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(57) Sang ché dé cap dén ~chung ma c6 tinh hiéu qua cua phan bén vi sinh vat va co thé

duogc str dung 1am loai thudc diét sinh vat hai sinh hoc, bang cach phan lap vi sinh vat sdng

trong mé cua thyc vat da chirc nang, ma c6 thé ngan ngilra rong su phét trién cta ndm va vi

khuén gay bénh thuc vat va cu thé 1a hoat dong trén lua lam thuc vat chu, do do duy tri ca

tac dung cam ung khang bénh va tac dung thuc day su ting trudng thuc vat, sau d6 nudi
cay va phdi ché sinh khdi. Sang ché dé xuét vi sinh vat Bacillus oryzicola hoac Bacillus
oryzicola c6 tri sd twong dong ADN-ADN 1a 70% hodc 16n hon so véi Bacillus oryzicola.

Sang ché con d& cap dén vi sinh vat Bacillus oryzicola c6 cing cic mau BOX-PCR véi

Bacillus oryzicola YC7007 (ma s6 hop luu: KCCM11275P) va ché pham vi sinh vat dung

cho phan bon st dung cac vi sinh vat nay.
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Linh vue k§ thuét dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén chung vi sinh vat séng trong md cia thuc vt va ché
pham vi sinh vat chia chung, va cu thé hon 1a ching vi sinh vat Bacillus oryzicola
va ché pham vi sinh vat chira ching.

Sang ché da duoc suy luan tir nghién ctru dugce thuc hién nhu mot phe‘in cua:
“Next-Generation Biopesticide Development Project’ (tép du an s6 10044909, tiéu
d& dy 4n: Sy phat trién cta vét liéu vi sinh vat thé hé tip theo dé kiém soat bénh
thuc vat béng cach su dung vi sinh vét dbi khang) dugc hd tro bsi Bo luong thuec,
Nong nghi¢p, Lam nghiép va Ngu nghiép trong nidm 2010 va ‘Industrial
Convergence Core Technology Development Project’ dugc hd tro boi Bd cdng
thuong 2013 (tép du 4n s 808015-3-2, tép du 4n s6 808015-3-2, tiéu dé du &n: Su
phat trién chét bao vé cdy trdng probiotic phd rong c6 tac dung duoc duy tri lién tuc
(2010-2013).

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Trong vai thap ky qua trén thé gi6i, nham ting sd luong ciy trdng nong
nghiép nhu hat, rau xanh, tri cdy, v.v.., luong 16n phan bon héa hoc va thudc trir
sau ndng nghiép dung dé kiém soat sau bénh, va con trung, da dugc st dung. Do
viéc str dung phan bén héa hoc va thube trir sdu nong nghiép lién tuc nhu vay, nén
mdt sb vin d& nhu sy axit hoa dat, mét tinh phi nhiéu cta dét, 6 nhiém moi truong,
thube huy diét sinh thai, doc td cta dong vat c6 vu, sy khang thudc trir su cta sau
bénh, con trung va c¢d dai hoac tuong tu, da dugc tang thich hop. Ngoai ra, do su

thay ddi khi hau bét thudng gdy ra boi su ting luong cacbon dioxit trong khi quyén,
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su kho can lién tuc va sy tich lily mubi trong dat néng lam giam san luong 6n dinh
ctia cac loai cdy trong ndng nghiép.

Pé khic phuc céc van dé duoc mé ta néu trén, cac nd luc nhém giam lugng
phan bén hoa hoc va thubc trir sau ndng nghi¢p dugce st dung dugce thuc hién trong
nude va nude ngoai, va cu thé 13, do hoat dong hd trg nong nghiép than thién véi
mdi truong dugce thanh 1ap dau tién vao 1999, Chinh sach Han Quéc duogc thuc
hién huéng dén su thuc diy nong nghiép than thién v6i méi truong thir ba. Muc
tiéu caa ké hoach nay la dé thuc hién viéc giam luong phén bon hoa hoc va thude
trr sdu nong nghiép duoc su dung khoang 15% dén nam 2015, so v6i 2011. Pong
thoi, d6i v6i yéu cau qudc gia vé cc thuc phdm an toan dang ting do mtic sdng cao
trong khia canh x3 hdi, va nong nghi€p sinh thai hoc than thién nhu ndong nghi€p
hitu co hodc néng nghiép ty nhién duge hudng dén viéc bao vé moi truong db6i voi
san xuit nong nghiép va hé sinh thai tw nhién 1a nhanh chéng mé rong, sao cho
nghién ctru v& sy phat trién ctia phan bén va thude trir sdu sinh hoc bang cach sir
dung vi sinh vét c6 thé thay thé phan bén héa hoc va thudc trir sdu hién nay ciing
duoc ting nhanh. Cac cong ty da qudc gia da biét dén cac han ché trong viéc sir
dung phan bon hoa hoc va thude trir su, gan day da duoc phat trién va duoc phan
phéi cac tac nhan sinh hoc, cu thé 13, hoat dong nha may lam ting cudng céc dai Iy
c6 thé bu cac haﬁ ché néu trén. Nguoc lai, cac cong ty da qudc gia da duogc tién
hanh phat trién gidng cay ciia céc cdy trong chiu kho han c6 thé 16n va phét trién
ngay ca trong mét sé ving kho han nghiém trong hodc tich liiy mudi. Cac san pham
vi sinh vét dugc phat trién nay duoc phdi ché bang cach chon cac vi sinh vt ¢6 cac
chirc nang cu thé tir moi trudong tw nhién, va sinh khéi nudi cdy cdy ching. C4c san
phém vi sinh vat duogc phéi‘ché 6 thé duge Str dung dé phun trén 14 hodc lam chét

dang hat dung dé xir Iy dat d@é ngan ngura dich bénh va céc con trung gay hai, hodc
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theo cach khéc, cling c6 thé dugc st dung lam phan bén vi sinh vat hodc chét tang
cuong thuc vat (xem tai liéu khong phai 1a sang ché 1).

Céc vi sinh vat duoc sir dung & dy dugc phan b rong rii trong moi truong
tu nhién nhu dat, ré cay, bién, v.v.., va ¢ tinh da dang vé loai va tiét ra céc loai
chét chuyén hoéa khac nhau, do d6 dugc sir dung hiéu qua trong nong nghiép than
thién vdi moi .truémg. Viéc st dung cac vi sinh vat co thé thuong duge phan loai
thanh ba loai, bao gdm: str dung truc tiép chinh vi sinh vat; st dung céc chét
chuyén héa duoc san xuét bai su 1én men vi trung hoc; va sir dung vi sinh vat cac
chat chuyén hoa 1am hop chit din dé téng hop vé thudc trir sau, hodc tuong tur.
Trong sb do, phuong phép dugce st dung nhét 13 st dung truc tiép cac vi sinh vt
d6i khang c6 thé (rc ché tic nhan gy bénh thuc vat, vi khuén ving r& thuc ddy su
tang truéng thuc vat (plant growth promoting rhizobacteria - PGPR) va cac vi sinh
ffét séng trong mé dé thuc day su ting truéng thuc vat. Cu thé 13, nghién ctru vé sy
khang bénh ctia thuc vat boi cac vi sinh vat nay da duge thuc hién tdt.

Trong sb cac vi sinh vét khac nhau, nghién ctru vé vi khuén séng trong md
duoc duogce thue hién tich cuc trong nude va nude ngoai 10 nam gan day. O day, vi
khuén séng trong md dugc xac dinh lam vi khuén c6 mit trong mo cua thuc vat
sdng va khée manh tao ra cic loi thé khac nhau ma khéng c6 tén hai dang ké nao
cho thuc vat. Thong thuong, dugc biét rang vi khuan séng trong mo cé thé c6 mat
trong khoang trong gitra té bao thuc vat hogc bén trong té bao, gdy ra truc tiép hodc
gian tiép su khang bénh, céc con tring gy hai va ap suit, va c6 anh hudng 16m dua
trén sy ting truéng cua cdy. Cu thé hon, 'duqc cho ring vi khuén séng trong mé tab
ra su ¢b dinh nito, sy hoa tan axit phosphoric, su tao ra dai thuc bao chira sét, su tao
ra hoocmon hoat tinh, tao ra vat liéu chéng vi khudn hodc tinh khéng bénh cua thuc
vat, do d6 ngin ngira sy nhiém tring gay bénh va thuc diy su ting truéng thuc vat

(xem tai liéu khong phai 12 sang ché tir 1 dén 4). Vi khuan sdng trong mo nhu vay
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¢o ai luc vai thuc vat cha va cé thé tao ra mdi quan hé cfng sinh trong mo cua thuc
vat chu ma khong dugc céng nhan 1a vi khuan gy bénh, (xem tai liéu khong phai
1a sang ché 5). Mot s6 vi khuén cu thé séng trong mo c6 thé tao ra tac dung thic
ddy su ting trudng thuc vat va tac dung kiém soat bénh cing mot luc bang cach st
dung mot hodc nhidu co ché. Néi theo cach khac, cac co ché khac nhau c¢6 thé duoc
‘ép dung trong khoang thoi gian khac nhau trong doi song thuc vat. Gen thuc vat ¢
thé duoc thay dbi boi su ¢ mit cla vi khuan, va gen dugc thay d6i nhu véy c6 thé
d6i khi cho phép diu mdi tac dung vi khuin séng trong mo trong thuc vét (xem tai
liéu khong phai 1a sang ché 6). Vi khuan sdng trong md duoc sinh soi bén trong té
bao, trong d6 toan by mat do cua vi khuén 14 cao trong ré va phén du cua than cdy,
va dugc giam dan vé phia cac phan cao hon cta thuc vat nhu thén cdy, 1a cay, v.v...
Trong truong hop 14 ngd, dugc phat hién rang mét do cta vi khudn nim trong
khoang tir 1x103 dén 1x107 cfu/g. D4i vé6i vi khuan séng trong md duge phan 1ép
cho dén nay, khoang 130 loai trong khoang 50 gidng bao gdm, vi du, Bacillus,
Pseudomonas, Enterobacter, Agrobacterium, hodc cac gidng tuong tu, di dugc
phat hién ra. Céc vi khuin nay c6 thé hd tro sy ting truéng clia cac cy trdng quan
trong vé kinh té nhu ca chua, khoai tay, ngd va lta trong khi ngén ngira sy thdm
nhép cua dich bénh, do d6 lam ting san lugng cay trong.

Lua 1a mt trong nim loai cay trong ding dAu trén thé gioi nhung bao gdm
su giam san lugng do cac bénh khac nhau. Trong s& d6, thiét hai gay ra boi nim
gay bénh nhu bénh dao 6n, bénh kho van 14 lta, v.v.. gdy ra su giam nghiém trong
san luong cdy tréng, va do d6, dugc ngan nglra hiéu qua bing cach phat trién cac
cdy trong khang va phat trién thudc trir sdu hoa hoc cho dén nay. Tuy nhién, bénh
nam, bénh thdi hat va bénh bac 14 lua, v.v.. 1a cac bénh do vi khuén, ma dugc gdy ra
béi cac bénh do vi khuin truyén hat, khac vdi cac bénh néu trén rat thudong xuyén

xay ra trong cac vung va gdy ra thi¢t hai lén. Trong cdc ndm gan ddy, trong cac
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bénh nay da kho khan trong viée kiém soat chung. Céc tdc nhan gay bénh nay qua
dong trong canh dong ltia hoic md ¢é dai xung quanh, va cu thé 13, do laa dé bi pha
hoai bdi cac tac nhan gdy bénh dudi cac diéu kién 4m va 4m, kho co thé kiém soat
bénh néu bénh bat ddu phat trién mot 1an. Sy kiém soat tic nhan gy bénh thudng
dua vao thudc trir sdu héa hoc, tuy nhién, viéc stt dung hau hét thude trir sdu hoa
hoc nhu vay da phét sinh céc van dé nhu 6 nhiém méi trudong hodc doc o cia dong
vat ¢6 va. Do d6, c6 su quan tdm ngay cang ting vé thudc trir su sinh hoc than
thién v4i moi truong c6 kha nang thay thé thudc trir sau héa hoc néu trén.

Hang chuc loai thudc trir sdu sinh hoc ding dé ngin nglra bénh thuc vt
hién nay dé dugc phat trén va ban san trén thi trudong trong nude va nudc ngoai.
Trong s6 d6, mot sb thudc trir sdu sinh hoc c6 tac dung ph?m 16n duoc san Xuét
bang cach s dl_mg vi khuén Bacillus va nAm nhu Trichoderma (xem tai liéu khong
phai 1 sang ché tir 7 dén 10). Céc san phdm loai Bacillus c6 thé bao gdm B. subtilis,
B. pumilus va B. amyloliquefacien, va hau hét cac ching nay dugc biét 1a ¢6 co ché
tiét ra vat liéu khéng sinh, cu thé 1a, cyclic peptit nhu iturin, surfactin, v.v.., dé ac
ché trt_f(: tiép tac nhan gy bénh, theo mot céch khac, dé cam Gng kha ning khang
bénh cta vat chd. Bacillus sp. tao ra cdc ndi bao tr va duoc séng sot trong khoéng
thoi gian dai ngay ca dudi méi truong ty nhién kém, va boi vi kha ning khang vi
khudn khé cao, nhidu nha nghién ctru da didu tra va cong bd két qua cua no vé viec
kiém soat sinh hoc ctia cac bénh thuc vat (xem tai liéu khong phai 1a sang ché 10).
Khac véi cac két qua duoc néu trén, mot s6 két qua nghién ciru vi khuan sdng trong
mo, cu thé 13, Bacillus metylotropicus da dugc béo cdo gan ddy. Ching nay duoc
phan l1ap dau tién va dugc xac dinh véi danh muc & Han Quéc vao nam 2010, va da
duoc xac dinh dé c6 kha ning thuc ddy su ting trudng thuc vt (xem tai liéu khong
phai 1a sang ché 1). Sau day, vi khuén néu trén dugc phan 13p tir ré ciy nhan sim,

ca chua va khoai tdy va dugc bdo cdo c6 kha nang e ché gdy bénh va tic dung
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thuc day su tang trudng thuc vat & Trung Qudc (xem tai liéu khong phai la séhg ché
tr 11 dén 13). Tuy nhién, cac nghién ctru nay khong bao gom két qua vé su cam
ung cua kha nang khang bénh cia thuc vat chu hodc su trc éhé cac bénh khac, khac
v6i kha ning khang vi khuén cta ching néu trén dbi véi tic nhan gay bénh thuc vat.
Nghién ctru v& céc vi sinh vat séng trong mo cua lta hau hét duoc thuc hién boi cac
nha nghién ctru trong linh vuc tréng lua, cu thé 13, Han Quéc, Trung Quéc, V.V.., va
nghién ctru vé viéc so sanh clia khuan lac vi khuan séng trong ré véi ltia thyc tién
gin nhét va khong duge tubt trong mdi khoang thoi gian phat trién da dugc cong bé.
Theo két qua nghién ctru nhu vy, duoc bao cdo ring khuén lac vi khuan thudc
Proteobacteria dugc phat hién trong lta khong tudt, trong khi vi khuin da dang
thudc Firmicutes, cu thé 1, Bacillus sp. vdﬁ duogc phat hién ra véi ty 1€ tuong ddi cao
trong ré cdy lua theo nong nghiép thuc tién (xem tai liéu khong phai 1a séng ché 14).
Ngoai ra, dugc bao cdo rang cac loai khac nhau ctia Bacillus sp., PaeniBacillus sp.
va Pseudomonas sp., ma tc ché su ting truéng cua tac nhan gdy bénh nhu bénh
dao 6n hoac bénh ndm, da dugc phan 14p tu ré cdy lua (xem tai liéu khong phai la
sang ché 15). Mic du nghién ciru vé tinh da dang clia cac loai vi khuan khac nhau
song trong ré& cdy lua da dugc thuc hién mot phan, su nghién ctru vé vi khuan ¢6
cac chtc nang khac nhau trong khi hoat dong cu thé trén lta nhu duoc dé xuét theo
sang ché vin chua dugc boc 16. Bén canh d6, nhiéu nghién ctru da dugc hoan thanh
vé céac loai Bacillus sp. duoc phan 1ap tir cac mdi trudng cu thé, tuy nhién, chi mot
sb loai cta né da duge ban trén tri truong va dugc st dung hi¢u qua dung dé kiém
soét thuc vat (xem tai liéu khong phai 1a sang ché 16 va 17). Mot Iy do vé diéu nay
cho 1a tac dung kiém so4t sdu bénh c6 thé tuong ddi thap béi vi co ché tc ché tac
nhan gy bénh chi dugc thong qua lam tiéu chuin khi phan 1ap vi khudn d6i khang.
Do d6, dé ngan ngira bénh hiéu qua hon trong khi cac ddc tinh biéu hién cia chiing

néu trén, can thiét di€u tra va phat trién cac vi sinh vat da chirc nang c6 thé cung
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cip dong thoi kha nang cam tmg su khang bénh cua thyc vat chi va cac tac dung
~ thac day su ting trudng cua thyc vét chu, do do tang cuong thuc vat chu.
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Y. L., Xu, L. P., va Guo, J. H. (2008). Sy phan tich da dang vé cac dbi khéang tir vi
khuan duoc két hop véi lia va tmg dung cua chung véi su kiém soat sinh hoc vé
cac bénh cua lua. J Appl Microbiol 104:91-104.

Tai liéu khong phai la sang ché 16: Gatson, J. W., Benz, B. F.,
Chandrasekaran, C., Satomi, M., Venkateswaran, K., va Hart, M. E. (2000).
Bacillus tequilensis sp. nov., dugc phén 1ap tr mo him mexico 2000 nam tudi, lién
quan chit ch& dén Bacillus subtilis. Int J Syst Evol Microbiol 56:1475-1484.

Tai liéu khong phai la sang ché 17: Sumpavapol, P., Tongyonk, L.,
Tanasupawat, S., Chokesajjawatee, N., Luxananil, P., va Visessanguan, W. (2010).
Bacillus siamensia sp. nov., dugc phan 14p tr cua dugc udp mudi (poo-khem) &
Thai Lan. Int J Syst Evol Microbiol 60:2364-2370.

Ban chit ky thuit ciia sang ché

Do d6, dé bu lai cac nhuogc diém néu trén, muc dich cia sang ché 1a phét
trién va tao ra ché phém vi sinh véat cé tAt ca tinh hiéu qua cta phan bon vi sinh vét,
tinh hiéu qua ting cuong thuc vat va tinh hiéu qua bao ve€ thuc vat bé’mg cach phan
1ap vi khuan sdng trong mé ctia thuc vat da chirc ning, ma c6 thé ngan ngira rong
su tang trudng cua nédm va vi khuan gay bénh thuc vat va hoat dong cu thé trén lua
1am thuc vat chd, nhd d6 duy tri ca hai tdc dung cam tng khang bénh va tac dung

thuc ddy su tang truong thuc vat, sau d6 nudi céy sinh khéi va phéi ché ching.
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Dé thu duoc muc dich duoc md ta néu trén, mot khia canh cia sdng ché, dé
xuét vi sinh vét Bacillus oryzicola hodc Bacillus oryzicola ¢6 tri s6 twong dong
ADN-ADN 1a 70% hodc 16n hon so v6i Bacillus oryzicola néu trén.

| O day, Bacillus oryzicola c6 thé bao gém 16S rARN co6 trinh tu co ban 1a
SEQ ID NO: 1 hofic SEQ ID NO: 2. |

Hon nfta, Bacillus oryzicola c6 thé 1a Bacillus oryzicola YC7007 (ma sb
ndp luu: KCCM11275P) hodc Bacillus oryzicola YC7010 (ma sé nop luu:
KACC18228).

Ngoai ra, Bacillus oryzicola c6 thé c6 tinh hiéu qua cam (mg khéng bénh
cua thuc vat.

Ngoai ra, bénh thuc vat co thé it nhét 12 bénh dugc chon tir nhém bao gém
bénh théi hat, bac 14 Ita, tan rui va nam.

Hon nita, Bacillus oryzicola c¢6 thé con ¢ tinh hidu qua Grc ché tac nhan gay
bénh thuc vat, tinh hiéu qua thic day su ting truéng thuc vat va hiéu qué ting
cuong thyc vat.

Ngoai ra, tinh hi¢u qua thuc ddy su tang truéng thuc vat co thé tinh hiéu
qué thuc ddy su tang truéng thuc vat dbi voi lna.

Theo khia canh khéc cta sang ché, d& xuit ché phdm vi sinh vat ding cho
phén bén, bao vé thuc vét va st dung ting cuong thuc vét, bao gém vi sinh vat néu
trén, va dung dich nudi cdy hoic phan loc nuodi cdy ctia n6 lam thanh phan hoat tinh.
Hi¢u qua dat dugc cua sang ché

Theo sang ché, c6 thé dé xuit ché pham vi sinh vat uu viét chta vi khuan da
chtric ndng, ma co thé dong vai tro df‘)ng thoi 1a chat bao vé thuc Vét tu nhién, chat
ting cuong thuc vat va phan bén vi sinh vat, so véi vi khuén da biét duoc bao cao
trong linh vuc k§ thuat, bang cich sir dung vi khudn da chtc ning Bacillus

oryzicola ma c6 thé e ché dong thoi sy tang trudng cua vi khuan va nam gy bénh
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thue vat dang ké trong vu mua va khong chi tic dung cam Gng kha nang khang
bénh cua thuc vat chi ma con tac dung thiuc déy su tang trudng Qﬁa thuc vat chu,
khac biét & chd ché phém c6 thé tao ra vat liéu khang sinh va vét lidu dung dé thuc
day ting trudng va cam tng khé nang khang bénh méc phai toan than cua vat ch,
do d6 trc ché truc tiép tac nhan gdy bénh thuc vat, va co thé hoat dong cu thé trén
lGa biéu hién kha nang thic ddy ting truéng va kha ning cadm tng khang bénh méac
phai toan thén.‘
MO ta vén tit cac hinh vé

FIG. 1 1a hinh v& minh hoa trinh tu co ban cta gen 16VS rARN la ching (a)
YC7007 va ching (b) YC7010.

FIG. 2 12 hinh v& minh hoa cy phét sinh loai dugc tao ra bing cach phan
tich trinh ty gen 16S rARN ctia chung YC7007.

FIG. 3 hinh v& minh hoa céc két qua phan tich vé chung YC7007 thong qua
phéan tich di truyén, cu thé 1a, BOX-PCR, so véi cac chiing tuong tu.

FIG. 4 1a hinh v€ minh hoa dbi véi su khac biét va su so sanh cua viée xt ly
dé giai thich tac dung ngin ngira lua théi hat.

FIG. 5 1a hinh v& minh hoa dbi v6i su khac biét va su so sanh viée xtr ly dé
giai thich tdc dung ngén nglra bénh bac 14 lva.

FIG. 6 1a biéu dd (a) va hinh v& (b) minh hoa tac dung khang vi khuén cta
dung dich nubi cdy ching YC7007 trong mdi khoang thoi gian nudi chy.

FIG. 7 1a biéu d6 minh hoa tac dung khang vi khudn ctia dung dich nuoi cay
ching YC7007 trong mdi nhiét do xur 1y.

FIG. 8 1a biéu d6 minh hoa viéc thuc hién tc ché su tdng trudng cua dung
dich nudi cdy ching YC7007 dbi véi tac nhan gy bénh do vi khuén truyén qua hat

gibng nghiém trong.
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FIG. 9 12 hinh v& (a) va bidu dd (b) minh hoa cac két qua diéu tra sy hoat
dong bao gdm su khang mac phai toan than di voi h’ia bac 14 la va tan rui lién
quan dén ching YC7007.

MO ta chi tiét sang ché

Sau day, sang ché s& duge mo ta cu thé vién dan dén cac vi du. Trude do,
cac thuat ngir hodc tr nglt dugc st dung trong phin mo ta va yéu cdu bao ho cu thé
ctia ban md ta sang ché khong bi gidi han dén cic nghia thong thudng hodc nghia
tir dién cua né. Thay vao d6, dua trén co s& yéu t& co ban ma tac gia c6 thé xic
dinh thich hop khdi niém vé thuat ngit nhdm giai thich sang ché clia chinh minh
theo cach tdt nhét, didu nay phai dugc hiéu 1a c6 y nghia va khai niém theo tinh
than k¥ thuat cua sang ché. Do do, két cdu ctia cac vi du dugc néu trong ban mo ta
sang ché chi 1a phuong 4n dugc uu tién theo séng ché, va khong thé hién tit ca tinh
than k¥ thuat ciia sang ché. Do d6, duoc danh gia ring cac duong lugng va bién dbi
khac nhau c6 thé thay thé tai thoi diém ndp don ¢6 thé 1a c6 mit.

| Céc tac gia sang ché da phat hién ra chiing ma c6 thé dugc s dung lam
dang cua thudc diét sinh vat hai sinh hoc c6 tinh hidu qua ctia phan bon vi sinh vt
bang cach phan 1ap vi khudn da chirc nang séng trong mo, ma cé thé wc ché nhiéu
sy tdng trudng ciia nAm va vi khudn gay bénh cho thuc vét trong khi hoat dong cu
thé trén IGa lam thuc vat chu, do d6 thé hién ca kha nang khang bénh bao gém va
tac dung thuc ddy su ting truéng thuc vat, sau d6 nudi cdy sinh khéi va phdi ché
chung.

Noi cach khéc, két qua diéu tra vi khudn dugc phan 1ap tir laa, duogc phat
hién ra ring loai vi khun c6 tit ca cac tinh hiéu qua néu trén. Ngoai ra, két qua
thuc hién su x4c dinh va phan tich trinh tu co ban cta gen 16S rARN, thtr nghiém
tinh tuong ddng ADN-ADN, hodc tuwong tu, dugc nhan biét 1a vi sinh vét thudc

gidng Bacillus sp., do @6, dugc goi 1a "Bacillus oryzicola YC7007".
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Vi sinh vat nay nhu dugc mo ta trong sang ché khong chi bao gébm chz’llus
oryzicola, ma con phai hiéu rang, néu c6 su lai gibng ADN-ADN duya trén bai viét
cua Goris va cac dﬁ‘)ng tac gia (Goris, J., Konstantinidis, K. T., Klappenbach, J. A.,
Coenye, T., Vandamme, P., va Tiedje, J M. (2007). Tri s lai gibng ADN-ADN va
mdi quan hé cia ching véi sy tuong tu cia toan bd bd gen. Int J Syst Evol
Microbiol 57:81-91), mot sb vi sinh vét biéu dién tri sé trong ddng ADN-ADN la
70% hodc 16n hon ¢6 thé dugc bao gdm trong Bacillus oryzicola theo sang ché. Né6i
cach khac, néu su lai gibng ADN-ADN da dugc thyc hién theo tiéu chuén duoc dua
ra trong bai viét ctia Goris va céc ddng tac gia, thi vi sinh vat biéu dién tri s6 tuong
ddng ADN-ADN la 70% hodc 16n hon c6 thé dugc quan ly giéng vi sinh vat nhu
Bacillus oryzz'cold theo sang ché.

Theo mot phuong an dugce vu tién clia sang ché, Bacillus oryzicola c6 thé
bao gém 16S rARN cé tri_nh tu co ban dugce xac dinh véi SEQ ID NO: 1 hodc SEQ
ID NO: 2, Bacillus oryzicola ¢6 thé 1a Bacillus oryzicola YC7007 (ma s6 nop luu:
KCCM11275P) hodc Bacillus oryzicola YC7010 (ma s6 ndp luu: KACC 18228).
Vi du thue hién sang ché

Sau ddy, sang ché s& dugc md ta cu th hon bang cach vién dan dén cac vi
du. Theo cac vi du ctia sang ché, phan mo ta s& lan luot duoc dua ra theo vi du 1
tip trung vao cac thi nghiém ciia ching YC7007 va vi du 2 tép trung vao thi
nghiém cda chung YC7010.

Vidul

Su phan l4p va su dong nhét héa cia ching YC7007

(1) Su phéan ldp ctia ching YC7007

Chuing YC7007 dugc phan lap tir mo bén trong cua ré cia lGa phét trién
trong dét cia ving thir nghiép & dai hoc qudc gia Gyeongsang & thanh phé Jinju

phia nam Han Quoc. D4u tién, dé phan 1dp khuan song trong md cua thyuc vét, bé
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mit cia ré dugc cat khic duge khir trung bé'lng cach ngadm doan duoc cit frong 1%
dung dich natri hyperchlorit (NaOCI) trong khoang 10 phut. Sau khi dét cac doan
nay vao moi truong 1/10 TSA (canh déu nanh 3 g, thach 16 g/1 1 ciia nude duge
tinh ché), cac doan dwoc nudi cdy trong khodng 2 dén 3 ngay, sau d6 kiém tra su
khir tring ctia bé mit trong khi quan st su tdng trudng cla vi khuan. 1,0 g trén
doan ré c6 bé mit dugc khir tring dugc thuc hién va dua vao may khir trl‘mg ap suét
cao, sau do bd sung 9,0 ml nudc duge khir trung va dugc tinh ché va nghién hén
hop bang phuong tién 1a bat va cdi gid dugc khir trung. 0,1 ml vét liéu dugc xay
duoc thuc hién va dua vao 0,9 ml nude duge khir trung va dugce tinh ché, va sau do,
dugc pha lodng 10 14n (10°3), tip theo pha lodng bd sung 10 1an theo thir tu (10 va
10-). Dung dich dugc pha lodng duoc tach thanh ba phan ba phan bing nhau va
dwgc phan b trén madi truong 1/10 TSA, va sau do, dugc tao d6ém ban dong nhét
trén d6. TU 4p nay du‘qc i tai nhiét do 28°C trong khoang 2 dén 3 tuan, va khuan
lac don phat trién dugc phan 14p hoan toan va duoc goi la chung YC7007.

(2) Sy ddng nhét hoa ctia ching YC7007

P& nhan biét ching YC7007 dugc phén 1ap, cac ddu hiéu hinh thai, sinh ly
hoc va hoda sinh dugc diéu tra nghién ctru nhu sau. Pugc dua vao ching ti€u chuin
(loai dién hinh) twong ty v6i ching YC7007 dugc phan 1ap, ddu hién hinh thai
duoc nghién ciru bang cach sit dung kinh hién vi quét dién tir, trong khi ddu hiéu
sinh 1y hoc va hoéa sinh dugc 14n luot diéu tra nghién ciru theo phuong phap phan
tich cu thé duoc trién khai theo cac tac gia sang ché va phuong phap phan tich dién
hinh (xem tai liéu khong phai 1a sang ché 7).

Chung YC7007 dugc phan lap 1a gam duong va co tinh chuyén dong, cac té
bao & dang thanh (co chiéu rong 0,6 pm, chiéu dai 1,8-2,6 um), dugce tao ra bao tir
sdng trong mo va khong thé phat trién dudi didu kién ky khi. Cac két qua nghién

ctru vé cac dau hiéu sinh 1y hoc va héa sinh cia ching nay so véi loai dién hinh
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tuong ty duge thé hién trong bang 1 dudi day, va tri s6 twong dong ADN-ADN
dugc thé hién trong bang 2 duéi day. Cac két qua ciia tat ca cac ching dugc st
dung trong bang 1 thu dugc thong qua viéc nghién ciru theo phuong phép phén tich

néu trén.
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Tham chiéu dén bang 1, két qua so sanh céac diu hiéu lsinh ly hoc va hoa
sinh cta chiing YC7007 vé6i két qua so sanh cta loai Bacillus twong ty khac, c6 thé
duge xac nhan rang chung YC7007 khic véi loai cing gidng vé sy tang trudng tai
néng d6 pH 4,5 va pH 12, sy ting trudng trong dung dich mudi 14%, su ting
trudng tai nhiét do 60°C, sy giam gelatin, sy khong thoai bién carboxymetyl
'xenluloza, su thoai bién arbutin, dilactoza, tinh bot, glycogen hodc gentibios trong
thtr nghiém kit API, cac didc tinh phenotypic quan trong cua naphthol-AS-BI-
phosphohydrolaza, N-axetyl-beta-glucoza aminidaza enzym, hodc cac chat tuong tu.

Trong khi, sau khi xac dinh trinh tu co ban 1a gen 16 16S rARN trong
chung YC7007‘ (1513 bp, xem FIG. 1), vi tri hé théng cua trinh tr co ban dugc xem
xét béng cach thuc hién tim kiém tinh tuong déng, so voOi co s& dit li€u cua
GenBank/EMBL/DDBJ. FIG. 2 minh hoa cay phét sinh loai dugc tao ra bang cach
phén tich trinh ty gen 16S rARN cua chung YC7007. Trén FIG. 2, sd luong céc
diém giao nhau thé hién tri s6 chuong trinh thu duge tir 1000 1an 13p lai.

Pé x4c nhan su khac biét gitta ching YC7007 va loai cing gidng, su lai
gibng ADN-ADN duoc nghién ctru, va cic két qua cua chiing dugc thé hién trong
-béng 2 dudi day. Thi nghiém dugc thuc hién bang cach st dung su tao nhan DIG
ADN va bo do (Roche Applied Science) va bing cach vién dan dén bai viét ciia Lee
va cac déng tac gia (Lee, S. H., Shim, J. K., Kim, J. M., Choi, H. K. & Jeon, C. O.
(2011). Henriciella litoralis sp. nov., dugc phan 1ap tir bai 10 do triéu, su chuyén
Maribaculum  marinum Lai va cac dong tic gia 2009  thanh
genus Henriciella 1am Henriciella aquimarina nom. nov. va phin mé ta dugc sira
genus Henriciella. Int J Syst Evol Microbiol 61: 722-727). Gen ADN dugc chiét
(ADN h¢ gen) dugc pha loang ¢ ndng d6 khac nhau va dung dich natri hydroxit
(NaOH) dugc bd sung vao d6, sau d6 4p dung nhiét tai 80°C dé 1am bién tinh gen.

Sau khi, gen dugc lam bién tinh duoc gén lap lai ba 1an lap lai v6i mang hybond-
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N+ nylon (Amersham Pharmacia Biotech). Sau khi Xt 1y ching bang su han ché
énzym Haelll, doan ADN duqc xu 1y dugc st dung lam dung cu do ADN dugc gén
nhan dung cho su lai gibng ngang giita cdc ching. Nhiét do d6i v6i su lai gibng va
viéc rira dugc st dung theo sach hudng dan chi thi. ADN duoc tao mdi ngﬁu nhién
duoc gin nhin véi digoxigenin (DIG)-dUTP va hybrids duqé phét hién ra trén
mang nylon bang xét nghiém mién dich enzym bing cach st dung kit gin nhin
ADN mbi cab DIG (Roche Applied Science). Céc tin hiéu lai gidng dugc xac dinh
va dugc phéan tich bing cach st dung may quét (HP Scanjet 3770) va Adobe
Photoshop (v. 7,0). 100% tin hiéu lai gidng ctia ADN dich va dung cu do du'dC
nhan ra. Tri s6 twong ddng ADN-ADN giita céc ching dugc tinh tir cudng do cua
chinh tin hiéu lai gidng thong qua su lam lodng. Do d6, mic du tri s6 trong dong
ctia ching YC7007 dén chung YC7010 12 91,5%, chiing YC7007 dugc thé hién tri
sé trong dong 14 50,4% hogc nhod hon so véi loai khac nhu B. amyloliquefaciens, B.
metylotrophicus, B. siamensis, B. subtilis, B. tequilensis. Do d6, ching nay dugc
x4c nhan 1am ching khéc tir loai néu trén. Cu thé 13, chi khi tri s6 twong dong
ADN-ADN nay gitta cac loai tuong tu la 70% hodc cao hon, céc loai nay dugc
céng nhan la cung loai véi nhau. Néu trj s6 néu trén nhé hon mirc néu trén, loai nay
“dugce xem xét 1a loai khac nhau (Goris, J., Konstantinidis, K. T., Klappenbach, J. A.,
Coenye, T., Vandamme, P., va Tiedje, ] M. (2007). Tri s lai gibng ADN-ADN va
mdi quan hé cia ching ddi voi su tuong tu ciia toan bd bd gen. Int J Syst Evol

Microbiol 57:81-91).

[Bang 2]
Chung Tri sb twong dong ADN-ADN (%)

YC7010 91,5+11,0

- B. amyloliquefaciens subsp.
plantarum KACC171770 41,957.9
B. metylotrophicus KACC 131057 | 48,7+9.4
B. siamensis KACC 158597 50,4+3.,5
B. subtilis subsp. inaquosorum 47,444.0
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KACC 170477
B. requilensis KACC 15944" 37,9+5,7

Su phéan tich vé cac axit béo gitta chung YC7007 va loai cung gidng duoc

‘thue hién, va cac két qua cta ching duge thé hién trong bang 3 dudi day. Tham
chiéu dén bang 3, ching YC7007 c6 toan bd mu tuong ty véi loai ciing gidng, tuy
nhién, rugu Cis:1 ©7¢ va Cie1 ol1c khong dugce phat hién, va lugng axit béo khac

1a khac mot chut so véi loai cung giong.

[Bang 3]

Axit béo 1 2 3 4 5
Ci2:0 1,7 - - - -
Cus:o - 1,1 1,1 - 0,7
Cis:0 - - - - 8,2
Cis:0 6,1 7,7 4,1 5,1 3,3
Ci7:0 - - - - 0,9
Cis:0 - 5,1 1,1 - -

i50-C14: 0 4,6 2,9 2,6 6,1 2,7

150-Cis: 0 28,1 27,7 31,9 28,8 30,7

is0-Cie: 0 6,8 5.2 3,9 59 2,5

150-C17: 0 6,4 6,4 7,6 6,9 5,6

150-C17.1 ® 10c 2,0 1,7 2,6 - - 1,6
anteiso-Cis: 0 38.4 32,0 35,6 39.8 37,2
anteiso-C17:0 5,9 5,3 5,8 7,6 4,7

ruou Cie:1 @ 7¢ - 3,4 1,2 - -
Cis:1 0 1lc - 1,4 1,5 - 2,0
Cr.1m0 7c - 0,2 - - -
DAu hiéu tong hop 4* - - 1,1 - -
[Luu y]

Céc dAu hiéu téng hop bao gdm Ci7.1 ISO I/ANTEI khong dugc phan tich
bang phép séc ky khi

-1: YC7007

-2:YC7010"

- 3: B. amyloliquefaciens subsp. plantarum KACC 171777

- 4: B. metylotrophicus KACC13105T

- 5: B. siamensis KACC 15859
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--: khong dugc phat hién _

FIG. 3 minh hoa su so sanh va cac két qué phan tich ctua chung YC7007, so
v6i loai ciing giéng théng qua phan tich gen (BOX-PCR). Polymeraza ding dé
phan tich gen (BOX-PCR) Platinum Taq DNA polymerase High Fidelity
(Invitrogen), trong khi su dung BOXARI (5'-
CATCGGCAAGGCGACGCTGACG-3") lam doan mdi. Cac diéu kién PCR lan
lwot dugc bao gdm su bién tinh ban dau tai nhiét d6 95°C trong khoang 7 phut, su
lam bién chit, sy U va su m& rong tai nhiét do 90°C trong khoéng 30 gidy, 40°C
trong khoang 1 phﬁt va 72°C trong khoang 3 phtt, ma day 35 lan l3p qua trinh, va
sy md rong cubi cung dugc thuc hién bang cach phan tng chiing tai nhiét do 72°C
trong khoang 10 phut dé khuéch dai gen. San pham PCR thu dugc dugc dua vao
xé4c dinh do khuéch dai bang cach sir dung 1% LE agarose gel (Seakem). Trén FIG.
3, lan lugt M biéu thi tin hiéu 1kb, 1 biéu thi chung YC7007, 2 biéu thi chiing
Bacillus metylotrophicus KACC13105, va 3 chung biéu thi Bacillus siamensis PD-
A10T,

Nhu duoc thé hién trén FIG. 3, dé so sanh ching YC7007 cu thé voi ching
tiéu chuén c6 cung tén khoa hoc véi tiéu chuén cta ching YC7007, sy phan tich
gen (BOX-PCR) dugc thyc hién. Do d6, tré nén rd rang la ching YC7007 khac véi
loai cliing gidng.

Do do, lién quan dén sinh 1y hoc va hoa sinh, va cac Kkét qua sinh hoc phéan
tr.thu duoc néu trén, vi sinh vat theo sang ché dugc x4c dinh 1am ching, duge goi
tén 1a chung Bacillus oryzicola YC7007, dugc guri dén trung tAm nudi ciy cac vi
sinh vat Han Qudc (Korean Culture Center of Microorganisms - KCCM) vao ngay
18, thang tu ndm 2012, va ma sb ndp luu dugce nhan 1a KCCM 11275P.

Su mo ta phan loai d6i v6i Bacillus oryzicola s& dugc dua ra nhu sau.
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Vi khuin néu trén 1a gam dwong va vi khudn wu khi ¢6 thé tao ra bao tir
séng trong mo (0,6-1,0 x 2,5-2,8 pm), cac té bao ton tai don 1é hodc theo cip cua
n6. Khi vi khudn duge nudi cdy trong moi truong 1/10 TSA trong khoang 24 gid,
quén thé vi khudn ¢6 mau tring kem va duoc tao ra 161 tai ving giita ctia né trong
khi ¢6 dang gan déu. Vi khuan nay c6 thé dugc phat trién & nhiét do nim trong
khoang tir 20 dén 60°C, ndng d6 nim trong khoang tir pH 4,5 dén pH 12 va ndng do
NaCl nim trong khoang tir 0 dén 13%. Két qua thir nghiém khang khéng sinh, c6
thé duoc phat hién rang vi khuén theo sédng ché ¢6 su khang dén 30 pg/ml ndng do
ctia cloramphenicol, tuy nhién, khong thé hién su khang dén 10 pg/ml ampixillin,
gentamixin va penixillin cling nhu 30 pg/ml tetraxyclin, streptomyxin, vancomyxin
va kanamyxin. C4c axit béo chinh 1a anteiso-Cis:0 va is0-Cis:.

Thir nghiém tinh hi€u qua trc ché cta ching YC7007 véi nidm gy bénh va
vi khuén trong ti ap

Dé xem xét tinh hiéu qua Grc ché bao gdbm 10 loai cta vi khudn séng phan
1ap trong md bao gébm chiing YC7007 d6i v6i ndm gay bénh va vi khun, hoat dong
khang vi khuan dugc nghién ctru nhu sau.

Hoat dong khang vi khuan cua vi khuan sdng trong md YC7007 dugc xé4c
dinh bang cac diéu tra nghién ctru sy tc ché tang truéng theo sinh thr nghiém d6i
chiéu d6i vdi 4 loai cia ndm gdy bénh thuc vat quan trong (Gibberella fujikuroi
(bénh nim), Pythium ultimum (bénh ngdp nuéc), Bipolaris oryzae (d6m sdm cua
l4a), Magnaporthe grisea (bénh dao 6n)) va 3 loai (Burkholderia glumae (bénh théi
hat), Xanthomonas oryzae PV. oryzae, Xanthomonas oryzae PV. oryzae (bénh bac
14 lua)).

bNém gdy bénh va chung YC7007 dugc dua vao diéu tra nghién ciru céc tac -
dung trc ché ting trudng theo phuong phép dia gidy trong mdi truong tang trudng

1/5 PDA va 1/10 TSA lan lugt bao gdm S5g moi trudng dudng khoai tdy thach
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(PDB, Difco) (16 g thach/1 I nuée duoc tinh ché). Pia gidy (duong kinh 14 5 mm)
duoc dat & khoang cach bang nhau 13 1 cm tir ngoai bién cua tu ap, va sau d6 dia
gidy thAm du 100 pl dung dich nuéi cdy cua ching, dia (6 mm) c6 soi nim gay
bénh phat trién trong khoang 4 ngdy trong méi truong PDA duoc dit tai trung tm
clia no, sau d6 nudi cdy tai nhiét do tir 24 dén 28°C trong khoang thoi gian tir 4 dén
6 ngay theo tic nhan gy bénh.

Viéc diéu tra nghién cuu vé su uc ché cia vi khuin gdy bénh dugc thuc
hién bang cach tao huyén phu vi khun gdy bénh dugc nudi cdy tai nhiét do 28°C
qua dém trong nudc dugc khir trung va duoc tinh ché (0.Deoo= 0,1) va lam chat
dinh 0,1 m] huyén phu trong mdi truong, sau d6 do murc do G ché tang truong giy
bénh ctia chung YC7007. Tac dung Gc ché gay bénh clia phan loc nudi cdy duogc
sén xuét béi chung YC7007 duoc x4c dinh bang cach st dung phan loc dugc diéu
ché bang cach tién hanh nuoi cdy lac trong moi trudng chét 16ng canh trudong loai
trir thach tai nhiét do 28°C trong khoang 72 gio (120 rpm), quay ly tdm dung dich
nudi cdy va loc ching thong qua mdy loc Millipore. Pé didu chinh phan tng dén
nhiét do ciia phan loc nudi cdy, sau khi xir Iy trong nuée 4m gifta ¢ nhiét do x1r 1y
tuong tng d6i v6i 10 phiit, cac tic dung trc ché nay duogc didu tra nghién ctru.

Béng 4 sau minh hoa céc két qua didu tra nghién ctru vé hoat dong khang vi
khuén ciia ching YC7007 ddi véi nidm gy bénh thuc vat nghiém trong va vi khuén

gdy bénh thyc vat nghiém trong.

[Bang 4]
Khoang céch tic ché (mm)
, . | Xanthomonas | Xanthomonas . ) . ;
Ching Burkholderia Gibberella | Bipolaris | Magnaporthe | Pythium
oryzae PV.. oryzae PV. . . : .
glumae . Sfujikuroi oryzae grisea ultimum
oryzae Ol’yZlCOZCZ
YC7005 - +++ +++ +++ +++ +++ +++
YC7007 ++++ ++++ -+ +++ -+ -+ ++++
YC7008 - +++ +++ +++ +++ +++ +++
YC7009 - +++ +++ +++ +++ +++ A+
YC7010 +H++ +H++ ++++ +++ SR ++++ ++++
YC7011 - - - ++ ++ + ++
YC7012 ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++
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YC7021 - - - - 4 ++ ++
YC7024 - - - +H + + +
YC7026 C- nt nt +++ 4+ +++ -+
[Luu y]
- khoang céch tc ché: +, < 3 mm; ++, 4-5 mm; +++, 6-8 mm; ++++, > 8
mm.

Tham chiéu dén bang 4, c6 thé thdy rang, mic du hoat dong khang vi khuén
ciia vi khuén sdng trong mo ching YC7007 dbi véi ndm gdy bénh thuc vat duoc
thay dbi it tuy thudc vao moi trudng, cac tdc dung e ché tang trudng cla soi nam
nam trong khoang tur 3 dén 10 mm duoc thé hién.

Ngoai ra, tham chiéu dén bang 5, c6 thé thiy rang dung dich nudi ciy duoc
thé hién cac tac dung tc ché ting trudng nim trong khoang tir 4 dén 10 mm troﬁg
khi phén loc nudi ciy duoc thé hién céac tac dung wc ché ting truéng nam trong
khoang tir 3 dén 8 mm, v6i hoat dong khang vi khuén 1/10 TSA cua ching YC7007

cua vi khuan séng trong mo do6i véi vi khuan gay bénh thuc vét.

[Bang 5]
Mtc do (rc ché
. ) Xanthomonas )
Canh truong | Burkholderia orvzae PV Pectobacterium | Pseudomonas
glumae Y ' carotovorum syringae
oryzae
Durig. d}(Ch ++++ ++++ +++ ++
nudi cay
Phan lgc nuol ey iy n n
cay
[Luu ]

- Khoang céch trc ché: +, < 3 mm; ++, 4-5 mm; +++, 6-8 mm; ++++, 8-10
mm

Tur cac két qua néu trén, c6 thé duge hidu rédng chung theo sang ché co tac
dung e ché gy bénh cao va rong trén vi khudn d6i khang khac bat ky duoc biét

dén nay.
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Thir nghiém dénh gia tinh hiéu qua kiém soat thudc trlr sdu cia ching
YC7007 @i voi ndm gay bénh

Dua trén tac dung tre ché ¢ thir nghiém bén trong tu ap thuc nghiém theo Vi
du 2, didu tra nghién ctu vé tic dung kiém soat thudc trir sdu cia ching YC7007
dbi voi bay loai bénh thuc vat nghiém trong dugc thuc hién béng cach xu ly truc
tiép cac thuc vat twong ng véi ching YC7007. Thir nghiém tinh hi¢u qua kiém
soat dugc yéu cau va duge thuc hién béi vién nghién ctru Han Quéc ctua cong nghé
héa hoc (KRICT), va céc bénh thuc vét ndy c6 thé 1a bénh dao 6n, bénh khd van 14
lta, bénh mdc thdéi xdm & ca chua, bénh héo rii & ca chua (tic nhén gdy
bénh: Phytophthora infestans), bénh ri 14 ciy lta my (tac nhan gy bénh: Puccinia
recondita), nAm mdc bot lia mach (tdc nhan gy bénh: Blumeria graminis f. sp.
hordei) va bénh loét qua 6t (tac nhan gdy bénh: Colletotrichum coccodes), v.v...

Viéc xur Iy duoc thuc hién béng cach dat hai chau thuc vat bi bénh trén dia
quay 1 ngay truéc khi ghép véi huyén phit YC7007, va phun huyén phu trén thuc
vét bang cac phuong tién 6ng phun xi (1 kg/cm?) trong khi quay dia dé két dinh
ddng déu huyén phu trén toan bo thuc vat. Piéu tra nghién cru vé kha ning khéng
bénh bao gdm tac dung bang cach lam w6t huyén phu cia ching duge thuc hién
bang cach lam u6t 5 ml ctia ching trén ba chdu cia mdi thuc vat chi 7 ngdy trude
khi ghép tac nhan gy bénh, nudi cdy thuc vat chi trong nha kinh trong khoang 1
tudn, va sau do, kiém tra muc do tin cong beénh. Huyén phu cda ching duoc diéu
ché va duoc st dung bang cach nudi cdy lic chiing trong mdi truong 1/10 TSB tai
nhiét do 28°C qua dém, quay ly tdm ching, va sau do, tao huyén phi vi khuan céc
té bao trong dung dich 10 mM MgSOs dé didu chinh ndng do ctia ching dén 2 x
106cfu/ml. Piéu tra nghién ctru vé su ghép gay bénh va su tdn cong bénh dugc thuc

hién bang cach ghép 7 loai bao tir va sgi ndm gay bénh ddi véi thyc vét chi twong
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tmg. Céc phuong phép thir nghiém cu thé vé bénh thuc vat tuong tng dugc tién
hanh nhu dugc md ta dudi day. |

Bénh dao 6n (RCB) duogc tao ra bang cach ghép mdi truong thach cam thoc
bing tac nhan gdy bénh, ching Magnaporthe grisea (M. grisea) KJ201, nudi cy
chiing trong tu 4p tai nhiét d6 25°C trong khoang 2 tudn dé tao ra bao tir, va sau do,
nudi cdy chung trong nuéc duge khir trung va duoc tinh ché tao ra huyén phu bao
ttr bang ndng d6 dugc xac dinh trude (3 x 10° bao t&/ml). RCB duoc didu ché dugc
phun da du dé phun lta NakDong dugc ngdm ru xudng (giai doan 3 dén 4 14 cay
chinh). Laa duogc ghép dugc nudi cdy & trang thai ban dém trong phong 4m trong
khoang 24 gi¢ va dugc dua vao tdn coéng bénh trong phong didu hoa khong khi c6
d6 Am tuong dbi 12 80% hodc 16n hon tai nhiét do 1a 26°C trong khoang 4 ngay,
sau d6 diéu tra nghién ctru vé ty 1& ving 14 nhiém trung.

Quat gi6 vo thoc (Rice sheath blast - RSB) duoc chuén bi bﬁng cach dua
lugng cam mong mudn trong chai nudi cdy 11, khir tring va ghép cung véi chung
gy bénh, Rhizoctonia solani (R. solani) AG1, va sau d6, nudi cdy san phdm dugc
xir Iy trong tu ap tai nhiét do 25°C trong khoang 7 ngay. Su ghép bénh dugc thuc
hién bang cach nghién sinh khéi sgi nim dugc nudi cdy thanh cdc manh nho, viée
ghép ddng déu chau dugc ngam thudc va phat trién NakDong lta giai doan 4 dén 5
14 cay voi miéng dét, va nudi cdy chung trong phong am (25°C) trong khoang 7
ngay gay ra su tAn cong bénh, sau d6 diéu tra nghién ctru vé ving dién tich 14
nhiém trung duoc tao ra trong vo.

Ca chua méc thdi xém (TGM) duge chuin bi bing cach ghép moi trudng
thach khoai tdy v6i sy gdy bénh, bénh thdi xam (B. cinerea), nudi céy chung trong
bd 6n dinh nhiét tai 25°C tao ra bao tir Vﬁ str dung chung lam chét cy. Su ghép gay
bénh duogc thuc hién bing cach nudi cdy bao tir, diéu chinh ndng do ciia n6 dén 3 x

10° bao ti/ml bing cach st dung may dém huyét cau, va sau d6, phun ghép cdy ca
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chua dugc ngdm thudc (giai doan tir 2 dén 3 14 cay). Cay ca chua non dugc ghép
dugce dat trong td lanh 4m tai nhiét do 20°C (c6 do 4m tuong d6i 1a 95% hodc cao
hon) cam Gng su tdn cong bénh trong khoang 3 ngay, sau do diéu tra nghién ctru vé
ty 1¢ ving 14 nhiém trung.

Bénh héo rii & ca chua (TLB) dugc chudn bi vbelmg cach ghép mdi truong
yén mach véi tic nhan gy bénh, ching Phytophthra infestans (P. infestans) va
nudi cdy chung trong tii ap tai nhiét @ 20°C tao ra nang dong bao tir. Sy ghép gay
bénh duoc thuc hién nhu sau: bd sung nang dong bao tir dugc tao ra vao nudc dugc
khir tring va dugc tinh ché, nuoi cdy chung, va sau do, diéu ché huyén phu bao tir
V&n&gdéwwﬁﬂQSxlmbmm&mmgmhg&mwéqmﬁmmcmﬁumémmgm
lanh dé 1am céng chung va bao tir ndi trong khe hé, do d6 bao tir huyén phi néi; va
phun ghép cdy ca chua dugc ngam thubc (giai doan tir 2 dén 3 1a cay) véi huyén
phi dugc phdi ché. Cay ca chua non dugc ghép gdy bénh dugc dua vao xir ly
swong trong phong am tai nhiét 4o 20°C trong khoang 2 ngay, va sau do, dugc dua
vao tin cong bénh trong phong didu hoa khong khi, sau d6 diéu tra nghién ctru vé
ty 1 viing 14 nhiém trang dugc xuét hién trén 14 cdy 3 ngay sau khi su ghép.

Bénh ri 14 cdy lta my (WLR) c6 giy bénh, Puccinia recondita (P.
recondita), 1am biotroph. Do d6, chét cdy dugc sir dung & day 1a bao tir ha dugc tao
ra trong thuc vat non cua cdy lua my trong khi truc tiép nudi céyv phu cung trén thuc
vat trong phong thi nghiém. Pé diéu tra nghién ciru cac tac dung cla thudc cia
ching, 5 hat giéng laa my (gibng cay trong: Eunpa) dugc gieo trong chiu ding mot
1an (duong kinh: 4,5 cm), dugc nudi cdy trong nha kinh trong khoang 8 ngay tao ra
cay non mdt 14, sau d6 ngam thubc cdy non va ghép phun cung véi chét cdy (0,11
g/l bao tr). Céy lia non my dugc tiém ching dugc dua vao xir ly suong trong
phong 4m tai nhiét do 20°C trong khoang 1 ngay, va sau do, duoc chuyén dén

phong diéu hoa khong khi véi do 4m twong dbi 1a 70% tai nhiét do 20°C gay ra su
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tn cong bénh, sau d6 didu tra nghién ctru vé ty 18 ving 14 nhiém tring 7 ngay sau
khi ghép.

N4im mbc bot laa mach (BPM) tic nhian giy bénh, Bluemeria grarriinis (B.
graminis f. sp. hordei) 1am biotroph. Do do, chét cdy duoc sir dung & day 1a bao ti
duoc tao ra trong lua mach trong khi nudi ciy phu cdy lia mach non trong phong
thi nghiém. Dé diéu tra nghién ctru céc tac dung thubc cta ching, 5 hat gidng lua
mach (gidng cdy trong: lia mach mua dong) duge gieo trong chiu dung mot lan
(duong kinh: 4,5 cm), duo'c nudi cdy trong nha kinh trong khoang 8 ngay tao ra cay
non giai doan 1 14, sau d6 phun thubc trén cdy non, 1am kho bang gié chung trong
nha kinh va phén tan bao tir nim mdc bot trén 1aa mach dwoc ngdm thude dé ghép
chung. Cay Iua mach non dugc ghép dugc giit trong phong diéu hoa khong khi véi
d6 4m twong d6i khoang 60% tai 20 dén 23°C gay ra su tdn cong bénh trong
khoang 7 ngay, sau do diéu tra nghién ctru vé ty 18 ving 14 nhiém trung.

Bénh loét qua 6t (RPA) dugc chuén bi bang cach ghép mdi trudng yén
mach véi tac nhan gdy bénh, Coletotricum cocodes (C. coccodes), nudi cdy chiing
tai nhiét d6 25°C trong khoéng 10 ngay tao ra bao tlr, nudi cdy chung, didu chinh
ndng do cua chung dén 2 x 10° bao tr trén ml, do do tao ra huyén phi bao tir. Cay
hd tiéu non dugc ngam thudc (trong giai doan khoang 3 dén 4 1a cay) dudc ghép
phun bang huyén phu bao tir dugc didu ché, dugc dit trong phong am (25°C), va
dugce dua vao xt 1y suong trong khoang 2 ngay dé tin cong bénh trong phong didu
hoa khong khi (25°C, 75% RH). Ba ngay sau khi ghép, sau do diéu tra nghién ctru
vé ty 1é ving 14 nhiém trung.

Tri s6 didu chinh duoc tinh tir ty 1& ving 14 nhiém tring thu dugc bing cach
diéu tra nghién ciru vé bénh theo phuong trinh 1 duéi day.

[Phuong trinh 1]
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Tri s diéu chinh (%) = (1 — ty 1& ving 14 nhiém trung trong nhém dugc xir
Iy/ty 1& ving 14 nhiém tring trong nhém khong duge xir Iy) x 100
Béang 6 sau ddy minh hoa céac két qua diéu tra nghién ctru vé cac tac dung

kiém soat ctia chung YC7007 d6i v6i bénh thuc vét nghiém trong.

[Bang 6]
Tri s6 diéu chinh (%)
"a | Bean Benh
Phuong phap | po | Bénh | 0 | heorn |BERRTH 1AM pep
xu ly n kho £ . lacay | moc .
daoon | : ., moc oca , . e 1 loét
van lta X ltamy | bot lua
thoi chua
. mach
Xam
Phun 14 70 6 36 31 &3 72 71
Lam u6t dat | 35 0 0 0 0 0 0

Tham chiéu dén bang 6, lién quan dén cac tac dung kiém soat déi v6i 7 loai
bénh thuc vat nghiém trong, co thé théy réng, trong truong hop bénh dao on, béﬁh
rila céy lua my, bénh ndm méc bot laa mach va bénh loét qua 6t, tri s6 diéu chinh
nim trong khoang tir 70 dén 83%, trong khi bénh kho vén 14 lua, bénh ca chua méc
thdi x4m va bénh héo i & ca chua duoc thé hién tri sé didu chinh thap 13 36% hodc
nho hon. Cu thé 13, tac dung kiém soat do kha nang khang bénh sau khi lam w6t dat
35% trong truong hop cua lua, do dd, dugc xac nhin rang ching YC7007 c6 dic
tinh cdy chu cu thé ddi véi lna.

Thtr nghiém v& tinh hiéu qua ngan ngira bénh thdi hat do kha ndng khéng
bénh boi chung YC7007

Dé xem xét lua tinh hiéu qua ngin nglra bénh théi hat do kha nang khing
bénh baoi chung YC7007, diéu tra nghién ctru vé tac dung kiém soat dugc thuc hién

nhu sau.
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Sau khi cdy cdy lta non (Donglin 1) dugc nudi cdy trong budng phat trién
thuc Vat (ndm trong khoang tir 28 dén 30°C, do 4m twong dbi 1a 80% hodc 16n hon)
trong khoang 2 tudn vao dit nén duoc khu trung hodc khong dugc khur trung dé
nudi ciy lua, 10 ml huyén phu ctia ching (2 x 107 cfu/ml) dugc phan bb ngay 1ap
tie trén d6 (120 g). huyén phu cta ching YC7007 dugc didu ché bang cach nudi
cdy lac trong moi trudng 1/10 TSB tai nhiét 6 28°C qua dém, quay ly tdm ching,
tao huyén phu céc té bao vi khuan trong dung dich 10 mM MgSOs, va sau do, didu
chinh thich hop ndng do ctia chiing. Sau khi xt Iy 5 ngay, su ghép dugc thyc hién
bing cach bdi chat dinh 1én dung cu do ghép bang huyén phil gdy bénh & lha thdi
hat (B. glumae) (5 x 107 cfu/ml, ODgoo = 0,1) va ghép 20 14 ciy vdi ba lan 1ap lai
d6i v6i mdi xtr Iy. Huyén phi gdy bénh dugce ly tAm sau khi nudi chy trong khoang
24 gi¢ trong mdi truong R2A, va cac té bao vi khudn dugc tao huyén phu trong
dung dich 10 mM MgSOs va dugc sir dung bing cach diéu chinh thich hop ndng do
cta chung. Sau khi ghép gdy bénh, san pham duoc xtt Iy duoc dit trén budng ting
trudng trong khoang 5 ngay, va sau do, duoc didu tra nghién ctru ddi véi mirc @6
hoai tt ctia 14 nhidm tring. Mirc d9 tan cong bénh dugc phén loai tir 0 dén 3 (0:
khong c6 dAu hiéu cta bénh, 1: chd hoai tir nho, 2: ddm sdm 16n duoc tao ra tir mot
vai chd hoai tir, 3: hoai tir trén toan bd vung), va tri 6 diéu chinh dugc ude luong
bang cach tinh mic do tc ché bénh so v6i nhém kiém soat. Chat ciia nhém kiém
soat dung dé cam tng kha ning khang bénh cia lua duge sir dung & day la dung
dich benzothiadiazol (BTH) 1 mM.

Béang 7 sau minh hoa céac két qua diéu tra nghién ctru vé tac dung ngin nglra
bénh théi hat ctia lua bang cach xit 1y dat stt dung ching YC7007, va FIG. 4 12 hinh
v& minh hoa dbi v&i su khac biét va su so sanh viée xir ly dé giai thich tac dung

ngdn ngira bénh thdi hat cta lua.
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[Bang 7]
Muc d6 tAn cong bénh . X A qs
Xt Iy Chiéu dai cuala | Mitc d tan cong Tri s0 ‘gj/e;‘ chinh
nhiém tring (mm) bénh °
Khong xit ly 0+0c 0+0c -
B. glume 17,4+1,0a 2,4+0,06a -
YC7007+B. 2.040.2b 1,1040,06b 54
glume
BTH 1,5+0,2bc 1,03+0,09b 57

Tham chiéu dén bang 7 va FIG. 4, dugc chitng minh rang, két qua vé ghép
dét v6i tac nhan gdy bénh sau khi xr Iy 5 ngdy v& dit voi huyén phu cia ching
YC7007 va diéu tra nghién ctru tic dung kiém soét, hhém dugc xur Iy ching co
chiéu dai 14 nhiém tring 14 2,0 mm va muc do tén céng bénh 1a 1,1 trong khi nhom
kidm soat chi dugc xir Iy bang cach st dung tic nhan gy bénh co6 chiéu dai 14
nhiém trung 12 17,4 mm va mirc do tAn cong bénh 1 2,4, do d6 thé hién tri s giam
dang ké so v6i nhém kidm soat. Ngoai ra, tri sd diéu chinh 14 54% thuong gidng
v6i 57% trong truong hop cia BTH lam chét cia nhom kiém soét, do d6 chimg
minh cung khoéang cta tac dung gdy khang bénh chu.

Thir nghiém vé tinh hiéu qua ngin bénh ngira bénh bac 14 lta do kha ning
khang bénh bdi chung YC7007

DPé xem xét tinh hidu qua ngin bénh ngira bénh bac 14 lua do kha nang
khang bénh cta ching YC7007, diéu tra nghién ctu vé tac dung kiém soat duogc
tién hanh nhu sau.

Sau khi cdy cay laa non (Donglin 1) dugc nudi cdy trong budng phat trién
thuc vat (ndm trong khoang tir 28 dén 30°C, d6 4m tuong ddi 14 80% hodc 16n hon)
trong khoang 5 tan vao dét nén duoc khir tring hoic khong duge khi tring dé nuoi
cdy lta, 10 ml huyén phu ctia ching (2 x 107 cfu/ml) dugce phén bd ngay lap thic

trén d6 (120 g). sau khi xt 1y 5 ngay, su ghép dugc thyc hién béng cach bdi chét
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dinh 1én dung cu do ghép bang huyén phu gy bénh bac la lta (X. oryzae PV.
Oryzae) (1x107 cfu/ml, ODgoo = 0,1) va ghép 20 14 cdy vai ba lan lap lai d6i voi
mdi xir ly. Huyén phu giy bénh bac 14 lua dugce didu ché theo cing phuong phép
nhu duoc mo ta dbi voi bénh lta thdi hat néu trén. Sau khi ghép su giy bénh, san
pham duge xir Iy dugc dit trén budng ting trudng trong khoang 5 ngdy, va sau do,
dugc diéu tra nghién ctu dbi v6i mic do hoai tir cua 14 nhiém tring. Mirc do tn
cong bénh dugc phan loai tir 0 dén 9 (0: khong c6 dAu hiéu cta bénh, 1: chd hoai tir
nhé, tir 2 dén 4: @ém sdm c6 kich c& trung binh bao gém tir mot vai chd hoai tur, tir
5 dén 8: d6m sim 16n bao gém tir mot vai chd hoai tir, 9: hoai tir trén toan bd vung),
va tri s6 diéu chinh duoc uéc luong béng cach tinh muc dd ac ché bénh so véi
nhém kiém soét.

Bang 8 sau day minh hoa cac két qua diéu tra nghién ctru vé tac dung ngan
ngra bénh bac 14 lua bang cach xir ly dét bang cach sir dung ching YC7007, va
FIG. 5 14 hinh v& minh hoa cho sy khac biét va sﬁ so sanh viée xir Iy dé giai thich

tac dung ngan ngtra bénh bac 14 lua.

[Bang 8]
Xir ly Muc d6 tin cong bénh *
, , Tri sb diéu
Phuong phdp ghép | & o kim st xén chinh (%)
gdy bénh
Khong xur ly 1,0+£0c 1,0+0c -
Xoryzae 7,4+0,4a 2,4+0,06a -
YC7007+X oryzae 2,3+0,67b 2,2+0,23b 65

(*) mirc d6 tan cong bénh nim trong khoang tir 0 dén 9; cac ky tu tiéng Anh
khac nghia 1a sy khic biét dang ké co thé xuit hién béi nhiéu‘ sy xac minh cua
Dunkin (p = 0,05)

Tham chiéu dén bang 8 va FIG. 5, dugc chiing minh rang, két qua vghép dat

v6i tdc nhan gdy bénh sau khi xtr ly 5 ngay cua d4t v6i huyén phu cta ching
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YC7007 va diéu tra nghién ctu tdc dung kiém soat, mic du cé su khac biét nhéd
gifta su ghép kiéu vét cham kim va kidu xén, nhém dugc xir Iy ching YC7007 1an
luot c6 murc do tén cong bénh 1a 2,3 va 2,2, so v6i nhom kiém soat chi duogc xur ly
bang cach sir dung tac nhan giy bénh ma 1an lugt c6 mic d6 tAn cong bénh 13 7.4
va 5,67, do d6 1an luot thé hién tri s6 didu chinh cao 12 69% va 61% (trung binh 1a
65%). Do do, tac dung gy khang bénh cdy chi vu viét dugce xac nhén.

Thir nghiém vé tinh hiéu qua ngan ngira bénh nidm do kha ning khang bénh
bdi chung YC7007 |

DPé xem xét tinh hiéu qua ngin nglra bénh nédm do kha nang khang bénh cta
chiing YC7007, diéu tra nghién ctru vé tac dung kiém soat dugc tién hanh nhu sau.

Sau khi cdy cdy laa non (DongJin 1) dugc nudi cdy trong budng phat trién
thuc vat (tr 28 dén 30°C, do 4m tuong dbi 1a 80% hodc 16n hon) trong khoang 2
tudn vao dat nén duogc khir tring hodc khong duge khir tring dé nudi cdy lua, 15 ml
huyén phu cua ching (tir 103 dén 107 cfu/ml) dugc phan bd ngay lap thirc trén d6
(150 g). Sau khi xt 1y 3 ngay, su ghép dugc thuc hién ban cach ghép lap lai cac cay
non ba 1an sao cho 10 cdy non trén mdi mdi lap lai dugc ghép véi 1,5 g/chd tac
nhan gdy bénh nidm (G. fujikuroi) (5 x 10° cfu/g). Sau khi ghép su gy bénh, san
pham duoc xur ly duoc dat trén budng ting trudng trong khoang 10 dén 30 ngay, va
sau do, duoc diéu tra nghién clru dbi voi mic d6 hoai tir cta 14 nhiém tring. Mtrc
d6 tdn cong bénh duge phan loai tr 0 dén 5 (0: khong c6 dAu hiéu cua bénh, 1: 14
vang mong va than cay x0&n, tir 2 dén 4: 14 vang va than ciy cao, 5: hoai tir trén
toan bd vung), va tri s6 diéu chinh dugc ude luong béng c4ch tinh mirc d6 e ché
bénh so v6i nhom kiém soat.

Bang 9 sau day minh hoa cac két qua diéu tra nghién ctru vé céé tac dung

ngan ngira bénh nam béng cach xtr Iy dat sir dung chiing YC7007
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[Bang 9]
Xt Iy Mirc d6 tAn cong bénh* Tri s diéu chinh (%)
Khong xtr ly 0+0c -
G. fujikuroi 3,40+0,31a -
YCT007+G. 1,40+0,12b 58,8
Sfujikuroi

(*) murc do tn cong bénh nim trong khoang tir 0 dén 5; cc ky tu tiéng Anh
khac nghia 1a sy khac biét dang ké c6 thé xay ra bang nhiéu sy xdc minh cia
Dunkin (p = 0,05)

Tham chiéu dén bang 9, duoc chimg minh ring, két qua ghép dét véi tac
nhan gy bénh sau khi xir ly 3 ngay cua d4t voi huyén phu cia ching YC7007 va
diéu tra nghién ctru tac dung kiém so4t, nhém kiém soat chi dugc xir ly bang cach
st dung tdc nhan gdy bénh ma c6 muc do tdn cong bénh 1a 3,4, trong khi nhém
duoc st 1y chiing c6 mirc do tAn cong bénh 1a 1,4, do d6 thé hién tri s6 diéu chinh 1a
58,8%. Do do, tac dung gdy khang bénh cdy chui uvu viét duoc xac nhén.

Thir nghiém vé tinh hiéu qua thic day su ting trudng cua lda bang cach xir
Iy st dung chung YC7007

Pé xem x¢ét tinh hiéu qua thiic ddy su tang truéng cua lua bang cach xt ly
chiung YC7007, diéu tra nghién ctru v& tinh hiéu qua thic day sy ting truéng thuc
vat duogc thuc hién nhu sau.

Sau khi tron déu 1 kg dt nudi cdy laa véi 200 ml huyén phtl ctia chiing (2 x
107 cfu/ml), céc hat gidng lta duge ndy mam duge gieo & d6. Sau khi gieo, mirc do
ting truéng cla than cdy va ré 1an luot duoc didu tra nghién ctru sau 10 ngay (giai
doan cdy gidng), 30 ngay (giai doan dam chdi) va 75 ngay (giai doan tr6 dong),
trong khi nuéi cdy cac hat giéng lua trong budng phat trién thuc vat (tlr 28 dén 30°C,
do 4m twong ddi 1a 80% hodc 16n hon). Nhu nhom kiém soat, dét chi dugc tron véi

cung lugng dung dich dém 10 mM MgSO4 dugc sur dung. Dé duy tri mat do cua vi
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khuan 30 ngdy sau khi ghép va trong giai doan dam chdi, 5 ml huyén phu cta
ching YC7007 dugc lam u6t lai trong dit tai phan ré laa. Mdi xtt 1y duge 13p lai ba
lan, va 10 cay dugc st dung cho mdi 1an 1ap lai.

Bang 10 sau day minh hoa cac két qua diéu tra nghién ctru vé tinh hiéu qua

thuc day su tang trudng cta lua bang ching YC7007.

[Bang 10]
Trang thdi ting truong
Giai doan cdy Giai doan dam chdi | Giai doan trd dong
giong ,
Xt Iy sé
Théan Ré A S6 luong Théan lugng
(cm) (cm) | 1PAn(em) | gen chdi | (em) dam
choi
Khong | 117403 | 2703 | 300y ou | 1 osgop | 55350, | 53207
xu ly b b 3b b
YC7007 19’33:0’ 7.7403a | 46,3£2,0a | 2,9+0,1a 61’8:2’ 7,0+0,6a

(*) Céc ky tu tiéng Anh khac nghia 1a sy khéc biét déng ké co thé xay ra
bing nhiéu sy xac minh ctia Dunkin (p = 0,05)

Tham chiéu dén bang 10, dugc chimg minh rang, két qua xtr Iy d4t nén nudi
cdy lua c6 chimg YC7007, nudi ciy ching trong chau va diéu tra nghién ctru cac
tac dung thuc ddy su ting trudng trong mdi khoang thoi gian phat trién, nhom duge
Xt 1y chiing YC7007 ¢6 chiéu dai cta than va ré dai hon déng ké 12 19,3 cm va 7.7
cm trong giai doan cay gidng, hon 11,7 cm va 2,7 cm ctia nhém khong duge xtr ly.
Twong tu, chiéu dai cta than trong giai doan ddm chdi dugc tang nhiéu hon bang
27.4% va sb lugng dam chdi ciing 16n hon khoang 52%. Ngoai ra, trong giai doan
tré dong, nhém duge xt 1y ching YC7007 dugc thé hién 10,8% dugc ting nhiéu
hon chiéu dai ctia than va sb lugng dam chdi 16n hon khoang 32%. Do do, tinh hiéu

qua thuc diy su tang truéng cua lua bang cach xir Iy ching YC7007 dugc xac nhén.
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Diéu tra nghién ciru vé sy san xuét va tac dung ctia vat liéu khang vi khuén
trc ché gay bénh

Dé x4c nhan rang su Gre ché cua tic nhin gay bénh bang chiing YC7007 xay
béng cach san xuét vat lidu khéng vi khuén, vat liéu khang vi khudn duge san xudt
& mdi trudong chat 16ng 1/10 TSB hodc khong duoc nghién ciru. Mirc do tic dung
tic ché vat liéu khang vi khudn duge xic dinh bang cach do khoang cach tc ché
tang trudng cla sgi nim hoic céc té bao vi khuan duoc tao ra xung quanh dia gidy
theo phuong phap khuéch tén dia. Sau khi nudi cdy lic ching YC7007 trong moi
truong chat 16ng tai nhiét ¢ 28°C (180 rpm) trong khoang 72 gi¢ va quay ly tdm
tai 9000 g trong khoang 10 phut, phin loc nudi cdy duoc loc thong qua may loc
Millipore (0,2 pm), sau d6 xac dinh hoat dong khéng vi khuén trong thoi gian nuoi
cdy.

FIG. 6 1a (a) biéu d va (b) hinh v& minh hoa tic dung khang vi khuan cta
dung dich nu6i cdy ching YC7007 trong mdi khoang thoi gian nudi cdy, trong khi
FIG. 7 1a biéu d6 minh hoa tic dung khéng vi khuén cta dung dich nuoi cdy chung
YC7007 trong mbi nhiét d6 xu Iy.

PAu tién, tham chiéu dén FIG. 6, lién quan dén tic dung khéng vi khuén cta
ching phan IQC nudi cdy trong moi khoang thoi gian nudi cy, c6 thé thiy ring,
trong truong hop vi khuin gy bénh & lua (B. glume, X. oryzae) va bénh nim vi
khuan (G. figikuroi), tac dung e ché duoc tang khi thyi gian nudi cdy chung dugce
tang, do do, tdc dung lf‘fC‘Ché wu viét nhét thu dugc trong phan loc nudi chy trong
khoang 60 gi¢. Tuy nhién, dugc chimg minh rang tac dung duge giam nhanh chong
trong phan loc nudi céy trong khoang 72 gio.

Ngoai ra, tham chiéu dén FIG. 7, két qua diéu tra tinh 6n dinh caa phan loc
nudi cdy déi véi nhiét, hoat dong khang vi khuén duge duy tri cho dén khi xir Iy tai

nhiét d6 90°C, tuy nhién, tdc dung uc ché dugc giam khong déng ké néu nhiét do
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vuot qua 100°C. Tu két qua nay, co thé duoc hiéu rang vat liéu khang vi khuan
duge san xuét béi ching YC7007 c6 thé tvong dbi on dinh nhiét.

Diéu ché ching YC7007

Dé duy tri hoat tinh cta ching YC7007 va mat do trong khi bdo quén,
ching YC7007 duogc diu ché & dang bot va 16ng nhu sau.

Dung dich nudi cdy vi khudn thu duoc bang cach u chiing trong chat gay
men véi kich ¢& 16n (1 tin hodc 16n hon) hodc than nam thu dugc sau khi quay ly
tdm duoc tron véi khoang chét dét sét bat ky nhu cao lanh, bentonit, than bun, v.v..
& ty 1& 1:100, duge lam kho & nhiét do thép, va sau do, duoc nghién déu dé tao ra
vat liéu dat & dang bot. Pong thoi, san pham nuoi ciy ndm duoc tron v6i khodng
chét dét sét & ty 16 1a 1:100 ciing didu ché dang huyén phu 16ng.

Két qua kiém tra cuong do cua mau dugc diéu ché nhu duoc mé ta néu trén,
dugc phét hién ra rang hau hét cac ché phdm duoc bao gbm ching vé6i lugng 1a
108 cfu/g hodc 16n hon, va huyén phu 16ng dugc tron va dugce didu ché v4i khoang
chét dAt sét c6 mat do 1a 10® cfu/ml hogc 16n hon.

Vidu?2

Puogc cho ré’lng lua 1a thuc phém chinh cua hon mdt nira dan sb thé gidi va
d4 duoc san xuat khoang 745 triéu tan trong nim 2013. Lua chu yéu duoc san xuat
trong Khu vuc Chau A, tuy nhién, do céc bénh 1a Iy do han ché chinh, bao gém su
giam tir 24 dén 41% mdi nam (Annonymous 2014. Rice market monitor. In:
Monthly report, T chtrc thuc pham va nong nghiép cua lién hop qudc, vol. 17, iss.
1, pp 1-4(http://www.fao.org/3/a-13735e.pdf).; Savary, S., Willocquet, L., Elazegui,
F. A., Castilla, N. P. va Teng, P. S. 2000. C4c han ché cac sau bénh & laa trong
vung nhié¢t d6i Chéu A: Xéac dinh sé luong vé sy hao hut xuét xuéng do cic sau
bénh ¢ lba trong ving mdot loat tinh huéng san xuét. Plant Dis. 84:357-369.). DPéi

v&i 1Ga, it nhat 70 loai bénh giy ra boi nam, vi khudn, virut va tuyén trung da dugce

-37-



33320

béo cdo. Cu thé 13, bénh dao 6n, ddm 14 do vi khudn, bénh théi hat va bénh nam 13
bénh 14y truyén hat nghiém trong nhét 1am giam luong thu hoach (Ou, S. H. V1985.
Rice disease. 2nd ed. Commonwealth Mycol. Inst., 361 pp. Key, England.). Péi voi
truong hop, bac 14 lGa gdy ra boi Xanthomonas oryzae PV. oryzaet cd thé giam tir
10 dén 50% tong san lugng laa phu thudc vao hoan canh, do do chuyén gia anh
huéng 16n dén xa hoi (Mew, T. W. 1992. Foliar disease, bacterial blight. In: Ban
tom tat vé& cac bénh cua lua, eds. by R. K. Webster and P. S. Gunnell, pp. 10-11.).
Theo mot cach khac, cac bénh do vi khuan khéac nhu bac 14 va théi cay giéng, thdi
be 14, nau 14, tan rui, thdi hat va héo do vi khuan gay ra boi Burkholderia glumae c6
thé doi khi giam tham chi 75% san luong (Croplife 2015. Tan rui chity do vi khudn,
bénh c6 anh hudng 16n nhit dén vu lua. (http://www.croplifela.org/en/disease-of-
the-month.htm1?id=182).; Kim, J., Kang, Y., Kim, J. G., Choi, O. va Hwang, L.
2010. Occurrence of Burkholderia glumae on rice va field crops in Korea. Plant
Pathol. J. 26:271-272.; Ura, H., Furuya, N., liyama, K., Hidaka, M., Tsuchiya, K.
va Matsuyama, N. 2006. Burkholderia gladioli két hop véi tridu chimg théi hat va
nau be 14 do vi khuén cta cay lda. J. Gen. Plant Pathol. 72:98-103.). Ngoai ra, su
giam nang xuét do bénh ndm gay ra boi Fusarium fujikuroi dugc uge tinh khoang
10 dén 50% ving nudi cdy lua cia khu vuc Chau A (Bonman, J. M. 1992. Bénh &
ngon va ré, bénh ndm. In: Ban tom tit vé& cac bénh cia lta, eds. by R. K. Webster
.Vé P. S. Gunnell, p. 27.). D& kiém so4t thude tir sdu vé cac bénh néu trén, thube diét
vi khudn hoéa hoc da dugce st dung rong rdi & hau hét cac nuéc Chau A trong
khoang vai chuc nam cudi, tuy nhién, tinh hiéu qua ctia thudc diét vi khuan gan day
da duogc gidm do su xuét hién cta tolerance (Yang, Y. R., Kim, Y. C., Lee, S. W.,
Lee, S. W., An, G. G. va Kim, I. S. 2012. Bao gém hé théng van chuyén cay chu
dong ra voi su khang prochloraz cta Fusarium fujikuroi CF245 gy ra bénh nim. J.

Korean Soc. Appl. Biol. Chem. 55:571-574.). Ngoai ra, su dung sai thude diét vi
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khuin hoa hoc ¢6 thé gay ra anh hudng x4u dén moi trudng ndng nghiép va ngudi
lao dong. Do do, phat trién phuong tién kiém soat thudc trir sdu c6 kha ning thay
thé thudc diét vi khuén hoa hoc néu trén da dugc cb géng, cu thé 14, trong cac nudc
Chau A ma sy kiém soat sinh hoc str duﬁg vi khudn d6i khang (Gnanamanickam, S.
S. 2009. Su khai quat vé su tién bd v6i su kiém soét sinh hoc. Trong su kiém soat
sinh hoc vé cac bénh cua lua, su tién bo vé su kiém soét sinh hoc, ed. Boi S. S.
Gnanamanickam, vol. 8, pp. 43-51. Springer, Netherlands.).

Su kiém soat sinh hoc béng cach st dung vi khuén ddi khéng co thé dugc
biéu hién bang cac phuong tién quan ly bénh duoc hop nhét va sy an toan mdi
truong. Loai vi sinh vat da dang nhu Bacillus, Burkholderia, Lysobacter, Pantoea,
Pseudomonas va Streptomyces dd dugc st dung lam céac ché phdm sinh hoc cho
nhidu bénh cdy trong nong nghiép. Tuy nhién, lién quan dén su kiém soét sinh hoc
vé c4c bénh cia ltia, chi mot vai nghién ctru da duge bao cao (Bouizgarne, B. 2013.
Vi khuin ding cho su thic diy phat trién thuc vat va su quan ly bénh. Trong vi
khuin trong ndéng sinh hoc, sy quan ly bénh, ed. boi D. K. Méheshwari, pp. 15-34.
Springer-Verlag, Berlin, Heidelberg.; McSpadden Gardener, B. 2010. Sy kiém soat
sinh hoc cua téc} nhin gdy bénh thuc vat va sy thuc déy phat trién thuc vat boi
Bacillus. Trong su phat trién gan day trong quan ly bénh thuc vat, bénh hoc thuc
vat & thé ky 21. eds. boi U. Gisi, I. Chet va M. L. Gullino, chapt. 6, pp. 71-79.
Springer-Amsterdam.). Nhiéu vi khudn ddi khang Streptomyces va Bacilluswas da
duoc ¢ ging dé kiém soét bénh kho van 14 lua (Sung, K. C. va Chung, Y. R. 1997.
Su ngéan ngtra tdng cudng cua bénh khod van 14 lta bang cach sir dung su két hop vi
khuén ma tao ra chifinaza hodc chit khang sinh. Trong tién trinh hoi thao qudc té
1dn tht tu v& tinh trang ctia sang ché vé vi khuan Vﬁng ré thae diy sy ting truéng
thuc vat va céc vién canh tuong lai, eds. Bdi A. Ogoshi, K. Kobayashi, Y. Homma,

F. Kodama, N. Konodo va S. Akino, pp. 370-373. OECD, Paris.). Bénh dao 6n va
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béhh bac 14 lua duoc ngdn ngira hiéu qua bdi Bacillus vallismortis EXTN-1 va hai
vi khuan dbi khang, cu thé 1a, vi khuédn gram a4m mc75 va pc78 dugc ngin ngira
hiéu qua (Choi, G. J., Kim, J. C., Park, E. J., Choi, Y. H., Jang, K. S., Lim, H. K.,
Cho, K. Y. va Lee, S. W. 2006. Su kiém soat sinh hoc hoat tinh ctia hai phén 1ap
cta vi khudn gram am phong bénh kho van 14 loa. Plant Pathol. J. 22:289-294.;
Park, K. S., Paul, D. va Yeh, W. H. 2006. Su thuc déy tdng trudng lam trung gian
Bacillus vallismortis EXTN-1 va su ngan ngtra bénh & lta. Plant Pathol. J. 22:278-
282.). Bénh nim va thdi hat lta cling duoc ngdn ngra boi Bénh lia von, F.
fujikuroi, va vi khudn d6i khéng nhu P. fluorescens va Bacillus cereus (Kazempour,
M. N. va Elahinia, S. A. 2007. Sy kiém soat sinh hoc ctia Fusarium fujikuroi, tac
nhan gdy bénh cua bénh ném béi vi khudn ddi khang duoc két hop véi lta. Bulg. J.
Agric. Sci. 13:393-408.; Rosales, A. M. va Mew, T. W. 1997. Su ngén nglra bénh
Ita von & 1Ga béi vi khuan dbi khang két hop véi laa. Plant Dis. 81:49-52.). Trong
s6 vi khudn d6i khang khac nhau, lodi Bacillus khéc nhau dugc phét trién 1am céc
gbc sinh hoc ban san trén thi truong. Ly do cua su phat trién nay 1a loai Bacillus c6
thé tao ra cac nodi bao tir va duoc duy tri trong moéi truong tu nhién trong khoang
thoi gian dai sau khi xtr Iy (Hu, X., Roberts, D. P., Maul, J. E., Emche, S. E., Liao,
X., Guo, X., Liu, Y., McKenna, L. F., Buyer, J. S. va Liu, S. 2011. Céac ché phim
cla Bacillus sbéng trong md vi sinh subtilis Tu-100 ngan ngira Sclerotinia
sclerotiorum trén ba nho hat c6 dau va cai thién strc séng cua thuc vat trong céc thi
nghiép tai chd duge thyc hién tai cac vi tri khac nhau. Can. J. Microbiol. 57:539-
546.).

Loai Bacillus dugc st dung rong rdi voi su kiém soat sinh hoc cua nhiéu
bénh thuc vit & cac cdy chu khiac nhau co thé bao gém, vi du, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus subtilis, Bacillus pasteurii, B. cereus, Bacillus pumilus,

Bacillus mycoides va Bacillus sphaericus (Kloepper, J. W., Ryu, C. M. and Zhang,
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S. 2004. Sy khang toan than dugc cam Gng va su thic ddy su ting trudng cla thuc
vat bdi Bacillus spp. Phytopathology 94:1259-1266.; McSpadden Gardener, B.
2010. Biocontrol cua cac tdc nhin gy bénh thuc vat va su thic diy ting trudng
thuc vt béi  Bacillus. Trong su phét trién gin day trong viéc quan ly bénh thyuc
vat, bénh hoc thuc vat trong thé ky 21. eds. boi U. Gisi, I. Chet va M. L. Gullino,
chapt. 6, pp. 71-79. Springer-Amsterdam.). Duoc ching minh ring B.
subtilis GB0O3 va B. amyloliquefaciens IN937 ¢c6 thé ngan ngira sw gy bénh do vi
khudn, cu thé 13, Erwinia Cafotovora subsit). Carotovora in Arabidopsis (Ryu va
cac dong tac gia, 2004). Ngoai ra, B. cereus AR156 va B. subtilis dugc chimg minh
dé cam tng tolerance va kiém soat Pseudomonas syringae PV. fomato DC3000
trong Arabidopsis (Niu, D. D., Liu, H. X, Jiang, C. H., Wang, Y. P., Wang, Q. Y.,
Jin, H. L. va Guo, J. H. 2011. RhizobacteriumBacillus cereus AR156 thic déy su
ting trudng thuc vat cam Gng sy khang toan than trong Arabidopsis thaliana cung
mot lac hoat dong dudng dan tin hiéu phu thude salixylat-va jasmonat/etylen. Mol.
Plant-Microbe Interact. 24:533-542.). Mot s loai Bacillus nay c6 cac dic diém cu
thé theo khia canh vé dic tinh tri nam, dic tinh khang vi khuén, su thuc déy phat
trién thuc vat va tolerance bao gém c4c hoat tinh (Park, K. S., Paul, D., Kim, J. S.
va Park, J. W. 2009. Su khang toan thin dugc cam tng ving ré lam tdng thém L-
alanin trong cdy dua chuft. Folia Microbiol. 54:322-326.; Ryu, C, M. 2013. Thic
day bao vé thuc vat boi vi khuan két hop véi ré. Plant Pathol. J. 29:123-124.). Loai
Bacillus khéc nhau da dugc phan 14p tir thyce vét va cdy chiu man trong dat da dang,
va mot sé vi khudn nay thé hién néi sinh (xem tai liéu khong phai 1 sang ché 7).
Chi vi khun hinh que bao gdm 299 loai hién nay, va nhiéu hon 30 loai da dugc
b4o cdo trong khoang 5 ndm qua dya trén sy nghién ctru nhiéu pha bao gém trinh tu

gen 16S rARN, thu hghiém lai giéng ADN—ADN, mau axit béo, va thi nghiém hoa
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hoc vét 1y (LPSN. 2015. List of prokaryotic names with standing in nomenclature .
(http://www.bacterio.net/bacillus.html)).

Theo vi du thuc hién sang ché, lién quan dén hai ching YC7007 va
YC7010 hinh que khac nhau dugc phan lap tir r& lta, su phét trién cua ché pham
thudc trir sdu sinh hoc ¢é hoat tinh da chttc ndng dugc thao luan, va sy phéan loai
cua chung dugc dic trung theo céch tiép can nhiéu pha. Ngoai ra, tinh hiéu qua
kiém soét cac ching YC7007 va YC7010 da dugc didu tra nghién ctu thong qua
khong chi sy thic ddy su tang truéng cta lua ma con sy cam Ung cua tolerance
phong bac 14 1Ga va tan rui.

Vat liéu va phuong phap

(1) Su phén 1ap va nuoi cdy vi khuan séng trong md

Tu ré& lta dugc thu gom tir rudng lta trong ndng trai cua dai hoc qudc gia
Gyeongsang (Jinju city, Korea), cc ching vi khuan sbéng trong md dugc phan 14p.
Nhim phén 1ap cic chiing, doan mAu duoc rira bing cach phun nuéc vai lan, dugc
dua vao khir tring bé mit bang 70% etanol trong khoang 5 phut, véi 1,2% natri
hypoclorit (NaOCl) trong khoang 10 phut. Cubi cing, miu dugc rira bang nudc
dugc khir trung va dugce tinh ché vai 1an. Dé x4c nhén sy kht tring, doan dugc raa
duoc dat trong 1/10 TSA (canh ddu nanh thach néng do mot phén muoi) tai nhiét
do 28°C trong khoang 3 ngay, va sau khi, vi khuén tang truéng duoc quan sat. Sau
khi xac nhan khong c6 su tdn tai cua vi khuin khun lac, doan mau duoc khir trung
lai bang 70% etanol trong khoang vai gidy, nudc duge khir tring véi ap suit cao
duoc cap lidu vao may khir trung ap suét cao, va sau do, nghién bing cac phuong
tién bat duoc khir tring va cbi gid (xem tai liéu khong phai 1a séng ché 7). Mot
phan chat 16ng chira doan dugc nghién duoc pha loing bang nudc duge khir tring
voi ap suat cao 10 1an theo thir tu, sau d6 diat mot phﬁn cta no (0,1 ml) trong moi

truong 1/10 TSA dugc mang véi xycloheximit va nudi cdy chung trén tdm tai nhiét
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do 30°C trong khoéng.3 ngdy. Khuédn lac vi khuan phét trién trong moi trudng
dugce chon dua trén dang trong cua khuén lac. Ching vi khudn dugc phan 1ap hoan
toan dugc nudi cdy cap hai trong méi truong 1/10 TSA va dugc bao quan tai nhigt
d6 -70°C @ st dung sau d6. D& tién hanh nuoi cdy ching vi khuin, mdi trudng
bao gébm 10 g proteaza pepton, 10 g ctia dich chiét nAm men, 4g amoni clorua, 4g
magié sunfat, 10 g glucoza va 15g thach mdio lit nu6c dugc tinh ché dugc didu ché.

(2) Hoat tinh d6i khang tic nhan gay bénh do vi khudn va ndm

Lién quan dén vi khuan sbéng trong md, c4c thi nghiém sir dung tac nhan
gay bénh ndm thuc vat chinh nhu Alternaria panax KACC 42461, F. fujikuroi
KACC 44022, F. oxysporum KCTC 16909, Sclerotinia sclerotiorum GSCC 50501,
Pythium ultimum GSCC 50651, Bipolaris oryzae KACC 40853, Botrytis cinerea
KCTC 6973, Magnaporthe grisea KACC 40415, Botryosphaeria dothidea GSCC
50201, va Rhizoctonia solani KCTC 40101 dugc thuc hién. Hoat tinh dbi khang
ctia chung vi khuan dugc danh gia bang cach do ving tc ché tang trudng soi nAm
cua tac nhan gy bénh nidm trong moi trudng thach dextroza cia khoai tdy (PDA)
bang cach st dung mau séng kiém soat trong intro (xem tai liéu khong phai 14 sang
ché 7). Lan luot déi voi thi nghiém khang vi khuén, B. glumae KACC10359 va X.
oryzae PV. Oryzae KACC 10208 phat trién trong R2A (mét nira sttc bén R2A) va
mdi trudng YGC (10 g glucoza, 30 g CaCOs, 5 g dich chiét ndm men va 15 g thach
mdi lit nude duoc tinh ché), thi nghiém Gc ché hoat tinh dugc thuc hién bing
phuong phép dia gidy khuéch tan. Phan loc nuéi cdy cta ching vi khudn YC7007
duoc diéu ché tir dung dich nudi cdy tai thoi diém nudi cdy khac bang cach loc qua
may siéu loc thong qua su quay ly tdm (5,000 g, 10 phut) va may loc Millipore (0,2
pum).

(3) Thtr nghiém sy khang cam ng d6i voi tac nhan gy bénh do vi khuan
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DPé cam ung vé su khang cta loai YC7007 dbi voi bénh bac 14 lua va tan rui
lan luogt do X oryzae PV. Oryzae KACC 10208 va B. glumae KACC10359, viéc
danh gia dugc thuc hién. Sau khi khur trung bé mit cta hat théc Oryza sativa L.
cultivar DongJin trong dung dich 1,2% natri hyperchlorit lan luot tfong khoang 10
phut va trong 70% etanol trong khoang 5 phut, hat thoc duge khir trang dugc rua
" bang nuéc dugce khir tring va duge tinh ché ba 1an va dugc bao quan trong phong
t81 tai nhiét do 30°C trong khoang 3 ngay dé nay mam, va nuéc dugc thay mdi
ngay. Hat nay mam dugc gieo trong dAt wom giéng (Dasuran Sangto, Youngnong
Sun Up, Korea), va sau do6, dugc dit trong nha kinh dé nudi céy. Sau do, mémvthc')c
2 tuén tudi duge cdy trong chau déo (9,5 x 8 x 7 cm®) bao gdém 150 g dit ma duoc
khtr tring du6i 4p suét cao tai nhiét do 121°C trong khoang 2 ngay véi ty 1€ 1a 20
phut mdi ngay. Pé diéu ché huyén phu vi khuén YC7007, cac té bao vi khuan duoc
nudi cdy trong canh truong sinh khéi long (160 rpm, 28°C) trong khoang 2 ngay,
sau do sy quay ly tdm (5,000 g, 10 phut), va sau do, huyén phu duogc dua vao va
duoc didu chinh dén cac ndng do khac nhau (5,6 x 10°, 3,6 x 106, 2 x 107 CFU/ml)
trong chit dém (10 mM MgSOs). Trong khi chy théc 2 tuan tudi, huyén phu té bao
YC7007 (15 ml) dugc lam w6t trong chau déo bao gbém dét dugc khit tring véi ap
sudt cao (150 g). YC7007 c6 néng do tbi vu (2 x 107 CFU/ml) duogc st dung cho su
khang bd sung bao gém thtr nghiém di v6i bénh bac 14 lua va tan rui. Phan loc
nudi cdy cia ching YC7007 duoc diéu ché tir dung dich nudi ciy 60h dugc pha
loang 10 1an & 10 mM magié sunfat dugc phun trén 14 cdy cho dén khi c4c giot chat
long da duoc tao ra trén do dé diéu tra nghién ctru cac tac dung kiém so4t. Sau do, 5
ngdy sau khi xtt Iy YC7007, tdc nhan gdy bénh do vi khuan dugc ghép. Chit dém
dugc st dung lam nhém kiém soat va tat ca cac thi nghiém duoc tién hanh béng
cach str dung 10 cay vdi ba 14n 13p lai cho mdi xit 1y.

(4) Su didu ché chat cdy dbi voi tic nhan gay bénh do vi khuan
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Nhu chit cdy cia hai tic nhin gdy bénh do vi khudn, B.
glumae KACC10359 va X oryzae PV. Oryzae KACC 10208 dugc diéu ché bang
* cé4ch 14n lugt nudi cdy cac chat nay trong moi truong R2A va YGC, trén trén may
rung quay (160 rpm, 28°C) va bang cach sir dung huyén phi té bao. Dung dich nudi
ciy B. glumae dugc dua vao sy quay ly tdm (5,000 g, 10 phut) va huyén phu cia
c4c hat té bao trong chit dém (10 mM MgSOs) ¢6 ndng do duoc diéu chinh 13 6 x
107 CFU/ml. D& ghép ban cach sir dung huyén phit B. glumae, thir nghiém sinh hoc,
cu thé 13, thtr nghiém bang kim cham dugc thyuc hién. B6 3 dén 4 dinh ghim/kim
dwoc cdm vao huyén phu va 14 cay duge chon ra bang cach st dung kim trong bo.
Sau khi ghép lua 5 tuan tudi v6i tac nhan gy bénh, mirc do tdn cong bénh duge
danh gi4 tai 5 ngay nhu sau. 0 = khong c6 triéu chimg, 1 = nhim nhe nhung rat it
ton thuong, 2 = hoan toan thuong tdn agglutinin dwgc nhudm mau ndu, 3 = khong
¢6 phan mo ta san (Cottyn, B., Cerez, M. T., Van Outryve, M. F., Barroga, J.,
Swings, J. va Mew, T. W. 1996. Céc bénh do vi khuan clia lga. I Vi khudn gdy
bénh két hop véi phiic thdi be va su tdy mau hat ctia lua & Philippines. Plant Dis.
80:429-437.). D&i v6i bénh bac 14 Ita, huyén phu X. oryzae PV. Oryzae dugc diéu
ché theo ciing phuwong phap nhu truong hop cua B. glumae., va ¢6 ndng 46 duoc
diéu chinh 14 1,2 x 107 CFU/ml. Thir nghiém sinh hoc dugc thong qua bénh bac 14
lua 14 sinh thir nghiém xén ma phuong phap cit phia trén 14 cay bang cach st dung
cap kéo chua huyén phu. Sau khi ghép 7 ngay, mic do tAn cong bénh dugc danh
gid theo phuong phép tu diém 1 dén 9 (Misra, J. K., Mew, T. W. va Merca, S. D.
1994. Field inspection. Theo cach thir nghiém surc khoe hat gidng la, eds. by T. W.
Mew va J. K. Misra, i)p. 52-55. International Rice Research Institute, Philippines.).
Su giam bénh (%) dugc tinh theo phuong trinh 2 sau day.

[Phuong trinh 2]
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Su giam bénh (%) = [(Mutc do tan cong bénh clia nhém kiém soat — mic do
tdn cong bénh ctia nhém dugc xur ly)/(mie do tan cong bénh ciia nhém kiém soat)]
x 100

(5) Xéc dinh su thuc diy ting truéng

Su thuc ddy ting truong lta bang cach xir Iy st dung huyén phu té bao cua
ching YC7007 (2 x 107 CFU/ml) dugc nghién ctru trong khoang thoi gian nudi
cdy. Trong éng thir nghiém (chiéu dai 18 cm) chira mdi truong (mdi trudng 10 ml
1/2 MS ¢6 0,8% thach), huyén phu té bao YC7007 (1 ml) dugc lam w6t ving ré cta
Itia 5 tudn tudi. Sau khi xt Iy vi khuan 7 ngdy, mirc d9 ting trudng dugc ghi (vao
ngay 12). Déi voi danh gid, lua 2 tuan tudi duge cdy vao chau déo bao gbém 150 g
cua dat duoc khir tring véi 4p suét cao va huyén phi vi khuan 15 ml, sau d6 lam
uét & ngay 7 sau khi cdy. Sau khi xit 1y vi khuén 9 ngay, mirc d6 ting trudéng duoc
ghi (vao ngay 30). Ngoai ra, sau khi lam uét huyén phui vi khuan (15 ml) trong giai
doan dam chdi (vao ngay 30) va 40 ngay sau khi xir Iy vi khuén tir giai doan ddm
chdi, mre d6 ting truéng duge ghi tai giai doan trd dong (vao ngay 70). Trong éng
thir nghiém va viéc danh gia, viéc xu ly duoc thuc hién b;ﬁng cach st dung 10 cay
v6i ba 1an Iip lai déi v6i mdi xir Iy dé tién hanh thi nghiém vé sy thic ddy ting
truong hoat tinh. O day, chat dém dugc sir dung lam nhom kiém soét.

(6) Phan tich hé thdng dwa vao trinh tw gen 16S rARN va sy lai gidng
ADN-ADN

Str dung cc doan mdi (doan mdi tdng thé vi khuan 27F va 1492R), gen 16S
rARN duoc khuéch dai tir hé gen ADN dugc chiét bang cach str dung bd chiét co
ban sin trén thi trudng (Intron Biotech, Seoul, Korea). PCR dugc lam sach dugc
dua vao trinh tu (GenoTech Inc., Daejeon, Korea). Trinh tu (Lane, D. J. 1991.
i6S/23S rARN. In: Nucleic acid techniques in bacterial systematics, eds. boi E.
Stackebrandt va M. Goodfellow, pp. 115-175. Chichester: Wiley). Dé nhan biét vi
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tr{ hé théng cta vi khuin séng trong md so véi loai khac cing gidng, trinh tu gen
16S rARN cuia chiing so véi trinh ty ton tai thu duge tir co so dit lieu (NCBI va
mdy chu dit liéu EzTaxon-¢) (Kim, O. S., Cho, Y. ], Lee, K., Yoon, S. H., Kim, M.,
Na, H., Park, S. C., Jeon, Y. S., Lee, J. H., Yi, H., Won, S. va Chun, J. 2012. Dua
EzTaxon-e: Co s& dit liéu trinh tu gen prokaryotic 16S rRN v6i phylotypes ma loai
dugc cdy bidu dién. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 62:716-721.). Nhiéu lién két trinh
tu duoc thue hién bang cach s dung phin mém CLUSTAL X (Thompson, J. D.,
Gibson, T. J., Plewniak, F., Jeanmougin, F. va ctra ) giao dién Higgins, D. G.
1997. CLUSTAL X: chién Iugc linh hoat dbi véi nhidu lién két trinh ty dwgc hd
tro bang cac dung cu phén tich chét luong. Axit nucleic Res. 25:4876-4882.), va
sau d6, chd tréng & giita dugc soan thao theo chwong trinh BioEdit (Hall, T. A.
1999. BioEdit: a user friendly biological sequence aligned editor va analysis
program for Windows 95/98/NT. Axit nucleic Symﬁ. Ser. 41:95-98.). Dé tao ra cay
phét sinh loai ¢6 tri s6 by khoi dong thu dwoc tir 1000 1an 13p lai, phuong phap
lién két vung 1an can (phuong phap lién két ving 1an can; Saitou, N. va Nei, M.
1987. Phuong phap lién két ving 1an can: Phuong phép khoi phuc cdy phat sinh
loai. Mol. Biol. Evol. 4:406-425.), maximum-parsimony (maximum-parsimony;
Fitch, W. M. 1972. Huéng t6i x4c dinh qua trinh tién hoa: su thay d6i nhd nhat ddi
v6i cAu tric lién két cua cay cu thé. Syst. Biol. 20:406-416.), thuat toén ¢ thé ding
nhidu nhét trong phdn mém MEGA 5,10 (thuit todn c6 thé ding nhiéu nhét;
Tamura, K., PetXSerson, D., Peterson, N., Stecher, G., Nei, M. va Kumar, S. 2011.
MEGAS: phan tich su di truyén hoc tién héa phan tir bang cach s dung phuong
phap hop ly cuc dai, khodng céch tién trién, va ha tién tdi da. Mol. Biol. Evol.
28:2731-2739.), v.v.. dugc st dung (Felsenstein, J. 1985. C4c gi6i han tin cdy vé su
phat sinh loai: su tiép can bing cach st dung bdy khoi dong. Evolution 39:783-
791.). Bé x4c dinh tri sé tuong dong ADN-ADN gitta cac chung ADN-ADN, su lai
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gibng ADN-ADN bing cich st dung kit (gdn nhan DIG ADN va bj do, Roche
Applied Science) dugc thuc hién theo sy hudng din ctia nha san xut cling nhu cac
phuong phéap dugc md ta néu trén (Lee, S. H., Shim, J. K., Kim, J. M, Choi, H. K.
va Jeon, C. O. 2011. Henriciella litoralis sp. nov., dugc phén lap tir vung bai 16 do
tridu, su nhuong cia Maribaculam marinum Lai va cac dbng tac gia dén
genus Henriciella as Henriciella aquimarina nom. nov. va phan mo ta dugc stra cla
genus Henriciella. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 61:722-727.).

(7) Céc dac trung phén loai hinh thai, biéu hién va phan loai

Hinh thai hoc cua céc t& bao duoc quan st bang kinh hién vi quang hoc
(Nikon, x 1000), va su tdn tai ca roi duoc quan sat béng kinh hién vi dién tur
truyén qua (Hitachi, model H-600) bing cach st dung dung dich nuéi cy té bao
duoc ting truéng trong mdi truong R2A tai nhiét do 28°C trong khoang 24 gio.
Bing cach st dung kit (bioMerieux Gram stain kit), phan tng gam dugc nghién
ctru theo su huéng dan ciia nha san xuét. Thi nghiém thuy phan ctia ching dugc
thuc hién béng cach st dung casein, esculin, gelatin, tinh bot, L-tyrosin, ure, Tween
20 va Tween 80 theo giao thuc tiéu chuin (Smibert, R. M. va Krieg, N. R. 1994,
Phenotypic characterization. In: : Methods for general and molecular bacteriology,
eds. by P. Gerhardt, R. G. E. Murray, W. A. Wood va N. R. Krieg, pp. 607-654.
American Society for Microbiology, Washington, DC.; Reichenbach, H. 1992. The
order Cytophagales. In: The Prokaryotes, eds. by A. Balows, H. G. Truper, M.
Dworkin, W. Harder va K. H. Schleifer, 2nd ed., vol. 4, pp. 3631-3675. Springer,
New York.). Lién quan dén hoat tinh enzym, su san xudt axit tir carbohydrat khéc
nhau, su hp thu cac ching khac nhau va tdng trudng trong carbohydrat, viéc diéu
tra nghién ctu dugc thuc hién bang cach st dung hé bén san trén thi truémvg (lan
luot kit API ZYM, API 20E, API 20NE va API 50CH) tai nhiét do 28°C theo su

huéng dan ctia nha san xuat (BioMerieux). Ngoai ra, lién quan dén sy tdng trudng
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& nhiét do va tri s6 ndng do pH khac nhau (ndng do pH tir 4,0 d&én 14,0 tai khoang
la 0,5 pH don vi), viéc diéu tra nghién ctru dugc thuc hién sau khi nuoi céy trong
dung dich nudi cdy R2A bang cach sir dung céac chét dém mong mubn trong khoang
5 ngay (Xu, P., Li, W. J., Tang, S. K., Zhang, Y. Q., Chen, G. Z., Chen, H. H., Xu,
L. H. va Jiang, C. 2005. Naxibacter alkalitolerans gen. nov., sp. nov., thanh phﬁn_
ctia ho 'Oxalobacteraceae' dugc phan lap tir China. Int. J. Syst. Evol. Microbiol.
55:1149-1153.). Ngoai ra, sau khi nudi cdy tai nhiét @6 28°C trong khoang 5 ngay,
su khang mubi duoc danh gid bang cach str dung dung dich nudi cdy R2A dugc bd
sung tir 1 dén 14% natri clorua (w/v, & khoang 1%). Thi nghiém su nhay khéng
sinh nhan d6i duoc thuc hién bang cach sir dung nhiéu chat khang sinh (10 pg
ampixillin, 30 pg cloramphenicol, 10 pg penixillin, 10 pg gentamyxin, 3 pg
kanamyxin, 30 pg vancomyxin, 30 pg streptomyxin va 30 pg tetraxyclin) theo
phuong phap khuéch tén dia (thir nghiém khuéch tén dia bing gidy loc) (Yasir, M.,
Aslam, Z., Song, G. C., Jeon, C. O. va Chung, Y. R. 2010. Sphingosinicella
vermicomposti sp. nov., dugc phéan 14p tir vermicompost, va phan md ta dugc sira
ctia genus Sphingosinicella. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 60:580-584.). Su chuan bi
véach té bao va phan tich peptidoglycan dugc thyuc hién theo phwong phap Schleifer
bién dbi, trong d6 TLC dugc tién hanh bing cach sir dung tAm xenluloza thay vao
d6 1a phép sic ky gidy (Schleifer, K. H. 1985. Phan tich ché phdm héa hoc va chu
triic co ban clia murein. Methods Microbiol. 18:123-156.). D& phan tich axit béo t&
bao, chung vi khuan dwgc nudi cdy trong dung dich nuoi chy R2A tai nhiét 6 28°C
va cac t& bao vi sinh vat dugc thuc hién trong pha ting trudéng gilta ham 56 mi
(ODgoo = 0,4-0,5). Phan tich cac este cia axit béo metyl dugc thuc hién theo su
huéng dan cia hé dong nhét hoa vi khuin (MIDI; Microbial ID, Inc.). Phén chiét
dugc phan tich thong qua GC (Agilent 6890), va mau axit béo dugc so sanh va

dugce nhan biét bang cach sir dung co s¢ dit liéu TSBA 40e dugc tao ra boi phﬁn
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mém Sherlock (ver. 4,0). Cac axit amino cta toan bd chét thiiy phan té bao cia
ching vi khuan dugc chiét va duoc phan tich bing phuong phép Staneck va
Roberts (Stanek, J. L. va Roberts, G. D. 1974. Su tiép can duogc don gian hoa ddi
v6i su dong nhét hoa clia khudn tia va khi bang phép sic ky 16p mong. Appl.
Microbiol. 28:226-231.). Isoprenoid quinines dugc chiét va dugc phan tich thong
qua pha dao nguoc HPLC theo phuong phap clia Komagata va Suzuki (Komagata,
K. va Suzuki, K. 1987. Lipit va su phan tich vach té bao trong h¢ théng vi khuén.
Methods Microbiol. 19:161-207.). Dé do ham luong G + C cua nhiém séc thé ADN,
ADN hé gen ctia chung YC7010 dugc chiét va dugc 1am sach bang phuong phép
cua Ausubel va cac déng tac gia (Ausubel, F. W, Brent, R., Kingston, R. E., Moore,
D. D., Seidman, J. G., Smith, J. A. va Struhl, K. 1995. Current Protocols in
Molecular Biology, New York: Wiley.), sau d6 do nucleosit dugc phan huy bang
enzym va ham lugng G + C thong qua cdt C18 ctia pha ddo nguge (Mesbah, M.,
Premachandran, U. va Whitman, W. B. 1989. Phép do chinh xac vé ham lugng G +
C cua deoxyriboaxit nucleic bang phép sic ky 1éng v6i ning sudt cao. Int. J. Syst.
Bacteriol. 39:159-167.). Theo phuong phéap dugc bién dbi vé Minnikin va cic déng
tac gia (1984), lipit c6 cuc duge chiét va dugc phan 1ap thong qua TLC bang cach
stt dung Merck Kieselgel 60-HPTLC. Ngoai ra, sau khi phun dung dich ninhydrin
(0,2% (w/v) dung dich ninhydrin trong butanol dugc bdo hoa v6i nude) trén tAm,
tAm dugc lam néng tai nhiét do 105°C trong khoang 10 phut dé phat hién amino-
lipit (Ross, H. N. M., Grant, W. D. va Harris, J. E. 1985. Cac Lipit trong su phén
loai gi6i vi khudn c6. In: Chemical Methods in Bacterial Systematics eds. by M.
Goodfellow va D. E. Minnikin, pp. 289-300. Academic Press, London.). Ngoai ra,
phospholipit dugc phat hién bang cach phun chét phan tmg Zinzadze cua Dittmer
va Lester (Dittmer, J. C. va Lester, R. L. 1964. Su phun cu thé don gian dé phat

hién cac phospholipit trén sic ky 16p moéng. J. Lipit Res. 15:126-127) trén tAm.
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Ngoai ra, glycolipit dugc phat hién bang cach 1am néng chung bang cach sir dung
chét phan ting phun 1-naphthol trong khoang 3 dén 5 phut (Jacin, H. va Mishkin, A.
R. 1965. Su ngan carbohydrat trén borat dugc nhing tam gel silica G plates. J.
Chromatogr. 18:170-173.). Sufphét}nén,phosphaﬁdylchohn,duQC‘ﬁén,hanh,béng
cach st dung Dragendorff reagent (Sigma-Aldrich; St. Louis, Mo). Ngoai ra, toan
bd mau lipit dugc phéat hién bang cach, sau khi phun dung dich axit
phosphomolybdic (Sigma-Aldrich; St. Louis, Mo), lam nong tAm tai nhiét do 150°C
trong khoang 10 phut. |

(8) Phan tich thong ké

Trong truong hgp phén tich trong intro, phén tich dugc b tri sy phan b
v6i thanh phan duy nhét ngiu nhién hoan thanh dugc st dung dé phan tich dit liéu,
trong khi phan tich bd tri chin ngiu nhién hoan thanh dugc st dung trong trudng
hop phan tich trong vivo. Ngoai ra, do léch trung binh dugc so sanh theo phufcmg
phép ctia Duncan (thtr nghiém da doan cta Duncan (DMRT)). Trong tat ca cac
phén tich nay, phan mém SPSS (ver. 17; SPSS Inc. in Chicago) dugc st dung.

Két qua thi nghiém '

(1) Hoat tinh d6i khéng ctia chiing dwgc phan lap

Puge chung minh ring, trong s6 250 chung vi khuén dugc phan lap tir ré
cay laa, 15 vi khuan séng trong mo thé hién hoat tinh e ché déi voi soi nim ting
trueong cua F. fujikuroi nam trong khoang tur 2 dén 20 mm hoic 16n hon. Dya trén
trinh tw gen 16S rARN, dugc xac nhén.réng vi khuin nay duogc kétﬁhgp véi
PaeniBacillus polymyxa, Bacillus siamensis, PaeniBacillus jamilae, Bacillus
methylotrophicus, Bacillus thuringiensis, B. cereus, Bacillus simplex and Bacillus
daliensis. Cac vi khudn dugc phan 14p nay dugc nhan biét qua thi nghiém va thude
v& loai cling giéng boi vi sy gidng nhau cta ching nim trong khoang tir 99,27 dén

100%. Cu thé 14, trong sé vi khuén duoc phén lap, hai ching, cu thé 1a, YC7007 va
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YC7010 c6 tinh giéng nhau cao nhat dbi v6i B. siamensis, do do thé hién hoat tinh
d6i khang manh to F. fujikuroi (> 20 mm ving Grc ché) (xem bang 11 dudi day).
Ngoai ra, YC7007 dugc thé hién hoat tinh d6i khdng manh doi v6i tac nhan gay
bénh lua khac nhau, cu thé 1a, B. oryzae, M. grisea, F. fukikuroi va tdc nhan gay
bénh thuc vat nghi€m trong khic cling cling nam trong khoang tir 10 dén 29 mm
ving tc ché trén PDA (xem bang 12 dudi day). Ngoai ra, phan loc nudi ciy cla
ching YC7007 duoc diéu ché & thoi gian nudi cdy khac nhau ciing dugc thé hién
kha ning uc ché tang trudng thuan loi d6i vé6i khong chi F. fujikuroi ma con B.
glumae va X. oryzae PV. Oryzae, ma hai tdc nhan gy bénh do vi khudn xuét phat
tir hat chinh (xem FIG. 8). Phén loc nudi cdy cua dung dich nudi cdy 60 gior tudi
duoc thé hién hoat tinh manh nhit @i véi F. fujikuroi, X. oryzae PV. Oryzae va B.
glumae trong moi trudng tuong Gng, lan luot trong khoang 30 mm, 24 mm va 19,7

mm vung e ché.
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[Bang 12]
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(2) Su cam Ung cua su khang méc phai toan than dbi véi bénh tan rui va bac 14 lua
Lién quan dén ching YC7007, sy khang méc phai toan than d6i v6i bénh
bac 14 1ua va tan rui dugc nghién ctu. Do d6 sy lam u6t ching YC7007 & néng do
khac nhau (5,6 x 103, 3,6 x 10 va 2 x 107 CFU/ml) trong dat, dugc phat hién ra
rﬁng, 50 v6i nhom kiém soat c6 mirc do tdn cong bénh thdi 14 (2,5), ching néu trén

c6 thé 1an luot giam dang ké mirc do tin cong bénh dén 1,4, 0,9 va 0.8, (p < 0,05)
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(xem FIG. 9). Tuy nhién, khong khac biét dang ké & ndng do gitra 10° va 107. Khi
su 1am w6t ching YC7007 & nong do 1a 2 x 107 CFU/ml trong dat rhizéspheric, co
thévvthéy rang tac dung 1an lugt ngdn nglra bénh tan rui va bac 14 lia 12‘1 65,2% va
61,2%, do d6 1a wu viét. Ngoai ra, trong trudng hop phun 14 phan loc nudi cdy, c6
thé thdy rang mtrc do tdn cong bénh tan rui va bac la lua lan luot bduc_rc giam dang
ké khoang 70,8% va 70,5%, so v&i nhém kiém soat (xem bang 13 dudi day). Do do,
c6 thé théy_réng chung YC7007 dugc gidm dang ké mirc d6 tin cong bénh tan rui
va bac 14 Iua (p < 0,01), so voi nhom kiém soat.

[Bang 13]
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(3) Su thuc ddy tang truéng béi YC7007
So véi nhom kiém soét, ching YC7007 duge thé hién thuong cé hoat tinh

thire diy su ting trudng cao (p < 0,05) trong céc giai doan thi nghiém bao gdm cay
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gidng, dam chdi va giai doan trd dong cia lta. Trong giai doan cay gidng, chidu dai
clia mam trong 6ng thir nghiém dugc tang tir 11,67 cm dén 19,33 cm bang cach xir
- 1y r& cay laa biang cach st dung huyén phu vi khuénA(2 x 107 CFU/ml). Tuong tu,
chidu dai ciia mam 1an lugt dugc ting tir 36,45 cm dén 46,33 cm trong giai doan
dam chdi trong khi tang tr 55,33 cm dén 61,0 cm trong giai doan trd dong. Ngoai
ra, chiéu dai cua ré chinh dugc ting tir 2,67 cm dén 7,67 cm trong giai doan cay
giéng, trong khi $6 lugng chdi 1an luot duge tang tuor 1,9 dén 2,9 va tr 5,3 dén 7.0,
trong giai doan dam chdi va giai doan trd dong (xem bang 14 dudi day).

[Bang 14]
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(4) Sy ddng nhét hoa ciia vi khuan déi khang YC7007 va YC7010

-56-



33320

Hai vi khuan sdng trong mé YC7007 va YC7010 c6 hoat tinh manh nhét
d6i khang trong s6 15 vi khuén dbi khang dugce dua vao su dong nhét hoa thong
qua su tiép can nhiéu pha. Hai chiing nay c6 trinh tu gen 16S rARN lan luot kéo
dai lién tuc bang 1,513 bp, trong d6 ching nay dugc sip xép ¢ cung dang ngoai trir
d4i v6i hai nucleotit (s6 lugng thém vao co sé dit liéu KP203893 (YC7007) va
KP201498 (YC7010") trong GenBank/EMBL/DDBJ) (xem FIG. 1). Bing cach
phan tich trinh ty gen 16S rARN, dugc ching minh rang ca hai ching nay déu co
mit trong nhanh gai néi c6 cling chiéu dai nhanh trong cdy phat sinh loai, va dugc
thé hién tinh gibng nhau cao nhat d6i véi B. siamensis KACC 15859T (99,67%), B.
metylotrophicus KACC 13105T (99,65%), B. amyloliquefaciens subsp. plantarum
KACC 171777 (99,60%) va B. tequilensis KACC 159447 (99.45%) (xem bang 11
néu trén va FIG. 2). Tri sb twong ddng ADN-ADN gitra ching YC7010 va ching
cung giéng tuong tu nhét, cu thé 13, B siamensis KACC 158597, was 50,4+3,5. Tuy
nhién, tri s6 tuong ddng ADN-ADN gitta YC7007 va YC7010 14 91,5+11,0% (xem
bang 2 néu trén). Hai ching néu trén 1a gam duong, co tinh chuyén dong véi dang
thanh va thé hién su tang trudng dugce vu tién tai nhiét do nam trong khoang tur 13
dén 60°C (thich hop nhat 1a tir 28 dén 30°C) va ndng do tir pH 4 dén 12 (thich hop
nhét 1a ndng @6 pH 7). Cac chung nay c6 thé duoc phat trién trong moi trudng 0,1
TSA chua tir 1 dén 13% (w/v) natri clorua, tuy nhién, khong can thiét yéu ciu natri
clorua dung cho su tang trué‘ng. Cac ching c6 su khang ddi véi cloramphenicol tai
ndng d6 1a 30 pug/ml. Ngoai ra, ching dugc bao gbm axit meso-diaminopimelic lam
axit d6i khang diamino trong peptidoglycan cta vach té bao, va MK-7 1am hé
quinon ho hip chinh. Céc d4c tinh sinh Iy hoc va héa sinh khéc cta chung YC7007
va YC7010 duge thé hién trong bang 1 néu trén. C6 thé 1an luot thiy ring cac axit

Abe’o chinh cua ching YC7007 va YC7010s, la anteiso-Cis:0 (38,4 va 32,0%) va iso

Ciso (28,1 va 27,7%). Mau axit béo cua té bao khac YC7010 dugc bao goém
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Ci6:0 (7,7%), iso Ci7.0 (6,4%), anteiso-Ci7:0 (5,3%), is0 Cieo (5.2%), Cis:o (5,1%),
Cis107¢ alcohol (3,4%), iso Cia0 (2,9%), iso-Ci17:1 @10c¢ (1,7%), Cie:1 o11c (1,4%),
C140(1,1%) va Ca0:1 @7c¢ (0,2%) (xem bang 3 néu trén). Ham lugng G + C cua hé
gen ADN trong ching YC7007 va YC7010s lan luot 14 50,5 mol% va 51,2 mol%.
Céc chung duge thé hién lipit cu thé ¢6 cuc mau bao gdm phosphatidyletanolamin
(PE), phosphatidylglyxerol (PG), diphosphatidylglyxerol (DPG), glycolipit (GL)
chua biét va aminolipids (AL1-2) chua biét. Do d6 sy phan tich trinh tu gen 16S
rARN, tri s6 twong dong ADN-ADN , ché phdm cua axit béo, va cac dic tinh hoa
sinh va sinh 1y hoc, ching YC7007 va YC7010s dugc nhén biét 1am loai Bacillus
genus, do d6 duoc dé xuét 1am Bacillus oryzicola sp. nov.

(5) Phin mo ta vé Bacillus oryzicola YC7010" sp. nov.

Té bao 1a gam dwong c6 dang thanh (0,8-0,9 x 2,0-3,0 pm). Sw phat trién
ctia khuén lac trong moi trudng thach R2A tai nhiét d6 28°C trong khoang 2 ngay
c6 mau tring kem va & dang cdt cao tron va phang v6i toan bd bién. Té bao 1a roi
¢6 cuc don c6 tinh chuyén dong. Vach té bao 1a axit diamino ddi khang va chira
axit meso-diaminopimelic. Thong thudng, té bao duoc biéu hién 1a catalaza-duong
va oxidaza-am mot minh hodc theo cap, va su ting phat trién & nhiét do tir 13 dén
60°C va ndng do pH tir 4 dén 12,0. Té bao 1a duong dbi véi su thily phan casein va
gelatin nhung 4m ddi véi tinh bot, Tween 20, Tween 80, tyrosin va carboxymetyl
xenluloza. Ngoai ra, té bao dung D-glucoza, D-fructoza, D-mannoza, D-mannitol,
metyl-a-D-glucopyranosit, N-axetyl-glucosamin, amygdalin, arbutin, esculin ferric
xitrat, salixin, D-celiobioza, D-maltoza, D-lactoza, D-saccharoza, D-trehalose, D-
raffinoza, tinh bot, glycogen, gentiobioza, trinatri, xitrat va delatin ctia Kohn. Ngoai
ra, két qua kit API ZYM, té bao thé hién hoat tinh enzymatical cta esteraza (C4),
esteraza lipase (C8), naphthol-AS-Bl-phosphohydrolaza va  N-axetyl-B-

glucosaminidaza, tuy nhién, khong thé hién hoat tinh doi voi lipaza (C-14), leuxin
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arylamidaza, valine aryiamidaza, xystin arylamidaza, trypsin, a-chymotrypsin, o-
galactosidaza, PB-galactosidaza, B-glucosidaza, a-mannosidaza va a-fucosidaza.
Ngoai ra, té bao ¢6 sy khang di v6i cloramphenicol va streptomyxin tai noéng do 1a
30 pg/ml, tuy nhién, cé thé chip nhan ampixillin, penixillin va gentamyxin tai ndng
do 1a 10 pg/ml va kanamyxin, vancomyxin va tetraxyclin tai ndng do6 1a 30 ug/ml.
Su tang trudng cua té bao ¢ thé duoc quan sit trong dung dich nudi cy R2A chira
13% (w/v) natri clorua, tuy nhién, khong trong cung dung dich nubi cdy chira 14%
(w/v) natri clorua. Quinon chinh 1a MK-7. Lipit c6 cuc c6 thé bao gdm
phosphatidyletanolamin (PE), phosphatidylglyxerol (PG), diphosphatidylglyxerol
(DPG), glycolipit (GL) chua biét va aminolipit (AL1-2) chua biét. Ham luong
ADN G + C ciia chung mAu 12 51,2 mol%. Ching mau YC7010" (= KACC18228")
duge phan 1ap tir & lua (Jinju, Han Quéc).

Nhu duge md ta néu trén, vi du thuc hién theo sang ché dugc chung minh
rang, trong sd cac ching séng trong md khac nhau dugc phén lap tir ré lta, 6%
gidng Bacillus d6i khang va c6 thé wc ché su tang trudng cua soi nidm cia tdc nhan
gy bénh thuc vat. Theo nghién ciru trude, dugce bdo cdo khoang 9% gidng Bacillus
va vi khuin gram am khac chtra vi khuin séng trong md dugce phan 1ap tir thuc vat
song trong bii dat 1y dbi khang dbi voi oomycetous phytotopathogens (xem tai
liéu khong phai 1a sang ché 7). Theo trinh tu gen 16S rARN, mot s6 chung clia sang
ché thudc gidng Bacillus dugc ching minh ¢6 hoat tinh ddi khang déi véi chu yéu
tdc nhan gdy bénh do vi khuén va ndm cta lua tht nghiém trong vitro va vivo.
Trong s6 d6 ching duoc phan lap, ching YC7007 va YC7010 c¢6 tinh gidng nhau
cao nhat dbi v6i B. siamensis dugc thé hién hoat tinh dbi khéang manh dé uc ché su
ting trudng cua sgi ndm F. fujikuroi, ma tdc nhan gy bénh nim va tac nhan xuat
phat tir hat 1ta ddng ké nhat. Ngoai ra, su loc nudi cdy YC7007 ciing c6 hoat tinh

rc ché manh d6i véi bénh nam, bénh bac 14 lGa va thoi hat cia lua, va do do, ¢6 the
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dugc cong nhan lam chung tao ra vat liéu khang nam. Mot sb trong giéng Bacillus
c6 thé tao ra lugng peptit va lipopeptit nhd nhu fengyxin, iturin va surfactin, va da
duoc bio cdo dé thé hién tinh hiéu qua we ché tot ddi v6i tac nhan gay bénh thuc
vat (Bais, H. P., Fall, R. va Vivanco, J. M. 2004. Su kiém soat cta Bacillus
subtilis chébng lai sy nhiém trung cua t& Arabidopsis bang Pseudomonas
syringae dugc lam dé dang béi sy hinh thanh mang sinh hoc va su tao ra surfactin.
Plant Physiol. 134:307-319; Crane, J. M., Gibson, D. M., Vaughan, R. H. va
Bergstrom, G. C. 2013. Cac muc d9 Iturin trén gai cua cdy lua my duoc két hop véi
su kiém soat sinh hoc cia Fusarium head blight by Bacillus
amyloliquefaciens.Phytopathology 103:146-155.; Dimkic, L., Zivkovic, S., Beric, T.,
Ivanovic, Z., Gavrilovic, V., Stankovic, S. and Fira, D. 2013. Sy dac trung va su
danh gia v& hai chiing Bacillus, SS-12,6 va $S-13,1, 1am cac chat tiém tang dé kiém
soat nAm va vi khudn gy bénh thuc vit. Biol. Control 65:312-321.). Puoc phét
hién tir viéc danh gia réng su tn céng bénh tan rui va bac 14 lua ¢6 thé duoc e ché
bing cach lam uét huyén phu té bao ctia chiing YC7007, va két qué‘ nay c6 thé c6
nghia 1a sy cadm Ung cua sy khang toan than. Muc dd tdn cong bénh tan rui duoc
giam bang cach xtt 1y st dung ching YC 7007 tai ndng do 1a 10° (CFU/ml), va tai
ndng do cao hon tir 10° dén 107 CFU/ml, su thn cong bénh dugc e ché bang 62%
hodc 16n hon. Ngoai ra, phén loc nuoi céy YC7007 dugc giam 70% hodc 16n hon
clia sy tn cong bénh tan rui va bac 14 lda, so véi nhom kiém soat. Cling dugc phét
hién rang viéc xur Iy bing cach st dung huyén phu té bao B. subtilis (2,5 x 1‘O8
CFU/ml) va B. cereus AR156 (5 x 108 CFU/ml) ¢6 thé 1an luot kiém sodt bénh tao
vét ddm cua ré va 14 cay Arabidopsis, (Bais va cac déng tac gia, 2004; Niu, D. D.,
Liu, H. X,, Jiang, C. H., Wang, Y. P., Wang, Q. Y., Jin, H. L. va Guo, J. H. 2011.
Rhizobacterium Bacillus cereusAR156 thiic day su ting trudng thuc vat cam ung

su khang toan than trong Arabidopsis thaliana cing mt lic hoat dong cach tin
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hiéu phu thudc salixylat-va jasmonat/etylen. Mol. Plant-Microbe Interact. 24:533-
542.). Do ndng dd vi khuan cua B. subtilis va B. cereus AR156 1a 108 FCFU/ml, ma
100 1in cao hon YC7007 (10° CFU/ml), khong thyuc hién st dung thuc té céc vi
khudn nay bing nha nong trai ndng nghiép. Dé phat trién vi khuin d6i khang lam
thubc diét sinh vat hai sinh hoc, ndng do t6i wu c6 thé 1a & mtrc 107 CFU/ml hogc
nho hon, khi xem xét hé sd pha lodng dé su dung cudi ciing boi ngudi st dung
(Chen, X. H., Scholz, R., Borriss, M., Junge, H., Mogel, G., Kunz, S. and Borriss,
R. 2009. Difficidin and bacilysin dugc san xudt boi hiéu qua Bacillus
amyloliquefaciensare dugc két hop thuc vat trong viéc kiém soét bénh lam théi 1,
t40. J. Biotechnol. 140:38-44). Bing cach lam uét huyén phu vi khuin c6 hoat tinh
ddi khang d6i v6i tac nhan gy bénh vio ré va 14 lta phun phan loc nudi cdy, ching
YC7007 c6 thé twong tac truc tiép va/hodc gidn tiép gitta tac nhan gdy bénh. Bénh
tan rui va bac 14 laa c6 thé duge ngin ngira bang cach xir Iy 1am w6t hode phun 14,
va dugc cho rang ngin ngira c6 thé thu dugc tir chting YC7007 hoat dong théng
qua su khang toan than dugc cam Ung (ISR) hodc sy khang méc phai toan than
(SAR), do d6 tre ché bénh (Ahn, L P., Lee, S. W. va Suh, S. C. 2007. Sy mdi nude
dugc cam Gng viung ré trong Arabidopsis phu thudc vao etylen, axit jasmonic, va
NPR1. Mol. Plant-Microbe Tuong tac. 20:759-768.; Niu va cac dong tac gia, 2011).
Co ché phan ting can phai xac dinh theo khia canh cua tin hiéu hoocmon thong qua
duong salixyclic, jasmonic hodc etylen dén SAR hoic ISR.

Céc loai Bacillus c6 kha niang duy tri trong khoang thoi gian dai ngay ca
trong moi truong khong thuan loi, do d6 dugc thwong mai hoéa lam thudc diét sinh
vat hai sinh hoc. Mét s6 loai c6 thé gay ra su khang mic phai toan than, va do do,
chirc ning hién nay trong céac thuc vat khac nhau (Hu va céc dong tac gia, 2011;
Kloepper va cac dong tac gia, 2004). B. vallismortis EXTN-1 va B. cereus da dugc

st dung dé ngdn nglra bénh dao 6n, bénh kho van 14 lta va bénh nam (Kazempour
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va FElahinia, 2007; Park va cac déng tac gia, 2006). Dugc cho 1a sy phat hién ching
Bacillus ' YC7007 nhu vay c6 hoat tinh duy tri 14u dai dbi v6i chii yéu cac bénh do
vi khudn nhu tan rui va bac 14 Iia duoc bao cdo theo nghién ctru cia sang ché trong
khoang thoi gian dau tién. Tuy nhién, duge ching minh rang chung YC7007 c6
hiéu qua thuc ddy su ting truéng cua lua bang cach ap dung huyén pht vi khudn
mot 1an trong giai doan cay gidng ngay sau khi nay mam. So v6i nhém kiém soat,
ching YC7007 dugc tang khong chi chiéu dai cia mam va r& bang 1,1 dén 2,9 lan
trong giai doan cyéy gidng, giai doan dam chdi va giai doan trd dong, ma con sb
luong chdi trong giai doan dam chdi va giai doan trd dong. Cac phat hién nay nghia
1a hoat dong dbi véi su cam tng cia sy khang va su thic ddy su ting truéng boi vi
khuan probiotic YC7007 dugc lién tuc trong khoang thoi gian dai tir giai doan cay
gidng dén giai doan trd dong (Picard, C., Baruffa, E. and Bosco, M. 2008. Lam
mau md va da dang céc vi sinh vat probiotic thuc vét trong vung ré ctia cdy ngo lai
trong bdn chy ky ting trudng. Soil Biol. Biochem. 40:106-115.). Dugc biét rang su
cam ung cua sy khang cdy chu co thé tac dungb bat loi thuc vat chi, do trc ché su
tang truong két hop véi hoocmon tang trudng thuc vat nhu axit gibberellin va oxin.
Hé théng mién dich duoc kiém soat boi brassinosteroid va axit salicylic ma it nhét
trc ché mot phan axit gibberellin va oxin théng qua su twong tic véi hoocmon
(xuyén am) trong lua va Arabidopsis (De Vleesschauwer, D., Van Buyten, E.,
Satoh, K., Balidion, J., Mauleon, R., Choi, I. R., Vera Cruz, C., Kikuchi, S. va
Hofte, M. 2012. Brassinosteroids antagonize gibberellin va salixylat qua trung gian
mién dich ré laa. Plant Physiol. 158:1833-1846.; Wang, D, Mukhtar, K. P., Culler,
A. H. va Dong, X. 2007. Axit salicylic &rc sy tang truéng gy bénh ¢ thyc vét thong
qua su ngin nglra cua duong tin hiéu auxin. Curr.Biol. 17:1784-1790.). Cac dan
xuét hoa hoc cua axit salicyiic va benzothiadiazol (BTH) c¢6 thé gdy ra su khang

méc phai toan than dbi v6i tdc nhan gy bénh biotrophic théng qua mang ludi tin
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hiéu axit salicylic trong la, cdy dua chudt, Arabidopsis, va hat tiéu, trong khi tc
ché phan ung oxin dé 1am cham su ting trudng cta thyc vat. Nguoc lai, mot s6 vi
khuan séng trong ré bao gdm loai Bacillus ¢6 thé 1am ting su cam Ung cua sy
khang ma khong tdc dung phu dén su tang trudng cﬁa.thuc vat (Ahn et al., 2005;
Ryu et al., 2004; Yang, J. W., Yu, S. H. and Ryu, C. M. 2009. Viéc tao doan mdi
cua gen lién quan dén su phong thao luan sy khang toan than dugc cam tGng dugc
luan ra vi¢c tao khuén lac cua ré cy hat tiéu. Plant Pathol. J. 25:389-399.). DPéi véi
cac khia canh nay, dugc xem la chung YC7007 co thé 1a tng ctr tot cho su phat
trién cua thudc diét sinh vat hai sinh hoc ¢6 da chtc nang nhu su cam mg cua su
khang va su thuc day tang truong trong la ma khong tic dung phu bét ky. Ngoai ra,
cho rang ching YC7007 c6 hoat tinh khang nidm va khang vi khuan thoéng qua sur
san xuét vat liéu khang sinh.

Theo sang ché, hai chung séng trong md dwoc goi la YC7007 va YC7010
duogc déc trung dua trén nhiéu nghién ctru thoi ky bao gbm trinh tu gen 16S rARN,
su lai giéng ADN-ADN, su phan tich axit béo va thi nghiém hoa hoc vét Iy khac.
Céac chung nay dugc nhén biét 1am gidng Bacillus trong nhanh gai nbi c6 cling
chiéu dai nhanh trong cdy phat sinh loai. Hai chung nay c6 cung ty 1¢ phén nhanh
trinh ty nhu nhau, tuy nhién, khac so véi loai khac cung gidng trong nhanh gai ndi
cia cdy phat sinh loai. ching YC7007 va YC7010s dugc thé hién 100% tuong tu
v6i nhau va tri $6 tuong déng ADN-ADN ciing kha cao 13 91,5%, do d6, ca hai
ching nay dugc chiing minh la cung loai Bacillus. So véi ching mau YC7010, tri
s6 lai gidbng ADN-ADN cta cac ching cﬁng gidng khéc nhu B. siamensis, B.
metylotrophicus, B. subtilis subsp. inaquosorum, B. amyloliquefaciens subsp.
plantdrum va B. tequilensis, hodc cac chung tuong tu, thuong it hon 70%. Do do,
c6 thé duoc hiéu réng chung YC7010 1a loai (Goris, J., Konstantinidis, K. T.,

Klappenbach, J. A., Coenye, T., Vandamme, P. va Tiedje, J. M. 2007. Tri s6 lai
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gibng ADN-ADN va mdi quan hé cua ching dbi véi su tuong tu cia toan bd bd
gen. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 57:81-91; Stackebrandt, E. va Goebel, B. M.
1994. Ghi chu sy phan loai: Vi tri d6i véi su két hop lai ADN-ADN va phan tich
trinh tu 16s rARN theo dinh nghia loai cua sang ché trong bacteriology. Int. J. Syst.
Bacteriol. 44:846-849.). Ngoai ra, hai ching nay duoc thé hién hau hét cac dap ting
twong tu trong thi nghiém hoa hoc vat ly bang cach sir dung kit API, trong khi ¢
cac déap tng khic nhau dén cac ching mau lién quan khéc. Do do, c6 thé dugc hiéu
rang hai ching néu trén c6 thé phan biét tir ching Bacillus cung gidng khac. Do
chip nhan d6i v6i natri clorua, hai ching dugc séng sét cho dén 13% natri clorua.
Nguoc lai, B. metylotrophicus khong dugc sbng sot ngay ca khi & 10% natri clorua
(xem tai liéu khong phai 1a sang ché 1). Céc axit béo chinh cia YC7007 va
YC7010 1a anteiso-Cis.0 va iso Cis:, ma twong tu vGi cac axit béo cua loai khac
cung gidng cua Bacillus genus. Nguge lai, lwong nhd ciia axit béo khac trong hai
ching nay khéc véi lugng nhé cua ching Bacillus loai cung gidng. Vi khuin riéng
1é ¢6 mau axit béo khac nhau, va phan tich axit béo nay dugc sit dung hiéu qua véi
su dong nhét hoa cta vi khuén (Kampfer, P. 1994. Gi6i han va kha ning cla toan
bd su phan tich axit béo ddi v6i su phan loai va su dong nhat hoa
cua Bacillus species. Syst. Appl. Microbiol. 17:86-98.). Gidng nhu chiing mau cta
Bacillus genus, isoprenoid quinon chinh cua chung YC7007 va YC7010s la
menaquinon-7 (MK-7) (Chen, J. H., Tian, X. R., Ruan, Y., He, Z. Q., Tang, S. K.,
Li, W. J., Shi, H. va Chen, Y. G. 2015. Bacillus crassostreae sp., nov., dugc phan
lap tor con hau & bién phia nam Trung Quéc. Int. J. Syst. Evol. Microbiol.
Doi:10,1099/ijs. 0,000139.; Kang, H., Weerawongwiwat, V., Kim, J. H., Sukhoom,
A. va Kim, W. 2013. Bacillus songkensis sp..nov., dugc phan 1dp tur soil. Int. J.
Syst. Evol. Microbiol. 6/3:4189-4195.). Ham lugng ADN G + Cs cia hai ching

tuong tu vé1i nhau va nam trong khoang tur 50,5 dén 51,2 mol%, ma tuy nhién cao
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hon mét chat so véi loai Bacillus khac (xem tai liéu khong phai 1a sang ché 1 va tai
liéu khong phai 1a sang ché 17). Céac lipit c6 cuc khac cia hai chung 1a PE, PG, va
DPG ma tuong tng céc lipit c6 cuc khic cta B. siamensis va B. songklensis (Kang
va cac ddng téc gia, 2013; Tai liéu khong phai 1a sang ché 17).

Dua trén tt ca dit liéu ciia nhiéu nghién ctru thoi ky, hai ching YC7007 va
YC7010 thudc vé& Bacillus genus, va do do, cac ching nay YC7007 va YC7010
dugc dé xuit 1am loai méi va dugc goi 1a Bacillus oryzicola YC70107 sp. nov. lam
ching mau. Do d6, ching séng trong md B. oryzicola YC7007 1a chung c6 hoat
tinh da chirc nang, thé hién tc ché truc tiép su gdy bénh do vi khuén va ndm, su
cam ung cua sy khang mic phai toan than va sy tang trudng thuc vat thuc day céc
tac dung, do do co thé ap dung thuc t& 1am chét cdy vi sinh vat trong nha ndng trai
ndng nghiép.

Céac phuong an dugc uu tién cua sang ché dugec mo ta néu trén da duge dé
xult dé& giai quyét cac vAn dé k¥ thuat thong thuong, va cac chuyén gia c6 kinh
nghiém trong linh vye ky thuat s& dugc hiéu 15 ring viée thay dbi, bién dbi va bo
sung khac nhau 1a co thé trong pham vi tinh thin cua sang ché. Viéc thay dbi va
bién ddi nhu vay duoc bao gbm du trong yéu cau bao ho kém theo.

1) SEQ ID NO: 1 biéu thi trinh tur gen 16S rARN cua ching Bacillus
oryzicola YC7007 theo sang ché.

2) SEQ ID NO: 2 biéu thi trinh tw gen 16S rARN cua chung Bacillus

oryzicola YC7010 theo sang ché.
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YEU CAU BAO HQ
1. Chuing vi sinh vat Bacillus oryzicola YC7007 (ma s6 hop luu: KCCM11275P).
2. Chung vi sinh vét Bacillus oryzicola theo diém 1, trong d6 Bacillus oryzicola bao
gdm 16S rARN ¢ trinh tu co bén 1a SEQ ID NO: 1.
3. Chung vi sinh vét Bacillus oryzicola theo diém 1, trong d6 Bacillus oryzicola c6
tinh hiéu qua cam tng khang bénh cia thuc vét.
4. Ching vi sinh vat Bacillus oryzicola theo diém 3, trong d6 bénh thyc vét it nhat
mot dugc chc_)ﬁ tir nhom bao gém bénh thdi hat, bénh bac 14 Itia, bénh tan ryi va
bénh nam.
5. Chung vi sinh vt Bacillus oryzicola theo diém 3, trong d6 Bacillus oryzicola con
¢6 tinh hi€u qua uc ché tac nhan gy bénh thuc vat, tinh hiéu qua thuc diy su ting
trudng thuc vat va tinh hiéu qua ting cuong thuc vat.
6. Chiing vi sinh vat Bacillus oryzicola theo diém 5, trong d6 tinh hiéu qua thuc dy
su tang trudng thyc vat 1a tinh hiéu qua thuc day su tang truéng thuc vat d6i voi lna.
7. Ché phim vi sinh vat dung cho phan bén, bao vé thuc vat va sit dung tdng cudng
thuc vat, bao gém chung vi sinh vat theo diém bét ky trong sb cac diém 1, 2, 3 dén

6, va dung dich nuoi chy hodc phan loc nudi ciy ctia n6 1am thanh phan hoat tinh.
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Fig. 1

CGAGTTTGATCATGGCT CAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATACAAGTCGAGCGRACAGATGRGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGECEGA
CGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTET AAGACTGEGATAACTCCGRGAAACCGGRGCTAATACTGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAGAC
ATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATBBACCCGCGECRCATTAGCT AGTTGRT GAGGTAACGGCTCACCAAGECGACGATGCATAGCCBACC
TGAGAGGGTGATCGECCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT CCTACGGGAGRCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAAT GGACGAAAGTCTGACEEA
GCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGETTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCRTTCAAATAGEECGGCACCT TGACGGT ACCT
7 AACCAGAAAGCCACGGC TAACTACGTRCCAGCAGCCGCGRTAATACGTAGGT GRCAAGCGTTETCCAGAATTATTGGGCGTAAAGGECTCGCAGGBCGE
TTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGGTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGéACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATYCCACGTGT
AGCGGTGAAA TRCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCEGAAGGCGACTCTCTGRTCT GTAACTGACGCTGAGBAGCEAAMGCGTGGAGAGCGAACA
GBATTABATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGEEGTTTCCGCCCCTTAGTGC TGCAGCT AACECAT TAAGCACTCCG
CCTGGEEAGTACGGTCRCAAGACT GAAACTCAAAGGAA T TGACGGGBGCCCACACAAGCGRTEEAGCATGTAGTTTAATT CGAAGCAACBCEAAGAAC
CTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGAT AGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGRTGCATGGT TRTCGTCAGCTCGTGTCG
*| TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGT GACAAACCGGA
GGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTA
AGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGEATCECAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGRAATCGCTAGTAATCGCGBATCAGCATGCCGCEGT
GAATACBTTCCCGGRCCTTGTACACACCECCCATCACACCACGAGAGTTTRT AACACCCBAAGTCEGTGAGRTAACCTTT TAGGAGCCAGCCECCEAA

GGTGGGACAGA TGATTGGGGTGAAGTCGTAACACGTAACCGTA

(a

AGAGTTTGATCCTGGCT CAGGACGAACGCTGGCGECGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCEGACAGATGEEAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCEGA
CGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACTGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAGAC
ATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGA TRRACCCGCGECGCATTAGCTAGTTGRT BAGETAACGECTCACCAAGRCGACGATGCATAGCCGACT
TGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGA
GCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGG TTTTCGGATCATAAAGCTCTGTTGTTAGGEAAGAACAAGTGCCETTCAAATAGGECGGCACCT TGACGET ACCT
AACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGRTAATACGTAGGTGGCAAGCETTGTCCGRAATTATTGAGCGTAAAGGGCTCGCAGECEG
TTTCTTAAGT CTGATGT GAAAGCCCCCRGCT CAACCGGRGAGERT CATTGGAAACTGRGEAACT TRAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTET
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGBCGACTCTCTGRTCTATAACTGACECTGAGGAGCEAAAGCETEGEEAGCGAACA
GGATTAGATACCCTGRTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGBETTTCCBCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCE
CCTGGGGAGT ACGGTCGCAAGACT GAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGRTGGAGCATGTGETTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC
CTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCC TAGAGAT AGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGET TGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATETTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCT TRATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGRGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCEEA
GGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATECCCCTTATGACCTGRGCTACACACGTECT ACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCRCGAGGTTA
AGCCAATDCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTBAABCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGT
GAATACGTTCCCGGGCC TTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGRTEAGGTAACCTTT TAGGAGCCAGCCGCCGAA
GGTGGGACAGA TGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTGCCGTA

)
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(B3 | Bacillus ondedla YC 7007 (KPI03825)

I'-z:acfﬂm oryzicala YC 70107 (IKP201498)

 Bacillus nmutiylotrophices CBMB20ST (EUL94897)

— Bacillus apyleFgusfaciens sihsp. plantorunFZBA2T (CFO00500)

Baciflussianensis K CTC 136137 (ATVFO1000043)
Bacillus amyloligrcfacienssibsp. anploliprefaciens DSM 7T (FNS076.44}
08 L Bacillussulridis shsp. subtilis NCIB 3610 T (ABQLO100000L)

— Bacilhesvallismostis DVI-F-3T (JHo273)

i [ﬁaci.[bwiequilemdslﬂbT (HQ223107)

00
~ - Bacilhus sebtilis sub sp. spizizeniiNRRL B-23040T(CP002905)

i Bacillus rojavensisRO-H-17T (JHG00280)
|

S Bacillies subtifis s . inaquasoranls CTC 134207 (AMXNOL000021)

— ]— Bacillus aaphactss JOM 90 0T (ABO2L181)
98 — Bacilluspranilus ATCC 70617 (ABRNDI00000°)

i L Bacittus safensis FO-036 T (AF54854)

100 ' Bacillisssirntesphericus ALKF2aT (AJ31841)

Bacilhssacrophifies BT (AJ831844)
Bacillusolttudinis4IKF2bT (AJ851842)

r—-— Bacillus sonorensis NRRL B-231847T (AF302118)

00 lLl'-—~ Bacillus aerius 24K (AJS31843)
67 L Bacillusichenifarmis ATCC 145807 (AEDL73533)

Geobacillis steag'odzsnmp]u’!mNBR(.’ 12550T (AJ2048L7)
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