kh¸c biÖt: trong khi c¸c thÝ nghiÖm cña c¸c 
t¸c gi¶ trªn ®Òu sö dông 2 nång ®é 15 vµ 30% 
cho kÕt qu¶ kh¸ tèt víi tû lÖ sèng cña hÇu hÕt 
c¸c chñng tuyÕn trïng vµ tû lÖ sèng trung b×nh 
kh¸ cao (58% ®èi víi Steinernema vµ 51% ®èi 
víi Heterorhabditis), trong khi trong thÝ nghiÖm 
cña chóng t«i trªn 2 chñng tuyÕn trïng b¶n ®Þa ë 
2 nång ®é t−¬ng ®−¬ng sau 72 giê th× tû lÖ sèng 
cña epn ®Òu d−íi 50%. KÕt qu¶ nµy lµ kh¸ thÊp 
so víi kÕt qu¶ cña c¸c t¸c gi¶ trªn. Trong khi ®ã 
c¸c thÝ nghiÖm víi nång ®é glycerol thÊp l¹i cho 
kÕt qu¶ t−¬ng ®èi tèt, ®Æc biÖt tû lÖ sèng cña 
chñng Steinernema DL23 cao tíi 85-91%, trong 
khi tû lÖ nµy ë chñng Heterorhabditis BY sau 
48 giê kh¸ cao (gÇn 94%), nh−ng sau 72 giê 
gi¶m xuèng ®ét ngét cßn 44,1%. 
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B¶ng 1  

¶nh h−ëng nång ®é glycerol vµ thêi gian xö lý ®Õn tû lÖ sèng cña tuyÕn trïng 

Thêi gian XL Steinernema DL23  Heterorhabditis BY 
Nång ®é XL 10% 20% 30% 7,5% 15% 30% 
Sau 48 giê 91,5 ± 2,6 49,8 ± 3,4 24,5 ± 2,4 93,9 ± 5,7 58,6 ± 4 34,2 ± 4,2 
Sau 72 giê 85,7 ± 2,0 36,4 ± 2,9 18,8 ± 3,1 44,1 ± 13,4 26,3 ± 3,7 16,6 ± 2,7 

  
Tõ kÕt qu¶ thÝ nghiÖm trªn ®©y ®· cho phÐp 

®iÒu chØnh gi¶m nång ®é glycerol xuèng thÊp 
tèi −u lµ 10% ®èi víi c¸c chñng Steinernema vµ 
7,5% ®èi víi c¸c chñng Heterorhabditis ®Ó xö 
lý tuyÕn trïng tr−íc khi b¶o qu¶n ®«ng l¹nh.  

Quan s¸t tuyÒn trïng IJs qua xö lý Glycerol-
Ringer cho thÊy hÇu hÕt tuyÕn trïng epn chÕt 
trong qu¸ tr×nh xö lý lµ do t¸c dông cña chÊt 
glycerol t¹o thµnh d¹ng tinh thÓ néi bµo trong c¬ 
thÓ tuyÕn trïng, trong khi theo Curran vµ cs. 
(1992) vµ Popiel & Vasquez (2002) th× chÊt 
Glycerol chÝnh lµ chÊt cã thÓ lµm gi¶m thiÓu sù 
h×nh thµnh tinh thÓ néi bµo. Nh− vËy, vÊn ®Ò ë 
®©y lµ ngoµi nång ®é Glycerol th× nång ®é tuyÕn 
trïng trong qu¸ tr×nh xö lý còng ®ãng vai trß 
trong viÖc t¹o thµnh tinh thÓ néi bµo trong c¬ thÓ 
tuyÕn trïng. VÒ b¶n chÊt, dung dÞch Glycerol-
Ringer cã t¸c dông gióp tuyÕn trïng chuyÓn dÇn 
sang tr¹ng th¸i ®«ng l¹nh mµ kh«ng bÞ tæn 
th−¬ng do m«i tr−êng n−íc ®«ng l¹nh t¹o ra. V× 
vËy, tinh thÓ néi bµo h×nh thµnh trong c¬ thÓ 
tuyÕn trïng nhiÒu hay Ýt chÝnh lµ biÓu hiÖn cho 
thÊy møc ®é tuyÕn trïng cã tæn th−¬ng nhiÒu hay 
Ýt vµ tuyÕn trïng cã thÓ tån t¹i ®−îc hay kh«ng. 

2. Kh¶ n¨ng sèng cña tuyÕn trïng sau b¶o 
qu¶n ®«ng l¹nh 

Tæng sè 38 chñng epn cña ViÖt Nam ®−îc 
xö lý ®Ó b¶o qu¶n ®éng l¹nh trong nit¬ láng th× 
chØ cã 7 chñng lµ sèng sãt sau b¶o qu¶n ®«ng 
l¹nh, trong ®ã cã 5 chñng S-TS2, S-TX1, H-
CP6, H-CP16 vµ H-MP11 cã tû lÖ sèng sãt cao

tõ 70-95%, trong khi tû lÖ sèng cña 2 chñng  
S-TG10 vµ S-XT thÊp d−êi 50% (b¶ng 2). Nh− 
vËy, cã tíi 29 chñng kh«ng thÓ sèng sãt sau khi 
b¶o qu¶n ®«ng l¹nh, trong sè nµy cã 22 chñng 
Steinernema lµ S-BM12, S-CP13, S-CP14,  
S-DL13, S-DL21, S-DL23, S-HS2, S-NH7,  
S-TD16, S-BC, S-CP12, S-DL9, S-DL14,  
S-DL16, S-DL20, S-MP9 S-MP9, S-TK10,  
S-TN10, S-TN24, S-TN53 vµ S-TS10. Cã 8 trªn 
12 chñng Heterorhabditis kh«ng sèng sãt sau 
b¶o qu¶n ®«ng l¹nh lµ H-BB9, H-BY, H-CP8, 
H-HS5, H-NT3, H-QB3, H-TN48 vµ H-PP6. 
§iÒu ®¸ng l−u ý tÊt c¶ c¸c chñng nµy ®Òu cã tû 
lÖ sèng sãt kh¸ cao sau kh©u xö lý ng©m ñ trong 
dung dÞch Glycerol - Ringer tøc lµ tr−íc khi ®−a 
vµo xö lý ®«ng l¹nh trong nit¬ láng. Nh− vËy cã 
thÓ kh¼ng ®Þnh lµ kh©u xö lý ®«ng l¹nh trong 
nit¬ láng vµ kh©u tan ®«ng ®· cã ¶nh h−ëng 
quan träng ®Õn kh¶ n¨ng sèng sãt cña c¸c chñng 
tuyÕn trïng nµy.  

VÊn ®Ò lµ t¹i sao trong cïng mét ®iÒu kiÖn 
xö lý th× mét sè Ýt chñng cã kh¶ n¨ng sèng sãt, 
thËm chÝ sèng víi tû lÖ kh¸ cao, trong khi ®ã 
nhiÒu chñng l¹i kh«ng sèng ®−îc sau khi ®«ng 
l¹nh. §Ó t×m c©u tr¶ lêi cho vÊn ®Ò nµy cÇn tiÕp 
tôc c¸c thö nghiÖm tiÕp theo nh»m lµm s¸ng tá 
mét sè yÕu tè cã thÓ ¶nh h−ëng ®Õn kh¶ n¨ng 
sèng sãt cña epn, trong ®ã cã yÕu tè nång ®é 
epn khi tan ®«ng. Ngoµi ra, ®Ó x¸c ®Þnh ®iÒu 
kiÖn b¶o qu¶n tèi −u cÇn tiÕn hµnh riªng rÏ cho 
tõng chñng hoÆc tõng nhãm chñng epn cã ®Æc 
®iÓm sinh häc, ph©n bè ®Þa lý gÇn nh− nhau.  

 

B¶ng 2 

Tû lÖ sèng cña c¸c tuyÕn trïng epn sau ®«ng l¹nh 

STT EPN isolates Nång ®é glycerol (%) Tû lÖ sèng sau ®«ng l¹nh (%) 
1 S-TG10 10 5 ± 1,8 
2 S-XT 10 45,9 ± 3,9 
3 S-TS2 10 70,4 ± 3,7 
4 S-TX1 10 95,0 ± 3,2 
5 H-CP6 7,5 81,5 ± 4,5 
6 H-CP16 7,5 95,0 ± 3,3 
7 H-MP11 7,5 95,2 ± 4,5 
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3. §éc lùc cña IJs sau b¶o qu¶n l¹nh 

Trong sè 6 chñng epn sèng sãt qua b¶o 
qu¶n ®«ng l¹nh ®−îc sö dông ®Ó x¸c ®Þnh ®éc tè 
cña chóng trªn Êu trïng ngµi s¸p G. mellonella 
cho thÊy c¶ 6 chñng nµy ®Òu duy tr× ®−îc ®éc tè 
sau ®«ng l¹nh. Tû lÖ chÕt cña Êu trïng ngµi s¸p 
lín sau 72 giê ph¬i nhiÔm víi IJs (nång ®é 150 

IJs/ml) lµ kh¸ cao (b¶ng 2). §Æc biÖt, kÕt qu¶ 
thö nghiÖm so s¸nh gi÷a nguån IJs qua ®«ng 
l¹nh vµ nguån IJs kh«ng qua ®«ng l¹nh còng 
cho thÊy kh«ng cã sù sai kh¸c râ rµng vÒ ®éc 
lùc cña c¸c chñng epn thÝ nghiÖm víi IJs qua 
b¶o qu¶n l¹nh vµ IJs ®èi chøng (kh«ng qua b¶o 
qu¶n l¹nh). 

 
B¶ng 3  

Tû lÖ chÕt cña GM g©y nhiÔm bëi c¸c chñng epn sau b¶o qu¶n ®«ng l¹nh trong nit¬ láng 

Tû lÖ chÕt cña GM Tû lÖ chÕt cña GM (§èi chøng) 
STT 

EPN 
isolates 

Nång ®é 
IJs/ml  24 giê  48 giê  72 giê  24 giê  48 giê  72 giê 

3 S-TS2 150 36,4 ± 
2,8 

60,2 ± 
3,3 

76,4 ± 
2,8 

38,5 ± 
2,1 

62,1 ± 
2,6 

78,1 ± 
2,5 

4 S-TX1 150 35,1 ± 
3,0 

65,4 ± 
3,5 

85,0 ± 
4,1 

34,9 ± 
2,7 

61,7 ± 
2,8 

87,2 ± 
3,8 

5 S-XT 150 29,7 ± 
2,4 

65,0 ± 
2,7 

78,5 ± 
3,2 

32,4 ± 
2,9 

67,5 ± 
3,2 

80,4 ± 
3,6 

6 H-CP6 150 30,3 ± 
2,5 

51,9 ± 
3,8 

82,5 ± 
2,5 

25,1 ± 
3,2 

59,4 ± 
2,4 

78,7 ± 
3,2 

7 H-CP16 150 29,7 ± 
3,6 

62,1 ± 
3,3 

75,9 ± 
2,7 

36,2 ± 
2,7 

64,4 ± 
3,0 

76,0 ± 
2,4 

8 H-MP11 150 25,9 ± 
3,7 

65,2 ± 
5,5 

85,8 ± 
3,6 

30.3 ± 
2,5 

63,8 ± 
2,3 

83,5 ± 
2,9 

 
4. Th¶o luËn  

C¸c nghiªn cøu cña Curan vµ cs. (1992), 
Nugent vµ cs. (1996) ®· chøng minh kh¶ n¨ng 
sèng sãt cña c¸c loµi, chñng epn kh¸c nhau sau 
b¶o qu¶n ®«ng l¹nh phô thuéc vµo thêi gian ñ 
l¹nh tr−íc, tèc ®é tan l¹nh vµ chñng lo¹i vµ 
nång ®é cña c¸c chÊt chèng ®«ng ®−îc sö dông. 

Nghiªn cøu míi ®©y cña Bai vµ cs., 2004 
cho thÊy tû lÖ sèng sãt cña IJs sau b¶o qu¶n 
trong nit¬ láng kh«ng chØ dùa vµo nång ®é 
Glycerol nh−ng cßn phô thuéc lín vµo nång ®é 
IJs trong Glycerol tr−íc khi b¶o qu¶n vµ còng 
phô thuéc vµo nång ®é cña chóng trong dung 
dÞch Ringer t¹i thêi gian tan ®«ng sau thêi gian 
b¶o qu¶n. Trong thÝ nghiÖm cña chóng t«i, nång 
®é IJs lµ 12.000 IJs/ml ®−îc coi lµ nång ®é tèi 
−u khi xö lý trong hçn hîp Glycerol-Ringer. 
¶nh h−ëng cña nång ®é IJs trong qu¸ tr×nh xö 
lý ñ trong c¸c dung dÞch chèng ®«ng (Glycerol 
vµ Ringer) tr−íc khi ®«ng l¹nh b»ng nit¬ láng 
vµ nång ®é IJs trong dung dich Ringer còng nh− 
thêi gian tan ®«ng ®Õn tû lÖ sèng cña IJs sau b¶o 

qu¶n ®«ng l¹nh b»ng nit¬ láng ®· ®−îc c¶i tiÕn 
thay ®æi vÒ nång ®é so víi Bai vµ cs. (2004) 
nh−ng kh«ng thu ®−îc kÕt qu¶ nh− thÝ nghiÖm 
cña Bai vµ cs. (2004) hay nãi ®óng h¬n lµ chØ 
thu ®−îc kÕt qu¶ mét sè chñng mµ th«i. Cã thÓ 
gi¶ ®Þnh vÒ nguyªn nh©n t¨ng tû lÖ sèng cña IJs 
sau b¶o qu¶n ®«ng l¹nh ë mét sè c«ng thøc thÝ 
nghiÖm víi nång ®é cao h¬n cã thÓ do t¨ng 
nång ®é chung cña c¸c chÊt chèng ®«ng tù 
nhiªn (nh− Lipids, Trehalose hoÆc Glycerol) 
trong èng týp ®«ng, trong ®ã IJs ph¶n øng víi 
hçn hîp Glycerol-Ringer b»ng c¸ch s¶n sinh ra 
Trehalose vµ Glycerol nh− lµ c¸c chÊt b¶o vÖ vµ 
®èi phã víi sù thay ®æi nhiÖt ®é hoÆc c¸c stress 
m«i tr−êng kh¸c. Tuy nhiªn mét khi nång ®é IJs 
qu¸ cao cã thÓ lµm gi¶m tû lÖ sèng cña IJs cã 
thÓ do hiÖu øng gi¶m oxy huyÕt (Jagdale vµ 
Grewal, 2003; Qiu vµ Bedding, 2002). 

Tr−íc c¸c nghiªn cøu b¶o qu¶n ®«ng l¹nh 
cña epn cña Bai vµ cs. (2004) kh«ng cã th«ng 
tin nµo vÒ mèi quan hÖ gi÷a nång ®é tuyÕn trïng 
®Õn sù sèng sau b¶o qu¶n. Mét sè t¸c gi¶ nh− 
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Popiel, Vasquez (1991) vµ Nugent vµ cs. (1996) 
®· sö dông nång ®é 5000 vµ 2,5 × 106 IJs/ml, 
cßn trong nghiªn cøu cña Curran vµ cs. (1992) 
th× kh«ng nãi râ nång ®é nµy. Trong c¶ 3 nghiªn 
cøu trªn còng kh«ng ®Ò cËp râ rµng vÒ nång ®é 
IJs sö dông trong qu¸ tr×nh tan ®«ng. V× vËy, 
khã ®Ó so s¸nh mèi t−¬ng quan gi÷a nång ®é víi 
tû lÖ sèng trong thÝ nghiÖm nµy. Tuy nhiªn, qua 
c¸c nghiªn cøu nµy còng cã thÓ nhËn thÊy r»ng 
mét sè dÉn liÖu sai kh¸c vÒ tû lÖ sèng trong c¸c 
nghiªn cøu tr−íc ®©y cã thÓ do thay ®æi vÒ nång 
®é IJs trong b¶o qu¶n ®«ng l¹nh.  

B¶o qu¶n ®«ng l¹nh tuyÕn trïng epn thùc 
chÊt lµ nh÷ng kü thuËt ®Ó duy tr× nguån gen cña 
chóng phôc vô cho c¶ 2 môc ®Ých lµ nghiªn cøu 
vµ th−¬ng m¹i. Nghiªn cøu nµy ®· minh chøng 
ngoµi nång ®é IJs tèi −u, th× nång ®é Glycerol 
sö dông ®Ó xö lý IJs tr−íc khi ®«ng l¹nh cã ¶nh 
h−ëng tíi h¹n ®Õn tû lÖ sèng sãt cña IJs sau 
®«ng l¹nh. Hy väng r»ng, kÕt qu¶ nghiªn cøu 
cña chóng t«i trªn ®©y lµ c¬ së b−íc ®Çu ®Ó c¶i 
tiÕn vµ hoµn thiÖn quy tr×nh b¶o qu¶n ®«ng l¹nh 
cho c¸c chñng epn cña ViÖt Nam nãi riªng vµ 
epn vïng nhiÖt ®íi nãi chung.  
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INFLUENCE OF GLYCEROL CONCENTRATION ON SURVIVAL OF 
ENTOMOPATHOGENIC NEMATODES THROUGH CRYOPRESERVATION 

 
NGUYEN NGOC CHAU, RALF-UDO EHLERS 

 
 

SUMMARY 
 

A modified procedure based on reduced concentration of glycerol for cryopreservation of infective 
juvenile stage nematodes has been developed using indigenous isolates Steinernema and Heterorhabditis 
collected from Vietnam.  

The survival of infective juveniles (IJs) depended on some factors such as concentration of glycerol, IJs 
concentration and timing for thawing. Optimum survival for both genera was archived with 12,000 IJs/ml in 
glycerol and 7,500 IJs/ml in ringer’s solution. For Steinernema strains optimum survival also was observed 
with 12,000 IJs/ml in 10% glycerol concentration whereas with the same IJs concentration in 7.5% Glycerol 
concentration. The maximum retentions of Steinernem were 45.9-95% whereas these retentions of 
Heterorhabditis isolates were 81.5-95.2%. 

The survival of Vietnamese epn isolates in post-cryopreservation was more or less low that only 4 
Steinernema isolates among 26 treated were survival whereas only 3 per 12 Heterorhabditis isolates were 
post-cryopreservation survival. Among survival isolates, apart from two isolates S-TG10 and S-TX1 with 
survival percentage was lower as 5 and 45.9%, respectively, remaining isolates with survival percentage was 
higher as 70-95%. 

For toxicology, Steinernema were 78-87 retention of original virulence to GM larvae, whereas this 
toxicology of Heterorhabditis was 76-83.5 retention of original virulence to GM larvae. 
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