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(57) Séang ché dé cap dén vi khuan thudc ho Bacillus thé hién hoat tinh khang khuan
va/hodc khang nim va kich thich sinh truéng thuc vat. Sang ché dé cap dén phuong phap
phan lap n6 va nhan dang dich chiét ctia vi khudn thé hién cac hoat tinh khang khuan
va/hodc khang ndm, kich thich sinh truéng thyc vat, phén giai protein, phan giai tinh bot.
Cu thé, sang ché d& xuit vi khuan Bacillus subtilis ssp. shriramensis ¢6 6 truy cap MTCC-
5674. Vi khuin nay duoc nudi cdy trong moi trudng dé san xuét tic nhan khang khuin
va/hodc khang nam va kich thich sinh truéng thyc vat voi lugng 1én tir vi khuan nay va
trong moi truong nudi cdy. Sang ché ciing dé xut ché phém chtra vi khuan hoic dich chiét
ctia vi khuan ma hitu hiéu trong noéng nghiép va dugc pham Vi khuén theo sang ché duoc
st dung trong diéu tri chdng cac loai nam va/hodc vi khuan giy bénh khac nhau va kich
thich thuc vat sinh truong.
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Linh vwe ky thuit dwoc dé cap

Séang ché dé cap dén vi khuin méi thude ho Bacillus, duge dinh 13 1a Bacillus
subtilis ssp. shriramensis th hién hoat tinh khang khuan va/hoic khang nim va kich
thich sinh truéng thuc vat, phan 1ap va nhn dang phan chiét ctia vi khudn méi nay thé
hién hoat tinh khang khun va/hodc khang ndm, phan giai protein, phan giai tinh bot, ché
pham chira vi khudn méi va/hodc dich chiét nay, phuong phép tc ché su sinh trudng ciia
vi khudn va/hodic nim gdy bénh béng cach cho vi khudn va hodc ndm gay bénh tiép xuc
vé6i luong hitu hidu vi khudn méi nay va/hodc ché phdm va/hodc tac nhan khang khuin
va/hodc khang nim va kich thich sinh truéng thuc vat va sir dung né.

Tinh trang k§ thut ctia sang ché

D4 biét 13 khi quyén trai dit cling voi céc vi sinh vat c6 trong khong gian khién
cho mdi trudng khong thich hop cho su phat trién coa vi khudn mic du cudng do anh
sang cao, su bién ddi nhiét do cuc cao, néng d6 chét hitu co thép va khan hiém nuéc. Vat
liéu sinh hoc c6 thé chiém khoang 20%, 22% va 10% thé tich tong vét lidu dang hat c6
trong khong gian trong cdc mdi trudng luc dia xa x6i, luc dia ¢ cu dan sinh sbng, va cac
méi trudng bién xa x6i, trong Ung. Hau hét trong s6 chung bét ngudn tlr céc ngudn tu
nhién nhu dat, hd, dong vat va ngudi. Hon nita, cac thyc hanh trong néng nghi€p, cac
thiét bi chim soc strc khoe va cic hoat dong trong linh vyc cong nghiép nhu xtr ly chét
thai, chin nudi dong vét, cac quy trinh 1én men, va cac nha may ché bién thyc pham ciing

dua céc vi sinh vat ¢4 thé song sét vao trong moi truong.

Vi khuan tao thanh mét trudng 16n céc vi sinh vat don bao chua c6 nhan dién hinh.
Mot cach dién hinh, véi chidu dai vai micromet, vi khudn c6 hinh dang da dang, thay ddi
tlr cAu khuén dén truc khudn va x04n khuin. Vi khuén c6 mit & moi noi trén trai dat, phat
tridn trong dt, cac subi nude ndng cé tinh axit, chét thai phong xa, nudce, va sdu trong vo
trai dat, cling nhu trong céc vat liéu hitu co va cac co thé thuc vat va dong vat séng. Truc
khuAn 12 céac vi khudn c6 hinh que, gram duong, sinh bao ti, hiéu khi hozc ky khi khong
bit budc. Hau hét céc truc khuén 13 vi khuin hoai sinh. Mdi vi khuén chi tao ra mot bao

tr, ma no chiu duge néng, lanh, phéng xa, sy khd han, va cdc thude sat trung. Cac truc



31545

khun thé hién mét loat cac kha ning sinh ly cho phép chung song trong nhiéu méi trudng
sdng khac nhau, bao gdm nhidu mdi truong séng khic nghiét nhu cat trén sa mac, subi
nuée néng, va dét thude Béc cuc. Loai Bacillus c6 thé ua nhiét, ua lanh, wa axit, ua kiém,
chiu man, hodc wa mén va c6 kha nang phat trién & cac gia tri @6 pH, nhiét do, va n<‘3ng
d6 mudi khac nhau.

Viéc san sinh c4c tac nhan khang khudn dudng nhu 1a mot hién twong phd bién
61 v&i hiu hét cac vi khudn. Céc vi khudn ndy tao ra mdt loat cac hé théng phong thi vi
sinh vAt tuy8t vori, bao gdm céc chit khang sinh cb dién phd rong, cac san pham phu trong
qué trinh trao dbi chit nhu cac axit hitu co, va cc tic nhan giy tan bao nhu lysozyme.
Ngoai ra, mdt s6 loai ngoai doc td protein, va bacteriocin, 1a cac géc peptit ¢ hoat tinh
sinh hoc v&i phuong thuc tac dong diét khuén, cling dugc tao ra. Kho vii khi sinh hoc tir
vi khudn 1a ddng chu ¥ ca vé tinh da dang va mirc d6 phong phu trong tu nhién.

Viée tim kiém céc tic nhan khang khudn méi 12 mét linh vuc quan trong. Viéc
phat trién tinh khédng dbi véi cac tac nhan khang khuin ngay cang ting & mitc bdo dong.
Céc giai phap hién thoi bao gdm phat trién mot phuong phép hop 1y hon dé sir dung céc
chit khéng sinh va tim ra céc chat khang khuén méi.

Patent c6 mdi lién quan mét thiét
1. Chung vi khuin méi va phuong phép phong trir ndm gdy bénh
(WO0/2000/015761).
Ban chét k§ thuit cia sing ché

Muc ti€u cua sang ché 12 nhim dé xuit vi khudn méi thé hién hoat tinh khang

khuén va/hoic khang ndm va kich thich sinh trudng thuc vat.

Muc ti€u cua sang ché nhim phén 14p va nhan dang dich chiét cta vi khudn méi,
trong d6 dich chiét nay thé hién hoat tinh khang khuén va/hosc khang ndm va kich thich
sinh trudng thuc vat.

Muc tiéu ctia séng ché ciing nhim dé xudt ché phdm hoic tic nhan khéng khudn
vi/hodc khang ném va kich thich sinh truéng thyc vat trong d6 ché pham hodc tic nhén

ndy chita vi khuan méi va/hodc dich chiét cia vi khuan moi.
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M&t muc tidu khéc cta sang ché 13 nhim d& xuit phuong phap G ché sy sinh
trudng cua vi khudn va/hodc nim giy bénh béng cach cho vi khuin va hoic nim giy
bénh tiép xtc voi lugng hitu hidu vi khudn méi va/hogc ché phim va/hogc tac nhan khéng
khudn va/hodc khang ndm va kich thich sinh trudng thuc vat trong d6 ché phdm hoic tac
nhan nay chtra vi khuidn méi va/hodc dich chiét cua vi khuén m&i va/hodc hdn hop gém
vi khudn méi va dich chiét ciia né.

Muc tiéu khéc ctia sang ché 1a @& xudt viéce sir dung Vi khuln méi, ché phém hoac
tac nhan khang khuin va/hodc khéng nim trong d6 ché pham hoic tc nhan nay chra vi
khuén méi va/hodc dich chiét cia vi khudn méi nay va/hodc hdn hop gbm vi khudn méi

nay va dich chiét ctia nd, dé tc ché su sinh truong ciia vi khuan va/hodc nam gdy bénh.

Theo mdt khia canh, sang ché d& xuat vi khudn dugc phan 14p méi hitu hiéu trong

san xuat cac chat chuyén hoa hodc tdc nhan c6 tac dung khang khuan va/hodc khang nam.

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuit dang vi khuin méi thudc loai Bacillus c6
tén goi Bacillus subtilis ssp. shriramensis v&i s truy cap (MTCC-5674). Cu thé, vi khuén
ma&i duge boc 10 trong sang ché c6 kha ning biéu 16 dic tinh khang khuén va/hodc khang

nim va kich thich sinh truéng thuc vét khac biét.

Theo mdt khia canh khac, sdng ché @& xuit quy trinh san xuét ché phém hoéc tac
nhan khang khuin va/hozc khing ném va kich thich sinh truéng thuc vét, trong d6 ché
pham hoic tac nhan ndy chita Bacillus subtilis ssp. shriraménsis (MTCC-5674) va/hodc
dich chiét ctia Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674).

Sang ché cling dé xudt ché phdm chira Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-
5674). Ché phim nay c6 thé con bao gbm céc ta duoc, chét pha lodng va/hozic chit mang
duoc dung.

Sang ché ciing dé xuit ché phim chira dich chiét ctia Bacillus subtilis ssp.
shriramensis (MTCC-5674). Sang ché ciing d& xuit ché phdm chira dich chiét trong nude
cta Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674). Ché pham nay c6 thé con bao gébm

cac ta duoc, chat pha loéng va/hodc chit mang dugc dung.

Séang ché ciing dé xuét phuong phap trc ché su sinh trudng cta vi khuan va/hogc
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ndm gay bénh béng céch cho vi khudn va hodc ndm gay bénh tiép xuc véi luong hitu hiéu
Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) hodc dich chiét cta Bacillus subtilis
ssp. shriramensis (MTCC-5674). Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674)
va/hoic dich chiét ctia Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) c6 thé tity ¥ chita
mot hoac nhiéu tac nhan khéng khuén va/hosc khang ném va kich thich sinh truéng thuc

vat khac nita.

Sang ché cling dé xuét viéc str dung Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-
5674) va/hodc dich chiét ctia Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) trong bao
ché ché pham hoic tac nhan khang khudn va/hodc khang nim va kich thich sinh trudng
thuc vat dé tc ché sy sinh trudng ctia vi khuén va/hodc ndm gdy bénh.
MG ta chi tiét sang ché

Sang ché @& xuAt vi khudn md&i thude ho Bacillus cb tén goi Bacillus subtilis ssp.
shriramensis va ¢6 sb truy caAp (MTCC-5674) va phuong phap san xuit ché pham hoic
tac nhan khang khuan va/hoic khang nim va kich thich sinh truong thyuce vat trong d6 ché
pham hodc tac nhan nay chtta Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) va/hogc
dich chiét ctia Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674).

Sang ché cling dé xuét phuong phép trc ché vi khuén va/hodc nim gy bénh bang
cach cho vi khuin va/hodc ndm tiép xtc véi luong hitu hi€u vi khuin méi, Bacillus
subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) va/hodc ché phém chtta vi khudn méi hodc dich
chiét ctia né.

Sang ché ciing dé xuét viéc st dung Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-
5674), va/hoac ché phém hoac tac nhan khéng khuén va/hoic khang ndm va kich thich
sinh truéng thuc vét chira vi khudn méi Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674)
va/hodc dich chibt ctia Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) & tc ché vi

khuan va/hodc nam gdy bénh.

Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) méi nay ¢ thé duogc sir dung
dé san xuét ché phdm/hdn hop bao ché/tac nhan khang khuén va/hozc khang nim va kich
thich sinh trudng thyc vét biang cach nudi cdy Bacillus subtilis ssp. shriramensis trong

mdi trudng sinh trudng thich hop trong cac didu kién thuan 1oi.



31545

Nho céc nghién ctru chuyén sdu va ky ludng, tic gia sang ché d4 bét ngd phat hién
ra rang, vi khudn méi duoc phan 18p va nuéi cly c6 thé tao ra tic nhan méi. Nho céc
nghién ctru thir nghiém cu thé, tac gia sang ché da séng ché ra phuong phap san XUt tac
nhan maéi da néu tir vi sinh vat méi da néu.

MG ta vén tit cdc hinh vé

Fig. 1 - Pia chi ra su phan 14p va tinh ché Bacillus subtilis ssp. shriramensis
(MTCC-5674) (A) Pia nudi cdy gibng gdc chi ra sy phat trién cta vi khuln cling véi hé
soi ndm; (B) Tinh ché Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) tir céc khudn lac
chira vi khuin trong dia (A). Miii tén chi ra khuén lac chira vi khudn gia dinh.

Fig. 2 - Tao dong mét trong s céc khudn lac da tinh ché ctia Bacillus subtilis ssp.
shriramensis (MTCC-5674) cho thdy rc ché su sinh trudng ctia hé soi ndm Fusarium
oxysporum.

Fig. 3 - Anh chup trén kinh hién vi ctia cac té bao sinh dudng ctia vi khuan Bacillus

subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) cing véi bao tir.

Fig. 4 - Pia thé hién cac khudn lac Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-
5674) dang phat trién mdt cach manh mé.

Fig. 5 - Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) c6 hinh que dudi kinh
hién vi quang hoc.

Fig. 6 - Anh thé hién két qua ctia thir nghiém catalaza: (A) Mau dbi chimg am
tinh; (B) MAu dbi chiing duong tinh va (C) Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-
5674) cho thay két qua duong tinh d6i v6i hoat tinh catalaza.

Fig. 7 - Dia chi ra hoat tinh phan giai tinh bot ctia dich loc nu6i cdy Bacillus subtilis
ssp. shriramensis (MTCC-5674).

Fig. 8 - Anh thé hién két qua ctia thir nghiém O/F (Oxidation-Fermentation - Oxy
héa-Lén men) (A) maiu dbi ching am tinh; (B) Bacillus subtilis ssp. shriramensis
(MTCC-5674) chi ra sy thay dbi mau séc chi & phin trén ctia mdi trudmg; (C) méiu dbi

ching duong tinh.
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Fig. 9 - Anh thé hién két qua ctia thir nghiém san xuét hydro sulphit (A) m&u ddi
chimg am tinh; (B) Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) va (C) mAu dbi
ching duong tinh.

Fig. 10 - Anh thé hién két qua ctia SDS-PAGE cua dich nudi cly co dic cla
Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674).

Fig. 11 - Céc dia nuoi cé'ly thé hién hoat tinh khang khuén va/hoic khang ném dugc
bidu hién boi (A) khudn lac Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) va (B) dich
nudi cdy Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674). Gibng cly Fusarium

oxysporum da dugc str dung lam nim thir nghiém.

Fig. 12 - Anh thé hién két qua cta thir nghiém MIC ctia hop chit khang khuan
va/hodc khang ndm theo phwong phap pha lofing trong 6ng. 1 dén C-2: Anh bao tir ctia
Fusarium oxysporum (dugc quan sat dudi kinh hién vi quang hoc), sau khi i trong PDB
chira tac nhan khang khuin va/hozc khang ndm & céc ndng d6 khac nhau. 1-28 (Ty 1& pha
lofing bing tir 1:1 dén 1:100), C-1 - Bao tir trong tac nhan khang khuén va/hodc khang
nim (thd); C-2 - Déi ching (Bao tir trong canh PDB khong chira tic nhin khang khuan

va/hoac khang nam).

Fig. 13 - Anh thé hién két qua ctia thir nghiém MIC cta téc nhan khang khudn
va/hodc khang ndm theo phuong phap khuéch tan trén thach. 1 dén C-2: Anh ctia hé s¢i
Fusarium oxysporum phat trién trén dia thir nghiém. Cac dich pha lodng 1-28 cla tac
nhan khang khuin va/hodc khang ndm & céc ty 16 tir 1:1 dén 1:100 (v/v), C1 - Lb chira
tac nhan khang khudn va/hoic khéng nim (thé); C2 - L8 dbi chimg chira PDB; C3 - Lo

d6i ching chira 70% amoni sulfat bdo hoa.

Fig. 14 - Anh thé hién anh hudng cua tdc nhin khéﬁg khuén va/hodc khang nam
dbi vé6i bao tir ctia Aspergillus niger. (A, B & C) Bao tir clia Aspergillus niger thé hién
su ndy mam binh thudng trong méi trudng PDB; (D) Bao tir Spores clia Aspergillus niger
khoéng nay mam trong mdi trudng PDB chira dich chiét Bacillus subtilis ssp. shriramensis

(MTCC-5674).

Fig. 15 - Dia thé hién hoat tinh khang khuan va/hogc khéng nim cua dich tan té

bao dbi véi Fusarium oxysporum; (1) L chi chira lysozym (48 kiém tra anh hudng cua
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lysozym db6i voi nlm Fusarium oxysporum ) va (2) Ld chtra dich tan té bao ctia Bacillus

subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674).

Fig. 16 - Dia thé hién thir nghiém hoat tinh khéng khuén va/hodc khang nim clia
té bao/dich chiét Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) dbi vé6i cac loai nAm
va vi khuén khéc nhau gy bénh trén thuc vat. A. Fusarium oxysporum, B. Sarocladium
oryzae C. Trichoderma viridae D. Colletotrichum capsicii E. Exerohilum turcicum F.

Rhizoctonia solanii G. Macrophomina phaseolina H. Xanthomonas oryzae

Fig. 17 - Bia thé hién két qua ctia hoat tinh khang khuén va/hodc khdng nim cla
dich chiét Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) dbi v6i su nay mam cta hat
thoc khi ¢6 mit Fusarium oxysporum. (A) Hat thoc duge xur ly bing bio tir ndm
Fusarium oxysporum; (B & C) Hat thoc duoc xir ly béng dich chiét nAm Fusarium

oxysporum va Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674).

Fig. 18 - Dia thé hién két qua cua thi nghiém cho thiy Bacillus subtilis ssp.
shriramensis (MTCC-5674) khong c6 kha nang gy bénh dbi v6i cac loai thuc vat khac
nhau. (A) Luaa, (B) Bong, (C) Thube 14, (D) Ngd, va (E) Ca chua.

Fig. 19 - Anh thé hién két qua ctia thir nghiém cho thay tac dung ctia Bacillus
subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) dung lam tic nhan kiém so4t sinh hoc. (A) Cay
ca chua bi nhifm ndm Rhizoctonia solani (NFCCI-3194). (B) Céy ca chua véi
Rhizoctonia solani NFCCI-3194) va Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674)
va (C) Cay ca chua d6i chtng (khéng chira nim Rhizoctonia solani va Bacillus subtilis

ssp. shriramensis (MTCC-5674).

Fig. 20 - C4c dia cho thdy (1) Khun lac nim Penicillium oxalicum (NFCCI-1997)
va (2) khuén lac tinh khiét Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) .

Fig. 21 - Céc dia cho thdy hat ngd dugc ph bing cac ché phim khac nhau chira
tac nhan khang khuén/khéng nérri Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674). 1.
Hat (D6i ching-1) duge xut Iy bing ché phim khong chira mam bénh nidm va tac nhan
kidm so4t sinh hoc; 2. Hat (D4i ching-2) duoc xit Iy bang ché pham khong chita tic nhan
kiém soat sinh hoc; 3. Hat (D&i chimg-3) dugc xir Iy bang ché phim chura thude diét niAm

thuong mai “Carbendazim WP50”; 4a. Hat duoc xtt ly bz‘?mg ché phém chtra céc té bao
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Bacillus subtilis ssp. shriramensis (5x10* cfu); 4b. Hat duoc xir Iy bing ché phdm chira
céc té bao Bacillus subtilis ssp. shriramensis (5x10° cfu); 4c. Hat duoc xir ly bang ché
phim chira céc t bao Bacillus subtilis ssp. shriramensis (5x10° cfu); 4d. Hat duoc xir ly
béng ché pham chira cac t& bao Bacillus subtilis ssp. shriramensis (5x107 cfu) va 5. Hat
duge xir Iy bang ché phim chi chira cac t& bao Bacillus subtilis ssp. shriramensis (5x107

cfu).

Fig. 22 - Dia thé hién két qua hoat tinh kiém soat sinh hoc sau 2 tudn U. 1. Hat
(Pbi chimg-1) duge xt ly bing ché phdm-1 khong chia mam bénh ndm va tic nhan
khéng ndm; 2. Hat (Déi chitng-2) duoc xir Iy bang ché phdm-2 khéng chira tac nhan kiém
soat sinh hoc; 3. Hat (D6 chimg-3) duoc xtr ly bang ché pham-3 chira thubc diét ndm
thuong mai “Carbendazim WP50”; 4a. Hat dugc xir ly béng ché ph'flm-4a chtra Bacillus
subtilis ssp. shriramensis (5x10* cfu); 4b. Hat duoc xtr Iy bang ché phém-4b chira té bao
Bacillus subtilis ssp. shriramensis (5x10° cfu); 4c. Hat duoc xtr Iy bing ché pham-4c
chira té bao Bacillus subtilis ssp. shriramensis (5x10° cfu) ; 4d. Hat duoc xtr Iy bang ché
phdm-4d chra t& bao Bacillus subtilis ssp. shriramensis (5x1 07 cfu) va 5. Hat dugc xtr ly

bang ché phim-5 chi chira t& bao Bacillus subtilis ssp. shriramensis (5x107 cfu).

Fig. 23 - Dia thé hién két qua hoat tinh kiém soat sinh hoc sau 4 tudn 0. 1. Hat
(Dbi ching-1) dugc xit ly bing ché pham-1 khong chira mam bénh ndm va tic nhan
khang ndm; 2. Hat (Dbi chimg-2) duge xtt 1y bang ché phdm-2 khong chira téc nhén kiém
soat sinh hoc; 3. Hat (Déi chiing-3) duoc xtr ly béng ché phrfun-3 chtra thudc diét ndm
thuong mai “Carbendazim WP50”; 4a. Hat dugc xtr ly béng ché phdm-4a chita Bacillus
subtilis ssp. shriramensis (5x10* cfu); 4b. Hat duoc xtr Iy bang ché pham-4b chira té bao
Bacillus subtilis ssp. shriramensis (5x10° cfu); 4c. Hat dugc xtr ly béng ché pham-4c
chita t& bao Bacillus subtilis ssp. shriramensis (5x10° cfu); 4d. Hat dugc xtr Iy bang ché
phdm-4d chira té bao Bacillus subtilis ssp. shriramensis (5x107 cfu) va 5. Hat duge xu ly

béng ché phim-5 chi chira t& bao Bacillus subtilis ssp. shriramensis (5x107 cfu).

Fig. 24 - Thir nghiém hoat tinh khéng ndm va/hozic khang khudn déi véi nhiéu loai
ndm khéc nhau gay bénh trén ngudi. A, B va C - Thir nghiém hoat tinh khang ndm va/hodc
khang khuén chéng lai Penicillium spp. (A) Khudn lac ndm Penicillium spp. (B) Hé soi

ndm va (C) Anh huéng ctia dich nudi cAy Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-
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5674). D, E va F - Thir nghiém hoat tinh khang nim vi/hodc khang khun chng lai
Aspergillus flavus (D) Khuan lac nidm (E) Hé soi va (F) Anh huéng ctia dich nudi chy
Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674). G, H va I - Thir nghiém hoat tinh khang
nidm va/hodc khang chdng lai Aspergillus niger. (G) Khuén lac ndm (H) Hé soi va (I)
Anh huong cta dich nuéi cdy Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674). J, K va
L - Thtr nghiém hoat tinh khang nim va/hoic khang khudn chéng lai nim chua biét gdy
ra sy nhi®m tring da. (J) Khuan lac nédm (K) Bao tir dinh va (L) Anh huong cta dich nudi
cAy Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674).

Fig.25 - Anh hudng cia ché phdm Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-
5674) dén su sinh truong va phat trién cia ngd. Hat ngd duoc xir Iy bing ché phim chira
Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) chi ra t8¢ dd sinh trudng, sinh khéi va

san luong hat 16n hon.
Phan l4p va nhin dang vi khudn méi

Céc tic gia sang ché da tuyén chon cic mau c6 trong khong khi tir 18 dia diém
khac nhau & Hyderabad va Patancheru (Telangana, India) trong khi tién hanh nghién ctru
vé thuc vt c6 trong khong khi. Céc dia petri ding mot 14n chira m6i trudng (Mbi truong
T3, Travers, et al., 1987) dugc chuén bi trong phong thi nghiém va dugc cho tiép x1c voi
khong khi & cac dia diém khac nhau. Céc dia d3 tiép xuc dugce diy kin va duoc 1 6 30°C
trong ti G trong phong thi nghiém. G mdt trong sb cac dia da tiép xuc véi khong khi &
vung Patancheru, quan sat théy mot khuén lac vi khuin duoc bao xung quanh bai hé s¢i
ném (Fig. 1A). Mic du duge 1 tiép, ving trdng vAn duoc duy tri va su phét trién ciia hé
soiniAm van bi han ché & bén ngoai ctia viing tréng nay. Céc vi sinh vat tlr khuén lac duoc
dua di tinh sach bang cach st dung cac phuong phap vi sinh tiéu chuén (Fig. 1B). Céc
khuén lac riéng r& dugc kiém tra kha ning chéng lai nim théng thuomg Fusarium
oxysporum (Fig. 2).

MGt trong s6 cac khudn lac thé hién kha ning trc ché su sinh truéng cua nim va
quan sat thdy ving tréng (Fig. 2). Kiém tra vi khuin tir khuén lac ndy trén kinh hién vi
cho thay vi khudn nay di dong va c6 dang que (Fig. 5). Sau siu ngay U trong mdi truong

nudi cdy, vi khuan ndy sinh bao tir. Cac khuan lac cia vi khuan nay la nhay, ndi, ¢6 hinh
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tron, nh&n, va c¢6 mau tir kem dén tring nhd (Fig. 4), va cdc té bao thé hién sy nhuém

gram c6 thé thay d6i (Fig. 5).

Mot loat cac thir nghiém hoa sinh bao gém 1én men hydrat cacbon, hoat tinh
catalaza, thit nghiém oxy héa-1én men, thiy phén tinh bdt, thir nghiém san sinh hydro
sulfua, thr nghiém hoat tinh oxidaza, thir nghiém desoxycholate aga dugc thuc hién. Két
qué cta nhitng thir nghiém nay xac nhén rang vi khudn nay 13 duong tinh v6i catalaza,
c6 hoat tinh amylaza, cuc ky hiéu khi, khong san sinh hydro sulfua, duong tinh v6i

oxidaza va c6 thé thay dbi dic tinh nhudém gram.

Dé nhan dién vi khuén, phuong phap phan tich FAME va x4c dinh trinh tu 16S
DNA duoc thue hién. Két qua ctia ca hai nghién ctru ndy chi ra réng vi khudn nay thé
hién su khéc biét vé trinh tu 168 DNA va chi s6 d6 tuong tw FAME béng 0,827 v6i
Bacillus subtilis ssp. subtilis va 0,84% sy khéc biét vé trinh tw 168 DNA va chi s6 d9
tuong tu FAME bang 0,749 v6i Bacillus atrophaeus. Vi vy, két qua goi y rang vi khuin
nay c6 lién quan dén Bacillus subtilis va Bacillus atrophaeus, nhung khong gibng bat ky

loai vi khudn ndo d3 duoc liét ké trong bd suu tdp ATCC.

Két qua ciia so sanh trinh ty 16S DNA

Bit cip % khéc bigt Chiéu dai Tén ghi trong thu vién

1 0,19 535 Bacillus subtilis ssp. subtilis
2 0,84 535 Bacillus atrophaeus

3 1,03 535 Bacillus amyloliquifaciens

Két qua ctia phép so sanh phan tich FAME

Sb Chi sb d6 tuong tu Tén ghi trong thu vién
1 0,827 Bacillus subtilis
2 0,749 Bacillus atrophaeus

Vi khudn d3 phan 14p 1a mot thanh vién méi thudc phén loai cia gibng Bacillus.

Theo quy tic dat tén vi khuAn, loai vi khuin méi nay c6 tén goi 13 Bacillus subtilis ssp.
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shriramensis. Vi khudn nay dugc luu gift trong bo suu tdp ching gibng kiéu vi khuén
(Microbial Type Culture Collection - MTCC) 6 IMTECH, Chandigarh, India. S6 luu gitt
cua loai méi nay la (MTCC-5674).

Céc dic diém dic trung cta vi khuén méi c6 sd truy clp/luu gitt MTCC-5674) duoc tao
ra boi sang ché

Vi khuin nay c6 hinh que véi kich thude 2,45x0,88 um, di dong, sinh bao tir, dac
tinh nhuém gram c6 thé thay ddi; khudn lac nhén, nh?ly, mau tréng nhd dén kem & cac
giai doan dAu nhung tré nén c6 nép nhin khi & kéo dai. Vi khuan bién dbi thanh bao tir
khi cc chét dinh dudng trong méi truong bi suy kiét, thong thudng qud trinh hinh thanh
bao tir xay ra trong 4 ngdy U trong 10 ml mdi truong chira 100 pl gibng cdy chira 5x10°
t& bao trong dng nudi cly 25x150 mm & 30 °C va lac & 200 vong/phut.

Vi khudn méi, Bacillus subtilis ssp. shriramensis c6 s6 truy cap (MTCC-5674)
thé hién hoat tinh khang khudn va/hoic khang ndm. Dich chiét cta vi khuin méi, Bacillus
subtilis ssp. shriramensis ¢ s6 truy cap (MTCC-5674) thé hién hoat tinh khang khuén
va/hodc khang ndm. Pham vi clia céc Ung dung tiém ning va viéc st dung vi khudn nay
la rong 16n.

Séang ché dé xudt phuong phap san xudt dich chiét khang khuén va/hodc khang
nam ti vi khudn méi, Bacillus subtilis ssp. shriramensis co s6 truy cap (MTCC-5674).
Séan xuét va phan 1ap tdc nhan khang khuln va/hodc khang ndm

Thanh phan cta mbi trudng nudi cly @& Bacillus subtilis ssp. shriramensis c6 sd
truy cap (MTCC-5674) phét trién la nhu sau

1. Trypton 10,32 % (w/v)

2. Tryptoza : 0,24 % (wW/v)

3. Dich chiét ndm men : 0,18 % (w/v)
4. NaH>PO4+.H20 : 0,044 M

5. NaHPOg4 : 0,062 M

6. MnCl £ 0,000 5% (W/v)
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pH=16,8

1. MBbi trudng dugc chuin bi theo phuong phap néu trong Phu luc I (I) va cac phin
phan wéc 100 ml duge chuyén vio cac binh thét ¢é hinh nén dung tich 500 ml.
Mbi trudng duoc thanh tring bing cach hip & 121°C trong 15 phut.

2. M>i binh thét ¢d duge céy b??mg mdt khuan lac thuln khiét duy nhét cta Bacillus
subltilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) va duge 0 & 30°C, 200 vong/phut trong
60 gio.
Phén 14p tac nhan khang khuin va/hodc khang ndm tir moi trudng nudi chy

Sau khi vi khuln sinh truéng trong canh T3 trong 60 gio, dich nudi chy dugc ly
tam & 12000 vong/phut trong 10 phut & 4 °C. Phan dich ndi dugc thu hdi va duge loc
béng céach st dung thiét bi loc dia c& 16 0,22 pm (Millipore/Sartorius). Dich loc dugc bao
quén trong didu kién luu trit thich hop dé dung cho céc thi nghiém cu thé nham nghién

ctru hoat tinh khang khuan va/hodc khang nam.

Pac biét 14, sang ché d& xudt vi sinh vt méi, Bacillus subtilis ssp._shriramensis
¢6 s truy cdp (MTCC-5674) va phuong phép sin xut ché phdm khéng khuén va/hozic
khang nim tir vi khuin méi nay va/hodc dich chiét ctia né hodc hdn hop gém vi khudn
méi nay va/hodc dich chiét ctia né.

Theo mdt phuong 4n, sang ché @& cap dén vi khudn duoc phén 1ap méi thude
Bacillus subtilis ssp. shriramensis thé hién hoat tinh khang khuan va/hogc khéng nim, c6

s truy cap (MTCC-5674).

Theo mot phuong an, sang ché dé cap dén vi khudn méi c6 tén goi Bacillus subtilis

ssp. shriramensis c6 sb truy cap (MTCC-5674).

Theo mdt phuwong 4n khéc, sing ché dé cap dén giong cay thuan khiet ctia vi khuan

m&i, Bacillus subtilis ssp. shriramensis c6 s6 truy cap (MTCC-5674).

Theo mot phuong &n, sang ché d cap dén dich chiét cua vi khuan méi Bacillus
subtilis ssp. shriramensis ¢6 sb truy cap (MTCC-5674) trong d6 dich chiét nay thé hién
hoat tinh khang khuan va/hodc khéng nim.

Theo mdt phuwong 4n khic, sang ché dé cdp dén dich chiet cua vi khuan mdi
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Bacillus subtilis ssp. shriramensis ¢ sd truy cap (MTCC-5674) trong d6 dich chiét thé
hién hoat tinh khang khuin va/hodc khang ndm 13 dich chiét trong nudc. Theo mot
phuong én khac nita, sang ché dé cap dén quy trinh san xuét dich chiét ciia vi khuin méi,
Bacillus subtilis ssp. shriramensis c6 sb truy cap (MTCC-5674), trong d6 quy trinh nay
bao gébm budc cho vi khudn md&i, Bacillus subtilis ssp. shriramensis c6 sb truy cap
(MTCC-5674), sinh truéng trong mdi trudng dinh dudng va thu hdi dich chiét c6 hoat
tinh khang ndm bang cach str dung céc phuong phap thong thuong.

Theo mot phuong an khéc, sang ché @ cap dén quy trinh san xudt dich chiét ctia
vi khuan méi, Bacillus subtilis ssp. shriramensis c6 36 truy cap (MTCC-5674) trong d6
quy trinh nay bao gdm bude cho vi khuan méi, Bacillus subtilis ssp. shriramensis co s6

truy cdp (MTCC-5674), sinh trudng trong didu kién hiéu khi.

Theo mot phuong an khéc nita, sang ché d& cap dén quy trinh san xuét dich chiét
ctia vi khudn m&i, Bacillus subtilis ssp. shriramensis c6 s6 truy cap (MTCC-5674), trong
d6 quy trinh nay bao gbm bude cho vi khudn méi, Bacillus subtilis ssp. shriramensis,
sinh truéng trong mdi truong dinh dudng, thu hdi dich chiét c¢6 hoat tinh khang khuén
va/hodc khang nim va tiy ¥ bao gdm bude cd dic dich chiét nay bang cach st dung céc

phuong phép thong thuong.

Theo mot phuong an, sang ché dé cap dén ché phém chira vi khudn méi, Bacillus
subtilis ssp. shriramensis co sb truy cap (MTCC-5674), trong d6 ché phém nay co hoat
tinh khang khuin va/hodc khang nam.

Theo mo6t phuong an khéc, sang ché @& cap dén ché phdm chua dich chiét cua vi
khudn méi, Bacillus subtilis ssp. shriramensis c6 s6 truy cadp (MTCC-5674), trong dé
ché phdm nay c6 hoat tinh khang khuén va/hozc khang nam.

Theo m6t phuong an khdac, sang ché dé cap dén ché phim chua vi khudn méi
Bacillus subtilis ssp. shriramensis c6 s6 truy cidp (MTCC-5674) va dich chiét cta vi
khun mé&i, Bacillus subtilis ssp. shriramensis c6 s6 truy cp (MTCC-5674), trong d6 ché
phim nay c6 hoat tinh khang khuén va/hodc khang ndm.

Theo mot phuong &n, sang ché d& cap dén ché pham chua vi khuin méi, Bacillus

subtilis ssp. shriramensis ¢ sb truy cap (MTCC-5674), va/hode dich chiét cua vi khudn
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ma&i d3 néu, Bacillus subtilis ssp. shriramensis, hodc t6 hgp ctia chiing ma tiy y bao gdm

mot hodc nhiéu tdc nhan khang khuan va/hodc khang nam.

Theo mdt phuong an khac, sang ché dé cap dén ché phém chtta dich chiét cua vi
khuin méi, Bacillus subtilis ssp. shriramensis c¢6 sb truy cip (MTCC-5674), ma tiy y

bao gom mdt hodc nhiéu tdc nhan khang khuan va/hodc khang nam.

Theo mot phuong an khac nita, sang ché @ cap dén ché phim chia t6 hop ctia vi
khudn méi Bacillus subtilis ssp. shriramensis c6 s6 truy cdp (MTCC-5674) va dich chiét

clia n6 ma tlly y bao gdm mdt hodc nhiéu tac nhan khang khuan va/hodc khang nam.

Theo mot phuong an, sang ché d& cap dén ché phadm chira vi khuin méi Bacillus
subtilis ssp. shriramensis cO s6 truy cap (MTCC-5674), hoic dich chiét cta vi khuén méi
Bacillus subtilis ssp. shriramensis cO s6 truy cap (MTCC-5674) hozic t6 hop ctia chiing

ma tiy ¥ bao gdm chit mang nong dung hodc duge dung.

Theo mét phuong an khéc, sang ché dé cap dén ché phém chira the vi khuan méi,
Bacillus subtilis ssp. shriramensis ¢6 s6 truy cdp (MTCC-5674), ma tlly y bao gdm chét

mang néng dung hodc dugc dung.

Theo mot phuong &n khac nita, sang ché dé cap dén ché phérn chira dich chiét cua
vi khudn méi Bacillus subtilis ssp. shriramensis ¢6 sb truy cap (MTCC-5674) ma tiy ¥

bao gém chit mang ndng dung hodc dugc dung.

Theo mét phuong an khac nita, sang ché @& cap dén ché pham chira t6 hop cia vi
khudn mé6i Bacillus subtilis ssp. shriramensis c6 s truy cap (MTCC-5674) va dich chiét
ctia vi khudn méi Bacillus subtilis ssp. Shriramensis ndy, tiy y bao gdm chit mang nong
dung (Xem phu luc III).

Theo mot phuong an, sang ché @& cap dén phuong phap tic ché sy sinh truong ctia
ndm va/hodc vi khudn gdy bénh, trong d6 phuong phap nay bao gdm bude cho nidm
va/hoic vi khudn gy bénh tiép xtic véi lwong hitu higu vi khudn m&i Bacillus subtilis
ssp. shriramensis cO s6 truy cap (MTCC-5674) hoidc ché phdm chta vi khudn méi da

néu, hoidc dich chiét ctia nd hodc td hgp clia ching.

Theo mét phuong an, sang ché @8 cap dén phuong phép dé wc ché su sinh truéng
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ctia nAm va/hodc vi khudn giy bénh, trong d6 phuong phép nay bao gdm budce cho nim
va/hodc vi khuin gdy bénh tiép xtc vai lugng hitu hiéu vi khuin méi Bacillus subtilis

ssp. shriramensis ¢6 s6 truy cap (MTCC-5674).

Theo mét phuong 4n khéc, séng ché d& cap dén phuong phap dé tc ché sy sinh
truéng cta ndm va/hodc vi khuén gy bénh, trong d6 phuong phép nay bao gdm budc
cho nim va/hoic vi khuin gy bénh tiép xtc v6i lugng hitu hidu ché phdm chira vi khuin

m&i Bacillus subtilis ssp. shriramensis ¢O s6 truy cap (MTCC-5674).

Theo mét phuong &n khéc nita, sang ché @ cap dén phuong phap tc ché sy sinh
truéng ctia ndm va/hodc vi khuin gy bénh, trong d6 phuong phap nay bao gdm budc
cho nim va/hogic vi khuin gy bénh tiép xic véi lugng hitu hidu ché phim chira dich
chiét cta vi khudn méi Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674), trong d6 dich

chiét ndy c6 hoat tinh khéng khuan vi/hodc khéng nam.

Theo mot phuong 4n khéc nita, sang ché d& cap dén phuong phép trc ché su sinh
trudng ctia ndm va’hodc vi khudn gdy bénh, trong d6 phuong phép nay bao gdm bude
cho nim va/hodc vi khuén gy bénh tiép xtic véi lugng hiru hiéu ché phdm chira vi khuin
m&i, Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) va dich chiét cta vi khudn méi
Bacillus subtilis ssp. shriramensis da néu, trong d6 dich chiét ndy c6 hoat tinh khéng
khudn va/hodc khang nim.

Theo mot phuong an, sang ché dé cap dén viéc st dung vi khun méi Bacillus
subtilis ssp. shriramensis c6 s6 truy cap (MTCC-5674) hodc ché pham chira vi khuin
ma&i 33 néu hodc dich chiét ctia n6 hodc tb hgp cua ching, dé didu ché ché phém khéang
khuén va/hodc khang ndm dé G ché sy sinh truéong ctia nAm va/hodc vi khuén gay bénh.

Theo mdt phuong an khéc, sang ché dé cap dén viéc str dung vi khuln méi Bacillus
subtilis ssp. shriramensis co s6 truy cap (MTCC-5674) dé didu ché ché phdm khang
khudn va/hoidc khang ndm @& e ché sy sinh trudng ciia ndm va/hodc vi khuén gy bénh.

Theo mot phuong an khéac, sang ché dé cap dén viéc st dung ché phém chira vi
khuin m&i Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) dé diéu ché ché phim khang

khuén va/hodc khang nam d¢ Grc ché su sinh trudng cia nam va/hogc vi khuan gdy bénh.

-16-



31545

Theo mét phuong an khéc, sang ché dé cap dén viéc str dung ché phém chtra dich
chiét ctia vi khudn méi Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) d8 didu ché ché
phim khang khudn va/hogc khang nim d& e ché sy sinh trudng cta ndm va/hodc vi

khuan gay bénh.

Theo mot phuong 4n khéc, sang ché @& cap dén viéc st dung ché phém chtra dich
chiét cta vi khudn méi Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) va dich chiét
cta vi khudn méi Bacillus subtilis ssp. shriramensis nay d8 didu ché ché pham khang

khuan va/hoic khang nam dé trc ché sy sinh trudng clia nam va/hodc vi khuan gy bénh.

Theo mét phuong 4n khac, sang ché @& xut ché pham hitu hidu ding trong dugc
pham va nong nghiép chira the vi khudn méi Bacillus subtilis ssp. shriramensis c6 s truy

cap (MTCC-5674).

Theo mot phuong an khéc, sang ché d& xuét ché phdm hitu hiéu dung trong dugc
phdm va nong nghiép chua dich chiét cta the vi khudn méi Bacillus subtilis ssp.
shriramensis (MTCC-5674).

Theo mét phuong an khac nita, sang ché dé cép dén phuong phap san xuét ché
pham hitu higu da néu tir vi khuan m&i Bacillus subtilis ssp. shriramensis ¢d sb truy cép
(MTCC-5674).

Theo mot phuong an khac nita cuia sang ché, cac budc va thoi gian cin thiét dé
san xuét ché phim/dich chiét da néu 1a duy tri trong khoéng thoi gian tb1 thiéu két hop
vé6i thu hdi t6i da hop chét.

Céc loi thé hoic ich khéc clia sdng ché

Vi khuln Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) cuing véi tac nhén
khéng khuén va/hodc khang ném cling san sinh proteaza va amylaza cyc ky ua nhiét ma
¢6 hoat tinh thdm chi sau khi tiép xuc v6i nhiét do cao, chéng han 121°C trong 15 phut.
Vi du thwe hién sang ché

Sang ché duoc gii thich 16 hon béi céc vi du sau ddy. Tuy nhién, sang ché khong
chi gidi han & cac vi du nay theo cach bt ky. Céc vi du sau day nhim minh hoa céc

phuong an thyc hién ma khong nhim 4p dung nhiing giéi han bét ky cho pham vi cla
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sang ché. Chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat nay s& hiu rang cac thay thé tuong duong
cho cac hop chit cu thé dugce néu trong ban md ta ndy, hodc cc cai tién twong ting duoc

xem la thudc pham vi clia sang ché.
Phuong phép hoc cu thé dugc giai thich trong céac vi du sau day:

Céac phuong phap dugce dung trong sang ché 13 d3 duoc biét 18 trong linh vuc vi
sinh, trong do céc thong s6 tuong tng dugc thay ddi va t61 uu héa cho nghién ciru trong

sang ché.
Vidu 1
1.1. Suu tap va sang loc so bd cac mau cé trong khong khi

Viéc léy mau trong khong khi duogc thuc hién & céc dia diém khac nhau &
Hyderabad va Patancheru (Telangana, India). Céc dia petri dung mot 14n chtra méi truong
T3 dugc chudn bi trong phong thi nghiém va dugc tiép xtc v6i khong khi & céc dia diém
khac nhau. Céc dia d3 tiép xtic dugc day kin va dugc 0 & 30°C trong ti i trong phong thi
nghiém. O mét trong s6 cac dia di tiép xtc v6i khong khi & ving Patancheru, quan sat

thay mot khuan lac vi khuan duge bao xung quanh bdi h¢ s¢i nam.

1.2. Sang loc so bd cac mau c6 trong khong khi dya trén hoat tinh khang khuén va /hozc
khéng ndm

Mic du dugce u tiép, vung trng van duge duy tri va sy phat trién ctia hé soi ndm
vAn bi han ché & bén ngoai cia viing trng nay. Cac vi sinh vat tir khuén lac dugc dua di
tinh sach bang céch st dung cac phuwong phap vi sinh tiéu chudn (Fig. 1B). Céc khuin
lac riéng & dugc kiém tra kha ning chéng lai nAm thoéng thudng Fusarium oxysporum
(Fig. 2). Mot trong s& cac khudn lac thé hién kha ning trc ché sy sinh trudng cua nim va
quan sat thiy ving trbng (Fig. 2).
1.3. Sang loc thé phén 1ap méi

Dénh gia vi khudn duéi kinh hién vi cho thdy day l1a vi khuén c6 hinh que va
chuyén dong (Fig. 5). Sau sdu ngay U, vi khuan sinh bao t.

Cé4c khuén lac ctia vi khuan nay 1a nhay, ndi, c6 hinh tron, nhan, va c6 mau tir kem

dn tréng nhos (Fig. 4), va céc té bao nay thé hién sy nhudm gram c6 thé thay doi.
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Vi du 2
2.1. Mo ta dic trung va nhén dang cta vi sinh vat méi

2.1.1 Pic trung ctia thé phan 14p méi Bacillus subtilis ssp. shriramensis c6 s6 truy cap

(MTCC-5674)

Mot loat cac thir nghi€m hda sinh bao gdm 1én men hydrat cacbon, thtt nghiém
catalaza, thir nghiém oxy hoéa-1én men, thity phén tinh bdt, thir nghiém san sinh hydro
sulfua, thir nghiém hoat tinh oxidaza dugc thuc hién. Két qua cta ngiing thr nghi€ém nay
x4c nhén rang vi khuin nay 14 duong tinh véi catalaza, duong tinh v6i amylaza, duong
tinh vé&i oxydaza va cuc ky hiéu khi.

2.1.1.1. Bacillus subtilis ssp. shriramensis IMTCC-5674)- Hinh théi hoc khuén lac

Céc khuin lac cta Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) 1a nhiy, ndi,
hinh tron, nhin va c6 mau tir kem dén tring nhd (Fig. 4).
2.1.1.2. Dic tinh nudi cdy

Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) thd hién su sinh truong t6i uu
& 30°C (c6 thé sinh trudng trong khoang nhiét do tir 15°C dén 55°C). Do né 14 vi khuan
hiu khi, né doi hoi phai c6 mot lugng oxy thich hop dé sinh trudng, can lic lién tuc dé
nudi cdy trong canh. ‘
2.1.1.3. Hinh thai hoc t& bao

Cdc té bao Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) c6 hinh que, ding
thanh cp néi tiép nhau (diplobacilli) va chuyén dong (Fig. 5).
2.1.1.3.1 So sénh sy phat trién ctia khuén lac va hinh thai hoc ctia Bacillus subtilis ssp.

shriramensis (MTCC-5674) véi su phat tridn cua khuin lac va hinh thai hoc ctia Bacillus

subtilis va Bacillus atrophaeus

B. subtilis ssp. B. subtilis ssp, B. atrophaeus

shriramensis subtilis
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Hinh thai | Nhdy, hinh tron, nhén, | Nhay, hinh tron, | Duc, nhan, hinh tron,
khuén lac (gd ghé sau khi 0 trong | nguyén ven, | nguyén ven va co

thoi gian dai), duong duc, duong kinh | duong kinh 1,0-2,0 mm

kinh 2,0-4,0 mm. 2,0-4,0 mm (Nakamura L.K. 1989).
Mau khuén | Kem dén trang nho Tring nhd dén | Nau sim dén den
lac nau

2.1.1.4. Thtr nghiém catalaza

Vat ligu
e Ong nudi cdy chtra Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674)
e  Hydro peroxit

Phuong phap

29 <<

e Badngchraméi truong LB duoc gén nhan 12 “mAu thir nghiém”, “miu d6i chimg
duong tinh” va “miu d6i ching dm tinh”, mt vong que cly Bacillus subtilis ssp.
shriramensis (MTCC-5674), Escherichia coli va Streptococcus pneumonia dugc cly vao
trong céc 6ng twong tmg. Sau khi 1t & 30°C trong 24 gid, vai giot hydro peroxit dugc b

sung vao trong tAt ca céc 6ng va dugc quan sat sy hinh thanh bot khi.
Két qua

Bot khi dugc hinh thanh & c4 dng “mAu thit nghiém” va 6ng “mau dbi ching
duong tinh” chi ra rang Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) 1a duong tinh

db6i v&i catalaza (Fig. 6).

2.1.1.5. Thily phén tinh bot

Vit liu
e Dich loc nudi ciy Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674)
e Dfia thach chira tinh bt

e Jot
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e Tuu
Phuong phap

MOoi truong thach tinh bot duoc chuin bi theo phuong phép dugc néu trong phu
luc — I (VI). Hai 16 duoc tao ra & cac khoang cach bang nhau trong dia chra méi truong
thach tinh bdt v& duoc gin nhin “mau thir nghiém” va “mAu dbi chimg 4m tinh”. Phin
phan u6c gdm 500 ul dich loc nudi cAy Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674)
va nuée cht vo tring duoc phan phéi vao céc 18 gén nhan “mAu thir nghiém” va “mau doi

chimg 4m tinh”. Pia dugc 0 ¢ 50°C trong 4 giod.
Két qua

Sau 4 gid U, mau xanh da troi bao quanh mau thir nghiém bién mét, chi ra ring
dich loc nudi ¢y Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) c6 hoat tinh phén giai
tinh bot. Khong quan sat thiy su thay i mau xanh da troi trong ving bao quanh 15 db6i
ching (Fig. 7).
2.1.1.6. Thir nghiém O/F (Oxy héa -Lén men)

Vat liéu

Mai trudng co ban dung cho thir nghiém OF cuia Hugsh Leifson
e Ong nghiém
e Gidng ciy E.coli
e Bacillus subtilis ssp. shriramensis IMTCC-5674)
e Tuu
Phuong phéap

Ba dng chita mdi truong co ban OF ctia Hugsh Leifson (OFBM) (Phu luc— I (VID))
dugc gén nhan 13 “mau d4i chitng 4m tinh”, “mAu ddi chimg duong tinh” va “mau thir
nghiém” va mgt vong que cly Alcaligenes faecalis, Escherichia coli va Bacillus subtilis
ssp. shriramensis (MTCC-5674) dugc cAy vao cac 6ng tuéng tng. Cac bng dugc 0 &

30°C trong 48 gid va dugc quan st su thay d6i mau séc.
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Két qua
TU nhitng nhén xét do két luan duoc rang sinh vat thit nghiém (Bacillus subtilis

ssp. shriramensis (MTCC-5674) hiéu khi nghiém ngit do n6 khong 1én men hydrat
cacbon (khong tao khi cling nhu khong c6 su thay d6i mau sic) & siu trong moi trudng
nay. Do tinh sin c6 clia oxy trén b mit clia mdi trudng, quan sat thdy sy thay d6i mau
mot chut. Nguoc lai, E. coli sinh trudng rAt manh & sdu trong moi trudng va 1én men
hydrat cacbon (ca tao khi cling nhu lam thay d5i mau cua mdi trudng) chi ra ring vi
khuén nay 14 ky khi tiy tién (Fig. 8). Trong mAu d6i chimg am tinh, khdng quan sat thay
ca su tao khi cling nhu sy thay ddi mau.
2.1.1.7. Thir nghiém san sinh hydro sulfua
Vit liéu

e Moi trudng SIM (Sulfide Indole Motility)

e Ong nudi cdy

e Gibng cay E.coli

e Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674)

e Tuu
Phuong phéap

e Céc dng chira méi trudng SIM [Sulfide Indole Motility, {Phu Iuc —I (VI)}] dugce

gfn nhin “mAu dbi ching am tinh” va “mAu thir nghiém” va mdt vong que cly chira

E. coli va Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674), dugc cdy lan lugt vao

cac bng, va duge 1 & 30°C trong 24 gid va quan st su thay d6i mau séc.
Két qua

Tu nhitng nhan xét thu dugc, két luan réng sinh vét thir nghiém am tinh d6i véi su

san sinh H2S do méi truong khong chuyén thanh mau den. Quan sat thay két qua twong
tw & mAu d6i chimg 4m tinh (Fig. 9).

2.1.1.8. Anh huong cta d6 pH dbi véi sy sinh trudng ctia Bacillus subtilis ssp.
shriramensis IMTCC-5674)
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Céc bng nudi cly chira mdi trudng nudi cy tiéu chuén (LB) dugc diéu chinh dén
cac gia tri d pH khac nhau nim trong khoang tir 3,4 dén 11,0 (tir axit dén bazo) dugc st
dung dé nudi cdy Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) trong cac didu kién

tiéu chudn. Quan sét su sinh trudng ctia Bacillus subtilis ssp..shriramensis (MTCC-5674)

31545

& do pH ndm trong khoang tir 6,4 dén 7,2 va nhan thiy d6 pH t61 wu 1a 7,0.

2.1.1.9. Thir nghiém do nhay khang sinh ctia Bacillus subtilis ssp. shriramensis
(MTCC-5674)

Gibng cay Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) 24 gid tudi duoc trai
trén bé mat cta thach T3. Cac dia khang sinh khac nhau dugc dit trén bé mit cta dia

thach T3 duoc gin nhin khéng sinh twong tmg. Céc dia duge 0 & 30°C trong 24 gio.

Bang-1 Quan sit d§ nhay khang sinh ctia Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-

5674) RES — khang, INT — trung binh, SEN - Nhay

Tiéu chuin
Sb Khéng sinh Mi | Ving |Kétqua | RES | INT | SEN
1 | Ampicillin A10 0 RES 13 14-16 17
2 | Gentamicin G10 20 SEN | 12 13-14 15
3 | Tobramycin TB10 15 SEN 12 13-14 15
4 | Carbenicillin CB100 | 15 RES 19 20-22 23
5 | Vancomycin VA30 20 SEN <15 15
6 | Oxacillin 0OX1 11 INT 10 11-12 13
7 | Novobiocin NV30 24 SEN 17 18-21 22
8 Sulfisoxazole SF300 | 33 SEN 12 13-16 17
9 | Amikacin AK30 15 INT 14 15-16 17
10 | Kanamycin K10 13 RES 13 14-17 18
11 | Streptomycin S10 12 INT 11 12-14 | 15
12 | Cephalothin CH30 40 SEN 14 15-17 18
13 | Chloramphenicol | C30 25 SEN 12 13-17 18
14 | Erythromycin E15 16 INT 13 14-22 23
15 | Enrofloxacin EX10 41 RES N/A| N/A |N/A
16 | Lincomycin L10 12 RES |NA | NA | NA
17 | Amoxicillin AC30 0 RES 19 20
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18 | Clindamycin CD2 10 RES | 14 15-20 21

19 | Ceftriaxone CI30 28 SEN 13 14-20 21
20 | Bacitracin B10 21 SEN 8 9-12 13
21 | Neomycin N30 12 RES 12 13-16 17

22 | Azithromycin ATI1S 10 RES 13 14-17 18

Két qua

Tt nhitng nhan xét trén di két luan rang Bacillus subtilis ssp. shriramensis
(MTCC-5674) ¢6 tinh khang ddi v6i cac khang sinh ampicillin, carbenicillin, kanamycin,
enrofloxacin, lincomycin, amoxicillin, clindamycin, neomycin, azithromycin. Vi khuén
thir nghiém nhay vé&i gentamicin, tobramicin, vancomicin, novobiocin, sulfisoxazole,
cephalothin, chloramphenicol, ceftriaxone va bacitracin va thé hién tinh khang trung binh

véi oxacillin, amikacin, streptomycin va erythromycin.
2.1.2. Nhén dang thé phan 14p Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) m&i

Dé nhén dang vi khuén, phuong phép phan tich FAME va x4c dinh trinh ty 168
DNA duoc thyc hién. Két qua cia ca hai nghién ctru da chira rang vi khuin nay thé hién
mire khac biét 0,37% vé trinh tu 16S DNA va chi s d6 twong tu FAME bang 0,827 véi
Bacillus subtilis ssp. subtilis va muc khac bi¢t 0,84% vé trinh tu 16S DNA va chi s6 do
tuong tu FAME bang 0,749 v6i Bacillus atrophaeus. Vi vay, két qua chi ra rang vi khuin
ndy c6 lién quan dén Bacillus subtilis va Bacillus atrophaeus, nhung khong gidng hét voi

bat ky loai vi khudn bao trong sb céc loai vi khuan da duoc liét ké trong bd suu tdp ATCC.

2.1.2.1. Két qua so sénh trinh tw 16S DNA

Bit cip % khac biét | Chidu dai | Tén ghi trong thu vién

1 0,19 535 Bacillus subtilis ssp. subtilis
2 0,84 535 Bacillus atrophaeus

3 1,03 535 Bacillus amyloliquifaciens

2.1.2.2. K&t qué so sanh phan tich FAME
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Sb Chi s6 d6 twong tur Tén ghi trong thu vién
1 0,827 Bacillus subtilis
2 0,749 Bacillus atrophaeus

Vi khuén dugc phén 14p 14 thanh phin méi thudc gidngBacillus. Theo quy tac dat
tén vi khudn, loai vi khudn méi ndy c6 tén goi 1a Bacillus subtilis ssp. shriramensis. Vi
khuin nay duoc luu gift trong bd suu tép chung gibng kiéu vi khudn (Microbial Type
Culture Collection - MTCC) ¢ IMTECH, Chandigarh, India. S6 luu gift ctia loai méi nay
la (MTCC-5674).

Vidu3
3.1. San xuét va sang loc tc nhan khang khudn va/hoic khang nim
3.1.1. San xuét tac nhan khang khuén vi/hodc khang nim
Vit liéu

¢ CanhT3-1L

e Binh nén thét ¢d — dung tich 2 L

e Kanamycin (30 pg/ml) |

o Chung cAy Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674)

e Tu G kém theo lic (dat & nhiét d6 30°C & lac & 200 vong/phit)
Phuong phéap

Canh T3 dugc didu ché theo phuong phap duge md ta trong Phu lyc — I (1). I ml
dich nudi cdy Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) dugc cdy vao canh T3 v
tring va duoc U trong th 0 c6 kém theo Iic & 30°C trong 60 gis, dong thoi lac & 200
vong/phut. Sau khi Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) sinh trudng trong
canh T3 trong 60 gid, moi truong nudi cly duoc ly tAm & 12000 vong/phit va 4°C trong
10 phut. Phan dich nbi duoc thu hdi va cho di qua dung cu loc ¢& 16 0,22 um dé tach céac

té bao vi khudn bat k¥ con sét lai. Dich loc dugc gitt & 4°C.

3.1.2. Sang loc hoat tinh khang khudn va/hodc khang néim ctia dich loc nuéi cdy thu dugc

& bude 3.1.1 trén day
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Vat li¢u
e Dich loc nudi cdy Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) chira tac
nhén khang khuén va/hoic khang nim
e DiaPDA
e Ném thir nghiém Fusarium oxysporum
e Tuu
Phuong phap

Dé thur nghiém hoat tinh cta tdc nhan khang khuén va/hodc khang ném trong dich
loc, tao ra mot 16 & mot géc cia dia thach PDA, 500 pl dich loc duoc dua vao 156 nay.
Mot vong que cdy chira nim Fusarium oxysporum dugc cly & mot goc khac trén cing
dia thach PDA va dugc U trong 5 ngay & nhiét do trong phong. Hoat tinh trc ché ctia dich
loc ddi v6i nAm Fusarium oxysporum duge xac dinh 12 ving e ché xung quanh 16 tinh

bang milimet.
Két qua

Quan sét thiy ving Gc ché o rét 14 mm quanh 16 nay, goi ¥ rang phuong phép

ndy duoc st dung de san xuat tdc nhan khang khuan va/hodc khang nam la toi uu.
3.2. Dic tinh cua tdc nhankhang khuan va/hodc khang nam

Hoat tinh khang khudn va/hodc khang nim c6 lién quan dén Bacillus subtilis ssp.
shriramensis duge nghién ctru dé xac dinh ban chit clia tac nhan gdy ra hoat tinh khang

khudn va/hodc khang ndm.
Vit liéu
e CanhT3-1L
e Binh nén thét ¢b — dung tich 2L
e Kanamycin (30 pg/ml)
e Chung cy Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674)

e Tuukem theo lac
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Phuong phap

Canh T3 duoc didu ché theo phuong phap dugc mb ta trong Phu luc — I (1). Phan
phan uéc 1 ml cta Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) 24 gio tuoi duge
cAy vao canh T3 vo tring va dugc u trong ti 0 kém theo lic & 30°C trong 60 gid, dong
thoi e & 200 vong/phat. Sau khi Bacillus subtilis ssp. shriramensis MTCC-5674) sinh
trudng trong canh T3 trong 60 gid, mdi trudng nudi cly duoc ly tim & 12000 vong/phut
va 4°C trong 10 phut. Phan dich ndi dugc thu hdi va duoc cho qua dung cu loc ¢& 16 0,22

um deé loai bo céc t& bao vi khuan con sot lai.

3.2.1. Thu nghiém khang khuan va/hozc khéng nim véi té bao vi khudn Bacillus subtilis

ssp. Shriramensis (MTCC- 5674)

Dé thur nghiém hoat tinh khang khuén va/hodc khang ném tac nhan béi cac té bao,
mdt vong que cly chira Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) duge cdy & mot
goc cua dia thach T3 va mot vong que cdy chira ndm Fusarium oxysporum dugc chy &
mot gbe khéc trén ciing dia thach T3 va duoc 1 trong 5 ngdy ¢ nhiét do trong phong. Hoat
tinh e ché ctia t& bao vi khudn dbi véi ndm Fusarium oxysporum dugc xac dinh 13 ving

tic ché bao quanh khuén lac vi khuén tinh bang milimet.
Két qua
Quan sét thiy viing tréng trc ché 14 mm (Fig. 11A) bao quanh khuén lac vi khuén,

goi ¥ rang hop chit c6 hoat tinh duoc tiét ra bai té bao vi khuan duge khuéch tén ra va

di vao mdi trudong nudi cay tao thanh ving trong tach ra khoi khuan lac vi khuén.

3.2.2. Thirnghiém khang khudn va/hodc khang ndm bai dich loc nudi cly Bacillus subtilis

ssp. shriramensis (MTCC-5674)

Dé thir nghiém ban chét cua tac nhan khang khuin va/hodc khang nim trong dich
loc, tao ra mot 16 trong dia thach PDA va 500 pl dich loc dugce dua vao 16 nay. Mot vong
que ciy chira nim Fusarium oxysporum dugc cly & mot gbe chéo d6i dién trén cling dia
thach PDA va duoc U trong 5 ngdy & nhiét d6 trong phong. Hoat tinh (e ché cua dich loc
d6i véi ndm Fusarium oxysporum duge xac dinh 13 ving tc ché xung quanh 13 tinh bang

milimet.
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Két qua

Quan sat thiy ving trng e ché 14 mm (Fig. 11B) bao quanh 18 nay, goi y rang
dich loc van ¢6 hoat tinh khang khuan va/hoic khang nlm, vi vay chi ra réng hop chét c6

hoat tinh duoc tiét ra khoi t€ bao vi khuén di vao moi trudng nudi cay.

3.3. X4c dinh MIC cta tac nhin khang khuén vi/hodc khing nim tr Bacillus subtilis
ssp. shriramensis (MTCC-5674)

3.3.1 Lam dong kho tac nhan khang khuln va/hoic khang nim

Vat liéu
e Dich loc nudi cdy Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674)
e Amoni sulphat
e Thiét bi siy thing hoa

Phuong phap

Téc nhén khang khudn va/hoic khing nidm duoc san xuét va tinh ché bang cac
phuong phap dugc gidi thich trong 3.1.1. Phan phan u6c 800 ml dich loc nudi chy duoc
két hop v&i 382,18 g amoni sulphat bdo hoa & 70% (w/v) (quy trinh cai bién ctia Jing et
al., 2009) va dung dich dugc tron nhe nhang bang cach khudy qua dém & 4°C. Huyén
phu duge ly tim & 10,000 vong/phit trong 10 phut ¢ 4°C. Vién két thu duoc dugce lam
déng kho trong 24 gid trong thiét bi sdy thiang hoa va vién két da sdy dugc bao quan &

nhiét d6 trong phong.

332 MIC cla tic nhan khang khudn va/hodc khéng nam tiBacillus subtilis ssp.
shriramensis (MTCC-5674)

Céc phuong phéap
3.3.2.1 Phuong phap pha loang trong bng nghiém
3.3.2.2 Phuong phép khuéch tan trén thach

o Chun bi dung dich gdc chia tic nhan khang khuén va/hodc khang nim da dugc

lam dong kho
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Dung dich gbc duge diéu ché bang cach pha loing 1 g bdt tdc nhan khang khuin
va/hodc khang ndm di ddwwocj 1am dong kho trong 50 ml dung dich dém phosphat (d9
pH 7,0). Nbng d6 cudi ctia dung dich gbe dugce diéu chinh dén 20 pg/ul. Dung dich gbe
nay duge sir dung dé tao ra cdc dung dich pha lodng trong méi truong PDB & céc ty 18
khac nhau nhu dugc chi ra trong Bang-1.
3.3.2.1 Phuong phép pha lodng trbng bng nghiém
Vit ligu

e Ong nghiém 1,5 ml
e modi truong PDB
e Dung dich goc chira tic nhan khéng khuan va/hoic khéang nim
e Huyén phu chira bio tit ctia Fusarium oxysporum
Phuong phap

Thir nghiém MIC ctia tadc nhan khéng khuén vd/hodc khang ndm duoc thuc hién
trong cac 6ng nghiém 1,5 ml Céc dich pha lodng khac nhau ctia tdc nhan khéng khuén
va/hodce khang ndm dugc chuén bi trong moi trudng PDB (Bang -2) ndm trong khoang
tr 10 pg/pl (1:1) dén 198 ng/ul (1:100). Thir nghiém MIC duoc tién hanh dbi véi
Fusarium oxysporum bang cach bd sung 30 pl (5x10° cfu/ml) huyén pht chira bao t&r vao
tht ca cac 6ng nghiém va 0 & 28°C, trong 2 ngay, lic & 180 vong/pht.

Ba mau dbi ching dugc sir dung, mot mau véi dung dich gdc tac nhan khang
khudn va/hodc khéang ndm chua duoc pha lodng, mau thi hai v&i 70% amoni sulfat trong
PDB va miu thit ba chi véi PDB. Méi trudng trong ca ba dng duoce ciy 30 pl (5x10°
cfu/ml) huyén phi chira bao t&t Fusarium oxysporum va dugc u & 28°C, trong 2 ngay,

ddng thoi lac & 180 vong/phut.
3.3.2.2 Phuong phap khuéch tan trén thach
Vit liéu
o Dia PDA (thach dextroza khoai tdy - Potato Dextrose Agar)

e MObi trudng PDB (canh dextroza khoai tdy - Potato Dextrose Broth)
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e Dung dich gbc chira tac nhan khéng khuin va/hoic khang ndm
e Fusarium oxysporum
Phuong phéap

Thtr nghiém MIC cua tac nhan khang khuén va/hodc khang ndm Bacillus subtilis
ssp. shriramensis (MTCC-5674) da dugc lam dong kho cling dugc tién hanh theo phuong
phap khuéch tan trén thach. Bén 18 ¢6 duong kinh 9 mm, mdi 16 duoc tao ra & cac khoang
cach bang nhau trén dia PDA. Céc dich pha lodng khac nhau cta tdc nhan khang khudn
va/hoic khang ndm duoc chudn bi trong PDB (Table-3) nim trong khoang tir 10 pg (1:1)
dén 198 ng (1:100). M6t phan phan uéc 200 pl cta mdi dich pha lodng dugc dua vio 16
c¢6 gan nhan dich pha lodng tuong tng. NAam thir nghiém Fusarium oxysporum duoc chy

& tAm ctia moi truong PDA va dia duge U ¢ 28°C trong 4 ngay.

Pia v6i ba mau dbi chimg, mot chita dung dich gbc cia tic nhan khéng khuén
va/hoac khang ndm, mAu th hai chi chtra canh PDB va mau thit ba chra PDB véi 70 %
amoni sulphat dugc dung lam dia d61 chimg. Hoat tinh dugc x4c dinh 1a ving tc ché tinh
béng milimet bao quanh 15.

Két qua
Phuong phap pha lodng trong 6ng nghiém (Fig.12)

Céc mau dugc quan sét sy tao bao tir dudi kinh hién vi quan hoc sau 48 gidr . Cac
bao tr khdng tao ra trong céac 6ng nghiém chira tic nhan khéng khuén va/hodc khang ndm
& che ty 18 1:1, 1:2, 1:3 va 1:4. Quan sét thly su tao bao tir vira phdi & céc dng nghigm
chtra tc nhan khang khuin va/hodc khdng ndm & céc ty 16 pha lodng 13 1:5, 1:6, 1:7, 1:8
va 1:9, vi quan sét thdy su tao bao tir va sy hinh thanh hé soi & céc éng nghiém con lai
chira téc nhan khang khudn va/hogc khang nim & céc tj 1& tir 1:10 dén 1:100 (Bang 2).
Bang-2 MIC cua tac nhan khang khudn va/hodc khang ndm theo phuong phép pha

lodng trong bng nghiém
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Sé Téc nhéan khang kbuén Nong d6 cua tac Téng noéng dd cua tac Ty 1§ phan tram .
thu va/hodc khang nam: nhén khang nhén khéng khuan clia nam bj e che
tu PDB khuan v@/hoac va/hogc khang nam _ (vung Grc ché tinh
khéng nam sau duchSfr dung trong moi bang mm)
khi pha loang 16 trén dia thach
(ug/ul) (ug/200u1)
1 1:1 10,000 2000,00 92,30 (12)
2 1:2 6,666 1333,20 84,61 (11)
3 1:3 5,000 1000,00 76,92 (10)
4 1:4 4,000 800,00 61,53 (8)
5 1:5 3,333 666,60 46,15 (6)
6 1:6 2,857 571,40 38,46 (5)
7 1:7 2,500 500,00 23,07 (3)
8 1:8 2,222 444,40 15.38(2)
9 1:9 2,000 400,00 0(0)
10 1:10 1,818 363,60 0(0)
11 1:15 1,250 250,00 0 (0)
12 1:20 0,952 190,40 0 (0)
13 1:25 0,769 153,80 0 (0)
14 1:30 0,645 129,00 0(0)
15 1:35 0,555 111,00 0 (0)
16 1:40 0,487 97,40 0 (0)
17 1:45 0,434 86,80 0(0)
18 1:50 0,392 78,40 0 (0)
19 1:55 0,357 71,40 0 (0)
20 1:60 0,327 65,40 0 (0)
21 1:65 0,303 60,60 0(0)
22 1:70 0,281 56,20 0 (0)
23 1:75 0,263 52,60 0(0)
24 1:80 0,246 49,20 0 (0)
25 1:85 0,232 46,40 0(0)
26 1:90 0,219 43,80 0(0)
27 1:95 0,208 41,60 0 (0)
28 1:100 0,198 39,60 0(0)
29 Chi chura téc nhén Tho (20 pg/ul) 4000,00 100 (13)
khang khuan va/hogc
khang nam
30 Chi chtta moi trudng 0 0 0(0)
31 Chi chira amoni sulphat 0 0 0(0)
70%

Phuong phéap khuéch tan trén thach (Fig.13)
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Quan sat sy urc ché su sinh trudng ctia hé soi nidm xung quanh c4c 15 chira tdc nhin
khéng khuén va/hodc khang nim & cac ty 18 1:1, 1:2, 1:3 va 1:4 (Bang 3). Quan sat thiy
su trc ché vira phai xung quanh céc 16 chira tac nhan khang khuan va/hodc khang nim &
céc ty 1€ pha lodng 1:5, 1:6 va 1:7 va khong quan sat thy su trc ché & cac ty 18 pha lodng
con lai (tr 1:8 dén 1:100) (Bang 3).

Két luan

T nhitng thi nghiém trén day, két luan réng tac nhan khang khuln va/hoic khang
ndm & dang bdt cia dich chiét thod trc ché sy tao bao tir cling nhur sy sinh truédng ctia hé

soi & ty 1€ pha lodng 1én tGi 1:4 (v/v), theo cich phu thudc ndng do.
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Bang-3 MIC cua tac nhan khang khuén va/hodc khang ndm theo phuong phap khuéch

tan trén thach
Nong do cia tic Tén‘% néng dd cﬁathéc
o6 ihg | Técnhinkhing | nhankhing khudn nhan khdng khuan
0 thu Khuan va/hod 3/hoic khi % vad/hodc khang nam Tao bo tir
tu . uan Y odc varhoge kKhang ? M duoe sir dung trong a0 bao
khang nam: PDB | sau khi pha lodng X A S
(ug/ul) moi ong nghiém
(ng/200p1)
1 1:1 10,000 2000,00 Khong tao bao tr
2 1:2 6,666 1333,20 |  Khéng tao bao tit
3 1:3 5,000 1000,00 Khéng tao bao tir
4 1:4 4,000 800,00 Khong tao bao tir
5 1:5 3,333 666,60 | Su trdi én cua dng
6 1:6 2,857 571,40 Su sinh trudng cua
7 1:7 2,500 500,00 | Su dai ra cia 6ng mam
8 1:8 2,222 444,40 | Sy sinh trudng clia hé
9 1:9 2,000 400,00 | Sumd rong clia hé soi
10 1:10 1,818 363,60 Ha soi xép chit
11 1:15 1,250 250,00 H& soi xép chit
12 1:20 0,952 190,40 Hé soi xép chit
13 1:25 0,769 153,80 Haé soi xép chit
14 1:30 0,645 129,00 Hé soi xép chit
15 1:35 0,555 111,00 Heé soi xép chit
16 1:40 0,487 97,40 Ha soi xép chit
17 1:45 0,434 86,80 Heé soi xép chit
18 1:50 0,392 78,40 Heé soi xép chit
19 1:55 0,357 71,40 Heé soi xép chit
20 1:60 0,327 65,40 Heé soi xép chit
21 1:65 0,303 60,60 Heé soi xép chit
22 1:70 0,281 56,20 Ha soi xép chit
23 1:75 0,263 52,60 Hé soi xép chit
24 1:80 0,246 49,20 | Hé soi xép chit
25 1:85 0,232 46,40 Ha soi xép chit
26 1:90 0,219 43,80 Ha soi xép chit
27 1:95 0,208 41,60 He soi xép chit
28 1:100 0,198 39,60 Hé soi xép chit
Chi chira tac
29 kh“g:g 1:21‘;%0 Thé (20 pg/pl) 4000,00 |  Khdng tao bao tir
khéng nim
30 Chi chitra moi 0 -0 Ha soi xép chit
31 C}slflﬁi‘;? amont 0 0|  Hé soixép chit
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3.4 Thir nghi€ém hoat tinh khang khuén va/hoic khang nim cta dich tan t& bao cua thé
phan 1ap Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) m&i

Vat liéu

bia thach PDA

Canh LB

Té& bao Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674)
e [ysozym
e Tuu
Céac phuong phap
3.4.1 Dich tan t& bao Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674)

Canh LB duge diéu ché theo phuong phap duge mo té trong Phy luc — I (3). Mot
khuén lac don cta Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) dugc cdy vao canh
LB v6 trung va dugc 0 ¢ 30°C trong 24 gid. Sau 24 gié u cac té bao sinh dudng dugc thu
hd bing cach ly tdm ¢ 6500 vong/phut, 4°C, té bao duge rira ba 1an bang nude cit vo
trung va dugc dua di phan giai té bao bang cach U trong lysozym & 37°C trong 2 h. Sau
khi phan giai, huyén pht duge ly tdm & 10.000 vong/phut trong 10 phut & 4°C dé loai bo
c4c méanh vun té bao. Phn dich ndi dugc thu hdi va cho di qua dung cu oc c& 16 0,22 um
va duge bao quan & 4°C.,

3.4.2 Phan tich tinh khang khuén va/hodc khang nim cta dich tan t& bao

Hai 15 duoc khoét & hai diu chéo nhau ctia thach PDA trén dia petri va mét 16
duoc gén nhén 13 “16 thir nghiém” va 16 con lai duoc gén nhan 14 “15 d6i chtimg”. Mot
phan phan uéc 500 pl dich tan duge bb sung va 18 thir nghiém va 500 pl chi lysozym
duoc bd sung vao 15 dbi ching. Nam thir nghiém Fusarium oxysporum dugc cdy vao
gitta thach PDA va duoc U trong 5 ngdy & nhiét d6 trong phong.

Két qua

Dich tan t& bio khong thé hién hoat tinh khéng khuén va/hodc khéng nim (Fig.

15) dbi v&i nAm Fusarium oxysporum, goiy rang tac nhan khang khuan va/hodc khang
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ndm cht yéu dugce tiét ra ngoai mdi truong.

Vidu4

4.1 Thir nghiém hoat tinh khang khuin va/hogc khang nim d6i v6i cac ndm gy bénh
khac

Vit liéu

Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674)

N4m gay bénh trén thuc vat

1. Rhizoctonia solani (Giy bénh kho vin & cac thanh vién thudc ho ca).
2. Sarocladium oryzae (Gay bénh thdi be & laa)
3. Colletotrichum capsicii (Gay bénh than thu & 6t).
4. Exerohilum turcicum (Gy bénh ddm 14 to).
5. Macrophomina phaseolina (Gay bénh théi than).

e Canh T3

e Dia thach T3

e Dfia thach PDA

e Tuu

Phuong phap

4.1.1 Thr nghiém hoat tinh khing khuén va/hoic khang ndm ctia té bao Bacillus subtilis
ssp. shriramensis (MTCC- 5674) dbi v6i ndm giy bénh khac nhau trén thuc vat

Mot vong que cdy chira t& bao Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674)
va mot vong que ciy chira nAm thir nghiém dugc ciy & céc diém dbi dién chéo goc cua
dia T3 dugc gin nhén céc loai nidm tuong tng va duge G & 28°C cho dén khi quan st
thdy su sinh truéng ctia hé soi nim & ving xung quanh khuén lac vi khuan.
4.1.2 Thir nghiém hoat tinh khéng khuén va/hodc khang nim ctia dich loc d6i voi cac loai

nédm khéc nhau gy bénh trén thuc vét
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Mot phdn phan uée 500 ul dich loc nuéi cly chira tac nhan khang khudn va/hodc
khang ndm duoc bd sung vao cac 16 duoc tao ra trén thach PDA va mdt vong que céy
chira ndm thr nghiém dugc cdy & mot goe khac cla cac dia tuong tmg duoc gin nhin
cac loai ndm twong tng va duge u & 28°C cho dén khi quan sat thiy su sinh truéng ctia
hé soi nAm & & ving xung quanh 15 chita dich loc nudi céy.

Hoat tinh trc ché ctia dich loc ddi véi cac loai nAm d3 néu 12 ving trc ché duoc tao
thanh xung quanh 13 tinh bang milimet.

Két qua

Nhidu loai nAm gy bénh trén thuc vat dugc thir nghiém theo thir nghiém khéng
khuén va/hoic khéang ndm va toan bd trong s6 ching biéu hién su tc ché hoan toan sy
sinh truong khi c6 mét cac té bao Bacillus subtilis ssp. shriramensis MTCC-5674) cling
nhu dich loc nudi céy cua no.

4.2 Hiéu qua cla tac nhan khang khuén va/hodc khang nidm trong viéc bao v¢ hat ltua khoi
bi tAn cong bdi ndm

Hat lda dugc xit ly béi bao tit Fusarium oxysporum va dich loc nudi cAy Bacillus
subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) va dugc dat trong dia petri chi chira thach aé
kiém tra hiéu qua ctia tc nhan khang khudn va/hoic khang ndm tir Bacillus subtilis ssp.
shriramensis (MTCC-5674) trong viéc e ché nim tin cong trén hat dang nay mam.

Hat d6i chimg chi duoc xtr ly béng bao tir nAm Fusarium oxysporum.

Két qua

Khi c6 mit tdc nhan khang khudn va/hodc khang nam tir Bacillus subtilis ssp.
shriramensis (MTCC-5674), ndm khong gdy bénh cho hat va hat lta nay mam binh
thuong. Tuy nhién, hat chi duge xir 1y bang nim bi nhiém bénh nghiém trong va khong
nay mam (Fig. 17).

4.3 Thir nghiém ban tinh gdy bénh ctia Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-
5674) dbi voi thuc vat

Vit liéu
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e Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) trong 1 % CMC & dang c6 thé
phun dugc
e Cac cay lua, bong, thudc 14, ngd va ca chua
e Dung cu phun
Phuong phap
Gbng ciy Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) dugc thir nghiém
rong khép vé kha ning gay bénh néu c6, trén nhiéu loai thuc vat.
Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) dugc ce“'ly vao 1 L canh LB vb
trung trong binh ndén thoét cd dung tich 2 L va dugc u ¢ 30°C, trong 24 gio, lic & 200
vong/phut. Sau khi vi khuén sinh trudng, cac té bao duoc thu nhan bﬁng cach ly tam &
6.500 vong/phut, & 4°C trong 10 phit. Vién két dugc rira hai lan trong dung dich dém
phosphat (46 pH 7,0) va duogc tao huyén phu dic trong 1% CMC (Carboxy Metyl
Xenluloza) trong dung dich dém phosphat (d6 pH 7,0). Huyén phu nay dugc st dung dé
phun lén cay tréng nhu lua, thudc la, ngo, ca chua va bong.
Két qua
T nhitng nhéan xét nay, da Kkét luan réng tat ca céc loai thuc vat (lGa, thubc 14, ngo,
ca chua va bdng) dugc phun Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) khong thé
hién loai triéu chitng bénh bit ky va su sinh trudng va phat trién clia ching 13 tuong
duong véi cac cay dbi chting, chi ra réng Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-
5674) khong gy bénh cho cac loai thuc vat (Fig. 18).
Vidu5
5.1 Bao ché ché phim khang khudn va/hogc khang ndm chia céc t& bao Bacillus
subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) lam tic nhin kiém so4t sinh hoc
Vat liéu
e Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674)
e CanhlB

e PDB (canh dextroza khoai tdy - Potato Dextrose Broth)
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e Dung dich d&m phosphat (d6 pH 7,0)
e CMC (carboxy metyl xenluloza - Carboxy Methyl Cellulose)
Phuong phép
5.1.1 Chuén bi huyén phii chira té bao Bacillus subtilis ssp. shriramensis MTCC-5674)

Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) dugc cdy trong 1 L canh LB v
trung trong binh non thot ¢b c6 dung tich 2 L va duge G & 30°C, trong 24 gio, lic & 200
vong/phut. Sau khi Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) sinh trudng, dich
nudi cdy duoc ly tim & 6.500 vong/phut, & 4 °C trong 10 phit. Vién két duge rira hai lan
trong dung dich dém phosphat (pH 7,0) va dugc két hop véi 1% CMC (carboxy metyl
xenluloza) trong dung dich dém phosphat (pH 7,0) d8 chudn bi huyén phu dic chtra 6x107
cfu/ml. Huyén phti dic chita Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) dugc st
dung dé phun 1én thuc vét va xtt ly 1& clia cdy gidng bang cach nhing.
5.1.2 Thir nghi€m hiéu qua cua ché pham chira tac nhan khang khuén va/hodc khang nim
trong viéc tc ché su phé hoai bdi Rhizoctonia solani (NFCCI-3194) & 1é cia cdy ca chua
Vit liéu

e Huyén phu dic chita Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674)

e Ném Rhizoctonia solani (NFCCI-3194) (giy bénh dém van & cac thanh vién

thudc ho ca).
o Ditrite
o Cay gidng ca chua
5.1.3 Chudn bi Rhizoctonia solani (NFCCI-3194)

Rhizoctonia solani (NFCCI-3194) dugc sinh trudng trong moi truong chira canh
dextroza khoai tiy (Potato Dextrose Broth) (duoc chuén bi theo phuong phap néu trong
Phu luc— I (V) trong 6 ngay. Sau khi Rhizoctonia solani (NFCCI-3194) sinh truong, no
duoc tron k§ véi dat rite va duge G trong 15 ngdy 6 nhiét do trong phong. D4t rite chira

ném duge tron voi dat theo ty 18 1:1.

o Cay gibng ca chua
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Cay gibng ca chua c6 chiéu cao 10 cm dugc sir dung trong nghién ctru ndy
Phuong phép
Thi nghiém duoc tién hanh nhu dugc mé ta dudi day

A. Cay gibng ca chua dugc trong trén dat chtta Rhizoctonia solani (NFCCI-3194), nhung
khong duoc xir ly bing Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674).

B. R& cuia cdy gidng ca chua duge xir ly béng huyén phti dic chtta Bacillus subtilis ssp.
shriramensis (MTCC-5674) va dugc trdng trén d4t chira Rhizoctonia solani (NFCCI-
3194).

C. Cay gidng ca chua khéng duge xtt Iy theo cach bat ky.

A. Cay gibng duoc xir ly bang té bao Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674)
va ndm Rhizoctonia solani (NFCCI-3194)

R cia cy gidng ca chua dugc nhung trong ché phim chtra t& bao Bacillus subtilis
ssp. shriramensis (MTCC-5674) trong 30 phut. Cay gidng di duoc xtr Iy dugc trong trong
chu chtra dat két hop v6i ndm Rhizoctonia solani (NFCCI-3194).

Cay gidng db6i chiing

Dé gy bénh cho cy gidng, cdy gibng ca chua (chua duge xut Iy) duge trong trong
chiu chira d4t duoge trén voi ndm Rhizoctonia solani NFCCI-3194).

Déi véi miu dbi chimg Am tinh, cdy gidng ca chua (chua duge xtr 1y) duogc trdng
trong chau chira d4t ma khong duogc tron voi nam Rhizoctonia solani NFCCI-3194).

T4t ca cc chiu chura cdy gidng ca chua dugc chuyén vao nha kinh va dugc gift &
d6 cho dén giai doan ra qua.
Két qua

Tu nhitng quan sat, d két luan dugc rang cdy gidng duoc xir 1y bang t6 hop gém
Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) va ndm Rhizoctonia solani (NFCCI-
3194) sinh truéng rat t8t, ngang bang véi cay dbi chimg, trong khi cay gidng (chua dugc
xu ly) duoc trdng trong chu chta nim Rhizoctonia solani (NFCCI-3194) thé hién su

sinh truéng chdm, ra hoa va tao qua it so v6i cdy doi chimg. Do d6, c6 the két luan rang
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Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) tc ché su sinh trudng ctia ndm
Rhizoctonia solani (NFCCI-3194) trong ving ré& clia cly gidng ca chua va bao vé cay
gibng khoi ndm gay bénh (Fig. 19).
Vidub6
6.1 Panh gia in vitro sb t& bao Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) t6i thidu
ma c6 thé kiém sot nhidm bénh cua hat ngd dang nay mam boi dat va hat mang nim gy
bénh Penicillium oxalicum (NFCCI-1997).
6.1.1 Diéu ché dich nudi cdy ¢ dang huyén phu chira vi khuén va nim
Vat ligu

a. Bacillus subtilis ssp. shriramensis IMTCC-5674)

b. Penicillium oxalicum (NFCCI-1997)- nAm gdy bénh trén thuc vat
Carbendazim WP50 (thudc diét nAm thuong mai)

d. Canh Luria Bertani Broth (LB)

o

Phuong phép

6.1.1.1 Chuén bi dich nudi cdy huyén phu chtta Bacillus subtilis ssp. Shriramensis

(MTCC-5674)

Khuén lac thudn thiét cta Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) (Fig.
20-1) duoc cdy vao 10 ml canh LB va duge G & 30°C trong 24 h & 180 vong/phut. Dé
didu ché ché phim kiém soét sinh hoc, 1 ml gibng cdy méi duge cdy vao 100 ml canh
LB va duoc 1 & 30°C trong 24 gio & 180 vong/phut. Su sinh trudng cua gidng cdy dugc
giam sét bing céch dinh ky xac dinh do hip thu ctia dich nudi cdy & 625 nm. Té bao vi
khudn duoc thu nhan bang cach ly tim va dugc rira bang dung dich dém phosphat vo
tring, bang cach ly tim & 5500 vong/phut trong 10 phut & 4°C. Cudi ciing, cac té bao
dugc tao huyén phi trong 5 ml dung dich dém phosphat vo trung. Huyén phu dic nay

dugc sir dung dé dieu ché ché pham kiém soat sinh hoc.

6.1.1.2 Chuén bi dich nuéi ciy dang huyén pht ctia Penicillium oxalicum (NFCCI-1997)
(nAm gay bénh)
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Khuén lac thudn khiét cta Penicillium oxalicum (NFCCI-1997) (Fig. 20-2) dugc
chy trén dia PDA va dugc 0 & 28°C cho dén khi hinh thanh bao tir. Mot vong que cay
chtta bao tit nAm duoc cdy vao 100 ml PDB va duge u & 28°C trong 7 ngay & 180
vong/phiit. Phan chita nuée cta dich nudi cly chira cac bao tir ndm dugc gom lai trong
cac 6ng polypropylen dung tich 50 ml. Bao tir dugc rira bing dung dich dém phosphat
v6 trung bang cach ly tim & 8000 vong/phut trong 10 phit & 4°C. Bao tir dugc tao huyén
ph trong mét thé tich quy dinh dung dich dém phosphat v6 tring d8 thu duoc cfu bing
6x10*ml!,

6.1.2 Gay nhiém dét bing P. oxalicum (NFCCI-1997) (nAm gy bénh)

Dé duy tri lwong bao i ném thich hop trong méi truong dat, 50 ml huyén phu
chtta bao tir nAm (6x10* cfu/ml) duge tron véi 1 kg soilrite da duoc hép trong ndi hap va
duoc 1 trong 10 ngay & 28°C. Soilrite ma dd duoc cho nim sinh trudng trén d6 dugce tron

déu v6i dit theo ty 18 1:1 va dugce 6 vao khay gdm 96 ce.

6.1.3 Didu ché ché phdm chira Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) dé kiém
soat sinh hoc dt mang bénh cho thuc vat

Vit ligu
a. CMC (carboxy metyl xenluloza - Carboxy Methyl Cellulose)
b. Sacaroza
c. Polyme do (khong chira thubc diét ndm)
d. Huyén phti chira té bao Bacillus subtilis ssp. shriramensis MTCC-5674) (tac
nhén kiém soat sinh hoc)

e. Carbendazim (thuéc diét ndm thuong mai)

Pé danh gi4d ndng d6 hitu hiu cua té bao Bacillus subtilis ssp. shriramensis
(MTCC-5674) ma c6 thé tic ché su sinh truéng va kha ning gy bénh ctia P. oxalicum
(NFCCI-1997) trén hat ng6 dang nay mam, bdn ché phdm khac nhau duge tao ra (chi tiét
duoc dua ra trong bang dudi day). Cac ché phim chi chita tac nhan kiém soat sinh hoc,
chi chira thudc diét nAm thuong mai, va mdt ché pham khdng chira tic nhan kiém soét

sinh hoc hodc thubc diét nam duge st dung 1am mau doi chimg. Tat ca cac ché pham

-41-



31545

chtra vat 1iéu két dinh - CMC (Carboxy Methyl Cellulose), nguén cacbon (sucroza) va
polyme do (khong chira thudc diét nim).
1. MAu di chimg-1 (ché phdm khéng chira nidm gdy bénh va tic nhin kiém soét sinh
hoc)

Ché phim nay bao gbém 1% CMC, 2% sucroza, va do polyme. Ché phdm nay
khéng ¢6 tac nhan kiém soét sinh hoc, tic nhan gdy bénh va thude diét ndm. Hat duoc xit

1y bing ché phdm nay duoc ding Imaf hat ddi ching.

Ché phim
S | Thanh phan Khdi luong/Thé tich/S6 Nong d6 cudi
1 CMC 1,71 pg 1,00 % w/v
2 Sacaroza 3,42 ng 2,00 % w/v
3 Polyme do 34 ul 19,88 %v/v
4 | Nuéc 31,87 ul -
Téng 171 ul -

2. MAu dbi chimg-2 (Ché phim chita nAm gdy bénh nhung khéng chira tac nhan kiém
soat sinh hoc)

Ché phdm nay bao gbébm 1% CMC, 2% sucroza, va do polyme. Ché phim nay
khong c6 tac nhan kiém so4t sinh hoc/thube diét ndm thuong mai, nhung hat dugc xir ly
bang ché phadm nay dugc gieo trén dAt duoc cdy nim P. oxalicum (NFCCI-1997). Do
khong c6 su bao vé sinh hoc hodc héa hoc chung quanh hat, ndm sinh trudng mot cach
ddi dao, 1am nhidm bénh cho hat va phat trién bénh & cdy giéng. Hat duge xi 1y bing ché

phidm nay dugc dung lam mAu dbi chimg c6 bénh.

Ché phim
S6 Thanh phan Khdi luong/Thé tich/ | Nong do
Sé cubi
1 Bao t ndm P. oxalicum (NFCCI-1997) C6 mit trong dat -
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2 CMC 1,71 pg | 1,00 % w/v
3 Sacaroza 3,42 ug | 2,00 % w/v
4 Polyme do 34 ul| 19,88 % viv
5 Nude 31,87 ul -
Téng 171 pl -

3. MAu dbi ching-3 (Ché phim véi thudc diét nAm thuong mai “Carbendazim WP50”)

Ché phim nay bao gdm 1% CMC, 2% sucroza, polyme do va thubc diét ndm
thuong mai Carbendazim WP50 (tén thuong mai Bavistin) dugc st dung & ndng d6 500
ug/ml (Mohiddin et al., 2013). Ché phim nay dugc st dung dé so sanh hiéu qua ctia ca
tac nhan kidm soét sinh hoc va thube diét nidm thuong mai trong viéc trc ché su sinh

trudng ndm & ving xung quanh hat dang nay mam.

Ché phdm
S6 Thanh phan Khdi lugng/Thé tich/S6 Nong d6 cudi
1 Carbendazim 85,50 pg
2 CMC 1,71 pg 1,00 % w/v
3 Sacaroza 3,42 pg 2,00 % w/v
4 Polyme do _ 34l 19,88 % v/v
5 Nudc 31,87 ul -
Téng 171 pl -

4a. Ché phdm chira Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) (5x1 0* cfu)

Ché phim nay bao gdbm 1% CMC, 2% sucroza, polyme do va té bao Bacillus
subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) & ndng d6 5x10* cfu/ml. Ché phim nay c6 s té
bao Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) tbi thidu.
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Ché phim
Sb ~ Thanh phan Khéi luong/Thé Nbng d6
tich/Sé cudi
1 Huyén phu chira té bao Bacillus subtilis 100,00 pl 5x10*
ssp. shriramensis (MTCC-5674) cfu/ml
2 CMC 1,71 pg | 1,00 % w/v
3 Sacaroza 3,42 ug | 2,00 % w/v
4 Polyme dé 34,0 ul | 19,88 % v/v
5 Nude 31,87 ul -
Tong 171,0 pl -

4b. Ché phém chtta t& bao Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) (5x10° cfu)

Ché phim nay bao gdm 1% CMC, 2% sucroza, polyme do va té bao Bacillus
subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) & ndng d6 5x10° cfu/ml.

Ché phdm
Sé Thanh phan Khéi luong/Thé | Nong do
tich/S6 cudi

1 | Dich huyén phu chira t& bao Bacillus subtilis 100,00 pl | 5x10%cfu/ml
ssp. shriramensis (MTCC-5674)

2 | CMC 1,71 pg | 1,00 % wiv

3 Sacaroza 3,42 ug | 2,00 % w/v

4 Polyme do 34 ul| 19,88 % v/v

5 | Nuéc 31,87 ul -
Tong 171 ul -

4¢. Ché pham chira té bao Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) (5x10° cfu)

Ché phém nay bao gdm 1% CMC, 2% sucroza, polyme d6 va té bao Bacillus
subtilis ssp. shriramensis IMTCC-5674) & ndng d6 5x10° cfu/ml.
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Ché phim
Sb Thanh phan Khdi luong/Thé | Nong d6
tich/S6 cubi
1 | Huyén phu chira t& bao Bacillus subtilis ssp. 100,00 pl 5x106
shriramensis (MTCC-5674) cfu/ml
2 | CMC 1,71 pg | 1,00 % w/v
3 | Sacaroza 3,42 ug | 2,00 % w/v
4 | Polyme dé 34 ul| 19,88 % v/v
5 | Nuédc 31,87 ul -
Tong 171 ul -

4d. Ché phim chtra t& bao Bacillus subtilis ssp. shriramensis (5x107 cfu)

Ché phim nay bao gdm 1% CMC, 2% sucroza, polyme do va té bao Bacillus
subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) & ndng d6 5x107 cfu/ml (50 tridu t& bao/ml chét

mang). Ché phdm nay c6 s6 t& bao Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) tbi

da.
Ché phdm
S6 Thanh phén Khbi Nong 6 cubi
thir lwong/Thé
iV tich/Sé
1 Huyén phu chira té bao Bacillus subtilis ssp. 100,00 ul | 5x107 cfu/ml
shriramensis (MTCC-5674)
2 CMC 1,71 pg | 1,00 % w/v
3 Sacaroza 3,42 ng | 2,00 % w/v
4 Polyme d6 34 ul | 19,88 % v/v
5 Nude 31,87 ul | -
Tong 171 pl | -
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5. Ché phAm chi chra t& bao Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) (5x10’

cfu)

Ché phim nay bao gbm 1% CMC, 2% sucroza, polyme do va té bao Bacillus

subtilis ssp. shriramensis MTCC-5674) & ndng d6 5x107 cfu/ml. Ché phidm nay cé s6 té

bao Bacillus subtilis ssp. shriramensis(MTCC-5674) ti da va duge st dung dé nghién

ctru anh huong ctia tic nhan kiém soat sinh hoc dén sy ndy mam ctia hat va sy sinh truéng

thuc vat.
Ché pham
S6 Thanh phan Khéi Ndng d6 cudi
luong/Thé
tich/S6
1 | Huyén phu chira t& bao Bacillus subtilis ssp. 100,00 pl | 5X107 cfu/ml
shriramensis (IMTCC-5674)
2 CMC 1,71 pg| 1,00 % w/v
3 Sacaroza 3,42 pg | 2,00 % w/v
4 Polyme dd 34 ul| 19,88% v/v
5 Nuéce 31,87 ul -
Téng 171 pl -
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Bao hat

Ché phém kidm soat sinh hoc nhu céc ché phém néu trén dugc bao trén hat ngd
(Fig. 21). Hai muoi hat ngd dugc chia 1am 3 mAu lap (tbng cong 60 hat) ddi véi mdi mau
xtr 1y duge khir tring bé mit bang 0,1% HgCl, trong 10 phut va duoc trang bang 95%
etanol, va duogc rira béng nude vo trung trong 10 phut mdi mAu. Cac hat kho duoc bao

bang 171 pl ché phdm khac nhau/60 hat v& dugc lam kho bang khong khi trong 2 h.
Gieo hat

Tat ca cac hat da xtr Iy duoc gieo trén cac khay 96 coc véi ba mau lap ddi véi mdi
mau xtr ly. Tat ca cic khay duge gilt trong nha kinh va duoc gift trong dicu kién diéu

chinh dugc. Gidm sat sy nay mAm cua hat trén mdi khay cho dén 5 tudn.
Thu nhéan dit liéu
Ty 16 ndy mam tinh theo phan tram

Ty 18 ndy mam tinh theo phén trim clia tAt ca cac mau hat xir Iy duge thu nhan sau

1 tuln gieo hat.
Ty 18 mic bénh

Ty 1€ méc bénh dugc ghi nhén 12 ty 1& phén trdm sau 4 tudn gieo hat. Cong thirc
duge sir dung dé tinh ty 18 méac bénh (Hoffman ef al., 2002) 1a nhu sau:

S cay giéng bi bénh

% ty 16 méc bénh = X 100

TOng s0 cay giong

Két qua
Kha ning ndy mam cta hat va kha ning song sot cuia cly giong

Kha ning ndy mam t8i wu nghia 13, 93,33%, 96,66%,100,00%, 100,00%, 100,00%
va 100,00% duge ghi nhan & hat duoc xit Iy bing céc ché phdm -3(déi ching-3), 4c, 1(dbi
chiing-1), 4b, 4d va 5, tuong Ung, tiép theo 1a 83,33% va 33,33% & cac hat dugc xtr ly
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bing cac ché phim — 4a va 2(ddi ching-2). Ty 1& séng sét cau cdy gibng sau 4 tudn gieo
hat duge ghi nhan 1a 100,00 % & céc hat dugc xir Iy bing it ca cdc ché phdm néu trén
ngoai trir nhitng hat dugc xi 1y bing ché phdm-3 (c6 thudc diét ndm thuong mai), diéu
nay chi ra rd réng thudc diét nAm thuong mai “Carbendazim WP50”, médc du né hitu hi¢u
trong viée trc ché sy sinh trudng clia nim, nhung khong dat hiéu qua 100,00 %. Ché pham
chita cac ndng dd khac nhau (ngoai trir ché phdm 4a- ¢6 'sé t& bao it nhét) clia té bao
Bacillus subtilis ssp. shriramensis MTCC-5674) dugc chiing minh 1a ¢6 hi¢u qua 100,00
% trong viéc bao vé hat khoi P. oxalicum (NFCCI-1997) c6 mét trong dat.

Su giam ty 1€ nay mam cta nhitng hat duoc xir Iy béng ché phim — 4a (Ché phdm
chira ndng d6 t& bao vi khuén it nhét, 50.000 t& bao/ml chit mang) chi ra r3 ring lidu co
s& clia té bao vi khudn duoc doi hoi dé tao ra tic dung bao vé hat dang nay mam khoi P.
oxalicum (NFCCI-1997) c6 mit trong dat. Vi vay, ché phém-4b, co néng d6 vi khudn 1a
5x10° cfu/ml (0,5 triéu té bao/ml) tao ra su bao v¢ tuyét voi dbi vé&i P. oxalicum (NFCCI-
1997) va mang lai ty 1€ nay mam cta hat va ty 18 séng sét ctia cay gibng 14 100%, gidng

nhu hat d6i chimg.
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Ty 16 mic bénh

Két qua nghién ctru da chi ra rang c6 su khac biét dang ké gitta cac mau xir ly.
Céc hat duoc xtr Iy bing ché phdm 1, 4b, 4c, 4d va 5 khong biéu hién triéu ching bénh
bét I va thé hién su sinh trudng khoe manh, tuong ty cdy gidng doi chimg, chi ra ring
tac nhin kiém soat sinh hoc Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) c6 mat
trong ché phim trc ché 3 rét su sinh trudng va kha ning giy bénh cua nim P. oxalicum
(NFCCI-1997), va do vay bao vé hat khoi bj nhiém ném. Hat duge xi Iy bang ché phém-
3 (co6 chtra thudc diét nAm thuwong mai Carbendazim 50WP) thé hién ty 1€ mic bénh 13
3,57 % chira r%ng mic du thude diét nidm thuong mai 13 hitu hiéu trong viéc e ché sinh
trudng cua ndm, né khong tdt bﬁng tic nhan kiém soét sinh hoc duge st dung trong
nghién clru nay.
Bang-6 Ty 1& méc bénh tinh theo phin trim cta cdy ngd gibng dugc xtr Iy bang cac ché
pham khéc nhau.

Xir Iy Nong  do | Nong do cua | Tong s6]S6  cay | Ty 1¢ mac
cllaté baovi | bdo tir nAm | cAy gibng | gibng bi|bénh tinh
khuén trong dit bénh theo phén

tram

1(D6i Nil Nil 60 0 0,00

chung-1)

2(b6i Nil 6x10* 20 20 100,00

ching-2)

3(P6i Nil 6x10* 56 2 3,57

chung-3)

4a 5x10" 6x10* 50 41 82,00

4b 5x10° 6x10* 60 0 0,00

4e 5x10° 6x10* 59 0 0,00

4d 5x107 6x10* 60 0 0,00

5 5x107 Nil 60 0 0,00

T§ 16 méc bénh 13 82 % va 100 % dugc ghi nhn & hat duge xir Iy bang ché pham
4a va 2, tuong Ung. Két qua chira rang mat do té bao Bacillus subtilis ssp. shriramensis
(MTCC-5674) c6 midt trong ché phim 4a khong hitu hiéu trong viéc trc ché sy sinh trudng
clia nAm va vi vay céc hat dang nay mam bi nhi®m nim v chét sau khi nay mém 2 tun.

Nhu dugc mong dgi, hat dugc xir 1y bang ché phém -2 khéng chira tdc nhan kiém so4t
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sinh hoc ciing nhu thudc diét ndm thwong mai thé hién ty 1¢ mac bénh 1 100%, chi ra
rdng c4c hat dang ndy mim bi nhiém nim va cdy gidng vi chét trong vong 2 tudn sau khi

ndy mam.
Két luan

Két qua trén day chi ra rd rang Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674)
& ndng d6 5x10° cfu/ml (ché phdm-4b) 13 hitu hiéu trong viée e ché sy sinh truéng cla
nidm gy bénh va mang lai sy bao vé 100% v6i cAy ngd gidng dang nay mam. Vi vy, tic
nhan kiém soét sinh hoc ¢6 thé dugc str dung thanh cong trong viée bao hat dé phong trir

hitu hiéu d4t mang nim gy bénh P. oxalicum (NFCCI-1997).

6.2 Thur nghiém hiéu qua cta ché phim chira té bao Bacillus subtilis ssp. shriramensis
(MTCC-5674) trong viéc thuc déy su sinh trudng va san lugng ¢ thyc vat
Vit liéu va phuong phap
Vit ligu
1. Hat ngd, ca chua va Brinjal dugc xir ly bing ché phdm nhu d3 néu trong phan
6.1.3 (4b).
2. Hat ngd, ca chua va Brinjal d6i chimng,
Céac phuong phap
Bao hat
Hat ngd, ca chua va Brinjal dugc xir ly bing ché phém nwh d& néu trong 6.1.3
(4b) va duoc 1am khd bang khong khi.
Gieo hat
Hat ngd, ca chua va Brinjal d@ dugc xu ly va chua duge xtt ly (hat dbi chung),
mdi loai dugce bd tri ba mau lap va mdi miu l&p chira 23 hat dugc gieo trén cdnh ddng c6
dién tich 4 mét vudng. Duy tri kich thuéc khoang céch tiéu chudn ching han céc céy cach
nhau 20 cm va mdi hang cach nhau 60 cm. Tudn theo cac thuc hanh ndng nghiép thich
hop dé céc cay ndy sinh trudng dén giai doan truéng thanh.

Co su gia tang dang ké v& cac thong sb sinh truéng thyc vat va san lugng trong
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cac diéu kién tréng trot trén canh déng. Hat dugc bao béng ché phém chita té bao Bacillus
subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) 1am ting san luong ngd, Brinjal va ca chua 1én
17,60, 37,15 va 1,58%, tuong g (Bang -7). Cac cdy ngd, Brinjal va ca chua thé hién
tdc do sinh trudng, phat trién va tich tu sinh khbi (birc tranh dién hinh vé su khéc biét ctia
ngd di duge xtr Iy va ngd chua duge xir ly duge néu trén Fig 25) 1a 16n hon. Céac cong
bb truée do vé céc chat kich thich sinh truong thuc vat cling d& chimg minh ring ché
pham chtra Bacillus subtilis 1am ting cudng sy sinh truong ctia thuc vat va gdy ra tinh
khang hé théng dbi véi su bao vé bénh bé“mg cach tao ra 60 loai chét chuyén hoa thir cép

khac nhau (Compant et al., 2005 va Mohan Kumar et al., 2015).

Bang- 7 Anh huéng cla ché phdm chira cac té bao Bacillus subtilis ssp. shriramensis

(MTCC-5674) dén san luong ctia ngd, ca chua va Brinjal.

S6 | Cay Xt Iy San
thir | trdng lugng
tu

1 Ngbd 1% CMC, 2% sucroza, Polyme d6 va t& bao Bacillus | 233,7
subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) & ndng d6 5x10°
cfu/ml (0,5 triéu té bao/ml chit mang)

Déi ching | 198,72
Tang so v&i dbi chimg 17,60%
2 Brinjal | 1% CMC, 2% sucroza, Polyme do6 va t& bao Bacillus | 727
subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) & ndng do 5x10°
cfu/ml (0,5 triéu té bao/ml chit mang)

Dbi ching 457
Tang so v6i ddi chimg 37,15%
3 Ca 1% CMC, 2% sucroza, Polyme d6 va té bao Bacillus | 860

chua subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) & ndng d6 5x10°
cfu/ml (0,5 triéu té bao/ml chit mang)

Pbi ching 847
Tang so v6i ddi ching 1,58%
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Vidu7

7.1 Sang loc dua trén higu qua cua tac nhan khang nam/khang khuan nham tc ché su

sinh trudng clia nadm gdy bénh & nguoi

Nhidu loai ndm gy bénh & ngudi duge phén 14p tir ngudi bi cac bénh nhiém tring
& da va phdi khac nhau. Hoat tinh khéng ndm va/hogc khang khudn duge thir nghiém déi

véi tht ca cac nAm gy bénh & ngudi da dugc phén 14p.
Vit liéu va phuong phép
Vit ligu

1. Penicillium ssp.

2. Aspergillus flavus

3. Aspergillus niger

4. Aspergillus nidulans

5. DbiaPDA

6. Tac nhan khing ndm/khéng khuin duoc phan 1ap tir Bacillus subtilis ssp.
shriramensis
(MTCC-5674)
Phuong phéap
Mot phin phan uée 500 pl dich loc nudi cAy chira tic nhan khang khuan va/hodc
khang ndm duoc bd sung vao cac 18 duge tao ra trén thach PDA va mot vong que chy
chtta nim thir nghiém duge cdy & mot goc khic cta cac dia twong tmg duoc gén nhin
céc loai ndm tuong tmg va dugc G & 28°C cho dén khi quan sat thdy su sinh trudng clia
hé soi ndm & & ving xung quanh 15 chtra dich loc nudi céy.
Hoat tinh ¢ ché cua dich loc dbi vé6i cac loai ndm da néu 13 ving te ché duoc tao
thanh xung quanh 13 tinh bang milimet.
Két qua

Nhidu loai ndm gdy bénh trén ngudi duge phan 14p tir ngudi bi cac bénh nhiém
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tring da va phdi khéc nhau dugc thir nghiém trong thir nghiém khéng khun va/hodc
khang nim va tit ca trong s6 chuing bi trc ché hoan toan su sinh trudng véi sy ¢6 mit cla
dich loc nudi céy Bacillus subtilis ssp. shriramensis MTCC-5674) (Fig. 24).

Két luan

Tl nhitng nhan xét nay, két ludn ring tac nhan khang ndm/khang khudn dugc phan
1ap tir Bacillus subtilis ssp. shriramensis (MTCC-5674) cling ¢ thé duoc sir dung trong
nhitng tmg dung duogc pham.
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Phu luc I
Thanh phan ctia mdi trudng nudi cly duogc sir dung

Luu ¥: Phuong phap chung d& chuin bj méi trudng dugc néu dudi day. T4t ca cac thanh

phan méi trudng dugc néu dudi ddy 1a tinh trong thé tich 100 ml. Céc thanh phan thay

dbi tury thude vao luong dugce can dén.
(I) Piéu ché canh T3 (pH - 6,8)

Thanh phin ctia mdi trudng T3

S6 Hop phan Luong

1 Trypton 0,32 % (w/v)

2 Tryptoza 0,24 % (w/v)

3 Dich chiét ndm men 0,18 % (W/v)

4 NaH2PO4. H20 0,044 M

5 Na;HPO4 0,062 M

6 MnCl.4H20 0,0005 % (w/v)

Phuong phap

T4t c& cac hop phan méi truong duge can va dung trong lo thily tinh va dugc hoa

tan trong nude cat. DS chira cling véi mdi trudng trong d6 dugce hép & 121°C trong 15

phut.
(II) Chun bi dia thach T3 (pH - 6,8)

Thanh phan ctia mdi trudng T3

S6 Thanh phan Luong
1 Trypton 0,32 % (w/v)
2 Tryptoza 0,24 % (w/v)
3 Dich chiét nim men 0,18 % (W/v)
4 NaH,PO4 0,044 M
5 NaHPO4 0,062 M
6 MnCl 0,0005 % (w/v)
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7

Thach Agar

2,0 % (w/v)

Phuong phép

T4t c4 cac hop phan méi truong duge cdn va dyung trong lo thuy tinh va duge hoa

tan trong nude cét. Lo thiy tinh chta mdi trudng dugce hép & 121°C trong 15 phut. Sau

khi hdp, méi truong duge d6 vao dia petri vo tring.

(IIT) Chuén bi canh LB (pH - 7,0)

Thanh phin ctia mdi truong LB

S6 Hop phéan Luong

1 Trypton 1,0 % (w/v)

2 Dich chiét ndm men 0,5 % (W/v)

3 NaCl 1,0 % (w/v)
Phuong phap

T4t ca cac hop phan méi trudng dugce cin va dung trong lo thiy tinh va duoc hoa

tan trong nuée cit. PO chira cling v6i mdi trudng trong d6 dugc hép & 121°C trong 15

phut.

(IV) Chuén bi dia thach LB (pH — 7,0)

Thanh phan ctia mdi truong LB

S6 Hop phan Luong

1 Trypton 1,0 % (w/v)

2 Dich chiét nAm men 0,5 % (w/v)

3 NaCl 1,0 % (w/v)

4 Thach Agar 2,0 % (w/v)
Phuong phép

T4t ca cac hop phan mbi truong duoce can va dung trong lo thity tinh va duge hoa

tan trong nudc cit. Lo thiy tinh ciing v&i mdi trudng duge hép & 121°C trong 15 pht.

Sau khi hip, méi truong duge d6 vao dia petri vo tring.

(V) Chun bi canh PDB (pH - 6,0)
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Thanh phan ctia mdi trudng PDB

S6 Hop phan Luong

1 Bot khoai tay 2,0 % (W/v)

2 Dextroza : 2,0 % (W/v)

3 Spectinomycin (tuy y) 100 pg/ml
Phuong phéap

Bot khoai tay (2,0 g) duge can va dung trong lo tuy tinh 250 ml chira 50 ml nudce
cht va duge dun sdi trong 5 phut. Nudce khoai tdy dd dung soi duge loc béng cach str dung
vai mut-xo-lin. Dich loc dugc thu nhan trong lo thity tinh sach dung tich 250 mlva 2,0 g
dextroza dugc bd sung vao d6. Sau khi didu chinh tong thé tich dén 100 ml, lo cting véi

mdi trudng duoc hip ¢ 121°C trong 15 phit.
(VI) Chuén bi dia thach PDA (pH — 6,0)

Thanh phin ctia mdi truong PDA

S6 Hop phan Luong

1 B6t khoai tay 2,0 % (W/v)

2 Dextroza 2,0 % (wW/v)

3 Thach Agar 2,0 % (W/v)

4 Spectinomycin (tuy y) 100 pg/ml
Phuong phéap

Bot khoai tay (2,0 g) duoc can va dung trong lo tity tinh 250 ml chira 50 ml nudc
cAt va duoc dun sbi trong 5 phut. Nuge khoai tdy da dung s6i duge loc bang céach st dung
vai mut-xo-lin. Dich loc duoc thu nhén trong lo thiy tinh dung tich 250 mlva20g
dextroza va 2,0 g thach dugc bd sung vao d6. Sau khi diéu, chinh téng thé tich dén 100
ml, lo cing véi moi truong dugc hdp & 121 °C trong 15 phat. PDA da niu chay duoc a6
vao dia petri v trung.

(VII) ChuAn bi mdi trudong co ban OF (OFBM) ctia Hugh va Leifson (pH — 7,1)

Thanh phin ctia méi trudng OFBM
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S6 Hop phan Luong

1 Casein Pepton (Trypton) 0,2% 0,2 % (wW/v)

2 NaCl 0,5% (W/v)

3 K2HPO4 0,03 % (W/v)

4 Thach Agar 2,0 % (w/y)

5 Xanh da troi bromothymol 0,004% (W/V)
Phuong phap

T4t ca cac hop phin mbi truong dugc can va dung trong lo thiy tinh va dugce hoa

tan trong nuée cit. Lo thiy tinh cing véi méi trudng duge hép & 121°C trong 15 phut.

Sau khi hap, méi truong dugc d6 vao ong nudi cay vo trung.

(VD Chun bi mdi trudng SIM (Sulphide Indole Motility) (pH — 73)

Thanh phén ctia méi trudng SIM

S Thanh phan Luong

1 Pepton 3,0 % (wW/v)

2 Dich chiét thit bo 0,3 % (W/v)

3 S&t amoni sulphat 0,02 % (W/v)

4 Natri thiosulphat 0,0025 % (w/v)

7 Thach Agar 2,0 % (w/v)
Phuong phéap

T4t c& céc hop phan mdi trudng duge cén va dung trong lo thuy tinh va dugc hoa

tan trong nudc cit. Lo thuy tinh cing v&i mdi truong duoc hép & 121°C trong 15 phit.

Sau khi hip, mdi trudng & giai doan da nau chay duge db vao 6ng nudi cay vo trung.
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Phu luc II
Chuén bi dung dich dém phosphat
S6 | Hop phan Luong Khdi luong dung cho 100 ml
4 NaH2P04.H20 1M 538¢g
5 NaxHPO4 1M 8,66 g
bo pH 7,0
Phuong phép

Cé hai mubi phosphat ddu duge dung trong cbe thiy tinh, 50 ml nude cét dugc db
vao cac mudi va dugc khudy trén thiét bi khudy tir bang cach st dung thanh khudy tir.
Sau khi dam bao rﬁng cac mubi phosphat dugc hoa tan hoan toan, dung dich dugc didu

chinh dén 100 ml bang nuéc cét.

-63-



31545

Phu luc III

Chit mang va céc tic nhan khac dugc sir dung trong thi nghiém

S& | Tén tac nhan Thanh phan DPuoc st Tao ra
thi tur dung lam/dé
1 CMC Carboxy Metyl T4c nhén gan Himedia
xenluloza két
2 Carbendazim | Carbendazim WP50 Thubc diét Bavistin
nim
3 Soilrite Perlite+ Peat Moss+ | Nhan gidng KEL (Keltech
Vermiculite nim Energies Ltd)
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Céc thuét ngit viét tat

S6tht | Dang Dang day du

tu ngén gon

1 ATCC B0 suu tdp ching gbng kiéu M§ (American Type Culture
Collection)

2 CMC Carboxy Metyl xenluloza (Carboxy Methyl Cellulose)

3 CFU Don vi hinh thanh khuén lac (Colony Forming Units)

4 L Lit

5 LB Luria-Bertani

6 pl Microlit

7 MTCC B suu tAp ching gidng kiéu vi khuan (Microbial Type Culture
Collection)

8 Ml Mililit

9 MIC Néng d6 trc ché tbi thiéu (Minimal Inhibitory Concentration)

10 Min Phut

11 M Phén tir gam (Molar)

12 NFCCI B suu tap chung gidng nam quéc gia clia An d6 (National
Fungal Culture Collection of India)

13 OFBM MOi truomg co ban 1én men nho oxy héa (Oxidation
Fermentation Basal Medium)

14 PDA Thach dextroza khoai tdy (Potato Dextrose Agar)

15 PDB Canh dextroza khoai tdy (Potato Dextrose Broth)

16 RPM Vong quay trén mdt phut (Revolutions Per Minute)

17 Ssp Loai phu (Sub-species)

18 SIM Tinh chuyén dong sulfit indol (Sulphide Indole Motility)

19 /v Thé tich/thé tich

20 WiV Khéi lugng/thé tich

21 /A Khéi luong/khdi lugng

22 WP Bot ¢6 thé tham udt
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YEU CAU BAO HO
1. Vi khuan thudc loai Bacillus thé hién hoat tinh khang khudn, khang nim va kich thich
sinh truéng thyc vat, trong d6 vi khuén nay 13 Bacillus subtilis ssp. shriramensis dugc

phan 1ap c6 s6 truy cdp MTCC-5674,

2. Dich chiét ctia vi khudn nhu duge yéu ciu bao hd & didm 1, trong d6 dich chiét nay

thu duoc tir quy trinh bao gém céc bude:
a. cho vi khuén nay sinh truéng trong mdi trudng T3 c6 d6 pH 6,8 trong th 1 c6
kém theo léc & 30°C trong 60 h d& thu duoc dich chiét va
b. thu hdi dich chiét ¢6 hoat tinh khang khudn va khang nam.

3. Dich chiét nhu duoc yéu ciu bao hd & diém 2, trong d6 Bacillus subtilis ssp.

shriramensis duoc sinh truéng trong diéu kién hicu khi.

4. Dich chiét nhu dugc yéu cu bao ho & diém 2, trong d6 quy trinh cdn bao gbdm budc

¢d dic dich chiét bang cach sir dung cdc phuong phap thong thuong.

5. Dich nudi cdy thuin ching cta vi khudn nhu dugc yéu ciu bao hd & diém 1.

6. Ché phim chira vi khun nhu duge yéu cAu bao ho & diém 1, trong d6 ché phim niy
¢O hoat tinh khéng khuén, khang ndm va kich thich sinh truéng thyc vat & n(‘?)ng do vi
khuén ndm trong khoang tir 5x10° cfu/ml dén 5x107 cfu/ml.

7. Ché pham chira dich chiét nhu duoc yéu cau bao hd & di8m 2, trong d6 ché phim nay
¢6 hoat tinh khang khuin va khang ndm & ndng d6 dich chiét tir 4 pg/pl dén 20 pg/pl.

8. Ché phim nhu duge yéu cu bao ho & diém 6 hoic diém 7, bao gdm mdt hogc nhiéu
tac nhan khang khuén va/hodc khang ndm va kich thich sinh truong thuc vat.

9. Ché phdm nhu duge yéu cAu bao hd & diém bt ky trong sb cac diém tir 6 dén 8, bao

gbm chat mang néng dung.
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Fig. 4
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Fig. 10
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Fig. 14
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Fig 25
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