TCVN TIEU CHUAN QUOC GIA

Dwv thao

TCVN.......:2017

PHAN BON VI SINH VAT - PHWONG PHAP XAC DINH MAT
DO NAM RE NOI CONG SINH. PHAN 1: KY THUAT BPEM SO
LUONG BAO TU NAM NOI CONG SINH MYCORRHIZA
(ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI) BANG KY THUAT
SANG UOT, LY TAM NOI

Microbial fertilizers - Method for the determination of Endomycorrhizae density.
Part 1. Count technique of endomycorrhiza spores (Arbuscular Mycorrhiza Fungi) by wet

sieving and flotating centrifugation

HA NOI — 2017






L&i néi dau

TCVN ........:2017 do Vién Thd nhwdng Nong hoa bién soan,
B& Nong nghiép va Phat trién Nong thén dé nghi, Téng cuc
Tiéu chudn Po lweng Chét lwong thdm dinh, B6 Khoa hoc va

Coéng nghé cong bd.









TIEUCHUANQUOC GIA TCVN ......:2017

Phan bén vi sinh vat — Phwong phap xac dinh mat dé nam ré
ndi cdng sinh. Phan 1: Ky thuat dém sé lwong bao tir nAm ndi
cdng sinh Mycorrhiza (Arbuscular Mycorrhizal Fungi) bang ky
thuat sang wét, ly tam néi

Microbial fertilizers - Method for the determination of Endomycorrhizae density. Part 1.
Count technique of endomycorrhiza spores (Arbuscular Mycorrhiza Fungi) by wet sieving and
flotating centrifugation

1 Pham vi ap dung
Tiéu chuén nay quy dinh phuwong phap xac dinh mat dé bao t nadm ré noi cbng sinh Mycorrhiza
(Arbuscular Mycorrhizal Fungi) trong phan bén vi sinh vat bang ky thuat sang wét, ly tam néi trong dich

chwra sucroza.

2 Tai liéu vién dan

Tai liéu vién dan sau |a rat can thiét cho viéc ap dung tiéu chuan. Dbi véi cac tai liéu vién dan ghi nam
coéng bd thi ap dung phién ban dwoc néu. Dbi véi cac tai lieu vién dan khoéng ghi ndm cong bb thi
ap dung phién ban mé&i nhét, bao gdm ca cac stra ddi, bd sung (néu co).

TCVN 4851:1989 (ISO 3696:1987), Nudc dung cho phén tich trong phong thi nghiém - Yéu céu ky thuét va
phuwong phap the.

3 Thuéat ngir, dinh nghia
Trong tiéu chudn nay s dung cac thuat ngi¥, dinh nghia sau.

3.1

Nam ré ndi cong sinh (Endomycorrhiza ho&c Arbuscular Mycorrhiza Fungi)

La nhém ndm thudc ho Glomoreace, cong sinh v&i ré thuwc vat ma khong lam bién ddi mau séc va
hinh thai cta ré, cé 16ng ht, khéng cé thé sgi ndm va khong c6 mang luwéi Hartig (nhiéu sgi ndm
xuyén qua biéu bi vao cac gian bao ctia mé biéu bi, tr mat cat ngang cda tdi ndm ré coé thé thay
dang lwéi dwoc goi la mang lwdi Hartig), khi gidi phau cho thay bén trong té bao biéu bi ré cé cac

cham (Arbuscular).



3.2

Bao tir nam ré néi cong sinh (Endomycorrhiza spores)

La bao tlr sinh san vd tinh, hadu hét c6 hinh ciu, mét sb loai c6 hinh thoi hodc dang khac, kinh
thwéc khodng 50 — 500 umm, dwoc tao thanh tir s@i ndm trong dat hoac ré. Bao tirmoc don |8,
thanh chum hoac c6 dang thé qua. Thanh bao tlr chtra mdt hodc nhiéu I1&6p cé do day khac nhau.
Mau sac bao t& rat da dang, ciu tao v&i nhiéu I&p thanh, vach chira vai trdm dén vai ngan nhan.
Bén trong bao t&r chira lipit va nhivng chat khac cé dang gidbng nhw nhirng giot nuéc co kich thudc

khac nhau.
3.3.
Phan bén vi sinh vat chira ndm ré ndi cdng sinh (Mycorrhizal Biofertilizer)

La phan bén vi sinh vat cé chra mét lwong I&n mam/chdi lay nhiém, bao gébm: Bao t&r, soi nAm va
céac tui bot (thé V — vesicles) trong nhirng manh ré...cia mot hodc mot t hop vai ching nam ré
ndi cdng sinh, cdng sinh v&i ré thyc vat, gidp cay tang cuwong hap thu cac chat dinh dwéng, nwéec,
qua dé tang sinh trwdng va nang suét cho cay trong. Phan bén chira ndm ré néi cong sinh phai co

mat d6 ndm ré cong sinh = 102 IP/g mau.

4 Nguyén tac

Trong qua trinh sang w6t qua ray, cac bao t& ndm ré ndi cong sinh Mycorrhiza va lwong rat nhé cta
manh vun hiru co dwoc gilr lai trén ray & cac kich véi kich thwée 50 pm (d6i véi bao tir kich thudc
nhd), 100 pym (bao t& kich thwéc trung binh), 250 uym (bao t& kich thuwdc I6n va qua thé), = 500 ym
(manh vun hiru co). Khi ly tm trong huyén dich sucroza 50%, duwdi tac dung cua lwc ly tdm, cac bao tir
sé& nbi trén bé mat va dwoc tach trén gidy loc Whatman sb 2 hodc mang loc Cellulose nitrat nhe bom
hat chan khéng. Dém truc tiép bao tir nay dwdi kinh hién vi ndi hodc hién vi thweng & dé phéng dai
phu hop trén mang loc bang giy co chia 6.

5 Nwé&c cat, dung dich sucroza va thubc thi

S dung cac loai hoa chét tinh khiét phan tich dé pha cac loai dung dich, thuéc thir, chat chuén.

5.1 Nwéc cat, dap ing cac yéu cau nwéc loai 3 trong TCVN 4851:1989 (1ISO 3696:1987).

5.2 Dung dich sucroza 50 %

Can mét lwong chinh xac 500 g sucroza bang can phan tich (6.1.2.), cho vao binh dinh mirc 1000
ml (6.2.3), sau d6 bd sung thém nwéc cat (5.1) dén vach dinh mirc dé tao dung dich 50 %.

6 Thiét bi, dung cu

S dung cac thiét bi, dung cu théng dung trong phong thi nghiém, cu thé nhw sau:



6.1 Thiét bi

6.1.1 May lac on nhiét, tbc dd dat 150 r/min, nhiét do tir 20 °C dén 40 °C.

6.1.2 Can phan tich, c6 do chinh xac dén 0,001 mg.

6.1.3 May ly tam, ly tam duogc téc do khong it hon 2.000 r/min.

6.1.4 Bom hut chan khoéng

6.1.5 Kinh hién vi soi ndi hodc kinh hién vi thwong, tdng d6 phong dai tbi thiéu 70 Ian
6.1.6 Noi hap ap lwc, ap suat tbi thiéu 101,3 kPa, nhiét d6 121 °C.

6.1.7 Ta say, nhiét do tr 40 °C dén 260 °C

6.2 Dung cu

6.2.1 Binh tam giac, dung tich 250 ml, 500 ml.

6.2.2 Cbdc dong thuy tinh, dung tich 250 ml, 500 ml, 1000 ml.

6.2.3 Binh dinh mtc, dung tich 200 ml, 1000 ml.

6.2.4 éng phancon cé nap, dung tich 25 ml hoac 50 ml.

6.2.5 BO ray, vo&i kich thwéc 50 ym, 100 ym, 250 pym, 500 pym, 750 pym, 1000 ym.
6.2.6 Pipet (Micropipet), dung tich 1.000 ul va 5.000 pl.

6.2.7 Binh tia, dung tich 500 ml

6.2.8 B6 loc hut chan khéng

6.2.9 Dia petri, dwérng kinh 9 cm hodc 11 cm, chét liéu bang thay tinh

6.2.10 Giay loc Whatman sé 2, cé chia 6 hodc mang loc Cellulose nitrat cé chia 6 v&i dudng
kinh 16 0,45 ym

7 Cach tién hanh

7.1 Chuan bi

7.1.1 Dung cu

Céc dung cu st dung trong nudi cdy vi sinh vat phai dwoc kh tring bang 1 trong 2 cach sau:
- Gilr & nhiét dd 121 °C khdng it hon 30 min trong ndi hap ap lwc (6.1.6) hoic;
- Gilr & nhiét do 180 °C khoéng it hon 2 h trong ta sy (6.1.7).

7.1.2 LAy mau va chuan bj mau
Can 10 g mau, trén déu, cho mau vao cdc dong 250 ml (6.2.2), d6 nwédc cat (5.1) dén vach dinh murc;

Dé yén trong 15 min;



Sau d6 chuyén sang binh tam giac 500 ml (6.2.1), lac trén may lac (6.1.1) trong 15 min, téc d6 150

r/min

Dé I&ng trong 5 min sau d6 gan dich trong lan lwvot qua cac sang 1000 pym, 750 um va 500 pm (6.2.5),

cac bao t&r ndm lot qua sang (trén bé mét sang la cac manh vun hiru co)

Cho tiép dich trong qua sang 250 pym, 100 ym, 50 ym (6.2.5), cac bao tr ndm tuy kich c& khac

nhau dwoc gilr lai trén mat sang cung v&i nhirtng mang bam hiru co

Dung binh tia (6.2.7) chira nwéc cat (5.1) tia déu tir 3 — 5 1an 1&n bé mat sang cla ting c& sang

nham loai cdc mang bam hiru co véi bao ti.

Lat ngwoc tirng c& sang, dung binh tia (6.2.7) chira nwéc cat (5.1) tia ngwoc lai d& chuyén bao t

ra khdi mat sang, lic nay thu dwoc dich trong trén tirng c& sang.

Hut dich trong vao cac éng ly tam (6.2.4).

Ly tdm dich trong nay & téc dd 2.000 r/min (6.1.3) trong 5 min

Loai b cac manh hiru co nhd ndi trén bé mat éng ly tam, thu dich bao to.
7.2 Thuyc hién

Bb sung dich sucroza 50 % (5.2) vao éng ly tam (6.2.4). Lac nhe dé day cac bao tir & dwdi 1én

trén. Ly tam (6.1.3) & tdc dd 2000 r/min trong 10 min, cac bao t& sé& ndi l&n trén bé mat éng;

Hut dich ndi trong éng ly tam cho vao phéu loc hit chan khéng (6.2.8) cé chra mang loc chia 6
(6.2.10);

Hut chan khong (6.2.8) cho dén khi hét dich can hut;
Chuyén mang loc chia 6 1&n soi trén kinh (6.1.5)
7.3 Tinh két qua
Budc 1: Xac dinh sb lwong bao tir co trong trng c& sang
- Dém sb bao t trong 5  ngau nhién
- Tinh sb bao t& trung binh trong 1 6.
- Nhan bao t& trong mot 6 v&i téng sd 6 co trong 1 t& gidy loc
Coéng thirc tinh nhw sau: m = A/5 x n (bao tlr/sang)
Trong do m: S6 bao t&r trén mot sang
A: Sb bao tlr c6 trong 5 6 ngau nhién
5: Tdng sb 6 dém bao t&r ngau nhién
n: Téng sb 6 trong 1 t& gidy loc
Buwéc 2: Cong téng sb bao t&r cé & trong tat ca cac ¢& sang (50 pum, 100 pm, 250 um, 500 pm)
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Coéng thrc tinh nhw sau: M =m1 + m2 + m3 + m4
Trong do M: Téng céac bao t&r co trén tat ca cac c& sang
m1: S6 bao tl co6 trong c& sang 50 pm.
m2: S6 bao tl ¢ trong c& sang 100 pum.
m3: Sé bao tl co trong c& sang 250 pm.
m4: S6 bao tl ¢ trong c& sang 500 pm.

Bwéc 3: Chia téng sb bao tlr cé & trong tat cd cac c& sang cho s6 gam mau ban dau sé ra sé bao

tlr/g mau (I14y sd nguyén)
Coéng thwe tinh nhw sau: A = M/10

Trong do A: S6 bao t&r trung binh c6 trong 1 g mau phan bén vi sinh vat thi nghiém

(tinh theo sé nguyén)
M: Téng sb bao tlr c6 & trong tat ca cac c& sang

10: S6 g mau phan bén vi sinh vat th&r nghiém ban dau.

8 Bao cao thtr nghiém

Béo c&o thir nghiém phai bao gém it nhat cac théng tin sau:
— Moi théng tin can thiét dé nhan biét day da vé mau thr;
- Phuwong phap ldy mau da s dung, néu biét;

— P4t ca cac thao tac khong qui dinh trong tiéu chudn nay, cling véi cac chi tiét bat thwdng nao khac

c6 thé anh hwdng dén két qua;
- Péc két qua thir nghiém thu dworc;

— Né&u dd 13p lai dwoc kiém tra, thi néu két qua cubi cung thu duoc.
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